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Resumen

La Fiebre Aftosa es una enfermedad vesicular aguda de rapida propagacion y
amplio rango de huéspedes. El agente etiologico es el virus de la fiebre aftosa (VFA),
un virus no envuelto con genoma ARN de simple cadena y polaridad positiva,
perteneciente a la familia Picornaviridae. El genoma del VFA codifica para una
poliproteina que es escindida por proteasas virales para generar 4 proteinas capsidales y
8 no capsidales (PNC). Se ha reportado que la proteina NC 3A juega un papel relevante
en la sintesis del ARN, en el anclaje a membranas intracelulares del complejo
replicativo, asi como en la virulencia y rango de huésped del VFA. El proposito de este
trabajo fue estudiar el rol de la region N-terminal y la propuesta como transmembrana
de la proteina NC 3A en la replicacion del ARN y en su ubicacion intracelular.

La metodologia utilizada fue la evaluacion de mutantes puntuales y de delecion
realizadas sobre un replicon del VFA (pRep), basado en la cepa O1/Campos, transcripto
desde el promotor de la polimerasa del fago T7 (T7pol). Este replicon codifica la region
completa de proteinas NC, y los extremos no traducibles, pero las proteinas capsidales
fueron reemplazadas por el gen reportero de la Luciferasa de Luciérnaga.

Se realizaron deleciones sobre pRep en la region N-terminal de 3A (pRepA6-11,
pRepA6-17 y pRepA6-23) y posteriormente mutaciones puntuales (pQ18A/H19A/E20A
y pE20A). Por otra parte, se mut6 la zona predicha como transmembrana (aa 57-76),
reemplazdndola por una secuencia de 8 alaninas (pRepATM). La evaluacion de
replicacion/transcripcion se realizd por medicion de luminiscencia, luego de
transfeccion de células BHK-21 con los plasmidos mutantes o controles, junto con los
plasmidos que expresan T7pol y Luciferasa Renilla, este Gltimo para normalizar la
medicion. Las mutantes pRepA6-23, pQI18A/H19A/E20A, pE20A y pRepATM
presentaron una marcada disminucion de actividad Luciferasa con respecto a pRep con
3A wt.

La ubicacion intracelular se evalué mediante Inmunofluorescencia Indirecta, por
microscopia de fluorescencia y confocal, utilizando el anticuerpo monoclonal 3H7 y un
anticuerpo comercial contra la etiqueta Flag. Se construyeron plasmidos de expresion
de 3Awt (p3AF) y de las mutantes analizadas anteriormente, unidas a la etiqueta Flag
(pA6-11F, pA6-17F, pA6-23F y pATMF). Con la mutante pATMF, se demostr6 que la
secuencia comprendida entre los aa 56 y 76 de la proteina 3A del VFA, estaria
involucrada en la asociacion a membranas citoplasmaticas, ya que luego de su delecion

la proteina se localiza en el nucleo celular.
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Se concluye que la region comprendida entre los aa 18 a 23 de la proteina 3A, en
especial el acido glutdmico en la posicion 20, serian criticos para la replicacion viral,
mientras que los aa 56 a 76 estan involucrados en la ubicacion subcelular de la misma.

Complementariamente, se mape6 el anticuerpo monoclonal 3H7 y se encontrd
que su epitope se ubica en la zona N-terminal de 3A y se desarrolld un ensayo de
ELISA indirecto utilizando la proteina 3A unida a un péptido carrier (3AGFP-ELISA)
para screening de circulacion viral en bovinos.

El 3AGFP-ELISA resulto rapido y especifico, en la distincion de sueros de
animales vacunados, de sueros de animales infectados o convalecientes. Se evalud su
performance en comparacion con el ensayo 3ABC-ELISA actualmente en uso,
(desarrollado también por nuestro Instituto), mediante el analisisde un grupo de 5 sueros
positivos de referencia fuertes y débiles (cercanos al valor de corte del ensayo) y
posteriormente el analisis de 363 sueros de animales vacunados/no infectados. Los
resultados obtenidos con ambos ELISAs 3AGFP y 3ABC mostraron una muy buena
correlacion, por lo que 3AGFP-ELISA, se podria proponer como una técnica simple y

rapida, para el screening inicial de sueros de campo.
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1. Introduccion

1.1. La Fiebre Aftosa

La Fiebre Aftosa (FA) es una enfermedad vesicular aguda altamente contagiosa,
de diseminacion muy rapida. Afecta a una amplia gama de animales ungulados de
pezuiia hendida; tanto domésticos (bovinos, porcinos y caprinos) (Pereira, 1981) como
salvajes, ya que existen mas de setenta especies dentro de las veinte familias de
mamiferos que han resultado susceptibles a la infeccion natural o experimental (Forman
y cols., 1974; Sobrino F., 2004).

Los primeros registros que existen de esta enfermedad datan del siglo XVI y
fueron realizados por el humanista italiano Girolamo Fracastoro, en Venecia en 1514
(Fracastoro, 1546). Tres siglos mas tarde la FA fue la primera enfermedad animal
asociada a un elemento filtrable (Loeffler, 1897), el que fue posteriormente denominado

Virus de la Fiebre Aftosa (VFA).

1.2. Importancia econémica.

La FA es una de las enfermedades animales que mas negativamente impactan la
economia a nivel mundial. Existen varias razones para ello, que se presentan tanto a
nivel local como nacional, y pueden ser consideradas como pérdidas directas o
indirectas. Las pérdidas directas se concentran en la reduccion en la produccion de carne
y pérdidas de hasta un 25% en la produccion lactea anual del ganado lechero. Se ha
reportado hasta un 20% de tiempo extra necesario para alcanzar la madurez en bovinos
y una reduccion del 20% en la produccioén anual de carne porcina. Los costos por el
descarte de animales improductivos, interrupcion de las actividades, necesidad en
algunos casos a recurrir a la importacién de animales o sus productos, pérdida de stock
genético e interrupcion de programas de mejoramiento genético también deben ser
contabilizados. Las pérdidas indirectas incluyen los costos del control y erradicacion de
la enfermedad, tales como la compensacion a los ganaderos, salarios a veterinarios y
personal operacional y de soporte, interrupcion de negocios en general, restricciones
que afectan al movimiento de personas y al turismo (Huang y cols., 2000; Correa Melo
y cols., 2002).

El costo de este impacto econdmico negativo, puede llegar a valores exorbitantes,

como ocurri6 luego del brote de FA serotipo O en Gran Bretadia en el afio 2001, que
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produjo pérdidas de mas de 6 mil millones de libras esterlinas (Thompson y cols.,
2002). Se han descripto graves consecuencias luego de la aparicion de esta enfermedad
en areas que eran libres (Cottam y cols., 2008; Li y cols., 2008), como el caso del brote
de serotipo O en Taiwan en el afio 1997, cuando se sacrificaron 4 millones de cerdos,
con un costo aproximado para su economia de 6 mil millones de dolares (Kitching,
1998). En nuestra region, la epidemia del virus tipo A en el afio 2001 fue devastadora
(Sutmoller y cols., 2003; Mattion y cols., 2004), y nuestro pais contabiliz6 pérdidas que,
solamente en concepto de interrupcion de exportaciones, alcanzé los 400 millones de

dolares (Amador, 2004).

1.3. Distribucion mundial.

La FA es una enfermedad conocida desde hace ya varios siglos, y posee una
distribucion practicamente mundial (Mahy, 2005), habiéndose registrado episodios de
FA en casi todas las regiones ganaderas del mundo.

Los estudios de epidemiologia molecular sugieren que Europa habria actuado
como el eje central de la enfermedad desde donde se extendid al resto del mundo,
produciéndose dos grandes radiaciones a finales del siglo XVII y principios del XVIII
que dieron lugar a las actuales cepas circulantes Euroasiaticas y Sudafricanas (Sobrino y
cols., 2001; Tully y Fares, 2008). La FA lleg6 a estar muy extendida en el pasado,
aunque en la actualidad, y tras la aplicacion de fuertes campanas de control, se ha
conseguido su erradicacion en diversas zonas del planeta, y hoy se considera que la
enfermedad solamente se mantiene endémica en la mayoria de los paises de Asia y
Africa. En América del Sur solamente son endémicos Surinam y Venezuela, aunque
existen zonas en la Amazonia, donde el estatus de la enfermedad no esta claramente
definido (Figura 1).

La proximidad geografica y la existencia de intercambios comerciales con paises
en los que la FA es endémica, impone un riesgo permanente de reintroduccion en los
paises libres. De hecho, en los ultimos afos se han registrado numerosos brotes en
paises que se consideraban libres de la enfermedad, como es el ya mencionado caso de
Taiwan (Dunn y Donaldson, 1997), en paises de Europa, como Grecia, Rusia, y los
Balcanes, (Valarcher y cols., 2008), en Japon (Sakamoto y Yoshida, 2002), en el Reino
Unido (Samuel y Knowles, 2001), en la Republica de Corea (Pacheco y cols., 2016) y
en regiones ya declaradas libres de América del Sur (Konig y cols., 2007; Mattion y

cols., 2004; Malirat y cols., 2007; Maradei y cols., 2013). La informacion detallada y
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actualizada sobre la situacion actual de la FA se registra periodicamente en la pagina

web de la Organizacion Mundial de Salud Animal (http://www.oie.int).

© OIE 2015

Paises Miembros/zonas reconocidos libres [l Suspensién del estatus libre Paises/zonas que no han sido reconocidos
de fiebre aftosa sin vacunacion con vacunacion por la OIE con libre de fiebre aftosa
Paises Miembros/zonas reconocidos libres

de fiebre aftosa con vacunacién

Figura 1. Mapa del estatus oficial de Fiebre Aftosa en los paises miembros de la Organizacion
Mundial de Salud Animal (OIE). Ultima Actualizacion: mayo de 2015

Los siete serotipos reconocidos del VFA no estan distribuidos uniformemente
alrededor del mundo: los serotipos SAT 1, 2 y 3 se han restringido casi exclusivamente
a la zona del Sub-Sahara en Africa; los serotipos O, A y C han tenido una mas amplia
distribucion en varias zonas de Europa, Africa, Asia y América del Sur, (normalmente
con una menor dispersion del serotipo C) y el serotipo Asia 1 normalmente sélo se

presenta en Asia (Knowles y Samuel, 2003).

1.4. Situacion en Argentina y en la region.

Por el suelo, clima, densidad ganadera, dindmica de movimientos y demas
propiedades de la estructura productiva, en la Argentina se pueden diferenciar varios
ecosistemas con relacion a la FA. El agrupamiento en dos grandes zonas sirvid de
fundamento para implementar la estrategia de control y aplicacion:

v" Una zona de produccién bovina de alta concentracion y movilidad, que
comprende el norte, centro y este del territorio (que respondia a la caracteristica de zona
endémica cuando se hallaba presente la enfermedad);

v Una zona al sur del Rio Negro, de muy baja produccion bovina, con un relieve
de meseta arida de grandes extensiones, con muy baja tasa de contacto, mas propicia a

la produccion ovina para lana, poca y dispersa poblacion humana, que fue caracterizada
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como Ecosistema Naturalmente Libre (SENASA 2016).

La Argentina fue declarada como libre sin vacunacion en el afio 2000 por la OIE,
pero la aparicion de brotes aislados posteriormente ese mismo afio de tipo O y A, y de la
gran epizootia con virus serotipo A en el ano 2001, que se difundié rapidamente a
Uruguay y en parte a Brasil, llevé a las autoridades del pais a restablecer la
obligatoriedad de vacunacion en la zona al norte del paralelo 42°, como medida
profiléctica para evitar nuevas re-introducciones (Mattion y cols., 2004; Konig y cols.,
2007). Lograda la eliminacion dela epidemia de virus A, en el afio 2002, el estatus de
libre con vacunacion fue otorgado por la OIE al territorio al norte del paralelo 42°, al
afo siguiente, y suspendido provisoriamente por un periodo de 11 meses, en ocasion del
episodio de serotipo O en el afio 2006. La zona al sur de este paralelo es reconocida por

la OIE como zona libre sin vacunacion.

Paraguay

Chile

Zonas reconocidas por la OIE
como libres de Fiebre Aftosa

I rona lire con vacunacidn Cordon F ronteriz

© Ionmliore convacunacion Centro More

I onaliore sin vacunacidn Yalles de Calinga e
Iona lEre sin vacisecn P atagonia Mote 4

I zonalire sin vacunscon Patagoria

o

"

Figura 2. Mapa del estatus sanitario actual. SENASA. Ultima Actualizacion junio de 2016.

En febrero de 2011 la OIE declara “Zona libre de FA que practica la vacunacion”
a la zona de alta vigilancia denominada Cordén Fronterizo como reconocimiento del

estatus mantenido en esa zona por las medidas aplicadas desde su creacion, y la
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vigilancia llevada a cabo anualmente que permite concluir que no hay circulacion viral.
También se reconoce el estatus de “Zona libre de FA sin vacunacion” a la pequefia zona
de altos valles andinos, denominada Valles de Calingasta, de la provincia San Juan. En
mayo de 2014, la asamblea 82° de la OIE otorga la condicion de “Zona libre de FA sin
vacunacion” al area comprendida entre los rios Colorado y Negro, zona denominada
Patagonia Norte A. El estatus sanitario de las 5 zonas (Figura 2) se ratifica todos los
afios por la OIE (OIE, 2016). Esta ratificacion se fundamenta en los resultados de la
vigilancia epidemioldgica, que con la aplicacion de muestreos seroldgicos y atencion de
denuncias y sospechas demuestra que se mantiene la condicion sanitaria de libre de FA

en las distintas zonas del pais (SENASA, 2016).

1.5. El Virus de la Fiebre Aftosa.

El VFA es el agente causal de la FA, pertenece a la familia Picornaviridae,
género Aphtovirus (Fenner, 1976).

La familia Picornaviridae abarca los virus de ARN pequefios y comprende
familias muy importantes de patogenos humanos y del ganado. Est4 dividida en cinco
géneros: Enterovirus, Cardiovirus, Rhinovirus, Hepatovirus y Aphtovirus (Cooper,
1978)

El VFA constituye la especie tipo del género Aphthovirus (Fauquet C., 2005),
dentro del cual también se describen el Virus de la Rinitis Equina-A (VRE-A) (Li y
cols., 1996) y el Virus de la Rinitis Bovina-2 (VRB-2), (Hollister y cols., 2008).

