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La Peste Porcina Africana (PPA) es una enfermedad virica letal que afecta
a cerdos y jabalies, actualmente responsable de una pandemia con
consecuencias devastadoras para la industria porcina a nivel mundial.
Debido a la ausencia de una vacuna eficaz, el control de la enfermedad
recae en extremar las medidas de bioseguridad y politicas de vaciado
sanitario. Hasta el momento, las vacunas basadas en virus vivos atenuados,
a pesar de no ser ptimas en términos de bioseguridad, son las unicas que
han demostrado conferir inmunidad protectora frente al virus de la PPA
(VPPA). Por ello, estas vacunas también son una herramienta ideal para
esclarecer los mecanismos inmunoldgicos que juegan un papel en
proteccion. En nuestro laboratorio hemos desarrollado previamente un
prototipo vacunal, denominado BA71ACD2, eliminando la proteina CD2v
del virus virulento parental BA71. A diferencia de otras vacunas vivas
atenuadas desarrolladas por otros laboratorios, que Unicamente inducen
proteccion homologa, la vacunacién intramuscular con BA71ACD2
confiere proteccidon no solo frente al virus parental, si no también frente a
otras cepas heterologas, incluyendo al aislado Georgia2007/1, causante de
la actual pandemia. Desafortunadamente, algunos de los animales

vacunados secretaban virus vacunal aunque a niveles bajos.

El primer objetivo de esta tesis doctoral fue optimizar la vacunaciéon con
BA71ACD?2. Para ello se testaron tres dosis de la vacuna administrada
intranasalmente en cerdos, y se analizo tanto su seguridad, como la
respuesta inmune inducida y la proteccion conferida frente a la infeccion
con Georgia2007/1 mediante contacto directo con cerdos infectados. La

inoculacidon intranasal de la vacuna result6 mas segura que la
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intramuscular, apenas detectindose virus vacunal ni en sangre ni en
hisopos nasales. Ademas, los animales vacunados quedaron protegidos
frente a la infeccion de manera dosis-dependiente, y la proteccion se asocid
con la presencia de anticuerpos y células secretoras de IFNy especificas
frente al VPPA. El segundo objetivo de la tesis doctoral fue caracterizar
la respuesta inmune protectora inducida tras la vacunacion intranasal con
la dosis Optima de BA7IACD2. En primer lugar, se caracterizd el
transcriptoma celular de células mononucleares de sangre de cerdos
vacunados tras una estimulacion con el virus in vitro. Esta estrategia revelo
la activacion de una respuesta Thl mediada por células T CD4+CD8+
polifuncionales. Ademas, se demostr6 que esta respuesta especifica frente
al VPPA induce, mediante la secrecion de IFNy, la activaciéon de una
respuesta inflamatoria orquestada por monocitos/macrofagos secretores de
TNF. En segundo lugar, se ampliaron los resultados obtenidos analizando,
mediante single-cell RNA-sequencing, la respuesta inducida en células del
linfonodo submandibular, uno de los érganos que primero recibe el virus
tras una infeccion oro-nasal. La estimulacion in vitro de estas células
confirmé la induccion de una respuesta Th1l acompafiada de la activacion
de la respuesta inflamatoria. Ademas, revel6 la presencia de una variada
respuesta citotoxica, mediada por células T CD4+CD8+, células T CD8+,

células T y3 y células NK.

En resumen, los resultados de esta tesis doctoral demuestran que la
administracidn intranasal del prototipo vacunal BA71ACD2 es una opcion
segura y eficaz, que permite plantear su futura utilizacién en campo como
vacuna capaz de inducir inmunidad frente a Georgia2007/1. Por otro lado,

se han caracterizado con ensayos in vitro los diferentes componentes de la
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inmunidad generados tras la vacunacidn mostrando la intervencién de una
respuesta Thl especifica frente al virus. Dichos resultados sugieren que
una rapida activacion de la respuesta innata por parte de las células T
podria ser un factor clave para controlar la infeccion. En conjunto, esta
tesis doctoral contribuye al desarrollo de una vacuna efectiva frente al
VPPA, profundizando ademés en la descripcion de los componentes
inmunologicos que deberian ser considerados para el disefio racional de las

vacunas del futuro.
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African swine fever (ASF) is a lethal viral disease of domestic pigs and
wild boars causing a worldwide pandemic affecting the porcine industry
and leading to important global economic consequences. Due to the lack
of effective vaccines, the control of the disease mainly relies on the
combination of culling in affected farms and biosafety measures. At the
moment, and despite biosafety concerns, live attenuated vaccines (LAV)
are the only ones inducing protective immunity against African swine
fever virus (ASFV). In addition, LAV are also a good tool to study the
immune mechanisms involved in protection. Previous work from our
group developed a recombinant LAV, BA71ACD?2, eliminating the CD2v
protein from the parenteral virulent virus BA71. Intramuscular vaccination
with BA71IACD2 confers protection against challenge with homologous
and heterologous virulent ASFV isolates, including the Georgia2007/1
ASFV strain, the responsible of the current pandemic. Unfortunately,
BA71ACD2 presented certain biosafety issues since a few of the
vaccinated animals shed some vaccine virus after immunization.

The first objective of this thesis was to optimize the vaccination with
BA71ACD2. With this aim we tested three different vaccine doses trough
intranasal inoculation of pigs, to analyze security, vaccine-induced
immune response, and protection against a challenge by direct contact with
Georgia2007/1-infected pigs. Intranasal vaccination improved biosafety
compared to intramuscular administration, and conferred dose-dependent
cross-protection associated with both ASFV-specific antibodies and [FNy-
secreting cells. The second objective of the thesis was to characterize the
protective immune response induced after intranasal vaccination with the

optimal dose of BA71ACD?2. First, we applied bulk RNA-sequencing to

23



characterize the in vitro recall responses induced in peripheral blood
mononuclear cells (PBMCs) from BA71ACD2 immunized pigs. This
strategy revealed a robust Thl response defined by the presence of
polyfunctional CD4+CD8+ T cells. This adaptive immune response
induced an IFNy-dependent positive feedback regulation of innate
immunity, characterized by rapid activation of inflammation with the
presence of TNF secreting monocytes/macrophages. Furthermore, we
analyzed the single-cell transcriptome of submandibular lymph node (LN)
cells from vaccinated animals after ASFV in vitro stimulation. This recall
response in LN cells confirmed the data obtained in PBMCs. Moreover, it
revealed the activation of a broad cytotoxic response mediated by
CD4+CD8+ T cells, CD8+ T cells, yo T cells, and NK cells.

Overall, the results of this PhD thesis prove that intranasal administration
of BA71ACD?2 is an effective and safe option that allows us to consider its
use in field as a LAV against Georgia2007/1. Moreover, analysis of the in
vitro recall response induced by immune cells from intranasally vaccinated
pigs unravel key immune components involved in the protective response
against ASFV. These results suggest a role of a timely adaptive-innate
immunity crosstalk in the induction of a rapid inflammatory response to
efficiently control ASFV infection. While efforts to identify antigenic
ASFV proteins to develop safer subunit vaccines are ongoing, this study
represents a step forward to shift vaccine development from the current

trial-and-error based approach to a more rational strategy.
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Introduccidn

1. Peste Porcina Africana

La Peste Porcina Africana (PPA) es una enfermedad viral contagiosa
causada por el virus de la peste porcina africana (VPPA), virus de doble
cadena de ADN, Unico miembro de la familia Asfarviridae, género
Asfivirus. La PPA, que afecta a diferentes miembros de la familia Suidae,
concretamente al cerdo doméstico (Sus scrofa domesticus) y al jabali (Sus
scrofa ferus), es una enfermedad de declaracion obligatoria dentro del
marco de la Organizacion Mundial de Sanidad Animal (OMSA, antigua

OIE).

1.1 Historia de la PPA

La PPA apareci6 por primera vez en 1921 en Kenia, en las zonas en las
que los colonos ingleses comenzaron a introducir cerdos desde Europa
para su produccion y comercio. El VPPA inicialmente circulaba entre la
poblacidon de cerdos salvajes africanos y garrapatas blandas del género
Ornithodoros de forma inaparente, y solo cuando el virus comenzé a
infectar a la poblacion de cerdo doméstico se detectd la enfermedad, que
cursaba con una mortalidad cercana al 100% (Montgomery, 1921). La
enfermedad se expandié rapidamente desde el Africa oriental, donde se
describi6 el primer brote, hasta areas del centro y este de Africa. El VPPA
se aislo por primera vez de un cerdo infectado en 1932 (Steyn, 1932). Hoy
en dia, la PPA permanece enzootica en muchos paises del darea
Subsahariana, lo que ha contribuido negativamente al desarrollo
economico de las areas afectadas. Hasta hoy se han descrito alrededor de

24 genotipos virales diferentes circulando en Africa (Njau et al., 2021).
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La falta de conocimiento acerca de los patrones de transmision, riesgo y
evolucion viral dentro del continente africano, asi como la dificultad de su
control, hace que la enfermedad sea impredecible y constituye un gran
riesgo para las zonas libres de la enfermedad, ya sea dentro o fuera de
Africa (Njau et al., 2021; Penrith et al., 2019; Penrith y Kivaria, 2022).
Asi, en el afio 1957 se detectd por primera vez una cepa del VPPA del
genotipo I fuera del continente africano, en Portugal, foco que se consiguid
controlar. Tras tres afios de silencio epidemioldgico, un nuevo foco del
virus (también de genotipo I) fue descrito de nuevo en Portugal, en 1960.
En esta ocasidn, el virus se extendio rapidamente a Espafia, paises ambos
en los que el virus circuld de forma endémica durante mas de 35 afios,
contribuyendo al retraso socioeconomico de la zona. Durante las décadas
comprendidas entre los 60s y los 80s, el virus se disemind por Italia,
Francia y Bélgica, llegando hasta Latinoamérica (Figura 1), zonas en las

que el VPPA pudo ser controlado antes de llegar a hacerse endémico.

Portugal, 1957,60-94,99

Espaia, 1960-95
Francia, 1964
Italia, 1967,69,
Malta, 1978
Bélgica, 1985
Holanda, 1986

Cuba,1971,1980

Brasil, 1978

R.Dom, 1978

Haiti, 1979

Figura 1. Mapa de la distribucion del VPPA entre 1921y 1999.
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A finales de los afios 90, tras la implementacion de estrictos programas de
erradicacidon y control, siendo clave la implementacion de politicas de
compensacion econdmica a los productores impulsadas desde la Union
Europea (UE), se consigui6 eliminar de forma paulatina el VPPA de la
Peninsula Ibérica, ultimo reducto del virus en la Europa continental
(Danzetta et al., 2020). Es importante comentar que el virus no se
consiguid erradicar de la isla de Cerdefia, donde el VPPA continta

endémico a dia de hoy (Cappai et al., 2018).

1.2 Situacion actual de la PPA

Desde su erradicacion de la Peninsula Ibérica, el VPPA estuvo ausente en
la Europa continental hasta que, en el afio 2007, se detecté6 de nuevo un
brote de VPPA en la Republica de Georgia. El virus se introdujo a través
de un barco con productos alimenticios contaminados procedente del Este
de Africa, y el brote fue causado por una cepa virulenta del genotipo II
(Georgia2007/1) (Owlands et al., 2007). Desde esta region del Caucaso y,
principalmente, a través de jabalies infectados, el virus se expandio de
forma paulatina e inexorable por toda Europa del Este, llegando hasta los
Paises Balticos, y alcanzando en 2014 la UE. En 2018, marcando un antes
y un después en la historia de la VPPA, el virus se detecté en China,
principal productor porcino a nivel mundial (Zhang et al., 2019). Desde
entonces, la enfermedad se ha propagado rapidamente y de manera
incontrolada por diferentes regiones de Asia, donde se ha aislado en 16
paises, llegando a Oceania en 2020. El virus también ha avanzado en
Europa Occidental, incluyendo Bélgica, Italia y Alemania, en algunos
casos realizando saltos de mas de 500km de distancia, todavia por

esclarecer. Tras mas de 40 afios libres de la enfermedad, el virus ha
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aparecido de nuevo en América, concretamente en Reptblica Dominicana

y Haiti (www.woah.org). Asi, actualmente la VPPA es una pandemia que

estd causando enormes pérdidas a nivel socioecondémico en los paises
afectados. Cabe tener en cuenta que, durante la presente pandemia, solo
han logrado erradicar la enfermedad, recuperando el estatus de pais libre

de PPA, dos estados: la Republica Checa y Bélgica.

1.3 Enfermedad y ciclo de infeccion

La PPA es una enfermedad que puede cursar con diferentes cuadros:
hiperagudo, agudo, subagudo y crénico. Que la enfermedad curse de una
forma u otra depende tanto de la cepa del virus, como del estatus sanitario
de los animales afectados. Los sintomas caracteristicos de la PPA son:
fiebre elevada (40°-42°), letargo, anorexia, inactividad y la aparicidon de
cianosis (Salguero, 2020).

La PPA se transmite mediante garrapatas del género Ornithodoros,
vectores naturales del virus, pero también por contacto estrecho entre
animales infectados, por ingestion de materia contaminada y por fomites.
Se han descrito diferentes ciclos de infeccion dependiendo del area. En
ciertas zonas de Africa, el ciclo de infeccion es selvatico y en él estan
involucrados las garrapatas y los facéqueros (Phacochoerus africanus),
reservorios naturales del VPPA. En estas areas, las garrapatas son un factor
de riesgo importante a la hora de transmitir el virus entre los facoqueros y
el cerdo doméstico. Fuera del continente africano y en la presente epidemia
de PPA, no se ha descrito que las garrapatas jueguen un papel importante
a la hora de transmitir el virus, si bien cabe tener en cuenta el riesgo

potencial que puede suponer su presencia en algunas zonas, como podria
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ser el Sur de la Peninsula Ibérica, coincidiendo con areas donde se cria el
cerdo ibérico en extensivo.

En Europa, el VPPA ha circulado y sigue circulando principalmente entre
jabalies, cada vez mas abundantes en los bosques y areas interurbanas,
suponiendo asi un factor de riesgo al ser susceptibles a la enfermedad y
poder transmitirla a cerdo doméstico al establecer un contacto entre si.
Sobre todo, en escenarios en los que las granjas presentan bajos niveles de
bioseguridad. Otros factores de riesgo, en la introduccion de la VPPA en
las granjas son la entrada de animales que puedan estar infectados sin estar
diagnosticados, los fomites contaminados y la alimentacién de animales
con restos alimentarios contaminados. Este factor ha resultado clave en el
continente asiatico, asi como en pequefias explotaciones de traspatio en el
este de Europa, a pesar de su prohibicion justamente debido al elevado
riesgo que supone esta practica, no solo para la transmisiéon de VPPA, sino

de cualquier otro patégeno circulante.
2. El virus de la Peste Porcina Africana

El VPPA es un virus complejo de doble cadena de ADN
nucleocitoplasmatico, con un genoma de entre 170 a 190kb que contiene
mas de 150 marcos de lectura abiertos (ORFs, del inglés open reading
frames), dependiendo de la cepa viral. Se trata de un virus sumamente
complejo, capaz de expresar proteinas de una forma regulada en el tiempo,
incluyendo proteinas inmediatamente tempranas y tempranas, que se
expresan antes de que el virus haya replicado, y tardias, expresadas tras la
replicacion del genoma viral (Dixon et al. 2013; Yafiez et al., 1995). Hasta
el momento se han descrito més de 50 proteinas estructurales distintas en

el virién (Almazan et al., 1992; Rodriguez y Salas, 2013), reflejando su
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complejidad estructural. Del mismo modo, el VPPA codifica por distintas
proteinas involucradas en transcripcidn, replicacion y ensamblaje viral, asi
como un grupo de proteinas especializadas en la evasion de la respuesta
inmune del huésped, interfiriendo, por ejemplo, en la vias de interferén de
tipo I o apoptosis (Dixon et al., 2019; Reis et al., 2017). Lamentablemente,
en la actualidad atn se desconoce la funcion de mas de la mitad de los
genes del virus.

Tras la infeccion con cepas virulentas de VPPA en cerdo doméstico, la
enfermedad cursa con una desregulacion del sistema inmune iniciada en
los macréfagos infectados, y la subsiguiente tormenta de citoquinas que
indirectamente contribuye a la apoptosis de las células B y T circulantes
(Sanchez-Cordén et al., 2021). El resultado final es la deplecion de las
células blancas en organos linfoides y sangre periférica, que desencadena
una inmunosupresion que contribuye a la diseminacion del virus por el
organismo, asi como a la destruccion de las células epiteliales de los vasos
sanguineos lo que provoca las hemorragias caracteristicas de la PPA y al

consiguiente fallo sistémico del organismo en pocos dias (Blome et al,

2013).

2.1 Estructura del VPPA

Recientemente, se ha podido definir mediante cristalografia la estructura
tridimensional del VPPA que ha permitido confirmar la extrema
complejidad del virus (Andrés et al., 2020; Liu et al., 2019). De hecho, se
ha podido demostrar la existencia de una segunda capside proteica en el
virus, modificando asi la imagen que hasta el momento se tenia de la

estructura del VPPA (Figura 2).
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<+——— Membrana exterior CD2v (E402R)

< Cépside exterior p72 (B646L), p49 (B438L),
p14.5 (E120R)

Membrana interior

p34,p14,
Cépside interior | p37
p150, p5

pp220 (pCP2475L)

Core Shell

p15,p35,p8 pp62 (pCP 530R)

Nucleoide

Figura 2. Esquema de la estructura del VPPA en el que se indican las proteinas principales
que forman parte de las diferentes envolturas. Basado en lo descrito por: Andrés et al. (2020) y
Alejo et al. (2018).

El virus dispone su material genético en un nucleoide en el que la doble
cadena de ADN viral se encuentra acomplejada con una serie de proteinas
virales (Core Shell), entre las que destacan la p10 (pK78R) (Nunes-Correia
et al., 2008) y la pA104R (Frouco et al., 2017). Estas facilitan el transporte
y reconocimiento del ADN por parte de la maquinaria celular, permitiendo
la transcripcion temprana de una bateria de genes esenciales en la
progresion de la infeccion (Salas y Andrés, 2013). El Core Shell esté
envuelto por una capside interna, recientemente descrita, formada al menos
por las proteinas derivadas de las poliproteina pp62 (p35, p15 y p8) y de
pp220 (pS, pl4, p34, p37 y p150 (Alejo et al., 2018; Simén-Mateo et al.,
1993 y 1997). La céapside interna estd envuelta por una membrana lipidica
procedente del reticulo endoplasmatico (Andrés et al., 1998; Sudrez et al.,

2015) y por una doble cépside externa, formada por la proteina mayoritaria
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p72 y por la p49 (Andrés et al., 2002). El virus intracelular maduro puede
salir de la célula por lisis de esta, sin membrana exterior, o bien por
evaginacion rodeado de una envuelta lipidica procedente de la membrana
externa de la célula infectada. En ambos casos, con o sin la membrana

exterior, los virus resultantes son infectivos.

2.2 Ciclo de infeccion del VPPA

El VPPA infecta principalmente monocitos y macréfagos, si bien también
se ha descrito la infeccion de células dendriticas y, en estadios tardios de
la enfermedad, de células epiteliales (Alcamiet al., 1990; Franzoni et al.,
2017; Goémez-Villamandos et al., 2013). A pesar de que en 2003 se postulo
el receptor CD163 como receptor del virus necesario para su
internalizacién en la célula (Sanchez-Torres et al., 2003), mas
recientemente se ha demostrado que este marcador de monocitos-
macréfagos no es imprescindible para la infeccion con el VPPA (Popescu
et al., 2017). Asi pues, los mecanismos de entrada del virus en la célula
estan todavia en discusion, se han descrito un mecanismo de endocitosis
mediado por clatrina (Galindo et al., 2015; Herndez y Alonso, 2010),
macropinocitosis o fagocitosis (Alcami et al, 1989 y 1990; Andrés 2017,
Salas y Andrés, 2013; Valdeira y Geraldes, 1985).

Una vez internalizadas las particulas virales, independientemente de la via
de entrada, comienza la fase endocitica del ciclo. En primer lugar, las
particulas internalizadas pasan de los endosomas tempranos a los
endosomas tardios, en los que se produce la descapsidacion de la particula
viral a causa de la acidificacion luminal, liberandose de este modo el
nucleo (core shell) (Cuesta-Geijo et al., 2012). Los genes inmediatamente

tempranos y los tempranos se expresan con la maquinaria transcripcional
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del virién antes de que comience la replicacion del ADN (Galindo y
Alonso, 2017), para la cual es necesaria la entrada en el nticleo (Ballester
et al., 2010; Garcia-Beato et al., 1992; Rojo et al., 1999). Las fases finales
de la replicacion, asi como la expresion de los genes intermedios y tardios
junto con el ensamblaje final de las particulas virales, tienen lugar en las
denominadas factorias virales localizadas en el area perinuclear (Almazan
et al., 1992; Alonso et al. 2001; Andrés et al., 1998; Garcia-Escudero et
al., 1998; Hernéez et al., 2006; Netherton y Wileman, 2013).

La membrana interna del virion es adquirida del reticulo endoplasmatico,
y posteriormente se forma la capside icosaédrica, de manera simultdnea a
la formacion del core shell (Andrés et al., 2002). El ultimo paso de la
morfogénesis del virion es la encapsulacion del ADN, tras la cual se
completa la formacién de los viriones maduros ya ensamblados (Brookes
et al., 1996). El transporte de las particulas a través del citoplasma esta
mediado por microtibulos y finalmente salen de la célula atravesando la
membrana citoplasmatica, adquiriendo de este modo la membrana exterior
(Alonso et al., 2013). Alternativamente, el virus puede salir directamente
sin atravesar la membrana citoplasmatica como consecuencia de la lisis de
la célula infectada, liberando viriones sin la membrana externa, que son

igualmente infectivos.

2.3 Interaccion VPPA-célula diana

Las células infectadas por un virus detectan la presencia del patdgeno
mediante los receptores de reconocimiento de patrones (PRRs, del inglés
Pattern Recognition Receptor), entre los que se encuentran los receptores
tipo Toll (TLR, del inglés Toll-like receptor), los receptores tipo RIG-1
(RLR, del inglés RIG-I-/ike Receptor)y sensores citoplasmaticos de ADN
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(p.e.: cGAS, IFI16, etc.). Este reconocimiento de patrones moleculares
asociados a patégenos (PAMPs, del inglés pathogen-associated molecular
patterns) resulta en la activacion de la respuesta inmune innata,
caracterizada por la produccion de interferones de tipo I (IFN-I) y de
citoquinas inflamatorias (Akira et al., 2006). Para eludir esta respuesta
inmune innata muchos virus han desarrollado mecanismos para interferir
con las correspondientes rutas de sefializacion (Chathuranga et al., 2021).
En el caso del VPPA se han descrito diferentes proteinas cuya funcion es
modular la respuesta inmune innata inducida en la célula infectada
(revisado recientemente por Wu et al., 2021). Por ejemplo, se han
identificado diferentes proteinas que bloquean la produccion de IFN-I,
entre las que se incluyen las codificadas por algunos miembros de las
familias multigénicas (MGF 360 y MGF 530/505) (Zsak et al., 2001), la
1267L (Ran et al., 2022), el componente de la capside pE120R (Liu et al.,
2021), y la pI215L, la unica enzima E2 conjugada a ubiquitina que expresa
el virus (Freitas et al., 2018). Otras proteinas interfieren con la produccion
de citoquinas inflamatorias, como el factor de virulencia pDP96R (UK) o
la proteina homdloga del TLR3 pI329L, que inhiben tanto la respuesta de
interferon de tipo I como la sefializacion mediada por NF-kB (Oliveira et
al., 2011; Wang et al., 2018); o como la proteina A238L, que inhibe la
activacion de los factores de transcripcion NF-kB, c-JUN, y NFAT
(Grigoriu et al., 2013; Powell et al., 1996). Estos son algunos ejemplos, de
los muchos que probablemente quedan todavia por desvelar, que
demuestran como el VPPA, durante su evolucion con el huésped, intenta
evadir su reconocimiento inicial por el sistema inmune, favoreciendo asi

su replicacion y diseminacion por el organismo infectado.