El VFA es un virus de genoma ARN de cadena simple y polaridad positiva. El
virién intacto presenta un peso molecular de 8,4 x 10° Da (Strohmaier y Adam, 1976), y
un coeficiente de sedimentacion de 140S y su densidad en cloruro de Cesio es de (1,43-
1,45 g/cm3). Las céapsides del VFA son extremadamente sensibles a las altas
temperaturas y, a diferencia de lo que ocurre con otros picornavirus, también al pH

acido (Brown, 1972).

1.5.1.  Estructura de la cdpside.

El VFA, como todos los picornavirus, carece de envoltura lipidica. La particula
viral estd compuesta por acido ribonucleico (ARN) en un 30% y por proteina en un 70%
(Burness y cols., 1973; Drzeniek y Bilello, 1974). Su capside, de simetria icosaédrica

5:3:2 y de 27 a 28 nm de didmetro en la particula seca (Acharya y cols., 1989), esta
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compuesta por 60 copias de cada una de las cuatro proteinas capsidales: VP1, VP2, VP3
y VP4.

Las proteinas VP1, VP2 y VP3, con un peso molecular entre 27 y 30 kDa,
comparten una estructura terciaria similar en forma de barril , compuesta por ocho
cadenas P antiparalelas conectadas entre si por “/oops” de longitud variable (Hogle y
cols., 1985). La proteina VP4, formada por 85 residuos y de 10 kDa aproximadamente,
adopta una estructura extendida en la superficie interior de la capside (Boothroyd y
cols., 1982; Curry y cols., 1996) y se encuentra unida covalentemente a un residuo de
acido miristico en su extremo N-terminal (Belsham, 1992). En su interior, la capside
aloja dos copias de la polimerasa viral (denominada 3D) de 52 kDa (Newman y cols.,

1994), y una copia del genoma viral.

Figura 3. Diagrama esquematico de la capside del VFA. La capside consiste en un arreglo
icosaédrico densamente empaquetado de 60 protomeros. Cada uno consiste en 4 polipéptidos, VP1,
VP2, VP3 y VP4 (A y B). VP4 se localiza en el lado interno de la capside (A). Cinco protomeros se
unen para formar un pentamero (B y C) y doce pentameros constituyen la capside completa. (De:
http://viralzone.expasy.org/)

Una molécula de cada una de las proteinas de la capside, VP1, VP3 y el precursor
VPO (VP4+VP2) constituyen un protomero, que presenta un coeficiente de
sedimentacion de 5S. Cinco protdmeros se asocian formando un pentamero, de
coeficiente de sedimentacion 125, y doce pentameros se unen para formar la capside, de
coeficiente de sedimentacion 140S (Figura 3). La encapsidacion del ARN ocurre tras el
ensamblaje de los protdmeros en pentameros, y de los pentdmeros entre si. La
incorporaciéon del genoma de ARN desencadena un clivaje autoproteolitico en el
precursor VPO, generando VP4 y VP2 maduras (Knipe y cols., 1997), lo cual es
imprescindible para que ocurra la infeccion (Curry y cols., 1997). También es posible
detectar particulas que presentan un coeficiente de sedimentacion de 758, las cuales se
reconocen como capsides vacias, y son productos naturalmente defectivos que

contienen moléculas de VP1, VP3 y el precursor VPO, pero no contienen ARN viral.
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1.5.2. Organizacion genomica.

Dentro de la estructura formada por la capside se encuentra el genoma viral, una
molécula de ARN de cadena simple y polaridad positiva, de aproximadamente 8,4 Kb
(Bachrach, 1977), con un peso molecular de 2700 kDa y un coeficiente de
sedimentacion de 35S (La Torre y cols., 1980). El genoma viral estd flanqueado en
ambos extremos por regiones no codificantes (5’ y 3 UTR, por Untranslated Regions),
que incluyen elementos reguladores con complejas estructuras secundarias y terciarias
(Carrillo y cols., 2005; Flint, 2009). Entre estas dos regiones se localiza la region
codificante, con un unico marco de lectura abierto (ORF). En el extremo 3" se observa
un tracto poliadenilico o poli(A) (Chatterjee y cols., 1976; Sangar y cols., 1977), que
puede variar en longitud entre 20 y 200 bases (Porter y cols., 1978). El extremo 5’ se
encuentra covalentemente unido a una proteina viral, VPg (virion protein genome), la
cual juega un rol importante en la iniciacion de la sintesis del ARN viral, codificada por
gen 3B (Paul y cols., 1998; Ferrer-Orta y cols., 2006a). En la region 5’UTR se localiza
un tracto policitidilico, o poli(C), (Rowlands y cols., 1978). La region codificante da
origen a una Unica poliproteina que, tras ser traducida, es procesada por las proteasas
virales dando lugar a las distintas proteinas capsidales: VP4, VP2, VPO, y no capsidales
(PNC): L, 2A, 2B, 3A, 3B, 3C y 3D (Palmenberg,1990) (Figura 4).

5UTR L P1 P2 P3 IUTR

e
IRES | ' ' I
AUG 2A 3BBB

s i} 1

o L SL1SL2

?T YT;T‘ L ‘g‘vpz‘vps‘ VP1 HZB ‘ 2C ‘3AHH 3c ‘ 3D
VPg #-C =5% 4
RNA pseudo-knols
Proteinas

Figura 4. Organizacién genéomica del VFA y procesamiento proteolitico de la poliproteina viral.
Parte superior del esquema: organizacion genomica de la molécula de ARN del VFA. Parte inferior del
esquema: procesamiento proteolitico de la poliproteina para dar lugar a los diferentes precursores y
proteinas maduras. Se indica también el sitio de autoprocesamiento de 2A. (De: Ryan, 2004).
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A continuacion se describen en detalle la composicion y estructura de las regiones

no codificantes y de la regioén que codifica para la poliproteina viral.

1.5.2.1. Regiones no codificantes (UTRs).

La region 5 UTR de aproximadamente 1300 nt de longitud, juega un importante
rol en la replicacion del VFA, habiéndose identificado dentro de ella los siguientes
elementos (Figura 4): fragmento S, tracto poli(C), pseudonudos, un elemento replicativo
que actua en cis (cre) y el sitio de entrada interna del ribosoma (IRES).

El fragmento S estd implicado en interacciones con factores celulares y en
interacciones ARN/ARN con el extremo 3’ (Serrano y cols., 2006) y se postula que
podria ejercer un papel en la regulacion entre traduccion y replicacion (Escarmis y cols.,
1992; Witwer y cols., 2001).

El tracto de poli(C) es una region de longitud variable (150-200 nt) (Costa Giomi
y cols., 1984). Experimentos de ingenieria genética, demostraron que cierto umbral de
poli(C) es requerido para recuperar virus vivo, aunque no se ha mostrado evidencia de
que la longitud del tracto poli(C) esté directamente asociado con la virulencia (Zibert y
cols., 1990).

Adyacentes al poli(C) se localizan de 2 a 4 estructuras terciarias repetidas
denominadas pseudonudos (pseudoknots, PKs) (Escarmis y cols.,, 1995), cuya
funcionalidad se desconoce.

El elemento "cre” (cis-acting replication element), se trata de una estructura
altamente estable tipo stem-loop. Este elemento es necesario para la replicacion del
ARN de los picornavirus (Mason y cols., 2002), donde el loop del "cre”, a través de un
motivo altamente conservado en todos los picornavirus (AAACA), actua de molde para
la uridilacién de la proteina VPg (3B) y es denominado bus (Mason y cols., 2002;
Mason y cols., 2003; Nayak y cols., 2006). A su vez, el producto VPg uridilado (VPgpU
o VPgpUpU) sirve de molde para la sintesis de la hebra negativa de ARN, esencial para
la replicacion (Paul y cols., 2003). Las estructuras virales bus mas conocidas- se
encuentran en las regiones codificantes, excepto en el VFA que posee la estructura bus
en la region el 5’"UTR (Mason y cols., 2003).

La ultima porcion del 5S'UTR, es el sitio de entrada interna del ribosoma (IRES),
un elemento IRES tipo II (Garcia-Nuiiez y cols., 2014), de 450 nt, una region altamente
estructurada que media la sintesis de proteinas virales de manera cap-independiente

(Kuhn y cols., 1990; Martinez-Salas y cols., 2002; Pelletier y Sonenberg, 1989;
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Belsham y Brangwyn, 1990). El IRES del VFA posee 5 dominios y forma multiples
estructuras tipo stem-loops. Ademads, presenta un alto grado de conservacion
filogenética y se han identificado algunos motivos que son esenciales para mantener su
actividad, asi como para la interaccion con algunas proteinas celulares (PTB, PCBP-2,
ITAF45, elF4G, elF3 y elF4B), (Martinez-Salas y cols., 2008).

En el extremo 3’del ARN se localiza la otra region no codificante (3"'UTR) la cual
se encuentra a continuacion del codon de terminacion de la poliproteina y consiste en
dos componentes: una secuencia estructurada de 90 nt, plegada en dos stem-loops (SLs),
(Mason y cols., 2003), y un tracto de poli(A) de longitud variable (Chatterjee y cols.,
1976, Sangar y cols., 1977; Serrano y cols., 2006). Ambos elementos estan involucrados
en la replicacion y la virulencia (Garcia-Nufiez y cols., 2014). La estructura 3'UTR se
une directamente con el fragmento S y el IRES en dos posiciones distintas, a través de
patrones de contacto especificos ARN-ARN (Serrano y cols., 2006). El poli(A)
interviene en el inicio de la sintesis de ARN de polaridad negativa, a través de los
residuos de adenilato terminales que actuian como molde con el que se aparea el
iniciador VpgpUpU; su eliminacion afecta la infectividad del ARN viral (Saiz y cols.,
2001). Asimismo interviene, a través de proteinas asociadas, en la circularizacion del
genoma necesaria para que tenga lugar la replicacion (Barton y cols., 2001; Herold y

Andino, 2001).

1.5.2.2. Region codificante.

Constituye la mayor parte del genoma viral, con aproximadamente 7000 nt de
longitud, y da origen a una tnica poliproteina de alrededor de 2330 aminoacidos, cuya
traduccion puede comenzar en dos codones AUG funcionales, separados entre si por 84
nt (Beck y cols., 1983; Forss y cols., 1984). A medida que la traduccion progresa, la
poliproteina es procesada por proteasas virales, dando origen a 4 precursores L, P1, P2 y
P3, que finalmente y tras el procesamiento completo (Figura 4) van a dar a lugar a 15
proteinas virales maduras (Palmenberg, 1990).

Las regiones L, P2 y P3 codifican precursores y PNC, mientras que la region P1
codifica las proteinas capsidales del virion:

Lpro: esta region codifica a la proteasa leader (L), la cual presenta dos formas
alternativas, Lab o Lb, dependiendo del codon de iniciacion utilizado (AUGI o AUG2,
respectivamente), (Beck y cols., 1983; Forss y cols., 1984). La proteasa L pertenece al

grupo de la papaina (Guarne y cols., 1998) y se encuentra presente unicamente en los
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géneros Aphthovirus y Erbovirus. La proteina L es un importante determinante de
virulencia, no es requerida para la replicacion viral, pero es indispensable para la
patogénesis del virus (Gao y cols., 2016). Cataliza su propia escision del resto de la
poliproteina viral P1-P2-P3 e inicia la protedlisis del factor de iniciacion de la
traduccion elF4G (Figura 5), dependiente de cap (Strebel y Beck, 1986; Medina y cols.,
1993; Steinberger y Skern, 2014). L también, bloquea directa e indirectamente la
actividad de interferon tipo I y III (IFN), incluyendo sus ARNm y proteinas, por
inhibicion del factor regulatorio central rio arriba (IRF-3/7), (Wang y cols., 2011). Su
inhibicion suprime la expresion de IFN-I, citoquinas rio abajo, incluyendo IFNa/p y
CCL5 (Wang y cols., 2010; Wang y cols., 2011). Recientemente, se hall6 que Lb, es
una nueva enzima viral de ubiquitinacién o deubiquitinacion, que constituyen una clase
importante de patrones de regulacion y estan involucrados en muchas sefiales de
cascada criticas, incluyendo sefializacion de IFN tipo I inducida por virus (Wang y cols.,

2011).

J Lb#™ dependent elF4G cleavage ¥

inhibition of cap-dependent translatien initiation IRES-dependent translation initiation

Figura 5. Efecto del clivaje de elF4G. El clivaje de eIF4G por la proteasa L provoca que el ARNm
capeado no pueda ser conectado por la subunidad 40S del ribosoma y no puede ser traducido. En
contraste, el ARN viral puede unirse al fragmento C-terminal del e[F4G y asi a la subunidad 40S via
elF3 (Steinberger y Skern, 2014).

Region P1: La region P1, codifica para las cuatro proteinas capsidales cuyos
genes se denominan: 1A (VP4), 1B (VP2), 1C (VP3) y 1D (VPI1). Las proteinas
capsidales VPO (precursor de VP4 y VP2), VP3 y VPI integraran la cépside viral
(Racaniello, 2007).
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Region P2: Esta region codifica para tres PNC maduras, llamadas, 2A, 2B y 2C,
involucradas en la replicacion. El procesamiento de la proteina 2A ocurre junto con el
precursor P1-2A.

La proteina 2A, un péptido de solo 18 aa de longitud (mas corta que la de otros
miembros del género Picornavirus), se consideraba una proteasa, pero ahora se sabe que
es responsable de liberar el precursor P1-2A de 2BC-P3 mediante un mecanismo de
modificacion de la maquinaria traduccion (de Felipe y cols., 2003; Ryan, 2004).

La proteina 2B en picornaviruses una viroporina, una clase de proteinas
transmembranas hidrofobicas de bajo peso molecular, codificadas por virus animales de
amplio rango de huésped. El dominio hidrofébico transmembrana interactua con la
bicapa fosfolipidica para inducir dispersion incrementando la permeabilidad de
membrana y promoviendo la liberacion de particulas virales. Las viroporinas son
cruciales para la patogenicidad (Ao y cols., 2014; Nieva y cols., 2012). El conocimiento
sobre la proteina 2B del VFA es limitado, es un péptido de 154 aa, de longitud,
levemente mas larga que otras viroporinas y contiene dos dominios predictos como
transmembranas. Topoldgicamente es localizada en el RE, y es similar a viroporinas de
clase IIB (Ao y cols., 2015). La proteina 2B del VFA induce dafio en la integridad de la
membrana de la célula huésped y causa anormalidades de iones Ca+2, activando la
autofagia (Ao y cols., 2015). Se ha reportado que 2B funciona sinérgicamente con otras
proteinas virales. Por ejemplo, ha sido asociada en VFA al bloqueo de secrecion de
proteinas cuando se co-expresa con 2C (Moffat y cols., 2007) pero no por si sola (de
Jong y cols., 2008). Las viroporinas participan en multiples estados del ciclo viral, tales
como la entrada y la replicacion del genoma (Gao y cols., 2016).