36



Introduccidn

Otro de los mecanismos que utiliza el virus para evitar la respuesta antiviral
es la modulacion de la apoptosis, proceso de muerte celular programada
mediante el cual el organismo elimina las células infectadas o dafiadas.
Curiosamente, el virus dispone tanto de genes que codifican inhibidores de
la apoptosis, que permiten al virus mantener la célula viva hasta que las
particulas virales se completan, asi como genes proapoptdticos, que
favorecen la liberacion de los viriones de las células infectadas (Dixon et
al., 2017). Entre las primeras, cabe destacar el papel que juega la pA224L,
homodloga de la proteina inhibidora da la apoptosis (IAP, del inglés
inhibitor of apoptosis protein) (Nogal et al., 2001), la A179L, homologa
de la Bcl-2 (Brun et al., 1998), y la DP71L, que inhibe la activacién de la
apoptosis mediada por el estrés inducido en el reticulo endoplasmatico
(Hang et al., 2010). Otra proteina que también se ha descrito que inhibe la
apoptosis es la pEP153R, proteina que presenta un dominio lectina tipo-C
y que reduce la activacion de la proteina p53, la cual activa la transcripcion
de inhibidores de la apoptosis (Granja et al., 2004; Hurtado et al., 2004).
Se ha descrito también que la proteina pEP153R inhibe la expresion de
MHC-I lo que favorece el camuflaje del virus al reducir la presentacion
antigénica en las células infectadas (Hurtado et al., 2011). En cuanto a los
promotores de la apoptosis, cabe destacar la proteina estructural
E183L/p54 que interactia con la cadena ligera de la dineina (DLCS)
(Alonso et al., 2001; Hernaez et al., 2004).

2.4 CD2v, una proteina multifuncional

De entre los factores de virulencia mas interesantes del VPPA, se
encuentra la proteina CD2v, inicialmente descrita como la hemaglutinina

viral responsable de la union del virus a los eritrocitos (hemaglutinacion)
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y de las células infectadas a los mismos (hemadsorcion) (Rodriguez et al.,
1993). CD2v es, hasta el momento, la tnica proteina del virus descrita
tanto en la superficie de la membrana externa de la célula infectada como
en los viriones extracelulares que la forman durante su salida de la
membrana celular (Goatley y Dixon, 2011). Su nombre proviene de la
homologia observada entre su dominio extracelular y el antigeno
leucocitario celular CD2, una proteina implicada, entre otras muchas
funciones, en el reconocimiento entre la células presentadora de antigenos
y las células T-especificas (Beyers et al., 1989; Bierer y Burakoff, 1989).
Adicionalmente a este dominio extracelular, implicado en la union del
virus o de las células infectadas a las membranas de los globulos rojos, el
CD2v posee dos dominios transmembranas y un domino intracelular con
capacidad para unirse a diversos sustratos celulares implicados en rutas de
transduccion de la respuesta inmune del VPPA. CD2v juega un papel en la
evasion de la respuesta inmune por el virus entre otras funciones se ha
descrito que inhibe diversas funciones en las células T (Borca et al., 1997).
Recientemente, se ha descrito que la CD2v induce la activacion de NF-kB
y de IFN-, a la vez que promueve la apoptosis de linfocitos y macréfagos
(Chaulagain et al., 2021). CD2v es una proteina enormemente variable
tanto en su dominio extracelular como intracelular, permitiendo definir,
por primera vez para el caso del VPPA, la clasificacion del virus no sélo
en genotipos sino en serotipos. Asi, se ha propuesto la clasificacion en
serotipos dependiendo de la capacidad de los anticuerpos generados
durante la infeccion para inhibir in vitro 1a hemadsorcion de determinadas
cepas virales (Malogolovkin et al., 2015). Por ultimo, cabe destacar el

potencial protector de CD2v, antigeno viral que induce tanto anticuerpos
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como células T-CDS8 especificas implicadas en proteccion homologa y

heteréloga (Argilaguet et al., 2012; Ruiz-Gonzalvo et al., 1996).
3. Respuesta inmune frente al VPPA

Los animales infectados con cepas altamente virulentas mueren antes de
desarrollar una respuesta inmune adaptativa. En cambio, los animales que
sobreviven a la infeccion con cepas atenuadas desarrollan una respuesta
inmune de memoria protectora que les permite sobrevivir a una reinfeccion
con cepas virulentas homologas o genotipicamente cercanas. A pesar de
cierta controversia sobre el papel de los anticuerpos neutralizantes en
proteccion, existe consenso cientifico acerca de la hipdtesis de que tanto la
respuesta humoral como la respuesta celular estan involucradas en la
respuesta inmune protectora (Montoya et al., 2021; Onisk et al.,1994; Oura
et al., 2005; Takamatsu et al., 2013). Sin embargo, los mecanismos
intrinsecos detras de esta respuesta inmune protectora no se han descrito al
detalle, exigiendo una investigacion mas pormenorizada. El papel que
juegan los anticuerpos en la proteccion frente a la VPPA se ha demostrado
mediante estudios de transferencia pasiva de inmunoglobulinas de
animales supervivientes a la infeccion con el VPPA a animales control sin
infectar. Asi, los animales recipientes de las inmunoglobulinas especificas
eran capaces de sobrevivir a la infeccion con el virus homologo (Onisk et
al., 1994); ratificando resultados preliminares obtenidos en lechones tras
la transferencia de anticuerpos especificos de la madre mediante calostro
(Schlafer et al., 1984). Desgraciadamente, todavia hoy en dia se
desconocen los mecanismos funcionales subyacentes a la proteccion
parcial observada en ambos casos. Algunos autores (Ardley et al., 1985) lo

asocian a la presencia de citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos
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(ADCC, del inglés antibody-dependent cell-mediated citotoxicity),
mientras que otros lo asocian a la presencia de anticuerpos neutralizantes,
aunque su relevancia, e incluso su existencia, es objeto de debate (Canter
et al. 2022; Gomez-Puertas et al. 1996; Neilan et al. 2004).

Hasta el momento y en nuestra propia experiencia, inicamente la presencia
de anticuerpos capaces de inhibir la infeccion in vifro se asocia con
proteccion in vivo (Ruiz Gonzalvo et al., 1986), en ocasiones asociados
con su capacidad para inhibir la hemaglutinacion o la hemadsorcion
(Burmakina et al., 2019; Goémez-Puertas et al., 1996). A pesar de estas
evidencias, la presencia de anticuerpos especificos frente al VPPA también
se ha asociado con la exacerbacion de la infeccion (Argilaguet et al., 2011;
Blome et al., 2014; Gaudreault y Richt, 2019; Netherton et al., 2019). Del
mismo modo, estudios clasicos de infecciones cronicas de PPA asociaban
la presencia concomitante de VPPA con altos titulos de anticuerpos y las
lesiones encontradas en estos animales con la deposicion de
inmunocomplejos (Fernandez et al. 1992; Slauson y Sanchez-Vizcaino,
1981), confirmando una vez mas la dificil tarea que supone no sélo
discernir entre anticuerpos protectores y no protectores, sino ademas como
poder inducir los unos sin los otros. Independientemente de su potencial
protector, la presencia de anticuerpos especificos en animales
supervivientes a la infeccion ha facilitado las tareas de diagnostico
permitiendo optimizar los planes de control y erradicacién de la PPA en
zonas endémicas de la enfermedad (Sanchez-Vizcaino et al., 1982). A dia
de hoy, el diagnoéstico de la PPA se realiza por métodos moleculares que
permiten detectar el dcido nucleico del VPPA, ya que en la infeccidon aguda

los animales sucumben a la infeccién, en muchas ocasiones, antes de que
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les haya dado tiempo a desarrollar anticuerpos especificos (Pan y Hess
1984; Pikalo et al., 2019; Sanchez-Vizcaino et al., 2015).

La adaptacion progresiva del virus al huésped y su endemicidad provocara
sin lugar a duda, la aparicion de formas mas atenuadas del VPPA que
aconsejaran la inclusién de un doble diagndstico molecular y seroldgico,
que permita realizar un diagnostico mas eficaz de la enfermedad en el
futuro.

Otro componente de la respuesta inmune que ha demostrado jugar un papel
importante frente el VPPA son las células T CDS8. Uno de los estudios
clave que valido esta hipdtesis inicial fue el realizado por (Oura et al.,
2005), en el que se demostro que la deplecidn in vivo de células CDS8 en
animales supervivientes a la infeccion con un VPPA atenuado, resultaba
en la pérdida de su inmunidad protectora, volviéndose totalmente
susceptibles al desafio con el virus homdlogo virulento. Posteriormente se
ha podido ratificar el papel que las células T CDS especificas en proteccion
(Argilaguet et al., 2012; Lacasta et al., 2014; Takamatsu et al., 2013). En
nuestro laboratorio demostramos, utilizando vacunas experimentales de
ADN experimentales, que se puede conferir proteccion frente al desafio
con virus virulentos homologos en ausencia de anticuerpos especificos,
mediante la induccidon de células T CD8+ citotoxicas (CTLs, del inglés
cytotoxic T lymphocytes) especificas frente al CD2v y otros antigenos del
VPPA (Bosch-Camos et al., 2021a y 2021b; Lacasta et al., 2014;), incluso
en ausencia de anticuerpos (Argilaguet et al., 2012). Estos trabajos no
hacen sino ratificar evidencias indirectamente observadas por otros
investigadores, que correlacionaban la proteccidon conferida por los virus

atenuados con su capacidad de inducir células de memoria CD4+CD8+
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citotdxicas especificas frente al virus (Canals et al., 1992; Denyer et al.,
2006; Martins et al., 1993).

En la actualidad, no se conoce ningiin componente de la respuesta inmune
que correlacione con proteccion y que por lo tanto sirva para predecir la
capacidad de un animal de sobrevivir a la infeccién experimental con el
VPPA. Hasta el momento, inicamente existen evidencias indirectas que
asocian determinadas respuestas con proteccion. Asi, ademas de la
respuesta citotoxica especifica (Norley y Wardley, 1984; Wardley y
Wilkinson, 1980), se ha podido asociar proteccion a la induccién de
respuesta innata mediada por células asesinas naturales (NK, del inglés
natural killer) CD8 positivas (Leitdo et al., 2001), o con presencia de
células especificas de VPPA productoras de IFNy (Argilaguet et al., 2012;
King et al., 2011; Sanchez-Corddn et al., 2020; Takamatsu et al., 2013).
Sin embargo, no se ha podido establecer correlacion perfecta, existiendo
animales que sobreviven en ausencia de este tipo de respuestas, asi como
animales que sucumben a la infeccidon a pesar de presentar un elevado
nimero de células efectoras en sangre antes del desafio.

Conocer los mecanismos intrinsecos que gobiernan la proteccion frente al
VPPA, asi como establecer correlatos de proteccion, facilitaria no solo el
desarrollo de vacunas en el futuro, sino que ademds permitiria evitar
desafios experimentales innecesarios, evitando asi el subsiguiente
sufrimiento de los animales empleados para ello. Mientras esta prediccion
no sea posible, solo el desafio experimental permite ensayar la eficacia de

nuestros prototipos vacunales.
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4. Desarrollo de vacunas frente al VPPA

La obtencién de una vacuna efectiva y segura frente al VPPA es uno de los
desafios mas urgentes en el mundo de la sanidad animal. Hasta el
momento, se ha demostrado que las vacunas clasicas inactivadas,
independientemente del método y del adyuvante utilizado, no son efectivas
independientemente del método y del adyuvante utilizado, no son efectivas
(Gabriel y Beer, 2014; Stone y Hess, 1967). La inmunizacion con estas
vacunas inactivadas induce anticuerpos en los cerdos inmunizados, pero
fallan a la hora de inducir una respuesta celular. Quizas en el futuro, con
la implementaciéon de nuevas formulaciones de adyuvantes que dirijan la
inmunizacion hacia una respuesta celular, o con métodos de inactivacion
menos drasticos, se pueda disefiar una vacuna inactivada efectiva. Por otro
lado, y hasta el momento, los intentos de conseguir una vacuna de
subunidades que confiera una proteccion sdlida no han sido lo
suficientemente satisfactorios. A la enorme complejidad que supone la
tarea de desarrollar vacunas de subunidades frente a un virus tan complejo,
con mas de 150 proteinas distintas, hay que afadir la disparidad en los
resultados de proteccion obtenidos utilizando un mismo antigeno,
dependiendo de la cepa de VPPA que se emplea para el desafio. Asi,
antigenos como la p30, p54, p72 o el CD2v, con potencial protector
demostrado frente al aislado virulento E75, genotipo I aislado en Espafia
en los afios setenta (Lacasta et al., 2014; Ruiz-Gonzalvo et al., 1996), han
fracasado cuando han sido testados frente a otras cepas del virus (Neilan
et al., 2004), incluyendo al virus pandémico (Argilaguet et al., 2013;
Lokhandwala et al., 2019; Pérez-Nuiiez et al., 2019). Debido a sus dptimas
prestaciones en cuanto a bioseguridad, las vacunas basadas en subunidades

serian ideales para su utilizacion, mds aun en paises libres de la
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enfermedad. Lamentablemente, no serdn una realidad a corto plazo, pues
la proteccion conferida hasta ahora, al menos frente al virus pandémico,
estd muy por debajo de lo minimamente exigido para su justificado uso en
el campo. Cada vez se estd aportando mas informacion acerca de los
mecanismos intrinsecos detrds de la respuesta inmune protectora y acerca
los antigenos del VPPA implicados en ella, por lo que es factible que en el
futuro se puedan desarrollar nuevas formulaciones mas eficaces frente al
VPPA. A este respecto, caben destacar las aportaciones de los grupos del
Dr. Netherton (The Pirbright Institute, Reino Unido), o las de nuestro
laboratorio del IRTA-CreSA, en el que se han comenzado a identificar
numerosos antigenos del VPPA con potencial protector (Bosch-Camos et
al., 2021ay 2021b; Netherton et al., 2019). Conseguir optimizar no sélo la
formulacion antigénica ideal, sino su modo de presentacion in vivo, son
tareas que exigen una inversion en I+D+i en el futuro inmediato.

Independientemente de los esfuerzos realizados y descritos hasta el
momento, cabe destacar que, a dia de hoysdlo las vacunas vivas atenuadas
(LAVs, del inglés live attenuated vaccines) han aportado resultados
optimos de proteccidon frente al virus pandémico (Borca et al., 2020;
Carlson et al., 2016; Donnell et al., 2015; Fonso et al., 1998; Monteagudo
et al, 2017; Zsak et al., 1996). A pesar de sus inconvenientes,
esencialmente ligados a la inseguridad inherente a su naturaleza viva
(Gavier-Widén et al, 2020), las LAVs se han postulado como la unica
tecnologia que a corto medio plazo podria garantizar la disponibilidad de
vacunas eficaces frente a la enfermedad, capaces de frenar la expansion del
virus (Arias et al., 2017; Bosch-Camoés et al., 2020; Gladue y Borca, 2022).
Haciendo realidad esta premisa, Vietnam ha aprobado la comercializacion

de la primera vacuna frente al VPPA basada en un virus vivo recombinante
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(Tran et al, 2021). Lamentablemente, tras el primer mes de
implementacidon de la vacunacion, esta se ha suspendido temporalmente
debido a la muerte de alrededor de 600 animales, poniendo de manifiesto
la dificultad de implementar una vacuna viva en campo (Khanh 2022).

A pesar de su eficacia, la implementacion en campo de vacunas atenuadas
presenta diferentes riesgos a nivel de bioseguridad ligados no sélo a la
posibilidad de reversion de la virulencia y/o la posible recombinacion del
virus vacunal con cepas de VPPA circulantes, sino con su contraindicacion
en el caso de animales con un deficiente estatus sanitario o con un sistema
inmunitario deficiente. Esta realidad, muchas veces ignorada, se hizo
patente al describir la extrema susceptibilidad de cerdos libres de
patdégenos especificos (SPF, del inglés specific pathogen free) a cepas
atenuadas del virus, totalmente inocuas para cerdos crecidos en granjas
convencionales (King et al., 2011; Lacasta et al., 2015). De nuevo, muy
probablemente reflejando esta realidad, se ha descrito la aparicion de
brotes de PPA muy severos, asociados a virus atenuados, tanto en Africa,

como mas recientemente en China (Sun et al., 2021).

Como ya sucedi6 en la peninsula ibérica en los tltimos afios de la anterior
pandemia, la utilizacion ilegal de vacunas recombinantes del genotipo II
y/o la importacidn ilegal de cepas atenuadas de forma natural del genotipo
I (FAO, 2021; Sun et al., 2021), podrian explicar la aparicion de
determinados brotes de enfermedad en China que complican atin mas la
situacidon epidemioldgica y el futuro control de la PPA en Asia. El hecho
de que haya cepas atenuadas y virulentas co-circulando en granjas dificulta
el control y erradicacion de la enfermedad, aumenta la posibilidad de
recombinacion y generacion de revertientes. Ademas, este hecho exige la

implementacion de vacunas capaces de proteger frente a cada uno de los

45



Introduccidn

virus circulantes, pues salvo con contadas excepciones, no existe cros-

proteccion entre estos dos genotipos del VPPA.

4.1 BA71ACD2, una vacuna atenuada con capacidad cros-
protectora

Actualmente varios grupos de investigacion estan trabajando en el
desarrollo de vacunas vivas, basadas tanto en virus atenuados de forma
natural y aislados en campo, como en virus atenuados mediante la
eliminacion de uno o varios genes. La inmunizacién con estas LAVs
induce una potente respuesta humoral y celular especifica confiriendo
proteccion frente a cepas virulentas homdlogas (Borca et al., 2020; Chen
et al. 2020; Donnell et al., 2015; Tran et al., 2021). En nuestro laboratorio
se ha desarrollado una LAV denominada BA71ACD2 basada en la
eliminacion del gen EP402R, que codifica la proteina CD2v de la cepa
viral virulenta aislada en Espafia BA71 (Monteagudo et al., 2017). El
CD2v es la hemaglutinina del virus que, junto con la Lectina (EP153R), le
permite unirse a los eritrocitos del huésped (Galindo et al., 2000;
Rodriguez et al., 1993). El BA71ACD?2 es el tnico prototipo vacunal que
ha sido capaz de conferir tanto proteccion homologa frente a la cepa
parental patéogena, BA71, como frente a cepas heterdlogas, tanto del
genotipo I (E75) como de otros genotipos, incluyendo la cepa
Georgia2007/1 (genotipo II). Este hecho cobra una especial relevancia,
teniendo en cuenta que, actualmente, en Asia y en Africa circulan cepas de
ambos genotipos (Sun et al., 2021%). Otra de las ventajas de este prototipo
vacunal es su capacidad de propagarse en la linea celular COS-1, de la
coleccion americana de cultivos tipo (American Type Culture Collection,

ATCC- CRL1650), sin necesidad de previa adaptacion, lo que facilita la
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produccion a gran escala de la LAV, manteniendo su integridad genética
(Monteagudo et al., 2017). En términos de bioseguridad, el prototipo
vacunal requiere de ciertas mejoras, pues tras la inoculacion intramuscular,
algunos animales presentan picos de fiebre y secrecion viral a nivel

intranasal.

En una tesis recientemente realizada en nuestro grupo se hizo hincapié en
intentar mejorar la bioseguridad durante la inmunizacién con el prototipo
vacunal BA71ACD2 (Lépez, 2019). Por un lado, se desarrollaron dos
nuevos virus eliminando en cada uno un segundo factor de virulencia
ademads del CD2v, y se testd su capacidad protectora. Los virus doble
delecionados obtenidos: BA7IACD2AUK y BA7IACD2AEP153R,
carecian ademds de la hemaglutinina viral de dos proteinas identificadas
como relevantes para la virulencia del VPPA (Wang et al., 2018): la
enzima uridina quinasa (UK) y de la lectina viral (EP153R),
respectivamente. Desafortunadamente, la vacunacion intramuscular con
estos dos prototipos vacunales result6 mucho menos eficiente, confiriendo
una proteccion menor frente la infeccion experimental con Georgia2007/1
que el propio BA71ACD2 (Lépez et al., 2021), mostrando una vez mas la
dificultad de predecir el comportamiento de un virus tras su manipulacion

genética.

Durante esa misma tesis doctoral (Lopez, 2019), se pudo demostrar que la
administracion intranasal del BA71ACD2 resultaba mas segura para el
animal inoculado que la inoculacion intramuscular, apenas detectandose
secrecion viral ni fiebre. El hecho de que la eficacia vacunal frente al
desafio experimental con Georgia07 no se viera afectada por la ruta de

vacunacion empleada y la mejora en la respuesta inmune de mucosas
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conferida tras la inmunizacion intranasal, permite un cierto optimismo en
cuanto a la futura utilizacién de esta ruta como una la via optima de

administracion del prototipo BA71ACD?2.
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Objetivos

BA71ACD?2 es un virus vivo atenuando obtenido en nuestro laboratorio
con capacidad de conferir proteccion cruzada frente al virus parental
homdlogo y frente al virus heterdlogo pandémico circulante
Georgia2007/01. La seguridad del prototipo vacunal inoculado
intramuscularmente se veia comprometida por el hecho de que una
proporciéon de los animales vacunados secretaban virus al medio,
coincidiendo con la deteccién de este en sangre. En la tesis anterior se
comprobd que la administracién intranasal del prototipo BA71ACD?2,
mejoraba su bioseguridad sin comprometer su eficacia. Los mecanismos
inmunoldgicos detras de la respuesta inmune protectora frente a la VPPA
inducida tras la vacunacion sigue siendo una tarea pendiente, lo que
dificulta el poder disefiar nuevas estrategias que ayuden racionalmente a

mejorar las vacunas del futuro.

Partiendo de este punto, estos fueron los objetivos planteados:

1. Confirmar la via intranasal como una alternativa segura para
BA71ACD?2 y optimizar una formulacion segura y eficaz frente a

la infeccion letal con el virus pandémico Georgia2007/01.

2. Caracterizar la respuesta inmune protectora inducida tras la
vacunacion intranasal con BA71ACD?2 a nivel sistémico (PBMCs)
y local (células de LN submandibular) utilizando herramientas
punteras que incluyen: RNAseq, single-cell RNAseq y citometria de
flujo.
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1. Células

1.1 Linea celular COS-1

Las células COS-1 (ATCC- CRL1650), presentan una morfologia de
fibroblasto y son derivadas de rifion de mono verde africano
(Cercopithecus aethiops). Las condiciones de cultivo de dichas células
son: incubacidn a 37 °C en atmdsfera suplementada con un 5% CO2, en
medio DMEM (del inglés Dulbecco’s modified Eagle medium)
suplementado con un 5% de suero fetal bovino (SFB) inactivado (Cultek),
50 pg/ml de gentamicina (Sigma-Aldrich) y L-glutamina (Invitrogen) a 2
mM. Al tratarse de una linea celular adherente, en los pases sucesivos las
células se lavaron con solucion salina tamponada con fosfato (PBS, del
inglés, phosphate buffered saline) y fueron desprendidas del frasco de
cultivo utilizando tripsina/EDTA (0,25% y 0,025% p/v, respectivamente)
(Sigma-Aldrich). Las células se conservaron a -150°C en SFB con un 10%

de dimetilsulfoxido (DMSO) (Sigma-Aldrich).

1.2 Macrofagos alveolares porcinos (MAPS)

Los MAPs se extrajeron de pulmones de cerdos Large White X Landrace,
obtenidos tras el sacrificio de dichos animales. Dichos MAPs se extrajeron
en condiciones de maxima asepsia mediante lavado pulmonar con PBS
suplementado con 1pg/ml de gentamicina (Sigma-Aldrich). Mediante el
uso de un embudo estéril a través de la traquea, se inocularon 250ml de la
solucioén de PBS en el interior de los pulmones. A continuacion, se realizo
un masaje durante 5 minutos y se recogid el volumen de PBS inoculado en

una botella estéril. Este lavado se repitié un total de 3 veces. El volumen
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recogido en la botella se centrifugd a 400 xg durante 10 minutos. Se
descart6 el sobrenadante y los pellets se lavaron con PBS. Finalmente, las
células se mantuvieron en medio Roswell Park Memorial Institute (RPMI)
1640 (Gibco) suplementado con un 10% de SFB (Cultek), 100 1U/ml de
penicilina/estreptomicina  (Invitrogen), y L-glutamina a 2 mM
(Invitrogen). El recuento celular se realizd en cédmara de Neubauer,
mediante tincion vital con azul tripano (Sigma). Los MAPs se congelaron
en SFB con un 10% de DMSO (Sigma-Aldrich) y se almacenaron a -150°C
a una concentracion de 2,5x107 células/ml. Una vez descongelados, los
MAPs se cultivaron a 37°C, con una atmdsfera suplementada con un 5%
COz2 en RPMI (Gibco) suplementado con un 10% de SFB (Cultek), 100
IU/ml de penicilina/estreptomicina (Invitrogen), L-glutamina al 2 mM

(Invitrogen) y un 0,5% de nistatina.

1.3 Células mononucleares de sangre periférica (PBMCs)

Las células mononucleares de sangre periférica (PBMCs, del inglés
peripheral blood mononuclear cells) se purificaron a partir de sangre
completa recogida en tubos BD Vacutainer (Plus Blood collection tubes
K2E, con 18 mg de EDTA como anticoagulante), mediante gradiente de
densidad sobre Histopaque 1077 (Sigma). Brevemente, la sangre total
diluida 1:1 en PBS, se depositd suavemente sobre el volumen de
Histopaque y tras centrifugacion a 400 xg, sin aceleracion ni freno, se
obtuvo el anillo de la interfase generada con el Histopaque entre la fraccion
celular (formada por PBMCs) y el plasma sanguineo. Una vez lavadas con
PBS, se procedidé a eliminar la posible contaminacion por eritrocitos
mediante lisis por incubacion con cloruro de amonio durante 5 minutos.