La proteina 2C (318 aa) es una de las moléculas mas conservadas del VFA, y
contiene una hélice anfipatica tedrica en su region N-terminal (Teterina y cols., 2006).
Es responsable de funciones bioldgicas ligadas a blancos en membranas, aunque las
investigaciones en 2C del VFA son limitadas. Se especula que 2C es un importante
regulador, interactuando con multiples sefiales celulares durante la infeccion del VFA,
incluyendo apoptosis (recluta Nmi), (Zheng y cols., 2014), respuesta inmune (IFP35),
(Zheng y cols., 2014) y autofagia (Beclinl), (O'Donnell y cols., 2011). 2C recluta a las
proteinas Nmi (STAT interacting) y IFP35 (proteina inductora de INF de 35kDa) dentro
de estructuras membranosas intracelulares, cambiando su distribucién subcelular,
formando el complejo 2C-Nmi-IFP35. También 2C esta involucrada en la autofagia, y

en el aumento de la replicacion viral (O'Donnell y cols., 2011).
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Region P3: La region P3 codifica las PNC 3A, tres copias distintas de 3B (VPg),
la proteasa 3C, y la polimerasa viral (3D), que es una ARN polimerasa dependiente de
ARN.

La proteina 3A del VFA, tiene 153 aa y es mas larga que en otros picornavirus
(Mason y cols., 2003). Posee un dominio hidrofilico y un dominio hidrofébico, es capaz
de unirse a membranas y posee regiones altamente conservadas en todas las cepas del
VFA (Knowles y cols., 2001). En contraste, muchas mutaciones y deleciones ocurren en
el dominio C-terminal. La proteina 3A participa en la sintesis del ARN viral (Gromeier
y cols., 1999; Takeda y cols., 1986), y en el anclaje a membranas, (Xiang y cols., 1998),
inhibe la secrecion de proteinas celulares (Doedens y Kirkegaard, 1995) y estd
implicada en replicacion del ARN viral (Takeda y cols., 1986; Gromeier y cols., 1999).

En el genoma del VFA existen tres copias no idénticas en tandem del gen 3B
(3B, 3B,y 3B3), que codifican para la proteina VPg (23-24 aa), (Pacheco y cols., 2003).
Vpg es uridilada y se une covalentemente al extremo 5' del ARN genomico del virus, y
estd implicada en la iniciacion de la sintesis del ARN y probablemente también en la
encapsidacion (Rowlands, 1999). Se ha demostrado que virus con alguna copia de 3B
deletada tienen afectada la capacidad de sintetizar ARN cuando se multiplican en
cultivo celular, siendo 3B3 la que mas afecta la replicacion (Falk y cols., 1992; Nayak, y
cols., 2005), sugiriendo que hay una fuerte presion selectiva hacia mantener esta
redundancia (Pacheco y cols., 2003). La uridilacién de VPg en picornavirus es necesaria
para iniciar la sintesis del ARN viral (Gerber y cols., 2001; Paul y cols., 2000). El
proceso de uridilacion en aftovirus es estrictamente dependiente de la presencia del
precursor viral 3CD, del cre y de 3D, e independiente del tracto de poli(A), (Nayak y
cols., 2005; Nayak y cols., 2006).

La proteasa 3C es una serina proteasa de la familia de la tripsina (Gorbalenya y
Koonin, 1989), produce la ruptura primaria de la uniéon entre 2C y 3A en las etapas
iniciales de la traduccién y posteriormente realiza la proteodlisis de los distintos
precursores proteicos virales que dan lugar a las proteinas de la capside (excepto la
ruptura entre VP4 y VP2 que tiene lugar en la etapa de encapsidacion del ARN), y a las
diferentes PNCs. Esta proteina es la principal proteasa viral (Argos y cols., 1984; Bazan
y Fletterick, 1988) pero también es la responsable de la proteolisis de algunas proteinas
celulares, como la histona H3 (Falk y cols., 1990) o los factores del inicio de la

traduccion elF4A y elF4GI (Belsham y cols., 2000).
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La ARN polimerasa 3D (3Dpol) sintetiza tanto la hebra positiva como negativa
del genoma y juega un rol importante, no solo en el ciclo de vida de virus ARN, sino
también en su potencial adaptativo (Ferrer-Orta y cols., 2015). Estd altamente
conservada entre los diferentes serotipos y subtipos del VFA (George y cols., 2001).
Los picornavirus usan un precursor 3CD como un intermediario funcional en la
replicacion viral, aunque contiene un componte 3C activo, 3Dpol permanece inactiva
hasta que el procesamiento proteico es completo (Ferrer-Orta y cols., 2006b). La
replicacién en picornavirus es iniciada de manera primer dependiente. La proteina
primer VPg provee el hidroxilo nucleéfilo y forma un complejo con 3Dpol o 3CD
(complejo de uridilizacion). Diferentes sitios de unién a Vpg fueron encontrados en
diferentes familias virales (Ferrer-Orta y cols., 2015). En el VFA, Vpg se une al sitio
activo de la 3Dpol donde se cataliza la reaccion de uridilizacion para dar comienzo a la
sintesis del ARN (Ferrer-Orta y cols., 2006a; Nayak y cols., 2005). La estructura
tridimensional de la 3D del VFA ha sido experimentalmente determinada (Ferrer-Orta y
cols., 2004), el sitio activo se observo mediante estructuras cristalinas de los complejos
3D-VPg y diferentes estados de la incorporacion de nucledtidos durante la elongacion

(Ferrer-Orta y cols., 2009).

1.5.3.  Ciclo de replicacion.

En la Figura 6 se esquematiza el ciclo de replicacion de los picornavirus, que se

explicard en los proximos items.

1.5.3.1. Adsorcion

El reconocimiento de las células blanco por el VFA ocurre a través del triplete de
aminoacidos RGD (Arg-Gly-Asp), ubicado en el loop GH de la proteina VP1, que se
une a una serie de integrinas, como avfl, avB3, avB6 y avp8, que actian como
receptores celulares (Jackson y cols., 2004; Jackson y cols., 2000; Jackson y cols.,2002;
Baranowski y cols., 2003; Burman y cols., 2006). Se estima que la integrina avp6 seria
la mas importante como receptor (Dicara y cols., 2008), y se expresa en bovinos y
ovinos en cé¢lulas epiteliales susceptibles a la infeccion por VFA (Brown y cols., 2006;
Monaghan y cols., 2005).

Se han descripto otros receptores, como heparan sulfato (Baranowski y cols.,

2000; Jackson y cols., 1996), asi como también variantes virales capaces de utilizar
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como receptor moléculas diferentes de heparan sulfato o integrinas (Baranowski y cols.,

1998; Sa-Carvalho y cols., 1997), (Figura 6).
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1.5.3.2. Penetracion y desnudamiento

Tras su unidn a integrinas, el virion es introducido en la célula mediante un
mecanismo dependiente de clatrina (Berryman y cols., 2005; Martin-Acebes y cols.,
2009), en un compartimento endosomal acido. Aqui se produce el desensamblado de la
capside en pentameros, liberando VP4 (Vasquez y cols., 1979), por la accion de fuerzas
electrostaticas que generan la protonacion de residuos de histidina en la proteina VP3.
La repulsion generada entre los pentdmeros ayuda a su disociacion, con la consiguiente
liberacion del ARN viralen el citosol (Ellard y cols., 1999). Este proceso parece estar
inducido por acidificacion en los endosomas (Carrillo y cols., 1984; Baxt 1987). La
sensibilidad del virion de VFA a condiciones &cidas podria ser producto de una

seleccion evolutiva para permitir la disociacion de la capside y la liberacion del ARN
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genomico durante estas etapas iniciales de la infeccién (van Vlijmen y cols., 1998)

(Figura 6).

1.5.3.3. Sintesis y procesamiento de proteinas virales.

El ARN se libera al citoplasma, unido covalentemente a la proteina VPg (Curry y
cols., 1995; Ellard y cols., 1999), la cual es rapidamente removida en la célula infectada
y se considera que no participa en la iniciacion de la traduccién (Lin y cols., 2009).

El ARN genomico de los virus de la familia Picornaviridae es infeccioso
(Belsham y Bostock, 1988), por lo que no requiere de las proteinas virales para iniciar el
ciclo replicativo, que ocurre a nivel citoplasmatico (Figura 6).La traduccién del genoma
del VFA es independiente de la estructura cap (7-metil-G) y se realiza a partir del sitio
IRES que es capaz de unirse al ribosoma (Belsham, 1992). Requiere de todos los
factores celulares para iniciacion de la transcripcion, excepto del eIF4E, el cual es una
proteina de union a cap (Belsham, 2005; Sonenberg y Hinnebusch, 2009), (Figura 5). El
clivaje del elF4G por Lpro, remueve la porcion N-terminal del mismo, la cual contiene
el sitio de unidén para elF4E, afectando la sintesis de proteinas cap dependientes,
mientras que la porcion C-terminal del factor elF4G es suficiente para la actividad IRES
dependiente (Steinberger y Skern, 2014). Esto contribuye a una reduccion drastica de la
sintesis de proteinas celulares (shut-off) en las células infectadas (Devaney y cols.,
1988; Medina y cols., 1993; Steinberger y Skern, 2014). Adicionalmente, otras
proteinas celulares estan involucradas en la expresion (estimulacidn o represion),
llamadas factores de transactivacion IRES ("IRES-transacting factors"- ITAF), los que
incluyen PTB, PCBP2, factor de splicing SR (SRp20), FBP2 y Gemin5, entre otros
(Lozano y Martinez-Salas, 2015).

El auto clivaje de L, libera el extremo N-terminal del precursor P1-2A, cuyo
extremo C-terminal se produce por auto catalisis de la proteina 2A. Mas tarde la accion
de 3C o 3CD sobre este precursor escinde la proteina 2A de P1 para dar lugar a las
proteinas capsidales (Racaniello, 2007).

La proteasa viral 3C es la encargada de procesar el precursor 2BC para dar lugar a
las proteinas 2B y 2Cy del precursor P3, liberando las proteinas 3A, 3B (VPg), 3D y su
autocatalisis (Porter, 1993), (Figura 7).
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Figura 7. Representacion esquematica de la accion de las proteasas en el procesamiento de la
poliproteina del VFA. Se producen tres procesamientos en cis a medida que se sintetiza la
poliproteina. La separacion entre L y P1-2A se produce por el corte de L sobre si misma (flecha roja).
El corte entre P1- 2A y 2BC se produce por autocatalisis de 2A (flecha azul). El corte entre 2BC y P3
lo realiza 3C, que posteriormente ejecuta las escisiones de las demas proteinas maduras a partir de sus
precursores (flechas verdes). (De: Ryan, 2004).

Las proteasas virales clivan ademas otras proteinas de la célula infectada que
participan en procesos necesarios para la viabilidad celular, como factores de
transcripcion (elF4G), histonas (H3), proteinas implicadas en el trafico de membranas,
reguladores del ciclo celular (ciclina A y ciclina B2) y que participan en la respuesta
innata, entre otros (Ryan, 2004; de Los Santos y cols., 2007; Steinberger y Skern,
2014).

Estas reorganizaciones incluyen la proliferacion de vesiculas citoplasmaticas, las
cuales, podrian provenir del RE y/o complejo de Golgi. Estudios recientes proponen la
induccion de autofagosomas muy tempranamente en la infeccion viral, formando las
vesiculas de replicacion (Knox y cols., 2005; Monaghan y cols., 2004; Berryman y

cols., 2012).

1.5.3.4. Replicacion del ARN genomico

La informacion relativa al mecanismo de replicacion del ARN del VFA es escasa,
y en general se infiere de lo que se conoce sobre poliovirus (PV). El ARN se copia por
la accion de 3Dpol (Polatnick and Arlinghaus 1967; Martinez-Salas y cols., 1985;
Ferrer-Orta y cols., 2004; Ferrer-Orta y cols., 2006a), la que presenta baja fidelidad

debido a la ausencia de actividad correctora (o proofreading), que explica la gran
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variabilidad genética observada en el VFA (Domingo y cols., 2002; Haydon y cols.,
2001). La proteina 3Dpol sintetiza tanto la cadena positiva como la negativa del ARN
viral y cataliza también la uridilacion del péptido Vpg, para que éste actie como
iniciador de la sintesis de ARN de polaridad positiva. La replicaciéon del genoma en
picornavirus estd asociada a la cara citoplasmatica de la membrana del RE del aparato
de Golgi (Barco y Carrasco 1995; Teterina y cols., 1997; Bolten y cols., 1998).

El precursor 3AB actuta en el reclutamiento de 3Dpol y del precursor 3CD hacia la
membrana (Paul, 2002). Este ultimo facilitaria la union de 3Dpol al ARN viral a través
de distintos dominios de la proteina 3C (Harris y cols., 1994). La proteina 3A también
participa en la sintesis del ARN viral (Gromeier y cols., 1999; Takeda y cols., 1986), y
en el anclaje a membranas, (Xiang y cols., 1998). El modelo propuesto para representar
el proceso supone un tapiz de moléculas de polimerasa 3Dpol recubriendo la membrana
externa del RE, formando una malla catalitica (Lyle y cols., 2002). La mayoria de las
PNC y el ARN también participarian de esta estructura, llamada “complejo de
replicacion” (Parsley y cols., 1997; Echeverri y Dasgupta, 1995; Paul y cols., 1994), que
localiza en la misma estructura celular a todos los componentes necesarios para la
replicacion del ARN viral (Bienz y cols., 1992).

El mecanismo de uridilacién difiere en funcion de la polaridad del ARN a
sintetizar. Para la sintesis de ARN negativo la uridilacion seria mediada por el poli(A)
(Murray yBarton, 2003; Paul y cols., 2003), mientras que la uridilacién que utiliza como
molde la estructura del cre, solo seria necesaria en la sintesis de ARN positivo (Murray
y Barton, 2003). Sin embargo, otros autores han relacionado la uridilaciéon de Vpg
mediada por cre a la sintesis de ARN de ambas polaridades (van Ooij y cols., 2006). El
proceso de uridilacion es estimulado por el precursor 3CD (Paul y cols., 2000; Paul y
cols., 2003). Debido a este mecanismo, en el interior de la célula infectada se acumula
mayor cantidad de moléculas de ARN positivas que de ARN negativas. Para que
comience la sintesis de la cadena negativa de ARN es necesario que cese la traduccion

de la molécula de ARN (Gamarnik y Andino, 1998), (Figura 6).