Finalmente, tras un nuevo lavado con PBS, las PBMCs se resuspendieron
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en medio RPMI 1640 (Gibco) suplementado con un 10% de SFB, 100
IU/ml de penicilina/estreptomicina (Invitrogen), L-glutamina a 2 mM
(Invitrogen) y 2-mercaptoetanol a 0,05 mM. Finalmente, se realizo el
contaje celular en cdmara de Neubauer, utilizando el colorante azul tripano
(Sigma) para excluir las células muertas. Las PBMCs se cultivaron a 37°C,

en atmosfera enriquecida con un 5% CO2 en RPMI (Gibco) suplementado.

1.4 Células de linfonodo (LN) submandibular

Los linfonodos (LNs) submandibulares se obtuvieron en necropsia de
manera aséptica, con tijeras y pinzas estériles y fueron transferidos a tubos
conicos tipo Falcon® de 50 ml, conteniendo 20 ml de DMEM
suplementado con 100 IU/ml de penicilina/estreptomicina (Invitrogen).
Con pinzas y bisturi estériles se procedié a diseccionar el LN en
fragmentos de aproximadamente 3 mm cuadrados de superficie,
seleccionando unicamente el tejido linfocitario. Los fragmentos de LN
fueron transferidos a un tubo cénico tipo Falcon® de 15 ml y se incubaron
a 37 °C durante 30 min en medio RPMI 1640 (Gibco) suplementado con
10 U/ul de DNasal Recombinante libre de RNasa (Roche) y 10 mg/ml de
Colagenasa tipo IV (Gibco Invitrogen), agitando la suspension cada 5
minutos. A continuacidn, el tejido disociado enzimaticamente se filtr6 a
través de un filtro estéril de malla de 40 um. Las células obtenidas se
centrifugaron a 400 xg, se descartd el sobrenadante y los pellets se lavaron
con PBS. Finalmente, los pellets obtenidos se resuspendieron en medio
RPMI 1640 (Gibco) suplementado con un 10% de SFB, 100 IU de
penicilina/estreptomicina/ml  (Invitrogen), L-glutamina a 2mM
(Invitrogen) y 2-mercaptoetanol a 0,05 mM. Para comprobar la viabilidad

celular se utiliz6 azul tripano. Las células de LN se incubaron a 37°C, con
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una atmdsfera con un 5% CO2 en RPMI (Gibco), suplementado con un
10% de SFB (Cultek), 100 IU/ml de penicilina/estreptomicina
(Invitrogen), L-glutamina a 2 mM (Invitrogen) y 2-mercaptoetanol a

0,05mM.

2. Cepas virales

En la tesis se han utilizado dos cepas del VPPA: el prototipo BA71ACD2
y la cepa virulenta Georgia2007/1, actualmente circulando de forma
pandémica. En un experimento de estimulacioén in vitro de PBMCs se
utilizaron la cepa ALL-183 atenuada del virus de sindrome reproductivo y
respiratorio porcino (VPRRS) y la cepa virulenta Margarita del virus de la
peste porcina clasica (VPPC) que fueron cedidas por el Dr. Enric Mateu
(UAB, Barcelona) y la Dra. Llilianne Ganges (IRTA-CReSA, Barcelona),
respectivamente. Ademas, en los experimentos de estimulacion in vitro en
los pocillos control (sin estimulo virico) se afiadidé lo que denominamos
“medio control”, es decir, el sobrenadante obtenido en los frascos de
cultivo donde se hizo la produccion celular en paralelo a las producciones

virales.

2.1 BA7T1ACD2

El prototipo vacunal BA71ACD2 es un virus vivo atenuado obtenido
mediante la eliminacion del gen EP402R (que codifica la proteina CD2v)
mediante recombinacion homoéloga de la cepa virulenta BA71 (genotipo
I), aislada en Espafia en 1971 (Monteagudo et al. 2017).

Los stocks virales de BA71ACD?2 utilizados in vivo se obtuvieron siempre

en COS-1 (ATCC-CRL-1650) utilizando una multiplicidad de infeccion
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(MOI, del inglés multiplicity of infection) de 0,1. Tras una incubacién de
aproximadamente 72 horas a 37°C, con una atmosfera enriquecida con un
5 % de CO2. Cuando se observd efecto citopatico, las células y el
sobrenadante del cultivo se recogieron y congelaron a -80°C. Tras tres
ciclos de descongelacion y congelacidon para liberar las particulas virales
de las células infectadas, las muestras se centrifugaron a 3220 xg durante
15 minutos para eliminar los restos celulares. Los stocks de virus se

alicuotaron y congelaron a -80°C.

2.2 Georgia2007/1

La cepa virulenta utilizada en los ensayos in vivo e in vitro fue
Georgia2007/1 (genotipo II). La cepa Georgia 2007/1 fue aislada en la
Republica de Georgia en 2007 y fue cedida a nuestro laboratorio por el
laboratorio de la Dra. Linda Dixon (The Pirbright Institute, Reino Unido).
Georgia 2007/1 se crecid en MAPs a una MOI de 0,01 siguiendo el mismo

protocolo descrito anteriormente para BA71ACD2.

3. Titulacion viral

Georgia2007/1 no crece en células COS-1, mientras que BA71ACD?2 crece
tanto en MAPs como en COS-1 sin necesidad de adaptacion previa
(Hurtado et al., 2010) contribuyendo a su estabilidad genética tras el pase
en cultivo. Asi pues, dependiendo del virus y de la célula empleada, los
virus se han titulado de diversas formas. Georgia2007/01, al ser un virus
hemadsorbente, puede titularse mediante hemaglutinacion (Ruiz-

Gonzalvo y Coll, 1993), mientras que esta técnica no pudo ser utilizada en
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el caso de BA71ACD?2 por carecer de la hemaglutinina viral (CD2v). Del
mismo modo, BA71ACD?2 forma placas de lisis detectables en monocapas
de COS-1 (Monteagudo et al., 2017) mientras que Georgia2007/01 no. Asi
pues, las unicas técnicas comunmente empleadas para ambos virus fue la
técnica de inmunoperoxidasa en monocapa (IPMA, del inglés
immunoperoxidase monolayer assay) o mediante PCR cuantitativa en

tiempo real (qPCR).

3.1 Titulacion viral mediante la técnica de
inmunoperoxidasa en monocapa (IPMA)

Los stocks virales de BA71ACD2 y Georgia2007/1 se titularon mediante
una IPMA en MAPs. Para ello se sembraron 25.000 MAPs por pocillo en
placas de 96 pocillos, y se infectaron con diluciones decimales seriadas del
virus (8 réplicas por cada dilucion). Las placas se incubaron a 37 °C, en
atmosfera suplementada con un 5% de CO: durante 96 horas, v,
transcurrido este tiempo, las células se fijaron con metanol, conservando
las placas a -20 °C hasta el dia de su titulacion. Para detectar las células
infectadas se incubaron las placas durante 1 hora a 37 °C con suero
inactivado de animales supervivientes a la PPA diluido 1:200, seguido de
una incubacién con proteina-A conjugada con peroxidasa (Millipore)
diluida 1:750 (1 hora a 37°C). Finalmente, las placas se incubaron con una
solucion de AEC (3-amino-9-diethyl-carbazone) durante 10 minutos para
detectar las células infectadas. Bajo el microscopio invertido se
contabilizaron como positivos todos los pozos que presentaron al menos
una célula tefiida. El titulo viral se calcula en TCIDso/ml (del inglés Tissue
Culture Infectious Dose) mediante el método de Reed—Muench (Reed y

Muench, 1938), que por definicion indica la dilucion del virus necesario
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para infectar el 50% de un cultivo celular. En ocasiones, los titulos virales
se transformaron en unidades formadoras de placas por mililitro (UFP/ml),
multiplicando el valor de TCDI50/ml por 0,7 siguiendo la distribucion de
Poisson. En el caso de BA7T1IACD?2 se ratifico la correspondencia mediante
ensayos de titulacion en placa. Algunas muestras biologicas obtenidas in
vivo se titularon por IPMA para ratificar la presencia de virus infeccioso

en las mismas.

3.2 Titulacion viral mediante PCR cuantitativa en tiempo
real (QPCR)

Ademas del stock viral de Georgia2007/1 utilizado en la infeccion in vivo,
las muestras bioldgicas (suero e hisopo nasal) obtenidas en los
experimentos in vivo se titularon mediante qPCR. Con tal fin, la extraccion
del ADN viral se realiz6 mediante el kit MagAttract 96 cador (QUIAGEN)
siguiendo las recomendaciones del fabricante. Para la amplificacion del
ADN viral se  utilizaron los cebadores qPCR-PK-F
(GTCCAGGCCGGAACAACA) y qPCR-PK-R
(CCTTTCCACCTTTGCTGTAGGA) que amplifican un fragmento de
85pb del gen R298L (PK) del VPPA (Lacasta et al. 2014). Todas las
amplificaciones se realizaron en placas MicroAmpTM Fast Optical 96-
well Reaction plate (Applied Biosystem) y utilizando PowerUp Sybr green
Master mix 2X (Applied Biosystems). La reaccion de amplificacion se
realizo mediante el termociclador ABI 7500 Fast Real Time PCR system
(Applied Biosystems). La curva estandar fue realizada mediante la
amplificacion y cuantificacion de un amplicon de 891pb del gen de la PK
del VPPA. Los resultados de la qPCR se expresan en Logl0O de copias

gendmicas equivalente por mililitro (CGE/ml), siendo el limite de
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deteccion de la técnica de 10° CGE/ml, al menos para el tipo de muestras
bioldgicas analizadas. Como se ha comentado con anterioridad, algunas de
las muestras positivas a PCR (presencia del material genético del VPPA),
se utilizaron para confirmar o descartar la presencia de virus infeccioso en

las mismas tituldndolas por IPMA.

4. Protocolos de inmunizacion, infeccion y toma de muestras

Todos los experimentos in vivo se realizaron con cerdos convencionales
Landrace x Large White de 6-8 semanas de edad, en las instalaciones de
seguridad bioldgica de nivel 3 (NSB3) del Centre de Recerca en Sanitat
Animal (IRTA-CReSA). El niimero de animales utilizado en cada
experimento se especifica en el apartado de resultados, tanto en el texto
como en la leyenda de las figuras. El cuidado de los animales y los
procedimientos se llevaron a cabo de acuerdo con las directrices de las
Buenas Practicas Experimentales y con la aprobacion del Comité Etico de
Experimentaciéon Animal de la Generalitat de Catalunya (codigos de
proyecto: CEA-OH/10874/2 y CEA-OH/11241/1). El periodo de
aclimatacion de los animales establecido fue de siete dias antes de la
vacunacion. Los animales se alimentaron ad [libitum. Los resultados
presentados en la presente tesis provienen de cinco experimentos

independientes.

En el experimento 1 se inocularon las siguientes tres dosis del prototipo
vacunal BA71ACD2 (Monteagudo et al. 2017): dosis baja (103
ufp/animal), dosis intermedia (3.3x10* ufp/animal), y dosis alta (10°

ufp/animal). Se utilizé un grupo control inoculado con PBS. Cada animal
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recibié 2 ml de la dosis vacunal o PBS administrada via intranasal (1
ml/fosa nasal). Para ello, se utilizaron los dispositivos de atomizacidn para
mucosa intranasal MAD Nasal™ (Teleflex) y la inoculacion se realiz6 en
el momento en el que los cerdos inspiraban de forma natural, asegurando
asi la 6ptima administracidn del virus. A las tres semanas post-vacunacion
(dia 0 post infeccion), los animales se infectaron por contacto directo con
cerdos previamente infectados intramuscularmente con la cepa virulenta
Georgia2007/1 (a los que denominaremos animales troyanos). En detalle,
los animales se distribuyeron en 3 boxes diferentes, cada uno de ellos
separado en dos espacios, uno con 7 cerdos y otro con 6. Estos espacios
permitian contacto visual, pero no fisico. En uno de los espacios habia 6
cerdos vacunados (una dosis diferente en cada box), mientras que en el
otro espacio de cada box habia 4 cerdos troyanos y dos cerdos no
vacunados. Asi, entre los tres boxes, contabamos con un total 6 cerdos
controles no vacunados. El dia anterior a la infeccion por contacto, los
animales troyanos fueron inoculados intramuscularmente con 10° CGE de
la cepa virulenta Georgia2007/1. Al dia siguiente los animales vacunados
se mezclaron en el mismo espacio con los animales troyanos y los
controles al retirarse la barrera que los separaba (Figura 3). De este modo,
la ratio de infeccion fue de 2:1 animales vacunados o control frente a

animales troyanos.

Se tomaron muestras de sangre e hisopo nasal y rectal a todos los animales
los dias 4, 7 y 14 tras la vacunacién y los dias 0, 3, 6, 10, 13 y 20 tras la

infeccion.
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Georgia2007 /1
Infeccion: desafio por contacto
%
BA71ACD2
Vacunacion intranasal
——— y
3 semanas ! 3 semanas
| | |
dia 0 p.v. dia 0 p.i. dia 20 p.i.

Figura 3. Esquema del disefio experimental utilizado para la vacunacion intranasal e infeccion
por contacto directo de los cerdos en el experimento 1.

En los experimentos 2, 3 y 4 los animales se vacunaron con la dosis alta
de BA71ACD2 (10° ufp) o PBS como control, siguiendo el mismo
protocolo de inmunizacidon descrito para el experimento 1. Todos los
animales se sacrificaron tres semanas tras la vacunacion y se tomaron

muestras de sangre y LN submandibular.

En todos los experimentos se realizd un seguimiento clinico diario tanto
de la temperatura rectal, como del estado general de cada animal. Tras la
infeccidon con cepas virulentas de VPPA, todos los animales fueron
observados diariamente para determinar la apariciéon de los siguientes
signos clinicos caracteristicos de una infeccion por PPA: fiebre,
postracion, pérdida de apetito, cianosis, diarrea y hemorragias (Galindo-
Cardiel et al., 2013). En el momento en que se detectaron signos graves de
PPA los animales fueron sacrificados siguiendo los protocolos éticos
establecidos y posteriormente se realizd una necropsia completa para

confirmar o descartar la presencia de lesiones compatibles con PPA.
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5. Valoracion de la respuesta inmunologica

5.1 Deteccion de anticuerpos especificos frente al VPPA
mediante ELISA

La deteccion de anticuerpos especificos frente a VPPA en suero se realizo
mediante un ELISA (del inglés Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay,
ensayo de inmunoadsorcion ligado a enzimas) aprobado por la OMSA y
basado en extractos solubles de células infectadas con VPPA (Gallardo et
al., 2013). La presencia de sueros positivos se detectd utilizando una anti-
IgG de cerdo conjugada a peroxidasa (Sigma-Aldrich), diluida 1:20000.
Como substrato especifico se empled 3,3°,5,5-Tetrametilbenzidina
(TMB) soluble (Sigma-Aldricht), parando la reaccion 10 minutos mas
tarde con H2SO4, IN (Merck), para su posterior lectura. Los resultados
obtenidos se representaron por duplicado como la absorbancia obtenida

para cada pocillo a una longitud de onda de 450 nm.

5.2 Medicion de la respuesta celular frente al VPPA
mediante ELISpot de IFNy

Para la medicion de la respuesta celular especifica frente al VPPA, se
realizo un recuento de células secretoras de IFNy mediante la técnica de
ELISpot (Diaz y Mateu, 2005). Se tapizaron placas de 96 pocillos
(COSTAR, 3590) con el anticuerpo anti-IFNy porcino (clon P2G10, BD
Pharmingen) a una diluciéon 1:100 y se incubaron overnight a 4°C.
Posteriormente, se afiadieron las PBMCs a una concentracion de 5x10°
PBMC:s en cada pocillo, salvo en los pocillos control positivo, en los cuales
se afiadieron 2,5x10° PBMCs. Las células se estimularon durante 16-18

horas a 37°C, en una atmoésfera suplementada con un 5% de CO2, con
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BA71ACD2 o Georgia2007/1 a una MOI de 0.2. Como control negativo
se utilizd medio RPMI y como control positivo, fitohemaglutinina (PHA)
(Sigma) a 5 pg/ml. Para detectar las células secretoras de IFNy se utilizo
del anticuerpo porcino anti-IFNy biotinilado (clon P2C11, BD
Pharmingen) y, a continuacion, se afiadid estreptavidina-peroxidasa
(Biosource) a una concentracion de 0.5 pg/ml. Para revelar las placas se
utiliz6 TMB insoluble (Calbiochem). Una vez reveladas, se procedi6 al
recuento de puntos (spots) coloreados (que representan la presencia de una
célula productora de IFNYy) en cada uno de los pocillos mediante el uso de
una lupa binocular. Los resultados definitivos se obtuvieron sustrayendo
del recuento obtenido en los pocillos problema los valores obtenidos en los
pocillos del control negativo, y se presentan como el numero de células
especificas secretoras de IFNy por cada 1.000.000 PBMCs (Puntos/1x106
PBMCs).

5.3 Medicion de la respuesta celular frente al VPPA
mediante citometria de flujo

Para los anélisis de citometria se utilizaron PBMCs recién obtenidas a 21
dias tras la inmunizacion se sembraron en placas de 96 pocillos con fondo
en U (Corning) (10% células/pocillo). Dichas células se estimularon a 37°C,
en una atmosfera suplementada con un 5% de COa2, durante diferentes
tiempos dependiendo del ensayo funcional, con BA71ACD2 auna MOI de
0,2 o medio control durante diferentes tiempos dependiendo del ensayo
funcional. Asi, para la deteccidn intracelular de IFNy y TNF, las PBMCs
se estimularon durante 8 horas, en presencia de Brefeldin A (BD
GolgiPlug™ protein transport inhibitor) las dos ultimas horas para

permitir la acumulacién intracelular de las citoquinas. Para la deteccion de
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perforina, las PBMCs se estimularon durante 48 horas. En todos los casos
se utilizé6 RPMI y forbol 12-miristato 13-acetato (PMA, del inglés phorbol
myristate acetate; 5 ng/ml)-Ionomicina (500 ng/ml) como controles
negativo y positivo, respectivamente. En el experimento de bloqueo de
IFNy durante la estimulacion con BA71ACD?2 se afiadio el anticuerpo anti-
IFNy porcino (clon P2G10, BD Pharmingen) a 5 pg/ml (Mateu et al. 1998).
Tras la estimulacion correspondiente en cada caso, las células se tifieron
con el marcador de viabilidad LIVE/DEAD Fixable Red Dead Cell Stain
Kit (ThermoFisher Scientific), siguiendo las indicaciones del fabricante. A
continuacion, antes de comenzar las tinciones se realizd el bloqueo de los
receptores Fc mediante la incubacion, durante 15 minutos en hielo, con
PBS con un 5% de suero fetal porcino (SFP). Para la tincion extracelular,
las células se incubaron durante 20 minutos en hielo con los
correspondientes anticuerpos diluidos en buffer FACS (PBS 2% FCS).
Para la tincidn intracelular, las células se fijaron y permeabilizaron con el
kit Cytofix/Cytoperm (BD Biosciences), siguiendo las indicaciones del
fabricante, y se incubaron posteriormente con los anticuerpos diluidos en
Perm/Wash buffer durante 30 minutos en hielo. La informacion de todos
los anticuerpos utilizados se incluye en la Tabla S1. Las muestras se
adquirieron en el citdémetro de flujo FACSAria ITu (BD Biosciences) y los
datos se analizaron utilizando el programa FlowJo v10.7.1 (Tree Star Inc).
Las estrategias de seleccion de las poblaciones celulares utilizadas para el
analisis de células productoras de IFNy y TNF o Perforina se muestran en

las figuras 4 y 5, respectivamente.
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Figura 4. Estrategia de seleccién de las poblaciones celulares para obtener los porcentajes de
células T CD4+, CD8+ y CD4+CD8+ que producen IFNy y TNF tras la estimulacion especifica

con el VPPA.
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Figura 5. Estrategia de seleccién de las poblaciones celulares para obtener los porcentajes de
células que producen Perforina tras la estimulacion especifica con el VPPA.
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5.4 Ensayo de Luminex Multiplex

Las PBMCs obtenidas 21 dias tras la vacunacidon del experimento 1, se
estimularon in vitro durante 10 horas con BA71ACD2 a una MOI de 0.2 o
con medio control. Se recogieron los sobrenadantes del cultivo de las
PBMCs y se cuantificaron los niveles de diferentes citoquinas mediante la
tecnologia Luminex XxMAP siguiendo las indicaciones del fabricante
(ThermoFisher Scientific). El kit incluye la medicion del siguiente panel
de citoquinas: IFNa, IFNy, IL-1b, IL-10, IL-12p40, IL-4, IL-6, IL-8 y TNF
(ProcartaPlex Porcine Cytokine & Chemokine Panel 1; ThermoFisher
Scientific). Las concentraciones de las diferentes citoquinas se calcularon

utilizando el programa XPONENT (Luminex, ThermoFisher Scientific).

6. Preparacion de la libreria y secuenciacion de ARN

(RNAseq)

Las PBMCs obtenidas de cerdos 21 dias tras la vacunacion del
experimento 1, se estimularon con BA71ACD2 con una MOI de 0.2
durante 10 horas a 37°C y se conservaron en TRIzol Reagent (Invitrogen)
a -80°C. A continuacion, se aisldé el ARN total mediante fenol-cloroformo
en combinacion con el kit de purificacion por columna RNeasy MinElute
spin (Qiagen), siguiendo las indicaciones del fabricante. Para asegurar una
buena calidad del ARN obtenido, se realizd un tratamiento con DNasel
(RNase-Free DNase Set, Qiagen) durante 15 minutos a temperatura
ambiente. La calidad y concentracion del ARN se analizé mediante el uso

de Agilent Bioanalyzer, siguiendo las instrucciones del fabricante. E1 ARN
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total de las PBMCs se envi6 a analizar al Centro Nacional de Analisis
Gendmico (CNAG-CRG).

Las librerias de secuenciacion se obtuvieron tras eliminar el ARN
ribosémico mediante el kit Ribo-Zero (Illumina), siguiendo las
instrucciones del proveedor. El ADN complementario (ADNCc) se sintetizo
y marcd mediante la adicion de adaptadores de cddigos de barras Truseq.
Las librerias se cuantificaron utilizando el kit de cuantificacion KAPA
Library (KapaBiosystems) antes de realizar la amplificacion con
[llumina’s cBot. Finalmente se mezclaron y secuenciaron cuatro librerias
(cadena simple, 50 nts) en un secuenciador Illumina HiSeq2000 para

obtener 50-60 millones de lecturas por muestra.

7. Ensayo de PCR cuantitativa utilizando la tecnologia

“microfluidica”

Se siguid el mismo protocolo descrito en la seccion 6 para la extraccion
del ARN total de las muestras de las PBMCs obtenidas 21 dias tras la
vacunacion del experimento 2 y estimuladas in vitro con BA71ACD2 o
Georgia2007/1 (MOI 0.2). Brevemente, se obtuvo el ADNc mediante
transcripcion reversa del ARN total (110 ng) utilizando el kit
PrimeScript™ RT (Takara, Japan, Cat. RR036A), siguiendo las
indicaciones del fabricante. El disefio de los cebadores utilizados y la
validacion de los mismos se hizo siguiendo los criterios previamente
descritos (Nigeer et al. 2021). La lista de los cebadores utilizados se
especifica en la Tabla S2.

Los niveles de expresion se analizaron por duplicado utilizando el sistema
de 96.96 Dynamic Array integrated fluidic circuit of the Biomark HD

(Fluidigm Corporation). Los datos obtenidos se analizaron utilizando el
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programa de analisis Fluidigm Real-Time PCR 4.1.3, junto con el
programa de expresion DAG 1.0.5.6 (Ballester, Cordon et al., 2013). La
curva estandar se calcul6 siguiendo las indicaciones de Applied Biosystems
user bulletin #2. Como genes de expresion de referencia, utilizados para
normalizar los resultados, se seleccionaron: YWHAZ, RPL4 y GAPDH.
Los resultados se representaron en un mapa de calor utilizado los valores

normalizados mediante z-score.

8. Preparacion de la libreria y secuenciacion de single-cell

RNA-sequencing (RNA-seq)

Suspensiones celulares de LNs submandibulares obtenidos a dia 21 post
vacunacion de un animal vacunado y un animal control del experimento 3
(como se describe en la seccion 1.4) se estimularon con BA71ACD2 (MOI
de 0.2) o medio control durante 16 horas a 37°C. A continuacion, las
células se fijaron con metanol siguiendo el protocolo previamente descrito
para PBMCs de humano (Chen et al. 2018) y se conservaron a -80°C hasta
que fueron enviadas secuenciar a la plataforma de secuenciacion /0x
Genomics scRNA-seq del CNAG-CRG, con el fin de obtener Ia
secuenciacion del ARN de células individuales (scRNA-seq, del inglés
single-cell RNA-sequencing). Asi, las células fijadas en metanol fueron
rehidratadas siguiendo el mismo protocolo citado anteriormente (Chen et
al. 2018). De manera resumida, las células se equilibraron de los -80°C a
4 °C durante 5 minutos y a continuacion se centrifugaron a 1000 xg durante
5 minutos a 4°C. El sedimento celular se resuspendio en tampon de lavado
y se filtr6 a través de una malla de 40 um (PluriSelect). Para determinar la

concentracion celular se utilizod el contador automatico de células TC20
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(BioRad). Las células fueron incluidas en las denominadas ge/ bead-in-
emulsions (GEMs) utilizando el Chromium Controller system (10x
Genomics) con el objetivo de secuenciar 5.000 células. Las librerias de
expresion génica (GEX, del inglés gene expresion) de cada célula fueron
preparadas utilizando el kit Chromium Single Cell 3' Library & Gel Bead
Kit v3.1 (10x Genomics) siguiendo las instrucciones del fabricante.
Después de la transcripcion reversa de las GEM y el clean-up, se amplifico
el ADNCc utilizando 13 ciclos. El analisis de la calidad y la cuantificacion
del ADNc se realizé mediante Agilent Bioanalyzer High Sensitivity chip
(Agilent Technologies). Se utilizaron entre 10 y 50 ng del ADNc para
preparar la libreria y dichas librerias se indexaron mediante PCR utilizando
Single Index Kit T Set A (10x Genomics). El tamafio de la distribucion y la
concentracion de las librerias 3" GEX se verifico mediante el chip Agilent
Bioanalyzer High Sensitivity. Finalmente, las muestras se secuenciaron
utilizando el secuenciador Illumina NovaSeq6000 y se obtuvieron

aproximadamente 40.000 lecturas por célula.

9. Analisis bioinformatico

9.1 RNA-seq de las muestras de PBMCs

Las lecturas obtenidas mediante Ilumina se mapearon al genoma de
referencia de Sus scrofa (Sscrofall.l) empleando la version 2.5.3a del
software STAR (Dobin et al. 2013) con pardmetros ENCODE. Los genes
anotados se cuantificaron con la version 1.3.0 de RSEM (Li y Dewey,
2011) empleando los pardmetros predeterminados utilizando la

actualizacion 100 de la anotacién de Sus scrofa del ENSEMBL. Las
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lecturas obtenidas mediante ilumina también se mapearon frente el genoma
del VPPA del BA71 (cédigo de acceso KP055815.1), empleando la
version 2.5.3a del software STAR con parametros ENCODE. Los genes
anotados se cuantificaron con la version 1.3.0 de RSEM (Li y Dewey,
2011) empleando lo parametros predeterminados y la anotacion
KP055815.1. El anélisis de expresion diferencial se realizo con el paquete
v3.42.3 de limma (Ritchie et al., 2015), utilizando la normalizacion TMM.
La funcién de voom (Law et al., 2014) se utiliz6 para transformar los datos
en “log2-counts” por millon (logCPM), estimar la relacién media-varianza
para calcular el peso “observacion”. Estos datos voom se usaron para
ajustar los modelos lineales duplicate Correlation. Se extrajeron los
contrastes para las comparaciones por pares, asi como los contrastes para
el efecto de interaccion entre el tratamiento y el estado de vacunacion. Los
genes se consideraron diferencialmente expresados (DE) si se ajustaban a
un p-valor < 0.05. El andlisis de enriquecimiento funcional se realizo
utilizando los genes DE con un fold change absoluto > 1.5 utilizando
gprofiler2 v0.1.8 (Kolberg et al., 2020) (https://biit.cs.ut.ee/gprofiler/gost).
Las similitudes de las muestras se analizaron con un grafico de escala

multidimensional (MDS) utilizando los 500 genes mas variables.

9.2 scRNA-seq de las muestras de LN submandibular

Las lecturas de secuenciacion se procesaron mediante CellRanger v.5.0.1
(Kolberg et al. 2020), utilizando el genoma concatenado del cerdo
(Sscrofall.l) y el de la cepa de VPPA BA71V (nimero de acceso
KP055815) como genomas de referencia. El archivo resultante
“filtered _feature_bc _matrix” se utilizo para realizar el posterior analisis

con el paquete de R Seurat 4.0.6 (R.4.1.2) (Hao et al. 2021). Para asegurar
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la calidad de las células, inicamente se analizaron las células marcadas con
un rango de entre 200-2000 genes detectados y con un contenido
mitocondrial inferior al 5%. Los datos se normalizaron con el método
SCTransform y se seleccionaron las 3000 caracteristicas mas variables
para ser integradas en el FindIntegrationAnchors predeterminado de
Seurat. El grafico Uniform Manifold Approximation and Projection
(UMAP) se realiz6 con los 30 primeros componentes principales, seguido
de las funciones FindNeighboursy FindClusters con una resolucion de 0.8
y 0.5. Para cada célula también se calcularon marcadores de ciclo celular
y el porcentaje de transcriptos del VPPA. El analisis de sub clustering de
los clusters 7, 8, 9y 14 se realizdé mediante la funcidon FindSubCluster con
resolucion de 0.2, 0.3, 0.5 y 0.3 respectivamente. El tipo celular se anoto
manualmente buscando la presencia de diferentes marcadores
inmunologicos genéticos porcinos. La expresion diferencial de los
diferentes tipos celulares entre la muestra control y la del animal vacunado
se realizd con la funcién FindMarkers con min.pct=0.25 vy
logfc.threshold=0.25. El analisis de enriquecimiento ontologico (GO, del
inglés Gene Ontology enrichment analyses) se realiz6 utilizando gprofiler2

v0.1.8 (https://biit.cs.ut.ee/gprofiler/gost).

10. Analisis estadisticos

Los graficos se crearon y analizaron utilizando la version 8.3.0. del
software Prism (GraphPad). Los test estadisticos utilizados se indican en
las leyendas de las figuras. La significancia estadistica se establecid en p <
0.05 y se presenta en estilo Graph Pad (GP) 0.05 y se presenta en estilo
Graph Pad (GP) (p > 0.05 ns, * p<0.05, ** p<0.01, *** p <0.001, ****
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p <0.0001). Los tests estadisticos de los datos del estudio de microfluidic
quantitative PCR se realizaron con R v4.1.2 (tabla S3); las comparaciones
de la expresion de los valores entre grupos (vacunado y no vacunado) se
realizaron utilizando t-test emparejados por pares, mientras que las
comparaciones entre grupos se realizaron utilizando un t-test

independiente por pares.
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1. La inoculacion intranasal con BA71ACD2 protege de
manera dosis-dependiente frente a la infeccion con el virus

pandémico Georgia2007/1

El trabajo realizado en los tltimos afios en colaboracion con el laboratorio
de la Dra. Salas del CBMSO-CSIC permiti6 desarrollar el prototipo
vacunal BA71ACD2, un virus atenuado obtenido tras eliminar mediante
recombinaciéon homologa el gen CD2v del genoma del virus virulento
BA71. La inoculacion intramuscular de BA7IACD2 protegié no solo
contra el virus parental BA71, sino que ademas demostro su capacidad de
conferir proteccion cruzada frente a virus distintos, incluyendo la cepa
Georgia2007/01 (Monteagudo et al, 2017), actualmente presente en los
cinco continentes. Con el objetivo de optimizar la inmunizacion, en la tesis
de Elisabeth Lopez (Lopez, 2019), se compard la inmunizacidn
intramuscular con la intranasal. De este estudio se concluyo que, mientras
ambos métodos de administracion inducian una proteccion similar, la via
intranasal resultaba mas segura, reduciendo drasticamente la deteccion del
virus en suero e hisopos nasales y rectales (secrecion de virus) tras la
inmunizacion, asi como los picos de fiebre que presentaban algunos

animales inmunizados por la via intramuscular.

1.1 La inoculacion intranasal con BA71ACD?2 es segura

En un intento de optimizar la inoculacion intranasal, en este primer estudio
se evaluaron 3 dosis diferentes de BA71ACD2: dosis baja (103
ufp/animal), dosis intermedia (3.3x10* ufp/animal), dosis alta (10°

ufp/animal) y se afiadi® un grupo control inoculado con PBS. La
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inoculacidn intranasal con BA71ACD?2 resultd totalmente segura para los
animales, independientemente de la dosis utilizada. Asi, ninguno de los
animales vacunados mostrd sintomatologia alguna compatible con PPA,

sin picos de fiebre ni de viremia (Figura 6 y Tablas S4).
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Figura 6. Los animales vacunados no presentan fiebre tras la inmunizaciéon con BA71ACD2.
En las graficas se muestran las cinéticas de las temperaturas rectales tomadas individualmente en
cada grupo

1.2 La inoculacion intranasal con BA71ACD2 protege frente
a la infeccion letal con Georgia2007/01

A los 21 dias tras la inoculacion todos los animales se sometieron a un
desafio por contacto con el virus Georgia2007/1. Como era de esperar, los
6 animales del grupo no vacunado se infectaron y empezaron a presentar
fiebre alta a partir del séptimo dia tras la infeccion (Figura 7). Todos los
animales se sacrificaron a las dos semanas tras la infecciéon por motivos
humanitarios (Figura 8). En claro contraste con los animales control, los

animales vacunados con BA71ACD2 quedaron protegidos de forma dosis-
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dependiente. Tras la inmunizacién con la dosis baja (10° ufp/animal)
sobrevivieron el 50% de los animales a la infeccion letal con
Georgia2007/1 (Figura 8). En el caso de la dosis intermedia (3.3x10%
ufp/animal) y alta (10° ufp/animal) la inmunizacion protegio de la
infeccion letal a todos los animales, con la excepcidn del cerdo numero 16
del grupo inmunizado con la dosis intermedia. Los animales protegidos o
bien no presentaron fiebre ni signos clinicos compatibles con PPA, o
simplemente presentaron picos de fiebre tras el contacto con el virus
virulento (Figura 7). En cualquier caso, todos los animales inmunizados
con estas dosis de BA71ACD2, con la excepcion del 16, llegaron al final
de experimento (dia 20 post-infeccion (dpi), sin fiebre ni signos clinicos

compatibles con PPA (Figura 7).
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Figura 7. Los animales vacunados con dosis intermedias y altas de BA71ACD2 estan
solidamente protegidos frente a la infeccion con Georgia2007/1 y no presentan fiebre a dia 20
post-infeccion (final de experimento). En las graficas se muestran las cinéticas de las temperaturas
rectales tomadas individualmente en cada grupo.
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Figura 8. La inoculacién intranasal de BA71ACD2 protege a los cerdos frente a la infeccion
letal con Georgia2007/1 de forma dosis-dependiente. Grafico de supervivencia en el que se
muestra el porcentaje de cerdos que sobreviven a la infeccion a lo largo del tiempo. El tiempo cero
viene marcado por el momento en el que lo animales de los diferentes grupos se pusieron en
contacto con los animales infectados intramuscularmente (troyanos).

En contraposicion con los animales vacunados con las dosis intermedia y
alta, los cerdos supervivientes que habian sido vacunados con la dosis baja
de BA71ACD?2 (animales 1, 2 y 6), sufrieron periodos mas largos de fiebre,
llegando al final del experimento en plena subida de fiebre (Figura 7).
Correlacionando con las cinéticas de fiebre observadas, los animales
control presentaron virus en suero y en secreciones nasales a partir del dia
7 dpi. Con la excepcion del animal 16 del grupo inmunizado con 3.3x10*
ufp/animal, los animales vacunados con la dosis intermedia y alta
mostraron o bien picos concretos de virus, siempre mucho mas bajos que
los encontrados en los animales control, o incluso nada de virus
independientemente del tiempo testado (Figura 9). De nuevo coincidiendo
con lo observado para la fiebre, en el momento de fin de experimento (21
dpi), los animales no mostraron virus en suero ni en cavidad nasal (Figura

9).
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Figura 9. Los animales vacunados con BA71ACD2 y protegidos frente al desafio con
Georgia2007/1 no presentan carga viral ni en suero ni en cavidad nasal a dia 20 post-infeccién.
Carga viral en suero (A) y en cavidad nasal (B) medido mediante qPCR en los tiempos indicados
después del desafio por contacto con Georgia2007/1.

La vacunacion con la dosis baja (10° ufp de BA71ACD2) resulté mucho
mas ineficiente que las dosis intermedia y alta. Asi, a pesar de que los tres
animales supervivientes mostraban titulos muy bajos de virus en suero
(Figura 9A), simplemente vieron retrasada la secrecion del virus, llegando
a observarse niveles muy altos de virus en secrecion nasal a dia 20 dpi
(Figura 9B). Los animales vacunados que no sobrevivieron a la
enfermedad mostraron cinéticas virales indistinguibles de las de los cerdos

control (Figura 9).
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1.3 La inoculacion intranasal con BA71ACD2 induce una
potente respuesta humoral y celular especifica

En un intento de explicar los mecanismos involucrados en proteccion, se
estudid tanto la produccion de anticuerpos como de células T especificas

frente al VPPA.

Como se ha descrito en estudios anteriores, la infeccién con una cepa
virulenta en cerdos no inmunes es tan rapida que el animal no tiene tiempo
de desarrollar una respuesta humoral potente antes de morir (Figura 10).
Sin embargo, la vacunacion con BA71ACD2 induce la produccion de
anticuerpos especificos frente al VPPA, observandose de nuevo una
relacion directa entre la dosis de vacuna empleada y la respuesta obtenida
(Figura 10). En el caso de la dosis intermedia y alta todos los animales
sercoconviertieron y mostraron titulos altos de anticuerpos especificos a
los 14 dias postvacunacion (dpv), con la excepcion, de nuevo, del cerdo 16
vacunado con la dosis intermedia (Figura 10), muy probablemente debido
a un fallo durante la vacunacién, mas que de la vacuna en si. De forma
resefiable, los cerdos vacunados con la dosis alta de la vacuna respondieron
de una forma mas homogénea. Las respuestas de anticuerpos observadas
con los animales vacunados con la dosis baja confirman los resultados
obtenidos hasta ahora, mostrando una cinética de induccion de anticuerpos
retrasada que no alcanza los valores obtenidos con las dosis intermedias y

altas (Figura 10).
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Cinética de anticuerpos especificos del VPPA
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Figura 10. Cinética de anticuerpos especificos frente al VPPA. Anticuerpos especificos del
VPPA en animales vacunados y no vacunados obtenidos mediante un ELISA. Los valores se
representan como densidades Opticas a 450nm obtenidas en los tiempos indicados.

Junto con el papel de la respuesta humoral en la proteccion frente VPPA,
se ha descrito que la respuesta celular especifica, ligada a la produccion de
IFNYy, es clave (King et al., 2011). Por ello se realizé un ELISpot de IFNy
utilizando PBMCs de todos los animales obtenidos a 21 dpv, antes de la
infeccion con la cepa virulenta. Las PBMCs obtenidas se estimularon tanto
con el virus vacunal (BA71ACD?2), como con el virus heterélogo virulento
utilizado en la infeccion (Georgia2001/1). Como era de esperar, en los
animales no vacunados no se detectaron células especificas secretoras de
IFNy. En el caso de los animales vacunados y protegidos,
independientemente de la dosis, se detectaron células especificas
secretoras de IFNy antes del desafio (Figura 11). El nimero de células

especificas secretoras de IFNy mostr6 un patrén dosis dependiente, siendo
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mas elevado en los animales vacunados con la dosis alta (10° ufp/animal).
Otro dato que merece la pena resefiar es que la estimulacion con
BA71ACD2 induce un mayor nimero de células especificas secretoras
respecto a la estimulacion con Georgia2007/1 (Figura 11A), una

observacion recurrente.
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Figura 11. La vacunacion intranasal con BA71ACD2 induce una respuesta VPPA especifica.
PBMCs (A) y células de LN submandibular (B) obtenidas a 21 dpv se estimularon in vitro con
BA71ACD2 o Georgia2007/1, y se cuantificd el numero de células secretoras de IFNy especificas

de PPA mediante un ELISpot de IFNY. Se muestran los valores medios de los duplicados, una vez

restados los valores de estimulacion obtenidos con RPMI. Los asteriscos indican los animales
supervivientes. El animal 15 vacunado con la dosis intermedia no puedo ser analizado, debido a un
fallo en la toma de muestras.

Para complementar el andlisis de la respuesta inmune periférica analizada

en PBMC, seguidamente estudiamos la respuesta celular inducida en LN

submandibular, tejido diana principal del VPPA. Para ello se realizd un
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experimento complementario (experimento 3), con un grupo de animales
previamente vacunados intranasalmente (n=10) con la dosis alta de
BA71ACD2 (10° ufp/animal) y un grupo control (n=6). A 21dpv se
sacrificaron estos animales y se extrajeron los LN submandibulares, a
partir de los cuales se obtuvieron las suspensiones celulares mediane
digestion enzimatica, y se realizé un ELISpot de IFNy tras estimular estas
células con el virus vacunal. Confirmando los resultados obtenidos en
sangre, se pudo observar en células de LN submandibular de animales
vacunados la presencia de un alto nimero de células T secretoras de IFNy
en células de LN submandibular de animales vacunados respondiendo de
forma especifica frente al virus vacunal (Figura 11B). De forma resumida,
se pudo observar que los animales protegidos, independientemente de la
dosis empleada, presentaban antes de la infeccion con la cepa virulenta
niveles significativos de anticuerpos y células secretoras de IFNy
especificos frente VPPA y que ambos parametros correlacionaban de
manera inversamente proporcional con la aparicion de fiebre tras la

infeccidon con Georgia2007/01 (Figura 12).
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Figura 12. La vacunacion intranasal con BA71ACD2 induce una respuesta especifica frente
el VPPA y ésta se asocia con la disminucion de fiebre tras el desafio. Correlacion de Pearson
entre el numero de células especificas secretoras de IFNy (puntos/10° PBMCs) o el titulo de
anticuerpos (DO 450 nm) y la temperatura rectal maxima de cada animal después de la infeccion.
Los puntos azules corresponden a los animales protegidos y los negros a los animales no protegidos
frente a la infeccion con Georgia2007/1.
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2. La vacunacion intranasal con BA71ACD2 induce una
respuesta inmune de memoria que a su vez contribuye a

activar una respuesta inflamatoria

Con el objetivo de profundizar en el estudio de la respuesta inmune
protectora inducida tras la vacunacién con BA71ACD2, se selecciono el
grupo de animales vacunados via intranasal con la dosis alta (10°
ufp/animal) y el grupo no vacunado como control. A 21 dpv, justo antes
de la infeccidn con la cepa patogena, se obtuvieron las PBMCs de ambos
grupos. Estas PBMCs se estimularon in vitro durante 10 horas, bien con
BA71ACD?2 o bien con medio control. Por un lado, se valord la presencia
de diferentes citoquinas en los sobrenadantes de los cultivos de estas
PBMC:s utilizando la técnica de Luminex; por otro lado, se recogieron las
células para analizar los cambios en el transcriptoma mediante la

secuenciacion del ARN (RNA-seq).

2.1 La estimulacion in vitro de PBMC de animales vacunados
intranasalmente con BA71ACD2 induce una potente respuesta
inmune innata

El primer hallazgo interesante nos lo encontramos al comparar mediante
Luminex los niveles de diferentes citoquinas en los sobrenadantes del
cultivo de las PBMCs. De las 9 citoquinas analizadas solo se detectaron
TNF y IFNa en los sobrenadantes de las PBMCs de los animales
vacunados tras su estimulacion in vitro con BA71ACD2. Como se puede
observar en la figura 13, los niveles de ambas citoquinas, claves en la
respuesta inmune innata, se veian elevados de forma estadisticamente
significativa en c€lulas de los animales vacunados, en comparacién con lo

encontrado en las muestras de los animales control. Sin embargo, no se
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detectd IFNy en los sobrenadantes de las PBMCs de animales vacunados
(Figura 12), pareciendo contradecir los resultados obtenidos en ELISpot

de IFNy (Figura 11).
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Figura 13. Cuantificacién de IFNo, TNF e IFNy mediante Luminex en sobrenadantes de
PBMCs estimuladas in vitro. Se representan valores obtenidos a partir de PBMCs de animales
vacunados (n=6) con circulos negros y de animales control (n=4) con circulos blancos, tras la
estimulacion con medio control 0 BA71ACD2. Se realizé un test ANOVA de dos vias, seguido de
un test Tukey’s de comparacién multiple y se muestra en estilo GP (p > 0.05 ns, * p <0.05, ** p <
0.01).

Una posible respuesta a esta dicotomia podria venir explicada por
diferencias en la sensibilidad de ambas técnicas. Asi, el ELISpot esta
disefiado para detectar células T que especificamente secretan IFNy
concentrando la sefial en un punto concreto, mientras que el Luminex
detecta la sefal diluida en el sobrenadante. En resumen, estos resultados
muestran una sobre activacion de la respuesta innata en los animales

vacunados con respecto a los no vacunados tras la estimulacion in vitro en

PBMCs.
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2.2 La estimulacion in vitro de PBMC de animales
vacunados con BA71ACD2 induce una respuesta especifica
Th1 acompaifiada de una respuesta inflamatoria

Tras analizar los sobrenadantes, el siguiente paso fue analizar el
transcriptoma de las PBMCs correspondientes, obtenidas a partir de 4
animales vacunados y 4 animales control. Una vez obtenidos los datos de
RNA-seq de estas PBMCs, un andlisis de escalado multidimensional
(MDS, del inglés multi dimensional scaling) reveld que las muestras de
animales vacunados y estimuladas in vifro presentaban cambios
transcriptdémicos notables con relacion a los demas grupos, incluyendo las
muestras de los animales control y las de animales vacunados no
estimuladas (Figura 14A). Posteriormente, se analizo el nimero de genes
diferencialmente expresados (DE) tras la estimulacion con BA71ACD?2,
tanto en PBMCs de cerdos vacunados como de los no vacunados. Teniendo
como referencia en cada grupo las células no estimuladas, se identificaron
2.176 genes en las células de animales vacunados, y inicamente 144 genes
en los animales control, la mayoria comunes a ambos grupos (135 genes)
(Figura 14B). Cabe destacar que ademas del mayor nimero de genes DE
en las muestras de animales vacunados, los niveles de expresion de estos
son mas elevados que en los animales control (Figura 14C). En este grafico
tipo Volcan (Figura 14C) se sefialan de forma especifica los puntos que
corresponden con la localizacion de las citoquinas TNF e IFNy,
confirmando que ambas se encontraban sobreexpresadas en células

estimuladas de los animales vacunados.
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Figura 14. El analisis transcriptomico revela la presencia de 2041 genes diferencialmente
expresados en las PBMCs de los animales vacunados con BA71ACD?2 tras la estimulacion in
vitro con el virus vacunal. (A) Analisis Multidimensional scaling de la expresion normalizada de
los datos de RNA-sep (log2CPM). (B) Diagrama de Venn donde se muestra el nimero de genes DE
en los animales vacunados y no vacunados. (C) Grafico tipo Volcan que muestra los niveles de
expresion (en inglés, fold changes) de los genes DE en las células de los grupos de animales
vacunados y no vacunados.

Para clasificar los genes DEs y agruparlos segun sus caracteristicas
funcionales, se realiz6 un analisis de enriquecimiento de GO (Figura 15).
El andlisis reflejé que tras la estimulacion con BA71ACD2, tanto en las
células de animales vacunados como de no vacunados, se expresaban

genes relacionados con respuesta antiviral, respuesta de IFN-I y respuesta
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innata (Figura 15). A pesar de que estos términos de GO estaban sobre
expresados en ambos grupos, el nimero de genes dentro de ellos fue mas
elevado en las muestras de los animales vacunados que en la de los
animales control (Figura 15). En consonancia con lo observado en los
datos del Luminex obtenidos a partir de los sobrenadantes (Figura 13),
estos resultados confirman la sobre activacion de una respuesta inmune
innata tras la estimulacion in vitro de PBMC de animales vacunados.