1.5.3.5. Encapsidacion y maduracion.

El ciclo de replicacion finaliza con los procesos de encapsidacion de la molécula
de ARN gendmico y de la maduracion de la capside, mediante el clivaje del precursor
VPO, dando lugar a las proteinas VP4 y VP2. Se ha postulado, para PV, que tnicamente

las moléculas de ARN positivo que poseen una sefial de empaquetamiento en cis y se
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encuentran unidas a la proteina VPg son encapsidadas (Nomoto y cols., 1977; Novak y
Kirkegaard, 1991).

Los diferentes modelos que se postulan para explicar el ensamblaje de los nuevos
viriones, ya fuera por formacion de cépsides vacias donde luego entraria el ARN, o por
estructuracion de los pentdmeros con el ARN para formar el pro-virion (revisado en
Grubman y Baxt, 2004), coinciden en apuntar la necesidad de la maduracion de VPO en
VP4 y VP2, una vez ensamblada la capside (Arnold y cols., 1987; Knipe y cols., 1997).
El clivaje de VPO es autocatalitico y es esencial para la formacion de virus infectivo;
cuando ese proceso de maduracion no se completa, no se realiza la liberacion del ARN
al citoplasma celular (Knipe y cols., 1997).

Otra modificacion descrita es la miristilacion del extremo amino del precursor
VPO, que actuaria en la localizacion del precursor en las membranas celulares, donde
tiene lugar la replicacion del ARN viral asi como en el correcto procesamiento y

ensamblaje de las subunidades de la capside (Chow y cols.,1987) (Figura 6).

1.5.4. La proteina no capsidal 3A.

Como se menciono anteriormente, la proteina 3A participa en la sintesis del ARN
viral (Gromeier y cols., 1999; Takeda y cols., 1986), y en el anclaje a membranas,
alterando su permeabilidad (Xiang y cols., 1998), e inhibe la secrecion de proteinas
celulares (Doedens y Kirkegaard, 1995). Se ha demostrado que deleciones o
alteraciones en la secuencia de 3A pueden afectar a la virulencia del VFA y la patogenia
del virus (Giraudo y cols., 1990; Beard y Mason, 2000) o contribuir a la expansion del
rango de hospedador (Nufiezy cols., 2001).

La proteina 3A del VFA es considerablemente distinta en tamafio y secuencia a la
del resto de picornavirus. Las proteinas 3A de los Aphtovirus VRE-A y VRB-2, aunque
presentan un bajo nivel de homologia (16 % y 11 %, respectivamente), son las que
tienen mayor similitud con la proteina 3A del VFA (Li y cols., 1996; Hollister y cols.,
2008). El analisis de sus secuencias muestra también diferencias en la localizacion de la
region hidrofébica correspondiente al dominio propuesto como transmembrana,
definiendo en cada caso regiones amino y carboxi terminales de tamafios diferentes

(Figura 8) (Tesis doctoral, Postigo Fernandez, 2009).

34



"Estudios sobre la proteina 3A en la transcripcién/replicacion del Virus de la Fiebre Aftosa." Cecilia M. Lotufo

N

- Je 2
3A PV (87 aminoécidos) 4 LY
L ¢ 1
4 ‘
GPLQTKDLKIDIKTSPPPECINDLLQAVDSQEVRDTCEKKGW IVNITSQVAQTERNINRAMTILQAVTTFAAVAGVVYVMYKLFAGHQ ,'} r \‘
N g'&) ~
¢ in
&5y —
ta )
)
3A VFA (153 aminoécidos)

B S R— —————
ISIPSQKSVLYFLIEKGQHEAAIEFFEGMVHDSIKEELRPLIQQTSFVKRAFKRLKENFEIVALCLTLLANIVIMIRETHKRQKMVDDAVNEYIEXANITTDDQTLDEAEKNPLET SGAS TVGF RERTLPGQKARDDVNSEPAQPTEEQPQAE

.tjr :
29
3A VRE-A (95 aminoéacidos) ( -
>
—_— == — N\
SWSDLFRKCTTDEEQKMLQFLIDNK DSEILRAFVSERSILLHEEYLKWESYMTRRAKFHRLAADFAMFLSILTS LIVIFCLVYSMYQLFKTPDEH
(A e
£ S b
3A VRB-2 (133 aminoécidos) GE™ o

I I
MGKYTTLDNIKKHRPTVIPFS GQGYQPGRDINASPEMQE KLLKYLVKHEELDAALNFYNEECDEEVCTKWGPSIGEYLKVKTLWMKVKKYSHLFLTGLMLIGNMLLLYLNNRTPEE NKTEEDNTNKE

Figura 8. Proteinas 3A de diferentes picornavirus.Sobre cada una de las secuencias se indica la
posicion del dominio transmembrana predicho (recuadro naranja), asi como las estructuras de o-
hélice teoricas (recuadros azules). A la derecha de cada secuencia, se representa la estructura terciaria
del dominio amino terminal de cada proteina, que se extiende hasta el inicio del dominio
transmembrana. Los aminoacidos se representan en distintos colores en funcion de sus caracteristicas
fisico-quimicas: verde, polar sin carga; rojo, apolar; azul, polar con carga negativa; rosa, polar con
carga positiva. (De: Postigo Fernandez, 2009).

Se ha podido determinar la estructura tridimensional de la porciéon amino terminal
de 3A de PV mediante espectroscopia RMN (Strauss y cols., 2003), observandose que
forma un homodimero simétrico. Este dimero se produce por la interaccion
intermolecular de las zonas hidrofébicas presentes en los dos dominios de a-hélice que
se predicen en la porcion N-terminal de 3A.

Los restantes residuos de esta region no parecen tener una estructura definida,
aunque deleciones y mutantes puntuales en su extremo N-terminal de 3A de PV afectan
diversas funciones, como la inhibicion del trafico de vesiculas entre el RE y el aparato
de Golgi, o la estimulacion de la actividad proteasa de la proteina 3CD (Xiang y cols.,
1995; Doedens y cols., 1997). Esto sugiere que las regiones donde se localizan estos
residuos pueden adoptar, en determinadas condiciones, una conformacion especifica
para la realizacion de esas funciones (Strauss y cols., 2003).

A continuacion de la porcion N-terminal, la proteina 3A de PV posee un dominio
hidrofébico transmembrana responsable de su unién a estructuras membranosas
celulares. Este dominio, junto con las interacciones que establece con otras proteinas
virales, contribuye a localizar el complejo de replicacion en la superficie de las

vesiculas membranosas que proliferan en las células infectadas (Bienz y cols.,1987;
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Semler y cols., 1982). Por ejemplo, se ha propuesto que el precursor 3AB seria el
responsable de aportar la proteina Vpg (3B) al complejo de replicacion (Andino y cols.,
1993; Lyle y cols., 2002).

Otra de las funciones que se han descrito para la proteina 3A de PV es la
inhibicion de la secrecion proteica en células infectadas; la inhibicion de la exportacion
de moléculas de MHC de clase I constituye uno de los mecanismos de evasion de la
respuesta inmune del hospedador (Choe y cols., 2005; Deitz y cols., 2000; Doedens y
cols., 1997). Esta inhibicion afecta al trafico de vesiculas membranosas entre el RE y el
aparato de Golgi (Wessels y cols., 2006; Belov y cols., 2008). Sin embargo, en el VFA
el precursor 2BC pero no 3A, bloquea el envio de proteinas a la superficie celular

(Moffat y cols., 2005).

1.5.4.1. La proteina 34 del VFA

Existen pocos datos directos disponibles, pero se ha observado que no todas las
funciones que 3A tiene en PV son compartidas por la proteina 3A del VFA, lo que hace
particularmente relevante su estudio.

Como se ha comentado, la proteina 3A del VFA es de tamafio considerablemente
mayor que el del resto de picornavirus (143 a 153 aa, dependiendo del serotipo) y
contiene, segin se esquematiza en la Figura 8, un dominio hidrofobico de 28 aa
(residuos 59-76) al que llamaremos "propuesta transmembrana" (pTM), (Forssy cols.,
1984), que se postula como el responsable de su uniéon a membranas en células
infectadas (Forss y cols., 1984; Moffat y cols., 2005).

El dominio hidrofébico de 3A divide la proteina en una regiéon N-terminal que
tiene mayor similitud a la de otros picornavirus, y otra C-terminal de mayor longitud
(Figura 8). Sobre el N-terminal, presenta un dominio de dimerizacidon con una interfase
hidrofobica (residuos 25 a 44), (Gonzalez-Magaldi y cols., 2012).

La primera evidencia de la relacion entre la proteina 3A y la virulencia del VFA
se obtuvo al analizar virus atenuados por pasajes en huevos embrionados. Los virus
seleccionados poseian una proteina 3A de tamafio inferior al normal (Giraudo y cols.,
1987), debido a deleciones en su extremo C-terminal de 19 o 20 aa (Giraudo y cols.,
1990). Estas mutantes exhiben reducida virulencia en ganado bovino y fueron usadas
para el desarrollo de las primeras vacunas (Beard y Mason, 2000; Giraudo y cols.,

1990).
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Dos tipos de mutantes de delecion natural fueron reportados en el C-terminal: una
delecion de 10 aa en la posicion 93-102 y una delecion de 11 aa en la posicion 133-143
(Beard y Mason, 2000; Pacheco y cols., 2013). Esta ultima fue observada en
aislamientos de ganado bovino (O/VIT/2/97 133-143) y porcino y no afecta el rango de
huésped y virulencia del VFA (Knowles y cols., 2001). Por otro lado, la delecion 93-
102 en 3A esta asociada con gran virulencia en ganado porcino (O/VIT/3/97 93-102).
También se ha descripto en una variante del serotipo O aislada en Taiwan en 1997
(O/TAW/97 93-102) con la misma delecion que afectd severamente a cerdos pero no se
propagd en ganado bovino (Beard y Mason, 2000; Pacheco y cols., 2013; Giraudo y
cols., 1990) y presentd también reduccion de eficiencia de replicacion viral en células
bovinas pero no en células porcinas (May cols., 2014).

Marcajes de fluorescencia revelan que 3A en células infectadas colocaliza
parcialmente con el marcador de RE calreticulina y con la proteina p58 en Golgi
(Garcia-Briones y cols., 2006). Tras su expresion transiente, 3A se localiza en pequefias
vesiculas citoplasmaticas (O'Donnell y cols., 2001; Garcia-Briones y cols., 2006), y se
observa que la asociacion a membranas es parcial, se encuentra distribuida de manera
similar entre las fracciones de membranas soluble (60%) e insoluble (40%) (Moffat y
cols., 2005; Gonzalez-Magaldi y cols., 2014). Este patron de distribucion varia hacia
otro mas fibrilar con la adicion de sucesivas copias de 3B (Vpg) al expresarse como
3AB, 3ABB y 3ABBB (Garcia-Briones y cols., 2006), lo que sugiere que el nimero de
copias de 3B condiciona la localizacion subcelular de estos precursores.

Rosas y colaboradores (Rosas y cols., 2008) generaron lineas celulares BHK-21
con expresion estable de 3A y su precursor 3AB y hallaron que el nivel de expresion de
3A ejerce grados variables de toxicidad celular, pero no inducen rearreglos de
membranas celulares (Rosas y cols., 2008; Garcia-Briones y cols., 2006; O'Donnell y

cols., 2001).

1.5.5. Variabilidad genética del VFA.

El VFA, como la mayoria de los virus de genoma a ARN, se caracteriza por
presentar una alta variabilidad genética (Domingo y cols., 2003), que se origina
principalmente en la ausencia de actividad correctora de la ARN polimerasa
dependiente de ARN. La tasa de mutacion de los virus a ARN, calculada a partir del
numero total de sustituciones de nucledtidos por el nimero total de nucledtidos en el

genoma por ronda de replicacion, esté en el rango de 10 a 10™* (Weissman, 1989).

37



"Estudios sobre la proteina 3A en la transcripcién/replicacion del Virus de la Fiebre Aftosa." Cecilia M. Lotufo

Esta alta variabilidad genera poblaciones de VFA que han sido definidas como
distribuciones dindmicas complejas de mutantes relacionados entre si, a las cuales se las
denomina cuasiespecies (revision en Domingo y cols., 2006). En esas poblaciones de
cuasiespecies existe un equilibrio que no es sencillo entre la alta tasa de mutacion
inherente a la replicacion del ARN y una continua competicion entre las mutantes, que
resulta en la mayor adaptabilidad de aquellos con mas eficacia bioldgica o fitness frente
a las diferentes presiones selectivas del ambiente. Se encuentran en la literatura, trabajos
que reportan la existencia de poblaciones genéticamente heterogéneas durante un brote
(Piccone y cols., 1988; Malirat y cols., 2007). Ademas de este tipo de mutaciones que
llevan a un drift antigénico, hay estudios (Heath y cols., 2006) que evidencian la
ocurrencia de recombinaciones en hotspots en los extremos 3" y 5 de las regiones de
P1.

Existen 7 serotipos del VFA reconocidos a nivel mundial. Los serotipos A, Oy C
han afectado a Sudamérica, Europa, Asia y Africa. Los serotipos SAT1, SAT2 y SAT3
se localizan dentro del continente africano, y el serotipo Asial se encuentra distribuido
en el continente asiatico. Debido a las diferencias en las propiedades antigénicas
einmunolégicas entre los distintos serotipos, los animales recuperados de la infeccion
causada por un serotipo viral o vacunados contra un serotipo son susceptibles a la
infeccion por un VFA perteneciente a otro serotipo. Mas de 65 subtipos virales
condiferentes grados de relacion serologica (Pereira, 1976) y multiples variantes

antigénicas (Mateu y cols., 1988) han sido identificados.

1.5.6.  Patogenia del VFA

El periodo de incubacion de la FA en bovinos es de 2 a 14 dias (OIE, 2016),
caracterizado por dos fases distintas:

v La fase eclipse, en la cual el virus generalmente no es localizado; puede durar pocas
horas.

v’ La fase prodromica, es la fase virémica; los animales presentan sintomas
inespecificos (fiebre, anorexia, etc) que anteceden a la aparicion de las lesiones
tipicas. Los animales eliminan virus por sus secreciones y excreciones. Esta fase
puede durar entre 2 y 10 dias.