El andlisis de GO también permitid confirmar la activacion de genes
implicados en respuesta T y B en las muestras obtenidas de los animales
vacunados (Figura 15), indicando la presencia de linfocitos de memoria
circulantes. Adicionalmente, se identificaron también enriquecidos de
forma especifica en animales vacunados términos GO relacionados con la
produccion de IFNy y TNF, con inflamacién y con la diferenciacion y

activacion de macrdofagos (Figura 15).
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Figura 15. La estimulacién in vitro con BA71ACD2 de PBMCs de animales vacunados provoca
cambios transcriptémicos relacionados tanto con respuesta adaptativa como con innata.
Listado de términos representativos de GO utilizando tanto muestras de animales vacunados como
no vacunados. El tamafio del punto representa el nimero de genes DE asociados con cada término
y el color indica el valor FDR (FDR del inglés false discovery rate) expresado en -log10.
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Para poder visualizar los genes DE en conjunto y poder establecer
comparaciones entre ambos grupos, se graficaron los resultados de una
seleccion de genes de interés en formato de heatmap. En este grafico, se
representan los niveles normalizados (Z-score) para cada gen y en cada
animal (Figura 16 y Figura S1). Los resultados demostraron un aumento
de la expresion de genes estimulados por interferén (ISG, del inglés
interferon-estimulated genes) en las PBMCs de animales vacunados, en
comparacion con los observados en los no vacunados, también activados,
pero en menor medida (Figura 16). En animales vacunados también se
detectd una sobreexpresion de las citoquinas claves IFNy y TNF (Figura
16 y 17), asi como de IL2, IL15, IL27 y XCL1, citoquinas relacionadas
con la activacidon de respuesta Thl. Del mismo modo, Gnicamente en
animales vacunados se detectaron los marcadores CD69 y CD274 (Figura
16), involucrados en la activacion de células T. De entre los genes
unicamente sobre expresados en las muestras de animales vacunados
también se identificaron genes relacionados con la activacion de la
respuesta inflamatoria. Entre ellos encontramos genes relacionados con las
vias de sefializacion NF-kB-y MAPK-, con la produccion de TNF, asi
como relacionados con la diferenciacion de macrofagos. Entrando mas al
detalle, cabe destacar la sobreexpresion de los factores de transcripcion y
quimiocinas BATF2, IRF1, CXCL9, CXCL10, CCL2 y CCL4, que ligados
a la reduccién en la expresion de los marcadores de activacion de
macréfagos CD163 y CCR2 (Figura 16 y Figura S1), nos permite plantear
la hipdtesis de que los principales grupos celulares que orquestan la
respuesta inflamatoria inducida tras la estimulacion in vitro son
monocitos/macréfagos (Buechler et al., 2013; Phillips et al., 2005; Roy et
al., 2015).
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Figura 16. El analisis de los genes DEs tras la estimulacion in vitro de PBMC de animales
vacunados, muestra una respuesta de tipo Th1 junto con una respuesta inflamatoria. Heatmap
donde se muestran los niveles de expresion normalizados para los genes DE derivados del RNA-seq
medidos como 1og2CPM (cuentas por millén, representados en formato logaritmico en base dos).
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Figura 17. Los genes IFNy y TNF se encuentran diferencialmente activados de forma
especifica en animales vacunados con BA71ACD2 tras la estimulacion in vitro. Niveles de ARN
de IFNy y TNF expresados en contajes por millon (cpm) en escala logaritmica.

En conjunto, los resultados obtenidos tras analizar el transcriptoma de las
PBMCs estimuladas in vitro y los sobrenadantes de estas células,
demuestran que la vacunacion con BA71ACD2 induce una respuesta
inmune que se caracteriza por la induccidn de una respuesta adaptativa Thl

concomitante con una potente respuesta innata/inflamatoria.

2.3 La estimulacion in vitro con Georgia2007/1 induce una
potente respuesta inmune similar a la descrita tras la
estimulacion con BA71ACD2

Una vez descrita la respuesta tras la estimulacion in vifro con el virus
vacunal BA71ACD2, se procedid a realizar un nuevo experimento para
analizar si se obtenian resultados similares al estimular las células con el
virus virulento Georgia2007/1, la cepa pandémica empleada para realizar
la infeccion por contacto. Con este objetivo, 8 animales fueron vacunados
intranasalmente con la dosis alta de BA71ACD2 (10° ufp/animal) y 6
animales fueron utilizados como control del ensayo. A 21 dpv se
obtuvieron PBMCs para realizar la estimulacion in vitro durante 10 horas

utilizando bien medio control, BA71ACD2 o Georgia2007/1. Para analizar
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los cambios transcriptomicos inducidos tras la estimulacion se
seleccionaron 37 genes de los datos obtenidos previamente en el ensayo de
RNA-seq. Estos genes son representativos de respuesta innata, inflamatoria
y de respuesta inmune Thl. Los niveles de expresion de estos genes se
analizaron mediante la técnica microfluidic quantitative PCR, que permite
el andlisis cuantitativo simultdneo de diferentes genes mediante PCR
cuantitativa.

La estimulacién con ambos virus reveld patrones de expresion génica
similares en las células de cerdos vacunados, confirmando la activacion en
las PBMCs de los animales vacunados de genes relacionados con una
respuesta de IFN-I, de genes implicados en respuesta inflamatoria y de
genes relacionados con la respuesta Thl (Figura 18 y Tabla S3). También
confirmando los datos anteriores, en las muestras de los animales no
vacunados se observé la activacion de una respuesta innata de menor
intensidad que en los animales vacunados, y no se observo la activacion de

respuesta adaptativa especifica o de memoria (Figura 18 y Tabla S3).
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Figura 18. La estimulacion in vitro de PBMC de cerdos vacunados induce una respuesta
similar frente al virus vacunal BA71ACD2 o frente al virus pandémico Georgia2007/1. Tras la
estimulacion in vitro de las PBMCs de animales vacunados y no vacunados con el BA71ACD?2,
Georgia2007/1 o con el medico control, se analizo la expresion de 37 genes representativos de los
resultados obtenidos mediante RNA-seq y se cuantificaron mediante un ensayo de microfluidic
quantitative PCR. En el mapa de calor se muestran los valores normalizados en Z-score.
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A pesar de que el patron de genes activados es similar tras la estimulacion
con ambos virus, nos encontramos que la estimulacion de genes
relacionados con respuesta innata en las muestras estimuladas con
Georgia2007/1 sigue un patron menos uniforme, reflejado en el hecho de
que las muestras obtenidas de alguno de los animales respondian poco o

de forma indetectable para alguno de los genes estudiados (Figura 18).

2.4 La secrecion de IFNy por células T de memoria en respuesta a la
estimulacion in vitro con el VPPA induce la produccion de TNF en
células mieloides

La marcada activacion de la respuesta inflamatoria, observada tras la
estimulacion in vitro con el VPPA en las muestras de los animales
vacunados, podria ser explicada por la presencia de un mayor niimero de
macrofagos diferenciados en las PBMCs de los animales vacunados con
relacion a la observada en los animales control, que, por ser diana natural
del VPPA (Lithgow et al., 2014; Mccullough et al., 1999; Sanchez-Torres,
et al., 2003), podrian a su vez soportar una mayor tasa de replicacion viral

durante la estimulacion in vitro.

Para descartar esta hipdtesis, se procedio a analizar mediante citometria de
flujo los porcentajes totales de células mieloides (CD3-CD172a+) y de
células mieloides maduras (CD3-CD172a+SLAIlI+ o CD3-CD163+),
existentes en las PBMCs tanto de animales vacunados como de animales
no vacunados. Como se puede observar en la Figura 19A, los porcentajes
de estas poblaciones fueron similares en los dos grupos de animales
(Figura 19A). Este dato, junto con el hecho de que tampoco se observaran
diferencias cualitativas ni cuantitativas en los niveles de transcriptos

virales analizados por RNA-seq correspondientes a genes expresados
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temprana o tardiamente tras la infeccion entre ambas muestras (Figura

19B), permitieron descartar esta primera hipotesis.
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Figura 19. La respuesta inflamatoria observada tras la estimulacién in vitro no se debe a una
diferencia en el porcentaje de macréfagos presentes en ambos grupos de animales ni a una
mayor tasa de replicacion viral en PBMC de cerdos vacunados. (A) Porcentaje de células
mieloides (CD3-CD172a+ o CD3-CD172a+SLAII+) y monocitos/macrofagos (CD3-CD163+) en
PBMCs de animales vacunados con BA71ACD2 (n = 7) y no vacunados (n = 5), analizadas
mediante citometria de flujo. (B) Numero de lecturas obtenidas mediante RNA-seq de genes de
VPPA tempranos y tardios tras la estimulacion de las PBMCs durante 10 horas con medio control
o con BA71ACD2.
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La capacidad del propio IFNy inducido por las células T-especificas de
memoria de activar al monocito/macrofago, demostrada en otros modelos
de infeccion (Schenkel et al., 2013; Soudja et al., 2014), permite plantear
este mecanismo como una hipdtesis plausible capaz de explicar la
sobreactivacion de la respuesta inflamatoria observada en nuestros
experimentos. Para validar esta hipotesis, comenzamos por estudiar
mediante citometria de flujo el inmunofenotipo de las poblaciones
celulares involucradas en la secrecion de IFNy y TNF tras la estimulacidén
in vitro con VPPA (Figura 20A).

El marcaje intracelular de citoquinas en las PBMCs estimuladas de
animales vacunados reveld un elevado numero de células T CD4+CD8+
productoras de IFNy y TNF (Figura 20B), fenotipo caracteristico de las
células T de memoria en la especie porcina (Zuckermann y Husmann,
1996). Adicionalmente, se observo que las células mieloides (CD3-
CD172a+) producian a su vez una gran cantidad de TNF, pero no de [FNy
(Figura 20C), confirmando la contribucion de las células mieloides en la
respuesta inflamatoria especifica inducida tras la vacunacidn, y explicando
a su vez las diferencias observadas entre los niveles de TNF e IFNy en los
sobrenadantes de las PBMCs mediante el Luminex (Figura 13) y el hecho
de que el IFNy fuera so6lo detectable por ELISpot (Figura 11A).

Una vez identificadas las fuentes de expresion de ambas citoquinas,
procedimos a bloquear la sefializacion mediada por el IFNy con un
anticuerpo anti-IFNy. Como se puede observar en la Figura 20D, el
bloqueo del IFNy permitié reducir drasticamente la produccion de TNF

por parte de monocitos/macrofagos (CD3-CD14+CD163+).
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Figura 20. El IFNy producido tras la estimulacion especifica induce la secrecion de TNF en
células mieloides. (A) Graficos de puntos representativos del marcaje intracelular de IFNy y TNF
en células T en animales vacunados, detectados por citometria de flujo. (B-C) Porcentaje de células
T (CD4+CD8+, CD8+ y CD4+) (B) y células mieloides (CD3-CD172a+) (C) productoras de IFNy
y/o TNF en PBMCs de animales no vacunados (n = 7-8) y vacunados (n = 10) tras la estimulacion
in vitro con medio control o0 BA71ACD2. Se representan los valores individuales y la media y
desviacion estandar de cada grupo. (D) Reduccion en la produccion de TNF por
monocitos/macréfagos (CD3-CD14+CD163+) en PBMCs estimuladas con BA71ACD2 de
animales no vacunados (n=6) y vacunados con BA71ACD2 (n=6) tratadas o no con un anticuerpo
anti-INFy. La reduccion fue calculada mediante la division entre el porcentaje de células
productoras de TNF sin anti-INFy y el porcentaje con anti-INFy. (E) Porcentaje de
monocitos/macréfagos (CD3-CD14+CD163+) productores de TNF en PBMCs de animales no
vacunados (n=6) y vacunados con BA71ACD2 (n=6) tras la estimulacion con BA71ACD2, VPPC
o VPRRS. Se realizo un t-test de dos vias para datos de distribucion normal, o un test Mann-Whitney
U de dos vias, para los datos que no siguen una distribucion normal y se muestra en estilo GraphPad
(p>0.05ns, *p<0.05, ** p<0.01).
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El siguiente paso fue evaluar si la respuesta inflamatoria observada se
debia al desarrollo de inmunidad entrenada en monocitos sanguineos tras
la vacunacién. Con este objetivo, estimulamos PBMCs de animales no
vacunados y de animales vacunados con BA71ACD2 con dos virus que
infectan monocitos y/o macréfagos, la cepa atenuada de ALL-183
devVPRRS y la cepa virulenta Margarita de PPC. Mientras que la
estimulacion con VPPC resulté con una producciéon de TNF en
monocitos/macrofagos (CD3-CD14+CD163+) tanto en vacunados como
en no vacunados, la estimulacion con la cepa atenuada de PRRSV no
indujo una respuesta inflamatoria (Figura 20E). Estos datos confirman la
especificidad de la activacion de la respuesta inflamatoria en PBMCs de
animales vacunados tras la estimulacion con BA71ACD2, indicando una
ausencia de monocitos/macrofagos de memoria en la sangre de cerdos
vacunados.

En conjunto, estos datos demuestran que la respuesta inflamatoria inducida
en las PBMCs de animales vacunados tras la estimulaciéon in vitro con
VPPA es dependiente de la produccidon de IFNy, probablemente por parte

de las células T de memoria polifuncionales activadas.

3. La vacunacion intranasal con BA71ACD2 induce una
respuesta celular citotoxica especifica detectable tras la
estimulacion in vitro

La induccion de memoria inmunoldgica en el 6rgano diana resulta crucial
para controlar las primeras etapas de replicacion viral y obtener una

proteccion eficaz tras la vacunacidén. Teniendo esto en mente, nos

planteamos extender el estudio de la respuesta inducida en PBMCs a
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células del LN submandibular, uno de los primeros sitios de replicacion
viral tras la infeccidon oro-nasal con el VPPA (Plowright et al., 1968). El
hecho de que en ensayos anteriores de vacunacidon intranasal con
BA71ACD?2 ya se hubieran detectado células T especificas secretoras de
IFNy en células de este LN (Figura 11B) y que no se detectase virus
vacunal en estos tejidos a dia 21 post vacunacion (Tabla S5) permitia ser

optimista en cuanto a la idoneidad del 6rgano diana escogido.

3.1 Los datos obtenidos mediante single cell RNA-seq
amplian en células de LN submandibular los resultados
obtenidos en PBMCs

Con el objetivo de ampliar en células de LN submandibular los resultados
obtenidos en PBMCs, y a la vez profundizar en los mecanismos de la
respuesta protectora inducida por la vacunacion, se procedio a estudiar a
nivel transcriptomico y en células individuales de LN submandibular, las
diferencias observadas entre las muestras obtenidas de un animal vacunado
con BA71ACD2 y de un animal control sin vacunar. Como se describe mas
al detalle en la seccion de metodologia, las suspensiones celulares
obtenidas a 21dpv se estimularon con BA71ACD2 o con medio control
durante 16 horas y, tras su fijacion con metanol, se secuenciaron utilizando
la plataforma 10x Genomics single cell RNA-seq. En total se analizaron
4.254 células procedentes del animal vacunado y 5.849 células procedentes

del animal no vacunado.

A la hora de analizar los datos, el primer paso consistio en identificar los
diferentes clusteres celulares que conforman el LN y asi establecer los
subconjuntos de células incluidos en cada uno de ellos, tomando como

referencia la expresion de diferentes marcadores convencionales
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previamente descritos en la literatura (Figura 21). Siguiendo esta
sistematica, se establecieron 22 grupos celulares en los que se incluyen:
macrofagos, células dendriticas (CDs), células NK
(NKG7+KLRBI+KLRKI1+), células T-CD4 (CD3E+CD4+), células T-
CD8 (CD3E+CD8A+CD8B+), linfocitos citotéxicos (CTLs) T-CDS8
(CD8A+GZMA.1+GZMK+), CTLs y células T en fase de proliferacion
(con elevada expresion de marcadores de fase G2/M), células T yo
(TRDC+), células B (CD79A+), plasmablastos (NME2+), células B de
centro germinal GC (GCSAM+) 'y células  plasmaticas
(JCHAIN+MZB1+XBP1+) (Figura. 21). Se describieron tres clusteres de
células B, pero el correspondiente subtipo celular no se pudo identificar.
Los grupos celulares que presentaban elevados niveles de contenido

mitocondrial se asignaron como células apoptoticas.
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Figura 21. Clasificacién de los grupos celulares identificados mediante scRNA-seq en las
células de LN submandibular. (A) Grafico UMAP (Uniform Manifold Approximation and
Projection) representando los 22 grupos celulares transcriptomicamente distintos, expresados en
colores diferentes. (B) Grafico de puntos en ¢l que se visualizan los genes marcadores para cada
cluster. El tamafio del punto indica el porcentaje de células que expresan el gen en particular,
mientras que el color expresa la media de expresion del gen en cuestion. ENSSSCG00000001455 =
SLA-DRBI1, ENSSSCG00000036618 = FCGR3A. (C) Grafico de puntos que muestra la expresion
de genes caracteristicos claves para definir cada cluster.
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El siguiente paso fue analizar los genes DE entre las células aisladas de los
LNs vacunado y no vacunado, para identificar marcadores relacionados
con proteccion. En un primer andlisis nos centramos en los grupos
celulares que contaban con el suficiente numero de células como para
poder analizar genes DE: células B (B 1, B 2, B 3), plasmablastos,
células T-CD4, células T-CD4CDS8 y células T-CD8 (Figura 22).
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Figura 22. Datos obtenidos del analisis de las células de LN submandibular mediante scRNA-

seq. (A) Numero de genes diferencialmente expresados en cada cluster entre la muestra del animal

vacunado y no vacunado. (B) Numero de células identificadas en cada cluster mediante scRNA-seq.
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Con los genes DE identificados en el LN submandibular del animal
vacunado, se realizo un analisis de enriquecimiento de GO. El analisis de
GO reflejo que en todos los grupos celulares se encontraron enriquecidos
términos GO relacionados con IFN-I e IFNy (Figura 23), siguiendo la
misma linea que los resultados obtenidos anteriormente en PBMCs. De
hecho, se observo que tras la estimulacion in vitro con BA71ACD?2, las
células de LN submandibular del animal vacunado presentaban diferentes
ISG sobreexpresados, entre los que se destacan BST2, ISG15, ISG20 y
MX1 (Figura 24).
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Figura 23. El analisis de enriquecimiento de GO de los genes DE entre la muestra estimulada
y la no estimulada derivados de los datos obtenidos mediante scRNA-seq muestra la activacion
de una respuesta innata en células del LN submandibular de los animales vacunados. El
tamario del punto representa el nimero de genes DE asociados con cada término y el color indica
el valor FDR (false discovery rate) expresado en -log10.
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Figura 24. La expresion de varios ISG en diferentes grupos celulares es mayor en la muestra
del animal vacunads que en la del animal no vacunado. Graficos tipo violin que muestran la
expresion de diferentes ISG en cada grupo celular, derivados de los datos obtenidos del analisis de
scRNA-seq. Los asteriscos indican el significado estadistico de las diferencias observadas: ** p
valor <0.01, *** p valor <0.001.
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Cabe remarcar que los transcriptos virales se detectaron a niveles similares
en las muestras procedentes del animal vacunado y del no vacunado y que,
como cabia esperar, éstos se identificaron en macrdfagos (Figura 25),
célula diana del VPPA (Carrascosa et al., 1999). Estos datos validan el
hecho de que la respuesta inmune innata diferencial obtenida entre la
muestra del animal vacunado y la del animal no vacunado, no se pueda

asociar a una mayor tasa de replicacion viral.
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Figura 25. Los transcriptos virales se localizan en macroéfagos a niveles similares en el LN
submandibular del animal vacunado y el del no vacunado. Grafico tipo violin que muestra el

porcentaje de transcritos de VPPA en cada grupo celular.

En un segundo analisis nos centramos en aquellos grupos celulares con un
nimero de células significativamente diferente entre muestras del LN
submandibular del animal vacunado y el no vacunado (Figura 26 y Tabla

S6). Se pudo comprobar que varias poblaciones celulares estaban sobre
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representadas en la muestra del animal vacunado, incluyendo varios
grupos de células B, plasmabastos y células plasmaticas, asi como de
células T (célulasT CD4 2, célulasT yd y CTLs); sugiriendo un papel

relevante de las mismas en proteccion frente al VPPA.
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Figura 26. Grupos celulares involucrados en la respuesta inmune especifica frente VPPA.
Graficos UMAP comparando los grupos celulares presentes en el LN submandibular del animal
vacunado y no vacunado. Los clusteres en los que se encontraron mas diferencias en el numero de

células entre las dos muestras estan sefialados en el grafico.

Dentro de cada cluster sobre representado en la muestra del animal
vacunado, se procedio a caracterizar mas al detalle la expresion diferencial
de los genes. Asi, la quimiocina proinflamatoria CXCLI(0 estaba
especificamente sobre expresada en plasmablastos, en células T-CD4 y en
c€lulas dendriticas c¢cCD 1 (Figura 27). CXCLI0 esta ligada a la
estimulacién mediada por IFN-y (Liu et al. 2011), confirmando asi de
nuevo la activacion de una respuesta Thl especifica tras la estimulacion in

Vitro.
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Figura 27. Expresion diferencial de la quimiocina proinflamatoria CXCL10 en diferentes
grupos celulares del animal vacunado. Graficos tipo UMAP y violin que muestran la expresion
de CXCL10 en plasmablastos, cCD 1y células T-CD4 2.

Siguiendo la misma aproximacion, se pudo detectar la activacion de una
respuesta celular citotdxica, marcada por un nimero mas elevado de
células T CD8 (CTLs y CTLs que proliferan) en el LN submandibular del
animal vacunado (Figura 26). Yendo mas al detalle, la poblacion de CTLs
del animal vacunado se caracterizaba por la disminucion en la expresion
de CCR7 y CXCRA4, fenotipo de células T CD8 efectoras (Kobayashi et al.,
2004) y de PFNI1, regulador negativo de la liberacion de granulos liticos
(Schoppmeyer et al., 2017) (Figura 28A). Ademas, se observo el aumento
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significativo de la expresion de la proteasa granzima A (GZMA. 1) (Figura
28B), marcador funcional de células citotoxicas. Estos hallazgos
confirman el estado de activacion de las CTLs y de las CTLs que proliferan
en el animal vacunado. También se detectd sobre expresada la GZMA. I en
células NK en respuesta a la estimulacion in vitro con BA71ACD2, tanto
en la muestra del cerdo vacunado como en la del no vacunado (Figura

28B).
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Figura 28. La vacunacion induce una robusta respuesta citotoxica especifica orquestada por
CTLs. (A) Graficos tipo violin donde se muestra los niveles de expresion de CCR7, CXCR4 y
PFNlen CTLs derivado de los datos de scRNA-seq. (B) Grafico UMAP y violin donde se muestra
la expresion de GZMA.1 en CTL y células NK.
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Cabe destacar que esta respuesta citotdxica especifica frente al VPPA no
se habia observado en el estudio de transcriptomica utilizando PBMCs.
Varios son los motivos que podrian explicar estas diferencias: (i) el tiempo
de estimulacion empleado: 16h para LN submandibular y 10h para
PBMC:s, (ii) la diferente composicion celular de ambas muestras, (iii) la
presencia de un nimero menor de precursores de CTLs en sangre que en

LN o (iv) una combinacion de las tres.

3.2 Una optima estimulacion in vitro con BA71ACD2 permite detectar
la activacion de una respuesta citotoxica especifica en PBMCs de
animales vacunados

Para validar los resultados referentes a la respuesta de células citotoxicas
obtenidos mediante scRNA-seq con un mayor numero de muestras, se
obtuvieron PBMCs de animales vacunados intranasalmente con la dosis
elevada de BA71ACD2 (n=9), a dia 21 post vacunacion, utilizando un
grupo de animales no vacunados como control negativo (n=8). En esta
ocasion y con el objetivo de optimizar la monitorizacion de la actividad de
memoria citotoxica en cultivo, partimos de estimulaciones mas largas que
permiten su reactivacion y expansion celular (Pipkin et al, 2010). Asi pues,
en esta ocasion, las PBMCs se estimularon durante 48 horas con
BA71ACD2 o medio control, para, a continuacion, analizar mediante
citometria de flujo la expresion de perforina en células NK (CD3-CD8a+t),
células T CD8 (CD3+CD8a+t), células T yo (TRDC+) y células T
CD4+CD8+ (CD3+CD4+CD8a+). Las PBMCs de animales vacunados
mostraron un elevado porcentaje de células T CD4+CD8+ perforina+ tras
la estimulacion in vitro con BA71ACD2 (Figura 29), y aunque en menor

grado, también de células T gamma-delta (yd) perforina+ (Figura 29B)
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Figura 29. La vacunacién con BA71ACD2 induce una respuesta citotéxica de memoria
orquestada por células T CD4+CD8+ y células Ty (A-B) PBMCs de animales no vacunados
(n=8) y vacunados con BA71ACD2 (n=8) se estimularon con BA71ACD2 o medio control durante
48 horas y se analizaron mediante citometria de flujo los porcentajes de células T, CD8+,
CD4+CD8+, yd y de células NK (CD3-CD8+) productoras de perforina. Las diferencias
significativas estadisticamente se analizaron mediante un t-test de dos vias no pareadas,
representandose en estilo GP (p > 0.05 ns, ** p < 0.01, **** p <0.0001).