La primera fase de replicacion viral ocurre en las células epiteliales del tracto
respiratorio superior (cavidad nasal, faringe y es6fago) y en el tejido linfatico.

Posteriormente se establece la viremia con generalizacion de la infeccion y replicacion
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en tejidos selectivos (epitelios de la cavidad bucal y mamario, espacios interdigitales,
rumen, miocardio), con consecuente aparicion de las lesiones y sintomas clinicos. La
ruptura de las vesiculas y el final de la fiebre coinciden con el comienzo de la
produccion de anticuerpos. Alrededor del 15° dia el animal comienza a recuperarse de
las lesiones, sin embargo, el virus puede persistir en el tejido esofagico-faringeo por
muchos meses en bovinos recuperados de la infeccion (Cottral, 1969). Los sintomas y la
gravedad de la FA varian con la especie animal, serotipo y cepa del virus.

Las vesiculas se rompen rapidamente, dejando una superficie erosionada,
hemorragica y granular. El dolor y las molestias por las lesiones llevan a una variedad
de sintomas que incluyen depresion, anorexia, salivacion excesiva, cojera y renuencia a
moverse o levantarse. Los bovinos desarrollan lesiones en la lengua, almohadilla dental,
encias, paladar blando y nariz. Las vesiculas producen dolor y el animal se rehusa a
comer. Es comun la salivacion excesiva y la descarga nasal mucopurulenta. Los
animales afectados se vuelven letargicos, pueden perder rdpidamente peso y tener
disminuciones graves, graduales o repentinas en la produccion de leche. Las lesiones de
las patas causan cojera y/o renuencia a levantarse. Los terneros jovenes pueden morir
sin desarrollar vesiculas.

La lactacion se encuentra disminuida debido a las lesiones vesiculares y/o
mastitis, y son comunes los abortos. La mortalidad en los terneros jovenes puede llegar
hasta un 50% debido a la miocarditis, aunque en adultos pocas veces es mayor del 5%.
Las complicaciones mds comunes son: erosiones de la lengua, superinfeccion de las
lesiones, deformacién de los cascos, mastitis, disminucién permanente de la produccion

de leche, miocarditis y abortos.

1.6. Respuesta inmune contra el virus de la fiebre aftosa

Los animales infectados con el VFA desarrollan un estatus inmunologico que se
caracteriza por altos niveles séricos de anticuerpos especificos con actividad
neutralizante, los cuales persisten hasta 18 meses post infeccion (Wigdorovitz y Sadir,
1996). La proteccion frente a la infeccion por el VFA ha sido siempre relacionada con la
presencia de anticuerpos neutralizantes especificos (Pay y Hingley, 1992; Hingley y
Pay, 1987). Sin embargo, es posible encontrar animales protegidos con niveles de
anticuerpos neutralizantes sub-Optimos (Liebermann y cols., 1993; Francis y cols.,
1985) lo que sugiere que la proteccion estaria mediada, ademads, por otros componentes

del sistema inmune.
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1.6.1. Respuesta inmune humoral

Cuando un bovino es infectado mediante la inoculacién intra-dermolingiial de
VFA, se comienzan a detectar anticuerpos neutralizantes especificos contra proteinas
estructurales del virus a las 60hs, los que continilan ascendiendo hacia las 96 a 144
horas, con picos entre los 10 y 18 dias post inoculacidon, que se mantienen hasta los 150
dias (Dellers y Hyde, 1964).

La presencia de anticuerpos contra PNC como la ARN polimerasa (3D) y la
proteasa viral (3C), llamados genéricamente “antigenos asociados a la infeccion viral,
VIAA”; se ha utilizado como evidencia de infeccion en muchas especies (Schudel y
cols., 1982). La duracion de estos anticuerpos en animales infectados, es menor que los
niveles de anticuerpos contra PC. No se ha establecido en detalle si existe un perfil
diferencial de anticuerpos contra PNC en cada estadio de infeccion (agudo,
convaleciente, estado portador).

De acuerdo con la literatura disponible (Mc Cullough K.C., 1986; Bergmann y
cols., 2000) y la experiencia de nuestro laboratorio (Periolo y cols., 1993; Robiolo y
cols., 1995), se ha comprobado que la induccidon de una respuesta humoral con altos
niveles séricos de anticuerpos especificos contra PC virales, garantiza una inmunidad
adecuada y proteccion contra este virus (Collen, 1994).

Existe correlacion entre los niveles de anticuerpos especificos medidos in vitro 'y
la proteccion in vivo (Bekkum, 1969; Van Maanen y Terpstra, 1989). La infeccion con
VFA produce un incremento de IgM especifica entre los cuatro y cinco dias posteriores
a la infeccion, la cual decrece hasta los niveles basales pasados los 30 dias. El cambio
de isotipos (“switch de isotipos™) tiene lugar una semana después de la infeccion y se
detecta principalmente un incremento en los niveles séricos de IgG especifica. Es
posible encontrar altos niveles de IgG1 anti-aftosa en la leche, incluso después de seis
meses de recuperados de la infeccion (Armstrong, 1997).

En bovinos, los mecanismos humorales de proteccion contra la fiebre aftosa son
poco conocidos. Mulcahy y cols. (1990) han sugerido que la capacidad protectiva de las
vacunas anti-aftosa (formuladas con virus inactivado) en el ganado, estaria relacionada

con su habilidad de generar altos niveles de IgG1 anti-VFA (Mulcahy y cols., 1990).
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1.6.2. Respuesta inmune celular

Las células presentadoras de antigeno profesionales (APC) como los islotes de
Langerhans, células dendriticas, células B y fagocitos, son capaces de presentar los
antigenos a los linfocitos en el contexto del complejo de histocompatibilidad de clase II
(MHC-ID).

Se ha demostrado que las células T juegan un rol preponderante en el
establecimiento de la memoria inmunoldgica de la respuesta inmune al VFA. Por otro
lado, la captura y retencion de complejos VFA-anticuerpo por células dendriticas
foliculares parece ser un factor importante en la generacion de células B de memoria

(Francis y cols., 1985; Piatti y cols., 1991).

1.7. Diagnostico epidemiologico

La Fiebre Aftosa pertenece al llamado complejo de enfermedades vesiculares, en
el cual estan incluidas también la Estomatitis Vesicular (EV), el Exantema Vesicular del
cerdo y la Enfermedad Vesicular del cerdo (EVC). Esas enfermedades tienen en comun
la propiedad de provocar, en las especies afectadas, la formacién de vesiculas tipicas,
con epitelio blanquecino conteniendo liquido incoloro o ligeramente sanguinolento las
cuales son patognomonicas para esas enfermedades. Debido a la semejanza de la
sintomatologia y de los signos clinicos entre las mencionadas enfermedades y de otras
llamadas confundibles, el diagndstico debe siempre basarse en las pruebas diagndsticas
especificas y en un detallado estudio epidemioldgico de rastreo.

El diagnostico de la fiebre aftosa se basa en observaciones clinicas,
epidemioldgicas y de laboratorio. En el laboratoriose realiza el aislamiento del virus de
tejidos o a partir del liquido esofagico-faringeo. Se puede determinar la existencia de
anticuerpos en el suero, a través de la prueba de Fijacion de Complemento, prueba que
ain es muy utilizada para la identificacion del serotipo viral, junto con la tipificacion
por ELISA (Seki y cols., 2009), o la prueba de virus neutralizacién. La prueba de
antigeno VIAA, las pruebas de ELISA para antigeno y anticuerpos, anticuerpos contra
PNC, y pruebas de inmunoeletrotransferencia (EITB), son también utilizadas para
caracterizar la enfermedad de acuerdo a criterios epidemiologicos (Seki y cols., 2009).
También se utiliza la deteccion del acido nucleico viral por RT-PCR y posterior

secuenciacion.
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Una vez que se ha confirmado la presencia del VFA, es deseable que el
diagnostico se complete con una caracterizacion mas profunda del agente en cuestion,
que incluya estudios de tipificacion, parentescos genéticos mediante andlisis de la
secuencia de nucledtidos de la proteina VP1 y antigénicos mediante ELISA, o por virus
neutralizacion con sueros especificos, o caracterizacion por paneles de anticuerpos
monoclonales (Seki y cols., 2009).

La vigilancia activa de la enfermedad se realiza mediante pruebas para la
determinacion de la circulacion viral y la inmunidad poblacional. Las pruebas para la
determinacion de la circulacion viral detectan anticuerpos contra las PNCs del virus
independientemente del serotipo circulante o del estado de vacunacion de la poblacion
bovina de la cual fueron retiradas las muestras. Dichas técnicas son: I-ELISA / 3ABC,
EITB, IDGA-VIAA, 3ABC-ELISA (Robiolo y cols., 2006) y ELISA en fase liquida
(aplicable tunicamente en poblaciones que no han sido vacunadas). El nivel de
inmunidad de la poblacion es medido mediante técnicas de ELISA en fase liquida
(Hamblin y cols., 1987; Maradei y cols., 2008), las cuales detectan los anticuerpos

contra las proteinas estructurales del virus en el suero de los animales en estudio.

1.8. Control de la Fiebre Aftosa.

La estrategia global de lucha contra la fiebre aftosa comprende en primer lugar los
sistemas de deteccion y alerta temprana y el establecimiento de medidas y mecanismos
de prevencion y de respuesta rapida, lo que posibilita el seguimiento y control de la
aparicion, prevalencia y caracterizacion de los virus de FA.

La proteccion de los paises o zonas libres de fiebre aftosa se refuerza con medidas
estrictas de control del movimiento de los animales susceptibles en las fronteras y de
vigilancia sobre las importaciones.

Un planeamiento de contingencia en caso de eventuales focos identificara los
elementos para la erradicacion de la enfermedad, tales como:

v sacrificio de todos los animales infectados, recuperados y en contacto con los
focos de la enfermedad y que son sensibles a la fiebre aftosa (rifle sanitario);
v'eliminacidon adecuada de las carcasas y de todos los productos animales del area

infectada;
vigilancia y rastreo del ganado eventualmente infectado o expuesto;

cuarentena estricta y controles del movimiento del ganado, equipos, vehiculos; y
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v desinfeccion completa de los locales y de todo el material infectado
(implementos, coches, prendas de vestir, etc.)

La eliminacion selectiva se podra complementar con la vacunacion del ganado
susceptible (vacunacion de emergencia). Las vacunas usadas deben proteger contra la
cepa particular del virus prevalente en la zona (PANAFTOSA-OPS/OMS., 2007).

En los casos en que se utiliza la vacunacion como medida de control, es
importante un andlisis de la potencial proteccion heterdloga de la cepa actuante por las
vacunas o antigenos vacunales disponibles, para lo cual pueden realizarse pruebas in
vitro, como relaciones de parentesco en base a titulos de anticuerpos neutralizantes o
medidos por ELISA y/o pruebas in vivo como la proteccion de animales vacunados al
desafio con la cepa circulante (Goris y cols., 2008; Mattion y cols., 2009; Robiolo y
cols., 2010; Maradei y cols., 2011; Maradei y cols., 2013).

Adicionalmente a la comunicacion inmediata a la OIE, los paises que sufren una
introduccion de la enfermedad, deben cumplir con ciertos requisitos para poder solicitar
rapidamente la restitucion de su estatus. Estas medidas adicionales que se detallan en el
Codigo Sanitario para los Animales Terrestres de la OIE (OIE, 2016), incluyen: (a) la
demostracion de que se cuenta con un sistema de deteccion y alerta temprano; (b) la
adopcion de las medidas de contencion y prevencion apropiadas; (¢) la comprobacion
fehaciente de que, una vez controlado el brote, no existe actividad viral remanente.

(Bergmann y cols., 2005; Brocchi y cols., 2006).

1.8.1. Vacunacion contra el VFA.

En lo que respecta a la vacunacion contra la FA, en Argentina se utiliza una
vacuna tetravalente, a virus inactivado con etilenimina binaria (BEI), formulada con
adyuvante oleoso y saponina. Contiene las cepas O1/Campos, A24/Cruzeiro,
A/Argentina/2001 y C3/Indaial. La duracién de la inmunidad protectora es menor que la
conferida por la infeccion, por lo que la vacunacion de bovinos jovenes debe realizarse
dos veces por ano, continuando una vez por afo cuando son adultos (PANAFTOSA,
2016).

Las vacunas actualmente en uso se preparan por infeccion de células BHK- 21, a
nivel industrial (Stoker y Macpherson, 1964), en plantas de Bioseguridad
NBS3Agricultura (o 4 OIE) incluyendo cepas de diferentes serotipos virales segun
decision de las autoridades sanitarias, dependiendo de la circulacion o riesgo de

circulacion existente o identificado (Rweyemamu, 1984; Paton y cols., 2005; Mattion y
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cols., 2009). Los sobrenadantes de los cultivos se clarifican por filtracion para eliminar
restos celulares y se concentran por precipitacion del virus con polietilenglicol (PEG) o
por ultrafiltracion. El virus se inactiva con etilenimina binaria (BEI) que ha sustituido
progresivamente a las vacunas basadas en la inactivacion del antigeno viral con
formaldehido (Bahnemann, 1975;Bahnemann, 1990; Barteling y Cassim, 2004), A pesar
de la comprobada eficacia de las vacunas inactivadas convencionales, estas presentan
también algunas desventajas, entre las cuales la necesidad de manipulacion de virus
infeccioso es una de las mas notorias, por lo que se ha trabajado desde hace bastante
tiempo en diferentes aproximaciones para el desarrollo de nuevas vacunas. Para resolver
esta dificultad, se han realizado estudios con vacunas basadas en péptidos sintéticos
(Villen y cols., 2002); también se ha abordado la generacién de vacunas a subunidades
proteicas (Strohmaier y cols., 1982; Abelson, 1982; Broekhuijsen y cols., 1986),
incluyendo proteinas de fusion con antigenos foraneos, y nuevas vacunas atenuadas
(Chinsangaram y cols., 1998; Mason y cols., 1997). Otras metodologias incluyen
vacunas producidas a partir de particulas virales vacias (VLPs), (Abrams y cols., 1995;
Lewis y cols., 1991; Grubman y cols., 1993). Si bien se cuenta con resultados
promisorios, hasta la fecha ninguna de estas metodologias se ha mostrado
completamente satisfactoria.

Se han iniciado estudios para analizar el uso de vectores virales no replicativos
junto con estrategias de prime-and-boost, que constituyen una alternativa interesante de
aplicacion de inmundgenos recombinantes de nueva generacion en la lucha contra la FA
(D'Antuono y cols., 2010; Romanutti y cols., 2013).