Por otro lado, cabe destacar que tras la estimulacion con BA71ACD?2, tanto
en células de animales vacunados, como de no vacunados, encontramos un
incremento tanto de células NK perforina+, como de células T CD8a+
perforina+. La activacion de estas poblaciones fue significativamente mas
elevada en las muestras de animales vacunados (Figura 29B). Este hallazgo
indica la contribucidn de estas poblaciones celulares en la activacion de la

respuesta innata inducida tras la infeccion con VPPA.
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Los resultados de analizar las muestras de LN submandibular mediante
single cell RNA-seq validan los datos obtenidos previamente en PBMCs, y
ademas extienden estos resultados reflejando la activaciéon de una

respuesta citotoxica concomitante a la respuesta Thl e inflamatoria.
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La PPA estd causando una gran crisis en la industria porcina a nivel
mundial. La alta mortalidad asociada a la enfermedad, asi como los
elevadisimos costes de las politicas sanitarias implementadas para intentar
controlarla, producen incalculables pérdidas econdmicas. La obtencion de
una vacuna eficaz frente a la PPA permitiria controlar la actual pandemia.
No obstante, hasta ahora su desarrollo se ha visto comprometido, entre
otros factores, por la falta de conocimiento acerca la inmunidad protectora
frente al virus (Bosch-Camos et al., 2020; Sereda et al. 2022).

Los resultados de esta tesis contribuyen a optimizar el uso de un prototipo
vacunal que en un futuro podria ser utilizado en zonas afectadas por la PPA
y a caracterizar la respuesta inmune protectora frente al VPPA. El
desarrollo en nuestro laboratorio del virus atenuado BA71ACD2, obtenido
a partir de la eliminacion del gen CD2v del virus parental BA71,
perteneciente al genotipo I (Monteagudo et al., 2017), ha sido determinante
para poder abordar estos estudios. El prototipo vacunal BA71ACD2 induce
proteccion cruzada tras su administracion intramuscular frente a la
infeccion experimental con Georgia2007/1, la cepa que circula
actualmente de forma pandémica. No obstante, a pesar de su innegable
eficacia experimental, algunos de los animales vacunados secretaban
pequefias cantidades de virus vacunal (Lopez et al, 2021),
comprometiendo asi su implementacion en el campo. Esta realidad, a pesar
de ser aceptada para la practica totalidad de las LAV existentes en el
mercado, representa el mayor handicap para la implementacion de vacunas
frente a enfermedades de declaracion obligatoria de la OMSA, entre las

que se incluye la PPA (www.woah.org). Esta es una de las razones por la

que paises libres de Peste Porcina Clasica (PPC) exportadores netos de

productos derivados del porcino, incluyendo a Estados Unidos, Australia
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o paises de la UE, prohiben la utilizacion de vacunas vivas frente a la PPC,
apesar de su probada eficacia. Asipues, como en el caso de la PPC y tantos
otros que afectan a enfermedades de declaracion obligatoria para la
OMSA, las vacunas han de demostrar ser tan seguras como eficaces. Esta
realidad, a veces controvertida, no hace sino fortalecerse con evidencias
cientificas que demuestran que el uso de vacunas vivas, incluso tan
eficaces y seguras como las de PPC, pueden a largo plazo contribuir a
agravar la situacion epidemiologica de la enfermedad, especialmente si la
fauna salvaje juega un papel en su transmision.

A la compleja experiencia de implementacion de vacunas vivas frente a la
PPA en el pasado en Espafia hay que afiadir experiencias mas recientes
realizadas en China y especialmente en Vietnam, donde el comienzo de la
campafia de vacunacion en campo con una LAV, se ha tenido que
suspender en algunas zonas tras la deteccion de un elevado numero de

muertes asociadas a la misma (www.feedstrategi.com). Estos resultados en

conjunto, confirman la complejidad del problema (Gavier-Widén et al.,
2020), asi como la necesidad de coordinacidn entre las agencias nacionales
e internacionales competentes, incluyendo a la OMSA y a la FAO, para
establecer protocolos universalmente reconocidos que regulen la
aprobacion de futuras vacunas y los protocolos de implementacion de las
mismas. En el caso concreto del VPPA, su atenuacion no reside
unicamente en su dotacidon gendmica, sino también en factores ambientales
de dificil control, tales como el estado sanitario e inmunolédgico de los
animales (Radulovic et al., 2022), la dieta (Rodriguez, 2022) o la
composicion de su microbiota intestinal (Lacasta et al., 2014; Zhang et al.,
2020). Realidad que complica todavia més predecir el comportamiento de

una LAV al emplearse en campo.
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Es relevante destacar que la cepa utilizada en esta tesis doctoral,
BA71ACD2, es el unico prototipo vacunal que ha demostrado proteccidon
cruzada frente a la infeccion experimental con diferentes genotipos de
VPPA, incluyendo la cepa Georgia2007/1 del genotipo II, y otras cepas del
genotipo I (Lopez et al., 2021; Monteagudo et al., 2017).. Este hecho
adquiere mas relevancia si tenemos en cuenta la reciente aparicion en
China de cepas de VPPA del genotipo I. Estas cepas tienen una gran
homologia a aislados naturales atenuados detectados en Portugal en la
década de los setenta del siglo pasado, indicando que muy probablemente
han sido introducidas como vacunas ilegales (Sun et al., 2021a). Asi, la
situacion epidemioldgica en China se ha complicado enormemente con la
aparicion de estas cepas del genotipo I derivadas de laboratorios junto con
las cepas del genotipo II (Sun et al., 2021b; Zhenzhong et al., 2022).

Lejos de pretender solucionar la enorme complejidad de la realidad recién
descrita, sirva esta entrada para justificar el porqué del objetivo inicial de
esta tesis: intentar conseguir una formulacion vacunal que permita
garantizar, en la medida de lo posible, la maxima seguridad de nuestro
prototipo BA71ACD2. Desafortunadamente, trabajos previos de nuestro
grupo y de otros, enfocados en la eliminacion selectiva de factores de
virulencia adicionales para mejorar la seguridad de los prototipos
vacunales, lejos de mejorar su seguridad contribuyeron a comprometer su
eficacia (Abrams et al., 2013; Gladue et al., 2020; Lopez et al., 2021). En
cambio, en esta tesis confirmamos que la administracion del BA71ACD2
via intranasal es mas segura que la via intramuscular. El prototipo vacunal
no presenta CD2v, proteina que permite al virus unirse a eritrocitos y por
lo tanto diseminarse por el organismo VPRRS o el virus de la Influenza,

que han demostrado ser eficaces por via intranasal, habiendo despertado
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enormes expectativas de futuro (Chaikhumwang et al., 2022; Martini et al.,
2022; Vincent et al., 2007). De hecho ya existe una vacuna comercial
frente a la Influenza porcina desarrollada por Boehringer Ingelheim
(Ingelvac Provenza™) cuya administracion es via intranasal (Genzow et
al., 2018).

El primer estudio de la tesis doctoral demuestra que la inoculacién
intranasal con BA71ACD2 confiere inmunidad cruzada de manera dosis-
dependiente frente a la infeccién con la cepa virulenta Georgia2007/1.
Ademas, la proteccidon correlaciona con la presencia de células T
productoras de IFNy y un elevado titulo de anticuerpos especificos. Asi
pues, una vez demostrado un compromiso Optimo entre seguridad y
eficacia, el resto de nuestro trabajo se centrd en caracterizar la respuesta
inducida por la vacunacioén con la dosis Optima. Para ello se analizd la
reactivacion especifica de la respuesta inmune tras la estimulacion in vitro
de células de animales vacunados y no vacunados. El anélisis abordo tanto
la respuesta a nivel sistémico en células de sangre, como a nivel de LN
submandibular, uno de los primeros tejidos diana tras una infeccion oro
nasal con el VPPA

Uno de los hallazgos claves del estudio de la respuesta inmune inducida
por la vacunacion con BA71ACD2 fue que la reactivacion in vitro tanto de
PBMCs como de células de LN revelara la activacion concomitante de una
respuesta adaptativa de tipo Thl, una respuesta inflamatoria marcada por
la activacion de células mieloides y una respuesta celular citotéxica. En
concreto, se detectd la activacion de una respuesta inflamatoria
dependiente de IFNy mediada por CXCL10. Esta respuesta innata inducida
por parte de células T especificas estd caracterizada por la activacion de

una respuesta antiviral de interferon de tipo I, la diferenciacion de
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monocitos en macrofagos y el incremento de células NK y células T
citotoxicas. En conjunto, los resultados sugieren que una activacion rapida
de la respuesta innata mediada por la respuesta adaptativa tipo Thl, asi
como una respuesta citotoxica inducida durante las primeras horas tras la
infeccidn, son componentes claves en la proteccion frente a VPPA.

El bloqueo del IFNYy durante la estimulacién con BA71ACD2, nos permitio
demostrar el papel clave de esta citoquina en la activacion de la respuesta
innata. En concreto, los resultados indican que el IFNy producido por
células T especificas inducidas por la vacuna es el responsable de la
produccion por parte de monocitos y macrofagos de la citoquina
proinflamatoria TNF. Nuestros resultados descartan que esta respuesta
inflamatoria sea mediada por la inmunidad innata entrenada, descrita como
la capacidad de monocitos, macréfagos y células NK de programarse para
mantener memoria inmunoldgica tras el primer encuentro con un patégeno
o tras la vacunacién (Netea et al., 2016). El hecho que la estimulacién con
otros virus capaces de infectar monocitos y macréfagos porcinos como el
VPRRS (Duan et al., 1997b) o el VPPC (Trautwein, 1988) diera resultados
idénticos en células de cerdos vacunados y no vacunados, sugiere que la
activacion de la respuesta inflamatoria no se debe a la presencia de
monocitos de memoria en sangre que puedan responder de manera
inespecifica (Goodridge et al. 2016). No obstante, no se puede descartar
que la inmunidad innata entrenada juegue un papel en la proteccion
conferida frente al VPPA, especialmente en tejidos diana del virus. Por
ejemplo, se ha descrito que infecciones virales respiratorias inducen
memoria innata en macrofagos alveolares, que responden de manera mas

efectiva e inespecifica (Yao et al., 2018).
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La activacion de la respuesta innata dependiente de IFNy procedente de
células T de memoria inducidas por la vacunacion concuerda con otros
trabajos en otros modelos de infecciones (Schenkel et al. 2013, 2014;
Soudja et al. 2014; Arunachalam et al. 2020). En ellos se demuestra que la
activacidon especifica de antigenos de las células T desencadena una
respuesta inflamatoria mediada por IFNy, que a su vez actia reclutando
células de la respuesta innata en el lugar de infeccién. En la misma
direccion, nuestros resultados indican que un reducido niamero de células
T CD4+CD8+ de memoria polifuncionales especificas de virus
desencadenan la activacion de una potente respuesta innata tras la
estimulacion con VPPA. La dependencia de la activacion de la respuesta
inflamatoria por parte de la respuesta adaptativa también se va reflejada
por la sobreexpresion de CXCL10, la quimiocina inducible por IFNy. El
receptor CXCR3, al que se une CXCL10, se expresa en células Thl, NK,
CD8+ y en células B de memoria cuando se diferencian a plasmablastos
(Muehlinghaus et al., 2005). La deteccion de la quimiocina CXCL10 en
plasmablastos indicaria que el IFNy no solo estd activando la respuesta
inflamatoria, sino que también estd promoviendo la migracion de las
células B de memoria al lugar de la infeccion y su diferenciacion en
plasmablastos, para posteriormente terminar de diferenciarse a células
plasmaticas.

El rapido aumento de la respuesta de tipo IFN-I y la consiguiente
produccion de ISG observada podria contribuir a frenar la expansion del
virus. El hecho que el VPPA presente diversos genes capaces de interferir
con las vias de sefializacion de IFN-I (Razzuoli et al., 2020; Wu et al.,
2021), confirma la relevancia de activar esta via si se quiere frenar la

expansion viral. En este sentido, cabe destacar también que se observaron
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diferencias sutiles en la respuesta de IFN-I al estimular con el virus vacunal
BA71ACD2 o con el virus virulento Georgia2007/01, asociadas a una
menor capacidad estimuladora de este tltimo. Estas diferencias no pueden
ser explicadas unicamente por la capacidad inmunosupresora de CD2v
(Dixon et al., 2004), ausente en la vacuna, ya que recientemente se ha
demostrado que esta molécula induce la produccion de IFN (Chaulagain
et al., 2021). Independientemente de la acciéon de CD2v, no podemos
descartar el papel de otros factores de virulencia presentes en
Georgia2007/01 o ausentes en BA71 y viceversa.

En la patogénesis de la PPA, los macréfagos juegan un papel fundamental,
tanto de manera directa como indirecta. Se ha descrito que los macréfagos
activados mediante IFNa e IFNy son mads resistentes a la infeccion con
VPPA (Esparza et al., 1988; Franzoni et al., 2017 y 2020).Asi, el IFNy
producido por las células T efectoras-secretoras de IFNy proximas al lugar
de la infeccidn, reduciria el nimero de macrdéfagos susceptibles al VPPA,
permitiendo la participacidon de los susodichos macrofagos en la respuesta
inmune antiviral efectora antes de ser infectados, en contraposicion a lo
que ocurre en los animales naive (Franzoni et al., 2018). Asi pues, la
activacion de este estado antiviral inducido en el lugar de la infeccion
facilitaria la resolucion de esta. Por otro lado, los resultados de
transcriptomica revelaron que, tras la estimulacion de las PBMCs, los
monocitos en sangre se diferenciaban a macréfagos, los cuales se ha
descrito que son mas susceptibles a la infeccion con VPPA (Sanchez-
Torres et al., 2003). Sin embargo, nuestros resultados de estimulacion in
vitro revelaron tasas de replicacion similares entre animales no vacunados
y vacunados. Ademas, en los ensayos in vivo, no se han detectado elevados

titulos virales tras la infeccion con la cepa virulenta. De toda manera, como
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no podemos descartar que la activacion de la respuesta innata favorezca la
replicacion viral, al contribuir al aumento de células susceptibles, mas
experimentos serian necesarios para aclarar este punto. Este balance entre
la activacion de la respuesta innata antiviral y el reclutamiento de células
susceptibles en el lugar de la infeccion tras la infeccion en animales
vacunados, puede ser critico no solo en caso de la VPPA, sino también en
otras enfermedades cuyas células diana son células del sistema inmune,
como es el caso del VPPC (Trautwein, 1988) , VPRRS (Duan et al., 1997a)
en cerdos o el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) (Lee et al.,
1999).

Capitulo aparte merece el hecho que, tras la estimulacion in vitro con
VPPA en animales vacunados, se observara la activacion de diferentes
células citotoxicas que estarian participando en el control de la infeccion.
Por un lado, en los animales vacunados se observo una respuesta citotoxica
especifica en células T CD4+CD8+ y células T v9, lo que coincidio con la
activacion de la respuesta Th1 observada. Las células T yd son abundantes
en sangre en los cerdos, pero no expresan perforina en condiciones basales
(Takamatsu et al., 2006), por lo que el incremento de su actividad
citotoxica tras la estimulacion con VPPA in vitro podria tener un papel
relevante. Las células T yd reconocen diferentes tipos de antigenos que las
células T af, independientemente de MHC (Petersen et al. 2021), por lo
que podrian estar complementando la respuesta citotoxica mediada por las
células T CD4+CD8+ citotdxicas de memoria (Argilaguet et al., 2012;
Takamatsu et al., 2013).

Complementariamente a esta respuesta T citotoxica especifica, tanto en los
animales no vacunados como en los vacunados, se detectaron células T

CD8+ y células NK con capacidad citotoxica, aunque en mayor proporcion
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en estos ultimos. Estos resultados indican que la expansion inespecifica de
NK y CD8+ se ve posiblemente incrementada en animales vacunados por
la activacion de la via de comunicacion IFNy-CXCLI10. Este hecho
también puede ser crucial a la hora de frenar la replicacion viral temprana.
En trabajos anteriores se habia asociado la presencia de estas dos
poblaciones celulares con el control de la infeccion de VPPA a nivel
sistémico (Leitdo et al., 2001; Oura et al., 2005; Takamatsu et al., 2013),
aunque las evidencias eran escasas, necesitando una exploracion mas
detallada. La hipotesis que la respuesta citotoxica participa en la proteccion
frente a VPPA, va en la misma linea que los datos preliminares presentados
por Takamatsu y colaboradores (2013), en los que se asociaba la
proliferacion in vitro de células T CD4+CD8+ estimuladas con VPPA con
proteccion. Ademas, las tres poblaciones citotdxicas mencionadas (NK, T-
CD8+ y T-CD4+CD8+) expresan la proteina CD8a. Asi, dichas
poblaciones podrian participar en la proteccion adquirida ligada a la
presencia de células CD8o+, demostrada tras la deplecion in vivo en cerdos
inmunes (Oura et al., 2005), aunque, como hemos dicho anteriormente, se
necesitan mas estudios para confirmar la relevancia concreta de cada una
de las poblaciones celulares. Por otro lado, resultados no publicados de
nuestro laboratorio indican que la poblacion de células T-CD8+perforina+
aparece en gran proporcion en animales con sintomatologia clinica de PPA
aguda (resultados no incluidos en la presente tesis). Este hecho podria
indicar un papel dual de estas células en patogénesis y proteccion. En
conjunto, demostramos que los cerdos vacunados con BA71ACD2
responden a la estimulacion con VPPA mediante la activacién de una

respuesta citotoxica confirmando la importancia de la respuesta celular en
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el control de la infeccion con VPPA (Argilaguet et al., 2012; Takamatsu et
al., 2013).

Un factor clave para entender la respuesta inmune frente al VPPA, asi
como para evaluar la eficacia de una vacuna, es la identificacion de
correlatos de proteccion. En el caso de la PPA se sabe que tanto la
respuesta humoral como la celular contribuyen en la respuesta inmune
protectora (Onisk et al., 1994; Oura et al. 2005; Schlafer et al., 1984), pero
una cuantificacién adecuada de ambos mecanismos es clave para poder
esclarecer los mencionados correlatos de proteccion. En la presente tesis
se identifico una correlacidon entre el elevado titulo de anticuerpos y la
presencia de células productoras de IFNy con proteccion, pero esta
correlacidon no siempre se ha presentado en otros estudios (Monteagudo et
al., 2017). Lo mas probable es que la proteccion adquirida frente a la PPA
requiera de la coordinacion de diferentes componentes del sistema inmune,
y que los valores minimos necesarios de cada uno se vean modificados de
forma interrelacional, como se ha descrito en otras enfermedades
(Arunachalam et al., 2020; Bocharov et al., 2021). La proteccion conferida
frente a la PPA podria estar asociada con inmunidad local inducida en el
sitio de entrada del virus y que no necesariamente pueda medirse en sangre,
complicando atin mas la posibilidad de establecer correlatos de proteccion
fiables de manera sencilla. Para afiadir atin mas complejidad al sistema, el
desarrollo de correlatos de proteccidn utiles exigird no solo entender los
mecanismos protectores sino, ademas, caracterizar al maximo el repertorio
de antigenos con potencial protector de entre las més de 150 proteinas del
VPPA.

Por otra parte, no debemos olvidar la relevancia del modelo utilizado en

este estudio. Por un lado, el desafio por contacto utilizado es el que mas se
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aproxima a la via de infeccion natural fuera de Africa entre jabalies y/o
cerdos domésticos. Asi, la induccion de inmunidad de mucosas generada
por la vacunacion intranasal con BA71ACD2 podria ser efectiva para
controlar la diseminacién de la PPA en campo, siempre teniendo en cuenta
los estudios de bioseguridad que son necesarios para implementar el uso
extensivo de una LAV. Por otro lado, BA71ACD?2 es launica LAV descrita
hasta el momento que confiere proteccion cruzada frente a distintos
genotipos (Bosch-Camds et al., 2020). La rapida activacion de la respuesta
innata que observamos en los animales inmunes tras la estimulacion in
vitro, podria ser un factor clave en la adquisicion de esta inmunidad
cruzada. Comparar nuestros resultados con los obtenidos al utilizar otros
prototipos vacunales basados en virus atenuados que no inducen
proteccion heterdloga seria interesante para poder identificar parametros
claves en la proteccion cruzada. De igual modo, utilizar modelos de
proteccion frente a distintas cepas del VPPA (King et al., 2011; Lopez et
al., 2020), podria facilitar el disefio de vacunas universales frente a la PPA
en el futuro.

Las vacunas “faciles” ya han sido desarrolladas y estan a disposicion del
mercado, con lo que, como sucede en medicina humana con el VIH; no
nos queda sino seguir investigando. La presente tesis doctoral ayuda a
esclarecer la compleja respuesta inmunologica asociada con proteccion
frente al VPPA, aportando, ademads, informacion sobre componentes clave
que deben tenerse en cuenta a la hora de desarrollar futuras estrategias
vacunales. Hemos demostrado que la rapida activacion de la respuesta
inflamatoria podria jugar un papel clave en la proteccidn frente a la PPA.
Mientras la obtencion de una vacuna de subunidades eficaz contra la PPA

se vea lastrada por los lentos avances en la identificacion de antigenos
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asociados a la proteccion dentro del ingente repertorio del virus (Bosch-
Camos et al., 2021), el trabajo presentado en esta tesis doctoral representa
un paso adelante en el desarrollo de vacunas contra la PPA, del actual

ensayo y error ciego, a una estrategia mas racional.

132



VI. CONCLUSIONES

133



134



Conclusiones

La administracion intranasal del prototipo vacunal BA71ACD2 es
una ruta segura que confiere proteccion frente a la infeccién con

Georgia2007/1 de manera dosis-dependiente.

La inmunidad cros-protectora inducida por el prototipo vacunal
BA7IACD2 estda marcada por la presencia de anticuerpos
especificos y presencia de células T especificas secretoras de IFNy

circulantes antes de la infeccion.

El anélisis mediante RNAseq y citometria de flujo de las PBMCs
de animales vacunados con BA7IACD2 tras la estimulaciéon in
vitro con VPPA, revela la activacion especifica de células T
CD4+CD8+ de memoria polifuncionales, concomitante con la
activacion de una respuesta inflamatoria orquestada por células

mieloides.

La respuesta inflamatoria mediada por células mieloides observada
especificamente en los animales inmunizados con BA71ACD2, es
dependiente en gran medida de la secrecion de IFNy por parte de

las células T especificas de memoria una vez activadas.

El analisis mediante single-cell RNAseq y citometria de flujo de
células de LN submandibular estimuladas in vifro, confirma los
resultados obtenidos en sangre y revela la expansion especifica de

células T citotoxicas en los animales inmunizados.
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Figura S1. El Analisis de los genes DEs tras la estimulacion in vitro de PBMC de animales

vacunados. muestra una respuesta de tipo Th1 junto con una respuesta inflamatoria. Heatmap

donde se muestran los niveles de expresion normalizados para los genes DE derivados del RNA-

seq medidos como 1og2CPM (cuentas por millon, representados en formato logaritmico en base

dos) (extension de la Figura 16).
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Tabla S1. Materiales clave

Apéndices

Anticuerpos Fuente Identificador

Peroxidase-conjugated rabbit anti-Pig 1gG (whole Sigma-Aldrich Cat: A5670

molecule)

Purified mouse anti-pig IFNy (Clone P2G10) BD Biosciences Cat: 559961

Biotin-labelled mouse anti-pig IFNy (Clone 559958) BD Biosciences Cat: 559958

PE-conjuated mouse anti-pig IFNy (Clone P2G10) BD Biosciences Cat: 559812

Pacific Blue-conjuated mouse anti-human TNFa | .. .

(Clone MAb11) BioLegend Cat: 502920

FITC-conjugated anti-pig CD8a (Clone 76-2-11) BD Biosciences Cat: 551303

PerCP-Cy5.5-conjugated mouse anti-pig CD4a (Clone BD Biosciences Cat: 561474

74-12-4)

PE-Cy7-conjugated mouse anti-pig CD3e (Clone . .

BB23-8E6-8C8) BD Biosciences Cat: 561477

APC-conjugated rat anti-pig yYdTCR (Clone MAC320) | BD Biosciences Cat: 561482

eFluor450-conjugated mouse anti-human/pig perforin eBioscience Cat: 48-9994-42

(Clone dG9)

Mouse anti-CD172a (IgG1, Clone BA1C11) Hybridoma Provided by J. Dominguez

Mouse anti-SLAII/DR (IgG2b, Clone 1F12) Hybridoma Provided by J. Dominguez

Mouse anti-CD163 (IgG1, Clone:2H12/BM) Hybridoma Provided by J. Dominguez

APC-conjugated AffiniPure Goat Anti-Mouse IgG1 Jackson Cat: 115-135-205
ImmunoResearch

Cy3-conjugated AffiniPure Goat Anti-Mouse IgG2a | Jackson Cat: 115-165-207
ImmunoResearch

FITC-conjugated mouse anti-pig CD14 (Clone Bio-Rad CattMCA1218GA

MIL2)

PE-conjugated mouse anti-CD79a (Clone HM47) eBioscience Cat#12-0792-42

Reactivos y kits Fuente Identificador

LIVE/DEAD™ Fixable Violet Dead Cell Stain Kit Invitrogen Cat: L34955

LIVE/DEAD™ Fixable Red Dead Cell Stain Kit Invitrogen Cat: L34972

3,3',5,5'-tetramethylbenzidine (TMB) Sigma-Aldrich Cat: T0440

3,3',5,5'-tetramethylbenzidine (TMB), Insoluble Sigma-Aldrich Cat: 613548

i i | 1 ™

g;/;oeklw;e & Chemokine 9-Plex Porcine ProcartaPlex Invitrogen Cat: EPX090-60829-901

Phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA) Sigma-Aldrich Cat: P8139

lonomyicin Sigma-Aldrich Cat: 19657

Fixat_ion/PermeabiIization Solution Kit with BD BD Biosciences Cat: 555028

GolgiPlug

Phytohemagglutinin-M (PHA-M) Sigma-Aldrich Cat: 11 082 132 001

TRIzol™ Reagent Invitrogen Cat:15596026
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RNeasy Mini Kit Qiagen Ref: 74106
RNase-Free DNase Set Qiagen Cat: 79254
Chloroform Sigma-Aldrich Cat: 372978
Agilent RNA 6000 Nano Kit Agilent Technologies Cat: 5067-1511
Prime Script RT reagent Kit Takara Cat. RRO36A
Tween 20 Sigma-Aldrich Cat: P9416
Hydrogen peroxide solution Sigma-Aldrich Cat: H1009
Protein A, HRP conjugate Millipore Cat: 18-160
Acetate Buffer Sigma-Aldrich Cat: S7899
N,N-Dimethylformamide Sigma-Aldrich Cat: 227056
Reactivos y kits Fuente Identificador
Methanol Merck Cat: 1.06018.2500
RPMI-1640 medium Corning Cat:10-040-CV
Dulbecco’s modified Eagle medium (DMEM) Lonza Cat: BE12-614F
Phosphate-buffered saline (PBS) Lonza Cat: BE17-516F
L-glutamine Gibco Cat: 25030081
Fetal Calf Serum Corning Cat: 5535-016-CV
Penicillin-Streptomycin Gibco Cat:15140122
Gentamicin Sigma-Aldrich Cat:1397
Nystatin Sigma-Aldrich Cat: N9150
B-mercaptoethanol Sigma-Aldrich Cat: M3148
Histopaque 1077 Sigma-Aldrich Cat: 10771
Recombinant DNase |, RNase-free Roche Cat: 4716728001
Collagenase type IV Gibco Cat: 17104019
Chromium Single Cell 3’ Library & Gel Bead Kit v3.1 10x Genomics Cat: 1000121
Single Index Kit T Set A 10x Genomics Cat: 1000213
MAD Nasal™ Intranasal Mucosal Atomization Device | Teleflex Cat: MAD110
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Tabla S2. Secuencias y caracteristicas de los cebadores utilizados en el ensayo de microfluidic

qPCR.
Categoria Numero de . Eficiencia
-9 Gen Cebador directo Cebador reverso o R2
genética acceso (%)
IF144 NM_001246205 GGAGTTGATTAAGTGTGGCATGG AGCTTGAGTTTCACAGGCACA 105 0,995
IFIT1 NM_001244363.1 | TGACTCACAGCAACCATGAGTAATA | CAATCTCCTCCAAGACCCTGT 105 0,991
IRF7 NM_001097428 GGCACCTTCTTCCAAGAGTTGAT GAAGCCCAGGTAGATGGTGTAG | 104 0,994
Genes MX1 NM_214061.2 AGACAGGACCATCGGGATCTT TTCTCGCCACGTCCACTATC 108 0,992
estimulados por
interferon MX2 NM_001097416.1 | GGGAAATACGCAAAGCCCAGGAT TCGATGAGGGTCAGGTCTGGAA | 109 0,993
0AS2 XM_021072182 TGCCTTTAACGCACTAGGTGA GCTGGGAGCGAACAAAATCG 101 0,995
RSAD2 NM_213817.1 GCCAAGACATCCTTCGTGCT ATCTTCTCCATACCCGCTTCC 109 0,989
ZBP1 NM_001123216 GGGGTTTACCAGCCAGAAGATT GCAGTTGTTCAGTCCCTTCTG 107 0,993
CSF1 XM_021088653.1 | CTAAATGCTCCAGCCAGGATGT CCAGGTCAAGCCAACCACAG 105 0913
IFNG NM_213948.1 GAAGAATTGGAAAGAGGAGAGTG TCAGTTTCCCAGAGCTACCA 101 0,993
IL15 XM_013978870.2 | GCTCATCCCAATTGCAAAGTA TGGACTCTTGCAAAATGACG 110 0,988
IL2 XM_021100436.1 | TTTTACATGCCCAAGCAGGCTA AATTTAGCACTCCCTCCAGAGC 103 0,995
Citoquinas
IL27 XM_021085893.1 | TCTGAGGCTGAATCACACCTGC GAGTCGTTCTGGGTCAGAGAGG | 99 0,991
LTA NM_214453.1 GCTCACCTCGTTGGAGACC AGCAGGGAGTTGTTGCTCAG 106 0,980
NF NM_214022.1 ACTGCACTTCGAGGTTATCGG TGAGACGATGATCTGAGTCCT 105 0,993
XCL1 NM_0011343451 | GCATACACTGTGGAAGCTGTG GAGCCCTCCTTGATGGTGTA 103 0,986
ccL2 NM_214214.1 ACCAGCAGCAAGTGTCCTAAA GTCCAGGTGGCTTATGGAGT 114 0,990
CCL3L1 NM_001009579.1 | GGTCTTCTCTGCACCACTTGGC CGGCTACGAATTTGCGAGGA 11 0,988
) ccL4 NM_213779 TCCTCGCAACTTCGTGACTG CCTTTTTGGTCTGGAATACCACG | 44y 0,988
Quemoquinas y G
receptores ccLs NM_001164515.1 | CTTGCTCAGCCAGATTCAGTC ACACTGGCTGTTGGTGATTC 116 0,993
CXCL10 | NM_001008691.1 | TGCAGCACCATGAACCAAAG CTGGAGAGAGGTATTCCTTGAGT | 123 0,988
cXCL9 NM_001114289.2 | TGATTGGAGTTCAAGGAACCCT TCTCACAAGAAGGGCTTGGG 102 0,988
BCL3 NM_001315716.1 | ATCGACATCCTGAGGGGGAA GATGCCGACAGAAGACCGTT 11 0,969
Factores  de | CEBPB NM_001199889.1 | CTGGAGACGCAGCATAAGGT TGCTTGAACAAGTTCCGCAG 93 0,996
transcripcion 'y
correguladores | KLF5 NM_001097489.1 | GGAGAAACGACGCATCCAGTA TTGTAGGGCTTCTCGCCAGTAT 98 0,981
NFKB2 XM_021072741.1 | GAACAGCCTAAGCAGCGAGG GCCCTTCTCACTAGAGGCAC 79 0,996
IRAK2 XM_021069319.1 | AGAAGTTCCGAGAGATGGTTGG AGCCCAGCAGAGGTAAGATG 107 0,993
Genes
relacionados TNFAIP3 | XM_005659182.3 | ATCCGACCCCTACCGTGAC GGTGCTCTACAAGGCCTCTC 110 0,994
con inflamacién
UBD NM_001160088 CTGCTGGCGTCTGTGTGATG GGGCTTTAGGGTCTTCGAGC 104 0,990
cD274 XM_021083736.1 | TGTTGGTCATCCCAGAACCAT GGCTGCCACATTTTTCCACAT 106 0,994
cD38 NM_001243883.1 | AACCGGAGCTGGGAGATAGAG ACTGCAGGGGTCCTTAGAGAT 111 0,983
gﬁc?ir::gg;es de | cpao NM_214194.1 CCCAGAACCACCCACTTCAT TTCACCAGTTTCTGTCCTGGC 106 0,994
CD69 NM_214091.2 GTGGGGAGAGCTGAACACTG ?gATCCTGTAAGTTTGAACCAGT 107 0,093
GBP2 NM_001128474.1 | GTTGCCTGCTGGGTTTGATTT TCTCCCTGGCAGTTTAGGCT 105 0,994
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ICAMA NM_213816.1 GCTCCAAACTTATGTCCTGCC TTCACAGAAACGGGTGTGCC 97 0,982
VCAMT NM_213891.1 ACGCTTGACGTGAAAGGAAGA ATAATCACCCCGATGGCAGG 107 0,992
CCR2 NM_001001619.1 | AAGAAGCAACAGACCGGGCA CTTCGATTTGTCCCACGCTG 110 0,993
YWHAZ | XM_005662949.2 | ATTGGGTCTGGCCCTTAACT GCGTGCTGTCTTTGTATGACTC 12 0,993
Genes de
e i RPL4 XM_005659862.3 | AGGAGGCTGTTCTGCTTCTG TCCAGGGATGTTTCTGAAGG 107 0,996
GAPDH | AF017079 GTGCATTGCCAGCCGCGT ACTGGAACATGTAGACCATGTAG | 451 0,996
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Tabla S3. Andlisis estadistico de los resultados obtenidos en el ensayo de microfluidic

quantitative PCR.

Gen Grupo1 Grupo2 n1|n2|p p.adj p.adj.signif
No_vacunado_BA71ACD2 No_vacunado_Georgia2007/1 |6 |6 | 0.076 0.228 ns
No_vacunado_BA71ACD2 No_vacunado_RPMI 6 |6 |0.002 0.006 >
No_vacunado_Georgia2007/1 | No_vacunado_RPMI 6 |6 |0.002 0.005 *
Vacunado_BA71ACD2 Vacunado_Georgia2007/1 8 |8 |0.296 0.888 ns

BCL3 Vacunado_BA71ACD2 Vacunado_RPMI 8 |8 |0.000347 0.001 *
Vacunado_Georgia2007/1 Vacunado_RPMI 8 |8 |0.000311 0.000933 e
No_vacunado_BA71ACD2 Vacunado_BA71ACD2 6 |8 |0.00000005 | 0.000000749 | ****
No_vacunado_Georgia2007/1 | Vacunado_Georgia2007/1 6 |8 |0.0000785 0.00118 *
No_vacunado_RPMI Vacunado_RPMI 6 |8 |0.393 1 ns
No_vacunado_BA71ACD2 No_vacunado_Georgia2007/1 |6 | 6 | 0.001 0.004 >
No_vacunado_BA71ACD2 No_vacunado_RPMI 6 |6 |0.000126 0.000378 o
No_vacunado_Georgia2007/1 | No_vacunado_RPMI 6 |6 |0.009 0.027 *
Vacunado_BA71ACD2 Vacunado_Georgia2007/1 8 [8 |0.022 0.065 ns

ccL2 Vacunado_BA71ACD2 Vacunado_RPMI 8 |8 |0.000142 0.000426 i
Vacunado_Georgia2007/1 Vacunado_RPMI 8 |8 [0.008 0.025 *
No_vacunado_BA71ACD2 Vacunado_BA71ACD2 6 |8 |0.0154 0.232 ns
No_vacunado_Georgia2007/1 | Vacunado_Georgia2007/1 6 |8 |0.0772 1 ns
No_vacunado_RPMI Vacunado_RPMI 6 [8 |0.974 1 ns
No_vacunado_BA71ACD2 No_vacunado_Georgia2007/1 |6 |6 | 0.366 1 ns
No_vacunado_BA71ACD2 No_vacunado_RPMI 6 |6 |0.011 0.034 *
No_vacunado_Georgia2007/1 | No_vacunado_RPMI 6 |6 |0.000828 0.002 >
Vacunado_BA71ACD2 Vacunado_Georgia2007/1 8 |8 |0.349 1 ns

CCL3L1 | Vacunado_BA71ACD2 Vacunado_RPMI 8 |8 |0.0000114 0.0000342 il
Vacunado_Georgia2007/1 Vacunado_RPMI 8 |8 |0.000026 0.000078 i
No_vacunado_BA71ACD2 Vacunado_BA71ACD2 6 |8 |1.18E-10 1.78E-09 e
No_vacunado_Georgia2007/1 | Vacunado_Georgia2007/1 6 |8 |6.43E-09 9.65E-08 i
No_vacunado_RPMI Vacunado_RPMI 6 |8 |0.828 1 ns
No_vacunado_BA71ACD2 No_vacunado_Georgia2007/1 |6 |6 | 0.022 0.066 ns
No_vacunado_BA71ACD2 No_vacunado_RPMI 6 |6 |0.002 0.007 >
No_vacunado_Georgia2007/1 | No_vacunado_RPMI 6 [6 |0.009 0.027 *
Vacunado_BA71ACD2 Vacunado_Georgia2007/1 8 |8 |0.093 0.28 ns

CCL4 Vacunado_BA71ACD2 Vacunado_RPMI 8 [8 |0.01 0.03 *
Vacunado_Georgia2007/1 Vacunado_RPMI 8 |8 |0.003 0.01 >
No_vacunado_BA71ACD2 Vacunado_BA71ACD2 6 |8 |0.0000155 0.000233 o
No_vacunado_Georgia2007/1 | Vacunado_Georgia2007/1 6 |8 |0.0000182 0.000273 e
No_vacunado_RPMI Vacunado_RPMI 6 |8 |0.868 1 ns
No_vacunado_BA71ACD2 No_vacunado_Georgia2007/1 |6 |6 | 0.145 0.435 ns
No_vacunado_BA71ACD2 No_vacunado_RPMI 6 [6 |0.001 0.003 **

coLs No_vacunado_Georgia2007/1 | No_vacunado_RPMI 6 |6 |0.004 0.013 *
Vacunado_BA71ACD2 Vacunado_Georgia2007/1 8 [8 |0.019 0.057 ns
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Gen Grupo1 Grupo2 n1|n2|p p.adj p.adj.signif
Vacunado_BA71ACD2 Vacunado_RPMI 8 |8 |0.0000429 0.000129 o
Vacunado_Georgia2007/1 Vacunado_RPMI 8 |8 |0.004 0.012 *
No_vacunado_BA71ACD2 Vacunado_BA71ACD2 6 |8 |0.0000293 0.000439 o
No_vacunado_Georgia2007/1 | Vacunado_Georgia2007/1 6 |8 |0.00925 0.139 ns
No_vacunado_RPMI Vacunado_RPMI 6 |8 |0.97 1 ns
No_vacunado_BA71ACD2 No_vacunado_Georgia2007/1 |6 |6 | 0.138 0.414 ns
No_vacunado_BA71ACD2 No_vacunado_RPMI 6 |6 |0.06 0.181 ns
No_vacunado_Georgia2007/1 | No_vacunado_RPMI 6 |6 |0.264 0.792 ns
Vacunado_BA71ACD2 Vacunado_Georgia2007/1 8 |8 |0.902 1 ns

CCR2 Vacunado_BA71ACD2 Vacunado_RPMI 8 |8 |0.0000556 0.000167 o
Vacunado_Georgia2007/1 Vacunado_RPMI 8 |8 |0.0000399 0.00012 o
No_vacunado_BA71ACD2 Vacunado_BA71ACD2 6 |8 |0.00767 0.115 ns
No_vacunado_Georgia2007/1 | Vacunado_Georgia2007/1 6 |8 |0.0000171 0.000256 e
No_vacunado_RPMI Vacunado_RPMI 6 |8 |0.0353 0.53 ns
No_vacunado_BA71ACD2 No_vacunado_Georgia2007/1 |6 |6 | 0.282 0.846 ns
No_vacunado_BA71ACD2 No_vacunado_RPMI 6 [6 |0.011 0.033 *
No_vacunado_Georgia2007/1 | No_vacunado_RPMI 6 |6 |0.088 0.263 ns
Vacunado_BA71ACD2 Vacunado_Georgia2007/1 8 [8 |0.011 0.033 *

CD274 Vacunado_BA71ACD2 Vacunado_RPMI 8 |8 |0.0000265 0.0000795 ok
Vacunado_Georgia2007/1 Vacunado_RPMI 8 |8 |0.00000864 | 0.0000259 o
No_vacunado_BA71ACD2 Vacunado_BA71ACD2 6 |8 |0.00000826 |0.000124 o
No_vacunado_Georgia2007/1 | Vacunado_Georgia2007/1 6 |8 |0.000026 0.000389 o
No_vacunado_RPMI Vacunado_RPMI 6 |8 |0.907 1 ns
No_vacunado_BA71ACD2 No_vacunado_Georgia2007/1 |6 |6 | 0.116 0.348 ns
No_vacunado_BA71ACD2 No_vacunado_RPMI 6 |6 |0.514 1 ns
No_vacunado_Georgia2007/1 | No_vacunado_RPMI 6 |6 |0.178 0.534 ns
Vacunado_BA71ACD2 Vacunado_Georgia2007/1 8 [8 |0.252 0.756 ns

CD38 Vacunado_BA71ACD2 Vacunado_RPMI 8 |8 |[0.004 0.012 *
Vacunado_Georgia2007/1 Vacunado_RPMI 8 |8 |0.159 0.477 ns
No_vacunado_BA71ACD2 Vacunado_BA71ACD2 6 |8 |0.0272 0.408 ns
No_vacunado_Georgia2007/1 | Vacunado_Georgia2007/1 6 |8 |0.836 1 ns
No_vacunado_RPMI Vacunado_RPMI 6 |8 |0.996 1 ns
No_vacunado_BA71ACD2 No_vacunado_Georgia2007/1 |6 |6 | 0.243 0.729 ns
No_vacunado_BA71ACD2 No_vacunado_RPMI 6 |6 |0.001 0.004 *
No_vacunado_Georgia2007/1 | No_vacunado_RPMI 6 |6 |0.162 0.486 ns
Vacunado_BA71ACD2 Vacunado_Georgia2007/1 8 |8 |0.093 0.28 ns

CD40 Vacunado_BA71ACD2 Vacunado_RPMI 8 |8 |0.0000808 0.000242 i
Vacunado_Georgia2007/1 Vacunado_RPMI 8 |8 |0.00025 0.00075 o
No_vacunado_BA71ACD2 Vacunado_BA71ACD2 6 |8 |0.00000155 | 0.0000233 i
No_vacunado_Georgia2007/1 | Vacunado_Georgia2007/1 6 |8 |0.00000836 | 0.000125 o
No_vacunado_RPMI Vacunado_RPMI 6 |8 |0.599 1 ns

CD69 No_vacunado_BA71ACD2 No_vacunado_Georgia2007/1 |6 |6 | 0.942 1 ns
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Gen Grupo1 Grupo2 n1|n2|p p.adj p.adj.signif
No_vacunado_BA71ACD2 No_vacunado_RPMI 6 |6 |0.002 0.006 >
No_vacunado_Georgia2007/1 | No_vacunado_RPMI 6 |6 |0.024 0.071 ns
Vacunado_BA71ACD2 Vacunado_Georgia2007/1 8 |8 |0.432 1 ns
Vacunado_BA71ACD2 Vacunado_RPMI 8 |8 |6.92E-08 0.000000208 | ****
Vacunado_Georgia2007/1 Vacunado_RPMI 8 |8 |0.000301 0.000903 o
No_vacunado_BA71ACD2 Vacunado_BA71ACD2 6 |8 |0.0000294 0.000441 o
No_vacunado_Georgia2007/1 | Vacunado_Georgia2007/1 6 |8 | 0.000000934 | 0.000014 i
No_vacunado_RPMI Vacunado_RPMI 6 |8 |0.919 1 ns
No_vacunado_BA71ACD2 No_vacunado_Georgia2007/1 |6 |6 | 0.036 0.108 ns
No_vacunado_BA71ACD2 No_vacunado_RPMI 6 |6 |0.012 0.035 *
No_vacunado_Georgia2007/1 | No_vacunado_RPMI 6 |6 |0.005 0.016 *
Vacunado_BA71ACD2 Vacunado_Georgia2007/1 8 |8 |0.103 0.309 ns

CEBPB | Vacunado_BA71ACD2 Vacunado_RPMI 8 |8 |0.000526 0.002 **
Vacunado_Georgia2007/1 Vacunado_RPMI 8 |8 [0.002 0.005 **
No_vacunado_BA71ACD2 Vacunado_BA71ACD2 6 [8 |0.0619 0.928 ns
No_vacunado_Georgia2007/1 | Vacunado_Georgia2007/1 6 [8 |0.933 1 ns
No_vacunado_RPMI Vacunado_RPMI 6 |8 |0.547 1 ns
No_vacunado_BA71ACD2 No_vacunado_Georgia2007/1 (6 |6 | 0.385 1 ns
No_vacunado_BA71ACD2 No_vacunado_RPMI 6 [6 |0.003 0.008 **
No_vacunado_Georgia2007/1 | No_vacunado_RPMI 6 |6 |0.005 0.016 *
Vacunado_BA71ACD2 Vacunado_Georgia2007/1 8 |8 |0.198 0.594 ns

CSF1 Vacunado_BA71ACD2 Vacunado_RPMI 8 |8 |0.03 0.089 ns
Vacunado_Georgia2007/1 Vacunado_RPMI 8 |8 |0.055 0.164 ns
No_vacunado_BA71ACD2 Vacunado_BA71ACD2 6 |8 |0.0163 0.245 ns
No_vacunado_Georgia2007/1 | Vacunado_Georgia2007/1 6 |8 |0.06 0.9 ns
No_vacunado_RPMI Vacunado_RPMI 6 [8 |0.734 1 ns
No_vacunado_BA71ACD2 No_vacunado_Georgia2007/1 (|6 |6 | 0.159 0.477 ns
No_vacunado_BA71ACD2 No_vacunado_RPMI 6 |6 |0.009 0.026 *
No_vacunado_Georgia2007/1 | No_vacunado_RPMI 6 |6 |0.11 0.33 ns
Vacunado_BA71ACD2 Vacunado_Georgia2007/1 8 |8 |0.102 0.306 ns

CXCL10 | Vacunado_BA71ACD2 Vacunado_RPMI 8 |8 |0.002 0.005 >
Vacunado_Georgia2007/1 Vacunado_RPMI 8 [8 |0.008 0.025 *
No_vacunado_BA71ACD2 Vacunado_BA71ACD2 6 |8 |0.00118 0.0177 *
No_vacunado_Georgia2007/1 | Vacunado_Georgia2007/1 6 |8 |0.0862 1 ns
No_vacunado_RPMI Vacunado_RPMI 6 |8 |0.978 1 ns
No_vacunado_BA71ACD2 No_vacunado_Georgia2007/1 |6 |6 |0.112 0.336 ns
No_vacunado_BA71ACD2 No_vacunado_RPMI 6 |6 |0.403 1 ns
No_vacunado_Georgia2007/1 | No_vacunado_RPMI 6 |6 |0.421 1 ns

CXCL9 Vacunado_BA71ACD2 Vacunado_Georgia2007/1 8 |8 |0.039 0.118 ns
Vacunado_BA71ACD2 Vacunado_RPMI 8 |8 |0.004 0.011 *
Vacunado_Georgia2007/1 Vacunado_RPMI 8 |8 |0.026 0.078 ns
No_vacunado_BA71ACD2 Vacunado_BA71ACD2 6 |8 |0.0000233 0.00035 h
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Gen Grupo1 Grupo2 n1|n2|p p.adj p.adj.signif
No_vacunado_Georgia2007/1 | Vacunado_Georgia2007/1 6 |8 |0.00762 0.114 ns
No_vacunado_RPMI Vacunado_RPMI 6 |8 |0.99 1 ns
No_vacunado_BA71ACD2 No_vacunado_Georgia2007/1 |6 |6 | 0.679 1 ns
No_vacunado_BA71ACD2 No_vacunado_RPMI 6 |6 |0.0000466 0.00014 o
No_vacunado_Georgia2007/1 | No_vacunado_RPMI 6 [6 |0.017 0.05 ns
Vacunado_BA71ACD2 Vacunado_Georgia2007/1 8 |8 |0.295 0.885 ns

GBP2 Vacunado_BA71ACD2 Vacunado_RPMI 8 |8 |0.00000828 | 0.0000248 il
Vacunado_Georgia2007/1 Vacunado_RPMI 8 |8 |0.004 0.011 *
No_vacunado_BA71ACD2 Vacunado_BA71ACD2 6 |8 |0.000544 0.00817 >
No_vacunado_Georgia2007/1 | Vacunado_Georgia2007/1 6 |8 |0.00433 0.065 ns
No_vacunado_RPMI Vacunado_RPMI 6 |8 |0.82 1 ns
No_vacunado_BA71ACD2 No_vacunado_Georgia2007/1 (6 |6 | 0.411 1 ns
No_vacunado_BA71ACD2 No_vacunado_RPMI 6 |6 |0.923 1 ns
No_vacunado_Georgia2007/1 | No_vacunado_RPMI 6 |6 |0.622 1 ns
Vacunado_BA71ACD2 Vacunado_Georgia2007/1 8 |8 |0.471 1 ns