También se han utilizado adenovirus basado en el serotipo A24 (Ad5-A24) bajo el
promotor CMV, vectores que han funcionado muy bien en el desarrollo de vacunas
contra la fiebre aftosa. La vacuna se puede producir sin usar materiales infecciosos de
FMD vy es eficaz dentro de solo siete dias después de la aplicacion (Rodriguez y
Grubman, 2009). Sin embargo, animales vacunados mediante, construcciones con el
serotipos O1 Campos (Ad5-O1C), fueron parcialmente protectivas a los 21dias post-
vacunacion. Recientemente, se demostrd que la inclusion de la PNC 2B en el vector
Ad5-A24, resulta en un incremento de la respuesta inmune en cerdos, y la inclusion de
una modificacion en el promotor CMV, aumenta la eficacia del vector. Estas dos
modificaciones también, se evaluaron en el Ad5-O1C. Concluyendo quela regién que
codifica 2B, incrementa la eficacia de las vacunas Ad5 e induce una respuesta especifica

de linfocitos T CD4 y CDS, que correlaciona con la proteccion (Moraes y cols., 2011).
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1.8.2. Determinacion de anticuerpos contra proteinas capsidales. Control de

vacunas y determinacion de inmunidad poblacional

El nivel y duracion de la inmunidad conferida por la vacuna depende
principalmente de la calidad de la misma, ademas de las dosis recibidas, de la edad y la
condicion fisica e inmunologica del animal.

La prueba de potencia se realiza Ginicamente sobre el producto final, de manera
directa “in vivo” o indirecta “in vitro”. La prueba indirecta de las vacunas inactivadas se
realiza mediante un inmunoensayo en fase liquida (ELISA-FL) con el suero de animales
vacunados. Esta prueba permite establecer los niveles séricos de anticuerpos especificos
totales. Se ha demostrado que existe una correlacion entre el titulo de ELISA-FL y la
proteccion contra el desafio con virus infectivo (Periolo y cols., 1993). Esta correlacion
debe comprobarse para cada una de las cepas que componen la vacuna y resulta valida
para toda la poblacién de vacunas oleosas comerciales, cualquiera fuese la fuente de
antigeno utilizada en su formulacion (Robiolo y cols., 1995; Maradei y cols., 2011).

Esta correlacion permite también en estudios poblacionales conocer el nivel de
inmunidad al VFA y la expectativa de proteccion del ganado ante una eventual

circulacion viral.

1.8.3.  Determinacion de anticuerpos contra PNC. Deteccion de la circulacion

viral y vigilancia. Control de vacunas

La pureza de la vacuna constituye un requisito adicional. Esto exige a los
productores de vacunas antiaftosa la demostracion de la ausencia de inmunogenicidad
contra las PNC del VFA.

La disponibilidad de vacunas purificadas en el mercado mundial representa una
herramienta de fundamental importancia para el monitoreo y control de la enfermedad
ya que permite la diferenciacion entre animales vacunados e infectados (véase 1.8.4.).

La exitosa campafia sanitaria de control del VFA implementada en la Argentina
en el periodo 2000-2002 , por ejemplo, fue enormemente asistida por la combinacion de
dos tests: el 3ABC-ELISA que detecta anticuerpos reactivos con PNC del virus y un
ELISA-FL para determinacion de anticuerpos contra PC, ambos desarrollados y
validados por el Centro de Virologia Animal de CONICET (hoy ICT Milstein) en
cooperacion con SENASA y utilizados por mas de una década para asistir a los
servicios sanitarios locales y regionales y a los productores (Robiolo y cols., 2006), en

la deteccion de la circulacion viral en el campo y potencia y control de calidad de
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vacunas y medicién del nivel de inmunidad poblacional. El precursor 3ABC es la
proteina mas antigénica entre todas las PNCs y es el mejor indicador seroldgico de
infeccion con el VFA (De Diego y cols., 1997).

Actualmente, las pruebas diagnodsticas utilizadas en los muestreos realizados para
el relevamiento de la situacion para el programa de erradicacion de la FA, buscan
detectar inicialmente la presencia de anticuerpos contra PNC del VFA por medio del
sistema ELISA-3ABC/EITB. El EITB, es un ensayo de Western blot que utiliza las
PNC 3A, 3B, 2C, 2B, 3D y 3ABC para deteccion de anticuerpos en suero, y es utilizado
como prueba confirmatoria ante casos positivos o sospechosos detectados por ELISA-

3ABC (Bergmann y cols., 2005; Bergmann y cols., 1993) como indicador de infeccion.

1.8.4. Diferenciacion de animales vacunados de infectados

Tanto las PC como las PNC inducen el desarrollo de anticuerpos en animales
infectados. Los animales infectados quedan expuestos a las PNCs en el momento de la
lisis celular, las cuales son producidas en cantidades equimolares debido a la estrategia
de replicacion del virus. En animales vacunados, que no han sido expuestos al virus
vivo, se desarrollardn anticuerpos Unicamente contra los antigenos virales que se
encuentren en el material inactivado. Las vacunas semi-purificadas, inactivadas
quimicamente, inducen mayoritariamente el desarrollo de anticuerpos contra las PC del
virus. Sin embargo, vacunas conteniendo PNCs ademas del virién inactivado, son
capaces de inducir una respuesta inmune detectable dependiendo de su concentracion
(La Torre y cols., 1980).

Otra caracteristica importante a ser considerada en las medidas de control y
erradicacion de la enfermedad, es la capacidad del VFA para establecer infecciones
subclinicas persistentes, lo que se conoce como estado de “carrier”, independientemente
de si el animal fue vacunado antes de la infeccion. Las infecciones subclinicas podrian
dar origen teoricamentemente a brotes de la enfermedad ya que los animales infectados
estarian transmitiendo intermitentemente variantes virales que podrian diferir
antigénicamente de la utilizada en la vacunacion, colocando en riesgo incluso
poblaciones vacunadas (Forss y cols., 1984).

Estudios para la deteccion de PNCs en sueros de animales convalecientes y de
animales recuperados de la enfermedad, han definido que la deteccion simultdnea de
anticuerpos contra al menos dos PNC, excluyendo 3D, seria suficiente para demostrar

replicacion viral (Lea y cols., 1994).
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En el Manual de la OIE para animales terrestres (2009), queda definido que para
el reconocimiento del status de pais libre de la enfermedad con vacunacion, los animales
vacunados deberan ser libres de anticuerpos contra las PNCs. Consecuentemente, los
antigenos utilizados para producir vacunas contra el VFA deben ser purificados con el
objeto de reducir la carga de PNCs de manera que la vacuna no induzca desarrollo de
anticuerpos contra PNC (no detectable por ELISA), (Arnold y cols., 1987).

Actualmente en Sudamérica, la pureza de las vacunas comerciales es testada en
caracter reprobatorio por los organismos de control actuantes en cada region (Rueckert
1985; Burroughs y cols., 1971). Los sueros de los animales que son inoculados para la
prueba de potencia deben presentar ausencia de reactividad contra PNCs a 28 dias luego
de la primovacunacion, y a 28 dias luego de la revacunacion, determinado mediante la
prueba de ELISA 3ABC.

Debido a lo expuesto, es extremadamente importante poder diferenciar animales
vacunados de animales que han sido infectados, incluyendo animales vacunados en los
cuales ocurrido posteriormente la replicacion viral sin manifestacion de sintomas
clinicos. Por otra parte, resulta imperativo para los productores de vacunas comerciales,
obtener vacunas purificadas libres de PNCs que cumplan con los requisitos de calidad

impuestos por los organismos oficiales de control.

1.9. El uso de la genética reversa para estudios en virologia.

El estudio de los virus y sus interacciones con las células huésped y organismos se
ha beneficiado en gran medida de la capacidad de disefiar mutaciones especificas en el
genoma viral, y estudiar luego el fenotipo del virus infeccioso resultante, técnica
conocida como genética reversa. En el caso de los virus a ARN de polaridad positiva, se
pueden generar nuevos virus a partir de un plasmido bacteriano que contiene una copia
completa del ADN complementario (ADNc) al genoma viral. Estos ADNc de copia
completa sirven como templado para la produccién de moléculas de ARN usando una
enzima ARN polimerasa ADN dependiente. La introduccion de dichos ARNs en células
eucariotas por técnicas de transfeccion resulta en la produccion devirus infeccioso.

El desarrollo de un sistema de genética reversa para varios virus de ARN y de
ADN ha permiteido la introduccion de mutaciones, inserciones y deleciones disefiadas
en el genoma de los virus, de manera que virus genéticamente alterados pueden ser

creados en el laboratorio para expresar caracteristicas fenotipicas especificas.
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La generacion y aplicacion de clones infecciosos estd ampliamente distribuida y
se cuentan con estas herramientas tanto para virus vegetales como animales (Racaniello
y Baltimore, 1981; van der Werf'y cols., 1986; Chapman y cols., 1992; Zimmermann y
cols., 1994; Angell y Baulcombe, 1997; van Dinten y cols., 1997; Gritsun y Gould,
1998; Mendez y cols., 1998).

Genomas replicones en picornavirus pueden ser creados por deleciones en marco
de lectura sin la region codificante de las proteinas de la cépside. Tales genomas son
competentes en su replicacion pero no pueden en capsidarse por si mismos. Sin
embargo, pueden ser encapsidados por un virus o sistema auxiliar, "helper", que provee
las proteinas de la capside en trans. Los sistemas de replicones para el VFA proveen
una oportunidad tUnica de estudiar la replicacion del virus sin instalaciones de
contencion de alta seguridad, ya que, (a) ellos no pueden formar virus infecciosos por si
mismos, y (b) la recombinacion con VFA circulante puede ser absolutamente descartada
si el laboratorio esté situado en una region libre de VFA (Tulloch y cols., 2014).

Nuestro grupo ha trabajado en el desarrollo de un sistema de genética reversa que
permita recrear las funciones virales a partir de un clon infeccioso del VFA y un
Replicon del mismo virus (Tesis Doctoral, Giraldez, 2013). El clon infeccioso aun no es
funcional y se estan estudiando las causas, tratando de corregirlas, pero existe el gran
inconveniente de no disponer de un laboratorio con bioseguridad adecuada. Los

experimentos de esta tesis se realizaron con el Replicon.
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2. Objetivo General

El objetivo general del proyecto es evaluar el rol de la region amino-terminal de la
proteina no capsidal (PNC) 3A en la replicacion del ARN del virus de la Fiebre Aftosa
(VFA), incluido el sitio de union del anticuerpo monoclonal 3H7. El trabajo se inserta
dentro de un proyecto de investigacion del Instituto orientado a entender las bases
moleculares de la replicacion viral y en particular el rol de las PNCs y el desarrollo de
anticuerpos dirigidos contra regiones de importancia funcional para su uso como

antivirales o en pruebas diagnosticas.

2.1. Objetivos Especificos:

Objetivo 1.

Puesta a punto de un sistema replicacion/transcripcion utilizando un
minigenoma viral basado en un replicon plasmidico (pRep) en el que las proteinas
estructurales del VFA han sido reemplazadas por un gen reportero, transcripto desde
un promotor T7pol.

Este objetivo incluye la obtencion de un replicon funcional, la obtencion de un
replicon no funcional para uso como control negativo y la puesta a punto de las variables

del sistema que se basa en la medicionde actividad reportera del gen de la Luciferasa.

Objetivo2.

Identificacion de dominios en 3A involucrados en la
replicacion/transcripcion utilizando mutagénesis dirigida.

Generacion de mutantes de la proteina 3A con deleciones parciales en la region
amino terminal, construidas sobre el replicon pRep para evaluar el efecto en la eficiencia
de replicacion. Estudio de mutantes puntuales disefiadas en base a los resultados
obtenidos con las mutantes con deleciones. Medicion de replicacion por actividad de

Luciferasa.
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Objetivo3.
Identificacion en 3A de dominios involucrados en la asociacion de
la proteina a membranas internas o al citoesqueleto celular.

Construccion de un pldsmido que contenga 3A unida ala etiqueta Flag, para
detectar la ubicacion intracelular de la proteina wt y con mutantes de delecion definidas
en el item anterior por medio de inmunofluorescencia indirecta (IFI) luego de
transfeccion de células BHK. Las mutantes incluyen una delecion en la region

hidrofébica predicha como transmembrana, en el marco del replicon pRep.

Objetivo 4.

Deteccion de anticuerpos contra 3A por ELISA utilizando un
péptido quimera donde 3A estd fusionada a GFP y comparacion con el actualmente
utilizado 3ABC-ELISA.

Generacion de un péptido fusion 3A-GFP y desarrollo de una técnica de ELISA
indirecta. Comparacion entre los ELISAs 3A-GFP y 3ABC evaluando sueros de

animales vacunados, y controles.

Objetivo S.
Mapeo del sitio de union a 34 del anticuerpo monoclonal 3H7.
Generacion de mutantes de delecion de 3A en un plasmido de expresion en
bacterias que contiene el segmento genomico 3ABC del VFA, y evaluacion de la

reactividad de las mutantes expresadas con el anticuerpo monoclonal 3H7 por Western

blot.
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2.2. Construccion de la Hipotesis de trabajo y justificacion general de la

metodologia

Se han definido diferentes funciones para la proteina 3A del VFA, algunas de las
cuales han podido ser relacionadas con dominios especificos presentes en la misma. Sin
embargo existen regiones aun no estudiadas en la zona amino terminal, las cuales
podrian tener un rol importante en la actividad de replicacidon y/o transcripcion. Para el
estudio se dispone de un replicon capaz de transcribir a partir del promotor de la
polimerasadel fago T7, las secuencias del VFA correspondientes a las regiones no
codificantes, y las regiones codificantes de las proteinas no capsidales (P2 y P3) y
donde la region codificante de las proteinas capsidales (P1) ha sido reemplazada con el
gen reportero Luciferasa de luciernaga.

Se hipotetiza que se podra evaluar la influencia de regiones especificas de la
proteina 3A en la replicacion viral, detectando niveles de generacion de ARN con la
proteina wild type y variantes producidas por mutagénesis dirigida (deleciones y
mutaciones puntuales) de la regiébn amino terminal, a través de la medicion de los
niveles de actividad del gen reportero, luego de transfeccion en células.

Siendo la zona de 3A la mas inmunogénica del péptido 3ABC, que es usado
rutinariamente en la diferenciacion de animales infectados de vacunados, se plantea el
desarrollo de un ensayo de ELISA mas rapido y eventualmente mas especifico, uniendo
esta proteina a un péptido carrier (GFP) para su uso en la evaluacién de sueros por
ELISA. En este caso la hipotesis es que seria capaz de distinguir sueros vacunales de
sueros provenientes de infeccion por circulacion del VFA.