ICAM1 Vacunado_BA71ACD2 Vacunado_RPMI 8 |8 |0.031 0.093 ns
Vacunado_Georgia2007/1 Vacunado_RPMI 8 |8 |0.05 0.149 ns
No_vacunado_BA71ACD2 Vacunado_BA71ACD2 6 [8 |0.0139 0.209 ns
No_vacunado_Georgia2007/1 | Vacunado_Georgia2007/1 6 |8 |0.00735 0.11 ns
No_vacunado_RPMI Vacunado_RPMI 6 |8 |0.702 1 ns
No_vacunado_BA71ACD2 No_vacunado_Georgia2007/1 |6 |6 | 0.226 0.678 ns
No_vacunado_BA71ACD2 No_vacunado_RPMI 6 |6 |0.000014 0.000042 e
No_vacunado_Georgia2007/1 | No_vacunado_RPMI 6 |6 |0.002 0.007 >
Vacunado_BA71ACD2 Vacunado_Georgia2007/1 8 |8 |0.065 0.196 ns

IF144 Vacunado_BA71ACD2 Vacunado_RPMI 8 |8 |0.00000851 | 0.0000255 i
Vacunado_Georgia2007/1 Vacunado_RPMI 8 |8 |0.007 0.022 *
No_vacunado_BA71ACD2 Vacunado_BA71ACD2 6 |8 |0.0334 0.5 ns
No_vacunado_Georgia2007/1 | Vacunado_Georgia2007/1 6 |8 |0.294 1 ns
No_vacunado_RPMI Vacunado_RPMI 6 |8 |0.581 1 ns
No_vacunado_BA71ACD2 No_vacunado_Georgia2007/1 |6 |6 | 0.263 0.789 ns
No_vacunado_BA71ACD2 No_vacunado_RPMI 6 |6 |0.0000144 0.0000432 ok
No_vacunado_Georgia2007/1 | No_vacunado_RPMI 6 [6 |0.008 0.023 *
Vacunado_BA71ACD2 Vacunado_Georgia2007/1 8 |8 |0.088 0.265 ns

IFIT1 Vacunado_BA71ACD2 Vacunado_RPMI 8 |8 |0.0000312 0.0000936 i
Vacunado_Georgia2007/1 Vacunado_RPMI 8 |8 |0.005 0.014 *
No_vacunado_BA71ACD2 Vacunado_BA71ACD2 6 |8 |0.0986 1 ns
No_vacunado_Georgia2007/1 | Vacunado_Georgia2007/1 6 |8 |0.505 1 ns
No_vacunado_RPMI Vacunado_RPMI 6 |8 |0.685 1 ns
No_vacunado_BA71ACD2 No_vacunado_Georgia2007/1 |6 |6 | 0.726 1 ns

NG No_vacunado_BA71ACD2 No_vacunado_RPMI 6 [6 |0.523 1 ns
No_vacunado_Georgia2007/1 | No_vacunado_RPMI 6 |6 |0.782 1 ns
Vacunado_BA71ACD2 Vacunado_Georgia2007/1 8 |8 |0.868 1 ns

164




Apéndices

Gen Grupo1 Grupo2 n1|n2|p p.adj p.adj.signif
Vacunado_BA71ACD2 Vacunado_RPMI 8 |8 |0.025 0.075 ns
Vacunado_Georgia2007/1 Vacunado_RPMI 8 |8 |0.136 0.408 ns
No_vacunado_BA71ACD2 Vacunado_BA71ACD2 6 |8 |0.0303 0.455 ns
No_vacunado_Georgia2007/1 | Vacunado_Georgia2007/1 6 |8 |0.0411 0.616 ns
No_vacunado_RPMI Vacunado_RPMI 6 |8 |0.992 1 ns
No_vacunado_BA71ACD2 No_vacunado_Georgia2007/1 |6 |6 | 0.731 1 ns
No_vacunado_BA71ACD2 No_vacunado_RPMI 6 |6 |0.036 0.109 ns
No_vacunado_Georgia2007/1 | No_vacunado_RPMI 6 |6 |0.16 0.48 ns
Vacunado_BA71ACD2 Vacunado_Georgia2007/1 8 |8 |0.59 1 ns

IL15 Vacunado_BA71ACD2 Vacunado_RPMI 8 |8 |0.0000977 0.000293 o
Vacunado_Georgia2007/1 Vacunado_RPMI 8 |8 |0.005 0.014 *
No_vacunado_BA71ACD2 Vacunado_BA71ACD2 6 |8 |0.000115 0.00172 *
No_vacunado_Georgia2007/1 | Vacunado_Georgia2007/1 6 |8 |0.000256 0.00384 *
No_vacunado_RPMI Vacunado_RPMI 6 |8 |0.837 1 ns
No_vacunado_BA71ACD2 No_vacunado_Georgia2007/1 |6 |6 | 0.515 1 ns
No_vacunado_BA71ACD2 No_vacunado_RPMI 6 |6 |0.336 1 ns
No_vacunado_Georgia2007/1 | No_vacunado_RPMI 6 |6 |0.135 0.405 ns
Vacunado_BA71ACD2 Vacunado_Georgia2007/1 8 [8 |0.991 1 ns

L2 Vacunado_BA71ACD2 Vacunado_RPMI 8 [8 |0.034 0.103 ns
Vacunado_Georgia2007/1 Vacunado_RPMI 8 |8 |0.132 0.396 ns
No_vacunado_BA71ACD2 Vacunado_BA71ACD2 6 [8 |0.0509 0.764 ns
No_vacunado_Georgia2007/1 | Vacunado_Georgia2007/1 6 |8 |0.0514 0.771 ns
No_vacunado_RPMI Vacunado_RPMI 6 |8 |0.953 1 ns
No_vacunado_BA71ACD2 No_vacunado_Georgia2007/1 |6 | 6 | 0.403 1 ns
No_vacunado_BA71ACD2 No_vacunado_RPMI 6 [6 |0.003 0.01 *
No_vacunado_Georgia2007/1 | No_vacunado_RPMI 6 |6 |0.026 0.077 ns
Vacunado_BA71ACD2 Vacunado_Georgia2007/1 8 [8 |0.015 0.045 *

iL27 Vacunado_BA71ACD2 Vacunado_RPMI 8 |8 |0.000671 0.002 **
Vacunado_Georgia2007/1 Vacunado_RPMI 8 |8 |0.001 0.004 >
No_vacunado_BA71ACD2 Vacunado_BA71ACD2 6 |8 |0.0000249 0.000374 e
No_vacunado_Georgia2007/1 | Vacunado_Georgia2007/1 6 |8 |0.00798 0.12 ns
No_vacunado_RPMI Vacunado_RPMI 6 |8 |0.998 1 ns
No_vacunado_BA71ACD2 No_vacunado_Georgia2007/1 |6 |6 | 0.109 0.327 ns
No_vacunado_BA71ACD2 No_vacunado_RPMI 6 |6 |0.136 0.408 ns
No_vacunado_Georgia2007/1 | No_vacunado_RPMI 6 |6 |0.408 1 ns
Vacunado_BA71ACD2 Vacunado_Georgia2007/1 8 |8 |0.035 0.106 ns

IRAK2 Vacunado BA71ACD2 Vacunado_RPMI 8 [8 |0.037 0.111 ns
Vacunado_Georgia2007/1 Vacunado_RPMI 8 |8 |0.442 1 ns
No_vacunado_BA71ACD2 Vacunado_BA71ACD2 6 |8 |0.00111 0.0166 *
No_vacunado_Georgia2007/1 | Vacunado_Georgia2007/1 6 |8 |0.0937 1 ns
No_vacunado_RPMI Vacunado_RPMI 6 |8 |0.449 1 ns

IRF7 No_vacunado_BA71ACD2 No_vacunado_Georgia2007/1 (6 |6 | 0.033 0.098 ns
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Gen Grupo1 Grupo2 n1|n2|p p.adj p.adj.signif
No_vacunado_BA71ACD2 No_vacunado_RPMI 6 |6 |0.000253 0.000759 o
No_vacunado_Georgia2007/1 | No_vacunado_RPMI 6 |6 |0.024 0.071 ns
Vacunado_BA71ACD2 Vacunado_Georgia2007/1 8 |8 |0.059 0.178 ns
Vacunado_BA71ACD2 Vacunado_RPMI 8 |8 |0.002 0.007 >
Vacunado_Georgia2007/1 Vacunado_RPMI 8 [8 |0.014 0.043 *
No_vacunado_BA71ACD2 Vacunado_BA71ACD2 6 |8 |0.325 1 ns
No_vacunado_Georgia2007/1 | Vacunado_Georgia2007/1 6 |8 |0.857 1 ns
No_vacunado_RPMI Vacunado_RPMI 6 |8 |0.532 1 ns
No_vacunado_BA71ACD2 No_vacunado_Georgia2007/1 |6 |6 | 0.284 0.852 ns
No_vacunado_BA71ACD2 No_vacunado_RPMI 6 [6 |0.239 0.717 ns
No_vacunado_Georgia2007/1 | No_vacunado_RPMI 6 |6 |0.022 0.067 ns
Vacunado_BA71ACD2 Vacunado_Georgia2007/1 8 |8 |0.097 0.291 ns

KLF5 Vacunado_BA71ACD2 Vacunado_RPMI 8 [8 |0.001 0.004 *
Vacunado_Georgia2007/1 Vacunado_RPMI 8 |8 |0.005 0.014 *
No_vacunado_BA71ACD2 Vacunado_BA71ACD2 6 |8 |0.00000719 | 0.000108 e
No_vacunado_Georgia2007/1 | Vacunado_Georgia2007/1 6 |8 |0.00375 0.0562 ns
No_vacunado_RPMI Vacunado_RPMI 6 |8 |0.812 1 ns
No_vacunado_BA71ACD2 No_vacunado_Georgia2007/1 (6 |6 | 0.483 1 ns
No_vacunado_BA71ACD2 No_vacunado_RPMI 6 |6 |0.197 0.591 ns
No_vacunado_Georgia2007/1 | No_vacunado_RPMI 6 |6 |0.136 0.408 ns
Vacunado_BA71ACD2 Vacunado_Georgia2007/1 8 |8 |0.428 1 ns

LTA Vacunado_BA71ACD2 Vacunado_RPMI 8 |8 |0.000424 0.001 *
Vacunado_Georgia2007/1 Vacunado_RPMI 8 |8 |0.009 0.027 *
No_vacunado_BA71ACD2 Vacunado_BA71ACD2 6 |8 |0.000577 0.00865 *
No_vacunado_Georgia2007/1 | Vacunado_Georgia2007/1 6 |8 |0.0000476 0.000714 o
No_vacunado_RPMI Vacunado_RPMI 6 [8 |0.964 1 ns
No_vacunado_BA71ACD2 No_vacunado_Georgia2007/1 |6 |6 | 0.216 0.648 ns
No_vacunado_BA71ACD2 No_vacunado_RPMI 6 |6 |0.0000245 0.0000735 e
No_vacunado_Georgia2007/1 | No_vacunado_RPMI 6 |6 |0.005 0.014 *
Vacunado_BA71ACD2 Vacunado_Georgia2007/1 8 |8 |0.156 0.468 ns

MX1 Vacunado_BA71ACD2 Vacunado_RPMI 8 |8 |0.000364 0.001 >
Vacunado_Georgia2007/1 Vacunado_RPMI 8 [8 |0.006 0.019 *
No_vacunado_BA71ACD2 Vacunado_BA71ACD2 6 |8 |0.202 1 ns
No_vacunado_Georgia2007/1 | Vacunado_Georgia2007/1 6 |8 |0.693 1 ns
No_vacunado_RPMI Vacunado_RPMI 6 |8 |0.527 1 ns
No_vacunado_BA71ACD2 No_vacunado_Georgia2007/1 (6 |6 | 0.117 0.351 ns
No_vacunado_BA71ACD2 No_vacunado_RPMI 6 |6 |0.0000344 0.000103 o
No_vacunado_Georgia2007/1 | No_vacunado_RPMI 6 [6 |0.011 0.032 *

MX2 Vacunado_BA71ACD2 Vacunado_Georgia2007/1 8 |8 |0.19 0.57 ns
Vacunado_BA71ACD2 Vacunado_RPMI 8 |8 |0.000339 0.001 *
Vacunado_Georgia2007/1 Vacunado_RPMI 8 |8 |0.017 0.052 ns
No_vacunado_BA71ACD2 Vacunado_BA71ACD2 6 |8 |041 1 ns
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Gen Grupo1 Grupo2 n1|n2|p p.adj p.adj.signif
No_vacunado_Georgia2007/1 | Vacunado_Georgia2007/1 6 |8 |0.873 1 ns
No_vacunado_RPMI Vacunado_RPMI 6 |8 |0.631 1 ns
No_vacunado_BA71ACD2 No_vacunado_Georgia2007/1 |6 |6 | 0.036 0.107 ns
No_vacunado_BA71ACD2 No_vacunado_RPMI 6 |6 |0.275 0.825 ns
No_vacunado_Georgia2007/1 | No_vacunado_RPMI 6 [6 |0.533 1 ns
Vacunado_BA71ACD2 Vacunado_Georgia2007/1 8 |8 |0.587 1 ns

NFKB2 | Vacunado_BA71ACD2 Vacunado_RPMI 8 |8 |0.0000105 0.0000315 il
Vacunado_Georgia2007/1 Vacunado_RPMI 8 |8 |0.000271 0.000813 b
No_vacunado_BA71ACD2 Vacunado_BA71ACD2 6 |8 |0.000343 0.00515 >
No_vacunado_Georgia2007/1 | Vacunado_Georgia2007/1 6 |8 |0.00699 0.105 ns
No_vacunado_RPMI Vacunado_RPMI 6 |8 |0.879 1 ns
No_vacunado_BA71ACD2 No_vacunado_Georgia2007/1 |6 |6 | 0.132 0.396 ns
No_vacunado_BA71ACD2 No_vacunado_RPMI 6 |6 |0.000245 0.000735 e
No_vacunado_Georgia2007/1 | No_vacunado_RPMI 6 |6 |0.007 0.02 *
Vacunado_BA71ACD2 Vacunado_Georgia2007/1 8 |8 |0.062 0.186 ns

OAS2 Vacunado_BA71ACD2 Vacunado_RPMI 8 |8 |0.000916 0.003 **
Vacunado_Georgia2007/1 Vacunado_RPMI 8 |8 |0.034 0.103 ns
No_vacunado_BA71ACD2 Vacunado_BA71ACD2 6 [8 |0.452 1 ns
No_vacunado_Georgia2007/1 | Vacunado_Georgia2007/1 6 |8 |0.696 1 ns
No_vacunado_RPMI Vacunado_RPMI 6 |8 |0.541 1 ns
No_vacunado_BA71ACD2 No_vacunado_Georgia2007/1 |6 |6 | 0.026 0.078 ns
No_vacunado_BA71ACD2 No_vacunado_RPMI 6 |6 |0.00000464 | 0.0000139 e
No_vacunado_Georgia2007/1 | No_vacunado_RPMI 6 |6 |0.012 0.037 *
Vacunado_BA71ACD2 Vacunado_Georgia2007/1 8 |8 |0.13 0.39 ns

RSAD2 | Vacunado_BA71ACD2 Vacunado_RPMI 8 |8 |0.000183 0.000549 o
Vacunado_Georgia2007/1 Vacunado_RPMI 8 |8 |0.02 0.06 ns
No_vacunado_BA71ACD2 Vacunado_BA71ACD2 6 |8 |0.566 1 ns
No_vacunado_Georgia2007/1 | Vacunado_Georgia2007/1 6 |8 |0.251 1 ns
No_vacunado_RPMI Vacunado_RPMI 6 |8 |0.866 1 ns
No_vacunado_BA71ACD2 No_vacunado_Georgia2007/1 |6 |6 | 0.824 1 ns
No_vacunado_BA71ACD2 No_vacunado_RPMI 6 |6 |0.623 1 ns
No_vacunado_Georgia2007/1 | No_vacunado_RPMI 6 [6 |0478 1 ns
Vacunado_BA71ACD2 Vacunado_Georgia2007/1 8 |8 |0.66 1 ns

TNF Vacunado_BA71ACD2 Vacunado_RPMI 8 |8 |0.0000107 0.0000321 i
Vacunado_Georgia2007/1 Vacunado_RPMI 8 |8 |0.000874 0.003 **
No_vacunado_BA71ACD2 Vacunado_BA71ACD2 6 |8 |245E-09 3.67E-08 o
No_vacunado_Georgia2007/1 | Vacunado_Georgia2007/1 6 |8 |1.42E-08 0.000000213 | ****
No_vacunado_RPMI Vacunado_RPMI 6 |8 |0.575 1 ns
No_vacunado_BA71ACD2 No_vacunado_Georgia2007/1 |6 |6 | 0.838 1 ns

TNFAIPS No_vacunado_BA71ACD2 No_vacunado_RPMI 6 [6 |0.057 0.171 ns
No_vacunado_Georgia2007/1 | No_vacunado_RPMI 6 |6 |0.249 0.747 ns
Vacunado_BA71ACD2 Vacunado_Georgia2007/1 8 |8 |0.863 1 ns
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Gen Grupo1 Grupo2 n1|n2|p p.adj p.adj.signif
Vacunado_BA71ACD2 Vacunado_RPMI 8 |8 |0.882 1 ns
Vacunado_Georgia2007/1 Vacunado_RPMI 8 |8 |0.688 1 ns
No_vacunado_BA71ACD2 Vacunado_BA71ACD2 6 |8 |0.783 1 ns
No_vacunado_Georgia2007/1 | Vacunado_Georgia2007/1 6 |8 |0.946 1 ns
No_vacunado_RPMI Vacunado_RPMI 6 |8 |0.635 1 ns
No_vacunado_BA71ACD2 No_vacunado_Georgia2007/1 |6 |6 | 0.44 1 ns
No_vacunado_BA71ACD2 No_vacunado_RPMI 6 |6 |0.000932 0.003 >
No_vacunado_Georgia2007/1 | No_vacunado_RPMI 6 |6 |0.039 0.116 ns
Vacunado_BA71ACD2 Vacunado_Georgia2007/1 8 |8 |0.794 1 ns

UBD Vacunado_BA71ACD2 Vacunado_RPMI 8 |8 |0.00000606 | 0.0000182 e
Vacunado_Georgia2007/1 Vacunado_RPMI 8 [8 |0.001 0.004 *
No_vacunado_BA71ACD2 Vacunado_BA71ACD2 6 |8 |0.00000166 | 0.0000248 il
No_vacunado_Georgia2007/1 | Vacunado_Georgia2007/1 6 |8 |0.00000156 | 0.0000233 i
No_vacunado_RPMI Vacunado_RPMI 6 |8 |0.92 1 ns
No_vacunado_BA71ACD2 No_vacunado_Georgia2007/1 |6 |6 | 0.676 1 ns
No_vacunado_BA71ACD2 No_vacunado_RPMI 6 |6 |0.369 1 ns
No_vacunado_Georgia2007/1 | No_vacunado_RPMI 6 |6 |0.374 1 ns
Vacunado_BA71ACD2 Vacunado_Georgia2007/1 8 [8 |0.006 0.017 *

VCAM1 | Vacunado_BA71ACD2 Vacunado_RPMI 8 [8 |0.017 0.051 ns
Vacunado_Georgia2007/1 Vacunado_RPMI 8 |8 |0.254 0.762 ns
No_vacunado_BA71ACD2 Vacunado_BA71ACD2 6 |8 |0.00158 0.0236 *
No_vacunado_Georgia2007/1 | Vacunado_Georgia2007/1 6 [8 |0.147 1 ns
No_vacunado_RPMI Vacunado_RPMI 6 |8 |0.809 1 ns
No_vacunado_BA71ACD2 No_vacunado_Georgia2007/1 |6 |6 | 0.196 0.588 ns
No_vacunado_BA71ACD2 No_vacunado_RPMI 6 |6 |0.041 0.123 ns
No_vacunado_Georgia2007/1 | No_vacunado_RPMI 6 |6 |0.121 0.363 ns
Vacunado_BA71ACD2 Vacunado_Georgia2007/1 8 [8 |0.167 0.501 ns

XCL1 Vacunado_BA71ACD2 Vacunado_RPMI 8 |8 |[0.004 0.013 *
Vacunado_Georgia2007/1 Vacunado_RPMI 8 [8 |0.016 0.048 *
No_vacunado_BA71ACD2 Vacunado_BA71ACD2 6 |8 |0.000775 0.0116 *
No_vacunado_Georgia2007/1 | Vacunado_Georgia2007/1 6 |8 |0.00327 0.0491 *
No_vacunado_RPMI Vacunado_RPMI 6 |8 |0.913 1 ns
No_vacunado_BA71ACD2 No_vacunado_Georgia2007/1 |6 |6 | 0.333 0.999 ns
No_vacunado_BA71ACD2 No_vacunado_RPMI 6 |6 |0.0000742 0.000223 o
No_vacunado_Georgia2007/1 | No_vacunado_RPMI 6 [6 |0.004 0.013 *
Vacunado_BA71ACD2 Vacunado_Georgia2007/1 8 |8 |0.097 0.292 ns

ZBP1 Vacunado_BA71ACD2 Vacunado_RPMI 8 |8 |0.0000857 0.000257 i
Vacunado_Georgia2007/1 Vacunado_RPMI 8 [8 |0.008 0.023 *
No_vacunado_BA71ACD2 Vacunado_BA71ACD2 6 |8 |0.997 1 ns
No_vacunado_Georgia2007/1 | Vacunado_Georgia2007/1 6 |8 |0.785 1 ns
No_vacunado_RPMI Vacunado_RPMI 6 |8 |0.637 1 ns
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Tabla S4. Los animales vacunados intranasalmente con BA71ACD2 no muestran ADN viral
ni en suero ni en sangre. La tabla muestra los datos de CGE/ml medidos mediante qPCR del gen
de la VPPA PK. Muestras obtenidas a dia 0, 14 y 21 post-vacunacion de animales vacunados con

10° UFP de BA71ACD2. Indet: Indetectable.

0 dpv 14 dpv 21 dpv (0 dpd)

Suero Sangre Suero Sangre Suero Sangre

entera entera entera
Indet Indet Indet Indet Indet Indet
Indet Indet Indet Indet Indet Indet

BA71ACD2 Indet Indet Indet Indet 2,38E+02 | 2,37E+02

10° UFP Indet Indet Indet Indet Indet Indet
Indet Indet Indet Indet Indet Indet
Indet Indet Indet Indet Indet Indet

Tabla S5. Las células de los LN submandibulares de los animales vacunados intranasalmente
con 10° UFP de BA71DCD2 no muestran ADN detectable a 21 post-vacunacién

Las células fueron estimuladas con BA71DCD?2 (positive control) o con madio control previamente
ala extraccion del ADN y la deteccidon mediante qPCR del VPPA. Resultados muestran las CGE/ml
Las muestras martcadas con asterisco se utilizaron para los andlisis de scRNA-seq. Indet:
Indetectable.

Grupo CGE/10% células
Medio control Estimulado
Indet 2,15E+05
Indet 1,48E+05
Control * Indet 1,22E+05
Indet 1,80E+05
Indet 3,31E+05
Indet 2,73E+05
6,69E+01 9,08E+04
* Indet 1,10E+05
3,05E+02 2,24E+05
B?gg 3511) 2 Indet 4,07E+05
Indet 2,49E+05
Indet 2,95E+05
Indet 1,79E+05
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Tabla S6. Analisis estadistico de los resultados de test exacto de Fisher comparando las
proporciones de grupos celulares entre muestras.

Grupos celulares pval Significancia
CélulasB_Apop 0.74 ns
Células_Apop_ <0.00001 e
CélulasT_Apop 0.33 ns
CélulasB_1 <0.00001 Hx
CélulasB_2 <0.00001 o
CélulasB_3 0.0001 e
CélulasT_CD4_1 <0.00001 Hx
CélulasT_CD4_2 <0.00001 o
CélulasT_CD4_3 0.005 *
CélulasT_CD4CD8 <0.00001 e
CélulasT_CD8 0 o
cCD_1 0.2959 ns
cCD_2 0.3391 ns
CTLs <0.00001 e
CélulasB_GC 0.019 *
CélulasT_gd 0.0003 rx
Macrofagos 0.0889 ns
NK 0.9341 ns
Células_plasmaticas <0.00001 e
Plasmablastos <0.00001 e
CélulasT_proliferando 0.5927 ns
CTLs_proliferando <0.00001 il
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