Complementariamente, existiendo indicios de que el anticuerpo monoclonal 3H7
generado en nuestro instituto contra 3ABC esta dirigido contra 3A, se plantea la
posibilidad de mapearlo realizando deleciones seriadas amino terminales, expresion de
los péptidos y posterior deteccion por Western blot. Definir la zona de unién especifica
de este anticuerpo a 3A aportara una herramienta valiosa para futuros estudios
moleculares de la misma, asi como para su uso eventual como bloqueante de la

infeccion viral.
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Materiales y Metodos
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3. Materiales y Métodos.

3.1.

Plasmidos.

Se trabajo con un plasmido Replicon (pRep) del virus de la Fiebre Aftosa, cepa

O1/Campos, construido en nuestro laboratorio (Tesis Doctoral, Giraldez, 2013) a partir

de ARN viral provisto por el Servicio Nacional de Salud Animal (SENASA). El mismo

se construy6 en base al plasmido pKF4 (Hashimoto-Gotoh y cols., 1995).

3.2.

Otros plasmidos utilizados fueron:

pEGFP-N1 (Clontech Laboratories)

pET-30a (Novagen)

pET-30a[3ABC]: pET30a que porta el segmento 3ABC del VFA conteniendo
una mutacion puntual en el sitio activo de la proteasa 3C que neutraliza su
actividad autoprocesadora (Capozzo y cols., 2002)

PGEX-2T[GFP]: pGEX-2T (Invitrogen) que contiene el gen GFP (Tesis
Doctoral, Romanutti, 2012)

pCA-T7: expresa la enzima T7ARNPol bajo el control del promotor
de actina de pollo (Niwa y cols., 1991). Provistopor lan Wickersham, MIT, The
Salk Institute for Biological Studies, EEUU (Addgene plasmid # 59926).
PRL-CMYV: (Renilla Luciferase Reporter Vector — Promega).

pTM1-Renilla: Expresa la enzima Luciferasa de Renilla reniformis, gen insertado
bajo el promotor T7TARNPol del vector pTMI1, y su transcripcion es mediada por
IRES (Tesis Doctoral, Foscaldi, 2016).

Células.

Se utilizaron células BHK-21 crecidas en monocapas, en placas multipocillos, o

en botellas de cultivo estatico, de acuerdo a los requerimientos de cada ensayo. El

medio de cultivo utilizado fue Medio Esencial Minimo Dulbecco (DMEM, Invitrogen),

suplementado con 7% Suero fetal bovino (SFB), (“Fetal Bovine Serum, New Zeland

Sourced”, HyClone), glutamina 100mM, Penicilina 100mM, Estreptomicina 100mM,

Hepes 10mM y aminoacidos no esenciales 100mM.

Los cultivos se incubaron a 37°C en estufa de 5% CO,.
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3.3. Cepas bacterianas.

Se utilizaron bacterias Escherichiacoli, cepa DH10p para la produccion de ADN
plasmidico y la cepa BL21(DE3) para la produccién de proteinas recombinantes. Las
bacterias se crecieron en medio Luria Bertani (LB) a 37°C en agitador rotatorio
(200rpm), o en placas de Petri durante 16 horas (hs) (Sambrook, 1989). En ensayos
especificos, se incluyeron antibioticos en las siguientes concentraciones: kanamicina

(Kan) 50pug/ml y ampicilina (Amp) 100pg/ml.

3.4. Técnicas generales de biologia molecular.

Las técnicas de biologia molecular se realizaron segiin lo descripto en “Molecular
Cloning” (Sambrook, 1989), “Current Protocols In Molecular Biology” (Ausubel, 2003)

o siguiendo las indicaciones de los fabricantes de los reactivos o kits.

3.4.1. Diserio de primers.

Los primers se disefiaron en base a las secuencias templados, de acuerdo a la
secuenciacion por primer walking obtenida de pRep (Tesis Doctoral, Giraldez, 2013), o
de secuencias obtenidas del GenBank (NCBI). Las secuencias de 3’-5" se evaluaron en
contenido de GC y temperatura de melting (Tm) con el NEB Tm Calculator (New
England Biolabs, http://tmcalculator.neb.com). Se afiadieron sitios de restriccion,
etiquetas (fag), o sitio Kozak, cuando fue necesario.

La lista de los primers utilizados se puede consultar en el Anexo II.

3.4.2. Reaccion de PCR con la enzima Pfx50.

Se utiliz6 la enzima Pfx50 (Invitrogen). Esta es una polimerasa de alta fidelidad,
con una tasa de mutacién 50 veces menor que la Taq polimerasa comun, y cuenta con
actividad de hotstart que reduce la amplificacion inespecifica durante la reaccion. Para

la reaccion se siguieron las indicaciones del proveedor.

3.4.3. Digestion con enzimas de restriccion (ERs).

Para las digestiones de los diferentes ADNs y plasmidos se utilizaron entre 100 ng
y 2 pug de ADN (para screening o preparacion de ADN para clonado, respectivamente),

se utilizaron aproximadamente 5 U de ER (New EnglandBiolabs, Thermo o Promega)
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por cada 500 ng de ADN a cortar. Utilizando el buffer de reaccion (10x) indicado por el
fabricante (llevado a volumen de 1 o 2X en agua calidad MiliQ previamente
autoclavada), en un volumen final (Vf) de 20 a 100 pl, en dependenciade la cantidad de
ADN a utilizar. Las reacciones se incubaron de 2 a 8 hs, a la temperatura indicada para
la ER. Para inactivacion de la ER, se incubd la reaccion 20 minutos (min), a la

temperatura indicada por el proveedor.

3.4.4. Electroforesis en geles de agarosa.

Las concentraciones de agarosa utilizadas en los geles fueron entre 0,8% a 2%.
Los geles se prepararon en buffer TBE 0,5 X y se corrieron a 50 Volts constantes. Para
visualizar las bandas de ADN se utilizd bromuro de etidio (0,5 pg/ml). Al momento de
sembrar, las muestras se mezclaron con buffer de siembra 6X (Sambrook, 1989). Los
marcadores de peso molecular utilizados fueron 100bp DNA Ladder, Lambda Hindlll,
Lambda EcoRI-HindIIl y L1 Kbp Plus (Productos BioL6gicos). La documentacion de
los geles se realiz6 con el equipo Multi Doc-it Imaging System (UVP).

3.4.5. Extraccion y purificacion de ADN.

Para todas las purificaciones se utilizo el kit “NucleoSpin® Gel and PCR Clean-
up” (Macherey-Nagel). En el caso de purificaciéon de gel de agarosa, se cortd el
fragmento con un bisturi, procurando dejar la menor cantidad de agarosa residual
posible. En el caso de purificaciéna partir de reacciones de PCR o reacciones de
restriccion, se llevo a un volumen minimo de 100 pl con agua MiliQ, y se procedio

siguiendolas indicaciones del kit.

3.4.6. Mutagénesis por PCR de solapamiento.

Se siguieron protocolos existentes en la literatura (Higuchi y cols., 1988; Liang y
cols., 1995;Urban y cols.,, 1997). Se disefi6 un par de primers que poseen la
modificacion deseada, con no menos de 15 bases de complementariedad entre ellos en
sus extremos 5’ (primers B y C). Estos primers se utilizaron junto a primers externos
(primers A 'y D) en PCRs por separado para obtener dos amplicones, los cuales
llamaremos 1 y 2 (Figura 9 A). El amplicon 1 se obtuvo utilizando los primers Ay B, y

el amplicon 2 utilizando los primers C y D. Estos dos productos de PCR comparten un
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segmento idéntico, donde se encuentra la modificaciéon deseada, en uno de sus

extremos.

A
A Amplicén 1
B
C
Amplicén 2
D
B
C A
D

Figura 9. Mutagénesis por PCR de solapamiento. (A) Generacion de dos amplicones que
comparten un segmento idéntico. (B) Annealing y extension de ambos amplicones. (C) PCR del

segmento completo con los primers externos.

Ambos amplicones se purificaron por medio de una electroforesis preparativa y
extraccion de gel de agarosa, para eliminar los primers y productosde PCR
inespecificos. A continuacion se hibridizaron ambos amplicones mediante un protocolo
de desnaturalizacion, annealing y extension de un solo ciclo, teniendo en cuenta la Tm
del extremo que poseen en comun y el tiempo de elongacion segln el tamafio (Figura 9
B). La mezcla de reaccion se prepard incorporando los dos amplicones, dNTPs, la
enzima Taq pfx50, en su buffer de reaccion, pero sin primers. Luego de este primer
ciclado, se agregan los primers externos y se programoé una PCR de 35 ciclos, teniendo
en cuenta el tamafio del amplicén completo, y la Tm de losprimers agregados (Figura 9
C). Finalmente se purifico el ADN a partir de una electroforesis preparativa para su

clonado.

3.4.7. Ligacion de moléculas de ADN

Para el ligado de los insertos con los vectores correspondientes en cada caso
particular, se utilizd una cantidad minima (10-15 ng) del plasmido para reducir el
religado del mismo, con relaciones molares inserto/vector variables. Por lo general se

utilizaron proporciones entre 3:1 y 9:1. En todos los casos se incluyd un control de

57



"Estudios sobre la proteina 3A en la transcripcién/replicacion del Virus de la Fiebre Aftosa." Cecilia M. Lotufo

vector sin inserto, el cual se denomino “control de religado”. Las reacciones se llevaron
a cabo en un volumen de 10 pl, en presencia de buffer de ligacidon provisto con la
enzima y 5U de enzima T4 ADN ligasa o E. coli ligasa (New England Biolabs). La
primera tanto para extremos cohesivos como para extremos romos, mientras que la
segunda se utiliza exclusivamente para extremos cohesivos. La reaccidon se incubd

durante toda la noche (aproximadamente 16 hs) a 16 °C.

3.4.8. Transformacion de bacterias competentes.

La induccion de competencia se realizd con el método de cloruro de calcio
descripto en “Current Protocols in Molecular Biology”, en el cual células E. coli en fase
de crecimiento se concentraron por centrifugacion y resuspendieron en una solucion
conteniendo cloruro de calcio. La exposicion de los iones de calcio hace a las células
capaces (competentes) de tomar ADN. Se fraccionaron (50-75 pl por tubo) y se
guardaron a -80°C para ser usadas posteriormente. Se realizo el ensayo de competencia
para calcular la eficiencia de la preparacion (Ausubel, 2003).

Para proceder con la transformacién, se descongeld un vial de bacterias
competentes sobre hielo. A cada tubo de bacterias se agregaron 5 ul del producto de la
reaccion de ligacion o 0,2 pul de ADN en forma super-enrollada, dependiendo del caso.
Se mezclé suavemente y se incub6 en hielo por 20 min. Posteriormente se realizé un
choque térmico a 42 °C por 45 segundos y se volvio a incubar en hielo por 2 min. Para
la recuperacion de las bacterias se agregaron 800 pl de medio LB, se incub6 45 min a 37
°C con agitacion suave y se plaqued en medio LB-agar conteniendo el antibidtico

apropiado para cada caso. Por ultimo las placas se incubaron a 37 °C durante la noche.

3.4.9. Minipreparaciones de ADN.

Para estas preparaciones se partio de 3 ml de cultivo de bacterias en medio LB
con el antibiotico apropiado, crecidas durante la noche a 37 °C. Las bacterias se
cosecharon por centrifugacion a 6.000 rpm y se resuspendieron en 200ul de Solucion P1
con 5 pg de Ribonucleasa A (Fermentas) por tubo. Luego, se agregaron 200ul de
Solucion P2, se mezclé por inversion lentamente y se incubd 15 min en hielo.
Finalmenteseagregaron 200 ul de Solucién P3 fria, se mezclo por inversion hasta que se
observo la formacion de un precipitado blanco y se incubd 15 min en hielo. Se

centrifugd a 12.000 rpm durante 20 min. Se tomé el sobrenadante y se realizd una
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extraccion con 500 pl de cloroformo, mediante agitacion de la mezcla y una
centrifugacion a 12.000 rpm por 5 min. Una vez separadas las fases se trasvaso la fase
acuosaa un nuevo tubo, se agregaron 800 pl de isopropanol, se incubd 30 min a -20 °C
y secentrifugd a 12.000 rpm durante 20 min. El precipitado se lavd con etanol 70% vy,
una vez seco, se resuspendio en 50 pl de agua destilada (Sambrook, 1989).

En el caso de los clones pRep, y sus mutantes, se modificaron las cantidades para
poder obtener mas microgramos de ADN, dado que se trabajo con plasmidos de bajo
nimero de copias, y es dificil obtenerlos en buena concentracion. Para estas
excepciones se utilizaron 12 ml de cultivo de bacterias en medio LB, se centrifugo6 en 2
tubos eppendorf de 2 ml, (6 ml de cultivo en cada uno) y se prosiguié con el protocolo
por duplicado, hasta que al final se unificaron los cultivos resuspendiendo en 40 pl de

agua MiliQ ambos pellets.

3.4.10. Midipreparaciones de ADN.

Para la obtencion de plasmidos con alto nivel de pureza para utilizar en la
tranfeccion de células, se utilizd el kit “NucleoBond® PC 100” (Macherey-Nagel)
siguiendo las instrucciones del fabricante, utilizando buffers y columnas provistas.

En el caso excepcional de los clones pRep y sus mutantes, se tuvo que adaptar el
procedimiento debido al bajo rendimiento del ADN obtenido siguiendo las indicaciones
del fabricante.

En la primera parte del procedimiento, se cultivaron bacterias con el clon de
interés en 3 ml de LB con el antibidtico adecuado a 37 °C durante toda la noche. Al dia
siguiente, se inocularon los 3 ml en 300 ml en medio LB y se realizd6 una
Midipreparacion. Para lo cual se centrifugaron las bacterias en 2 tubos Falcon de 50 ml
(3 veces), se resuspendioel pellet en 2 ml de Solucion P1 (con 50 pg de Ribonucleasa
A), 3 ml de Soluciéon P2, mezclando suavemente y incubando 20 min en hielo, 3 ml de
Solucion P3, mezclando 6 tiempos e incubando 20 min en hielo. Posteriormente se
centrifug6 20 min a 12.000 x g. El sobrenadante se trasvas6 a 2 mamaderas de 50 ml (de
material resistente al cloroformo) y se agregaron 5 ml de cloroformo. Luego de mezclar
vigorosamente, se centrifugd 10 min a 12.000 x g. Al sobrenadante se le agregd 8 ml de
Isopropanol en tubos corex de vidrio, y se incubd 30 min a -20°. Posteriormente, se
centrifugd 30 min a 15000xg. El pellet, se dejo secar, y se resuspendié en 1ml del buffer
de equilibrio provisto con el kit “NucleoBond® PC 1007, se pas6 la muestra por la

columna, y se prosiguid con el protocolo del fabricante.
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3.4.11. Secuenciacion de ADN.

La secuenciacién de ADN fue realizada por el servicio de Macrogen Inc. (Corea

del Sur) y por Genbiotech (Estados Unidos). Los ADNs se enviaron purificados.

3.4.12. Analisis de secuencias in silico.

Los alineamientos de secuencias de proteinas se realizaron con la aplicacion
AlignX del software Vector NTI Suite. Para alineamientos de secuencias de ADN se
utilizoé la aplicacion Contig Express del mismo programa.También se utilizo Vector NTI
Suite, para clonados, busqueda de sitios de restriccion, armado de vectores completos in

silico y disefio de primers.

3.4.13.  Transcripcion in vitro con T7 polimerasa.

Se linealizo la construccion que se deseaba transcribir por digestion, utilizando de
5a 10 pug de ADN plasmidico con un Vf de reaccion de 50 pl en el buffer 6ptimo para
la ER EcoRV. Para asegurar la digestion total de los ADNs las reacciones se incubaron
por un periodo de 3 hs y se confirm6 la digestion mediante una electroforesis en un gel
de agarosa 1%. Luego se purificé el total de la digestion con el kit “Nucleo Spin® Gel
and PCR Clean-up” (Macherey-Nagel).

La reaccion de transcripcion in vitro se llevod a cabo con el kit “MEGAscript®”
(Ambion) siguiendo las indicaciones del fabricante. Se utilizé 1 pg del templado de
ADN. Se incubaron las reacciones durante 5 hs a una temperatura de 37 °C. Una vez
cumplido el tiempo de incubacion se realizd un tratamiento con ADNasa (TURBO
DNase I) de 15 min a 37 °C. El ARN sintetizado fue purificado con el kit SV Total RNA
Isolation System (Promega). Se confirm6 la integridad del ARN mediante una
electroforesis en condiciones desnaturalizantes en un gel de agarosa 1%. Se midi6 la

concentracion con el equipo NanoDrop, se dividio6 en alicuotas y se guardé a -80°C.

3.5. Construccion de los distintos plasmidos y mutantes del Sistema Replicon.

El Replicon (pRep) consiste en un cADN derivado del genoma viral de la cepa O1
Campos, donde las secuencias que codifican para proteinas estructurales fueron
reemplazadas por el gen reportero Luciferasa de Luciérnaga (Firefly Luciferase, Luc) y

solo se conservaron los aa queconforman los sitios de corte para las proteasas Lpro y
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3Cpro (Tesis Doctoral, Giraldez, 2013), (Figura 10). La transcripcion del ARN viral esta
bajo el control del promotor de la polimerasa del fago T7 (T7pol), el cual genera la
posibilidad de la transcripcion in vitro del ARN y posterior transfecciéon del mismo; o la
cotransfeccion junto con un plasmido que la expresa (pCAT7). De esta forma la
replicacion del pRep se determina indirectamente evaluando la actividad del gen

reportero (Figura 11).

Promotor AUG TAA
17 5N Luc_2A 3B, bainc EcoRV
[l [ | [ ] | LI
Lt e aa 'y aagatatc
Poli (Cyp) Lpre 2B 2C 3A ac 3D Poli (A,

Figura 10. Replicon del VFA. Representacion esquematica del sistema replicon del VFA, derivado
de la cepa O1 Campos, bajo el promotor de la polimerasa del fago T7. (De: Giraldez, 2013)

Si bien se conocen muchos aspectos basicos de la biologia molecular de los
Picornavirus, y entre ellos VFA, el papel de las regiones no codificantes del genoma
viral y la funcion de las proteinas virales o sus precursores requieren mayor
investigacion para ser comprendidos en profundidad. La utilizacién de esta herramienta
permitirad ahondar en el rol de los componentes virales que controlan la expresion génica

del VFA inicialmente utilizando pRep.

x>/ T T7 polimerasa

"= pRep ),k‘ -
' Minigenoma RNA
zs./ / 7'\'\ Luciferasa 2A ZB 2C 3A 3B 3C 3D

oo SUTR 3'UTR
s gy S ey e

Transcripcion de
proteinas
Luciferasa P2 P3
Rephcacmn del
: \Pollprotelna
(S? o’ | Procesamiento
. TR | por proteasas
[N Y / virales
ARN(-) Luciferasa

3UTR ~ -Luciferasa ZA -ZB -3A-3B -3C JDS Ut

UTR 5, g

Figura 11. Sistema Replicon. Representacion esquematica del sistema replicon del VFA, en el cual
se transcribe el Minigenoma de ARN por medio de la T7pol, y es traducido en una poliproteina,
procesada por proteasas virales, las cuales liberan la Luciferasa, cuya actividad medible permite
evaluar la replicacion del sistema. Las proteinas virales se encargan de replicar el Minigenoma,
liberando mas Luciferasa.
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La construccion del Replicon (pRep) y un Clon de Genoma Completo, fue llevada
a cabo por Adrian Giraldez y cols., pero a pesar de multiples intentos, no se obtuvo un
clon funcional. Varias mutaciones fueron evaluadas y corregidas, sin resultados

positivos (Tesis Doctoral, Giraldez, 2013).

3.5.1. Correccion de pRepAG4120 para la obtencion del plasmido pRep funcional

En primer lugar se procedié a identificar por secuenciacion con el método de
primer walking la deficiencia del plasmido replicon (pRep) construido en el laboratorio.
Se detectd una mutacion puntual con corrimiento del marco de lectura en la secuencia
de la proteina NC 2B, especificamente una guanocina en posicion 4120 (pRepAG4120).

Con el fin de corregir esta mutacion se amplifico la region a partir del clon de
genoma completo de la cepa Ol Campos (pk-VFA-/O1/Cam) con los
primersespecificos 24.Fowy 3A4.1/2.Rev (ver Anexoll). El producto de PCR, fue
digerido con las enzimas de restriccion (ERs) Xmal y EcoRI, de sitio Gnico en el
genoma del virus (region gendmica 3766-5427). Simultaneamente fue digerido con las
mismas ERs el pRepAG4120. Ambos ADNSs fueron purificados y se procedid con la
ligacion del fragmento correcto en pRep. Posteriormente se verificd la construccion
mediante restriccion con la ER HindIII (clones correctos liberan bandas de 2601 pb,
2589 pb, 2504 pb, 1470 pb, 566 pb y 43 pb; vector vacio libera bandas de 3633 pb,
2504 pb,1470 pb, 566 pb y 43 pb). Se secuenciaron los clones positivos para corroborar
la incorporacion del segmento suplantado.

3JUTR

pRep

—] 9773 bp
JA 5UTR

As o4
<N

Luciferasa

Figura 12. Esquema del pliasmido pRep (replicon funcional), obtenido con las secuencias
provenientes del primer walking y el programa Vector NTI. Se indica el promotor T7 pol, las
regiones 5’ y 3’ no codificantes (UTR), el gen de Luciferasa y las proteinas no capsidales del VFA.
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Finalmente, luego de evaluar las secuencias, se logro la construccion del replicon
del VFA-O1/Campos (pRep) con capacidad de trascripcion/replicacion medible a través

de la actividad luciferasa (Figura 12)

3.5.2.  Construccion del Replicon Defectivo 1 (pRepD1).

Inicialmente, se generd un replicon deficiente en la polimerasa 3D el cual se
denominé pRep Defectivol (pRepD1) para lo cual se aprovecharon 2 sitios unicos de
restriccion, dentro del genoma viral, y se procedié a realizar una delecion de 838 pb
flanqueada por dos sitios Pstl. El resultado seria una delecion en 249 aa en el extremo
N-terminal de 3D y 31 aa en el extremo C-terminal de 3C. De esta forma también se
elimina el sitio de corte 3CD, entre 3C y 3D.

Luego del corte con Pstl, las bandas se separaron en un gel de agarosa 1%, se
aislo la correspondiente al vector, se purific y se religd (Figura 13). Se realizo el
screening con la misma ER Pstl, se eligié un clon que no desprendiera un segmento de
aproximadamente 800 pb.

Se obtuvo la cantidad de ADN necesaria mediante una midipreparacion, se

linealiz6 con EcoRV, se transcribido a ARN y se purifico para su posterior transfeccion.

Pst1(8954)
JUTR

EcoRV (g730)

5UTR Luciferasa 2A

Afml:

Replicon

9773 bp

Figura 13.Esquema de la construccion de un Replicon Defectivo (pRepD1). Obtenido con las
secuencias provenientes del primer walkingy del pRep y el programa Vector NTI. Se indica el
promotor T7 pol, las regiones 5’ y 3’ no codificantes (UTR), el gen de Luciferasa y las proteinas no
capsidales del VFA, y la enzima de restriccion EcoRV, utilizada para la linealizacion del mismo.
pRepD1 se obtuvo mediante la delecion de 838 pb en pRep utilizando los sitios de restriccion Pstl del
genoma viral, marcadas con un 6valo.
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3.5.3.  Construccion de pRepSuperDeletado (pRepSD)

La construccién de pRepSD se realiz6 utilizando el corte de sitios tnicos en el
pRep de las ERs EcoRV 'y Smal, que realizan cortes de extremo romo. Una vez cortado
el plasmido, se separaron en un gel de agarosa 2%, las dos bandas, una de 5453 pb y
otra de 5671 pb. Se purifico la de 5453 pb que correspondia a la region de la Luciferasa,
y se religaron los extremos romos (Figura 14). El clon a utilizar se selecciond por

screening por restriccion y peso molecular.

T7 5UTR L Luciferasade Luciérnaga

— >

pRepSD
5453 bp

Figura 14. Esquema del plasmido pRepSuperDeletado. Obtenido con las secuencias provenientes
del primer walkingy del pRep y el programa Vector NTI. Se indica el promotor T7 pol, las regiones
5’ no codificantes (UTR), el gen de Luciferasa y la proteina L del VFA.

3.5.4. Construccion de mutantes de la proteina 3A con deleciones parciales en la

region N-terminal, en el background del plasmido pRep.

Inicialmente, se analizaron las secuencias nucleotidicas de la proteina 3A en
distintas cepas virales, observando secuencias ampliamente conservadas en la regién N-
terminal de la misma.

Luego, se alinearon secuencias de 3A del VFA junto con la misma proteina de
otros virus de la misma familia: PV, Rinovirus, y Enterovirus. En este caso, no se
encontraron regiones conservadas en términos de nucleotidos.

Se construyeron 3 mutantes de delecion en la regidon N-terminal de 3A,
denominadas A6-11, A6-17 y A6-23 de acuerdo al orden y ubicacion de los aminoécidos
delecionados (Figura 15).

Para la construccion de estas mutantes, se disefiaron primers reversos
aprovechando el sitio Unico de la ER EcoRI, dentro de la proteina 3A del virus,
incorporando las deleciones en ellos nombradas A6-11, A6-17 y A6-23 (Dell.3A.Revers,
Del2.34.Revers y Del3.34.Revers, respectivamente). Se diseiid un unico primer foward

que hibrida en la region de la proteina 2B, también aprovechando un sitio tnico de

64



"Estudios sobre la proteina 3A en la transcripcién/replicacion del Virus de la Fiebre Aftosa." Cecilia M. Lotufo

restriccion del genoma viral, utilizando la ER PmlI (2B.Fow.Pmll), (Ver Anexo II).

H6-23
HAB-17
AE-11

{JHELICE o —{JHELICE &) TRANGWEMBRANA

Figura 15. Esquema de la proteina no capsidal 3A. Secuencia de aminoacidos y esquema mostrando
las dos alfa-hélices y la zona transmembrana predicha. Se indican las tres deleciones realizadas. Los
aminoacidos se representan en distintos colores en funcion de sus caracteristicas fisico-quimicas: verde,
polar sin carga; rojo, apolar; azul, polar con carga negativa; rosa, polar con carga positiva.

Luego se amplifico la region de interés, con cada juego de primers, utilizando
para todos 60°C como temperatura de annealing (Ta) y pRep como templado. Los
segmentos y el vector (pRep), se cortaron con las ERs Pmll y EcoRI, y se procedio a
realizar una separacion electroforética para su posterior purificacion y ligacion.

En el caso de pRep digerido, liberé un fragmento de 1138 pb, el cual fue
descartado (Figura 16). Las amplificaciones de las mutantes resultaron en fragmentos de
1123 pb, 1103 pb y 1083 pb.

2A
2B
5UTR ‘Pmll (5827) EcoRI (6965)

T7}i LLuciferasa . 2c / 3A3B 3C 3D  3UTR

p Re p —76-11

9773 bp — 0617
— A6-23

Figura 16. Esquema del subclonado en pRep para obtener las distintas mutantes de delecion de
3A. Los fragmentos con las deleciones (A6-11, A6-17 y A6-23) se subclonaron entre los sitios de
restriccion representados con barras azules en 2B (Pmll) y 3A (EcoRl).

Se seleccionaron candidatos para cada clon, mediante restriccion con las
mismas ERs utilizadas para el clonado, y se envié a secuenciar para corroborar la

correcta incorporacion del inserto y su integridad.
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De esta forma, se obtuvieron tres plasmidos replicon, los cuales fueron

nombrados pRepA6-11, pRepA6-17 y pRepA6-23.

3.5.5. Construccion de los plasmidos con mutaciones puntuales de 3A

(PRepQ184A/H19A/E20A y pRepE20A).

Se logré el primer clon denominado pRepQ18A/H19A/E20A, por reemplazo
de los aminoacidos de las posiciones 18, 19 y 20 por el aminoacido alanina, y el
segundo clon, denominado pRepE20A, en el cual solo se reemplazd el aminoéacido
Acido Glutamico (E), por una alanina (Figura 17).

Ambos clones se obtuvieron mediante el disefio de un par de primers reversos
especificos con la zona mutada, Mutl.34.Revers, se utilizd para lograr el mutante
pRepQI8A/H19A/E20A, y el primer Mut2.34.Revers para la mutacion pE20A, en
ambos casos, los primers reversos presentan el sitio de restriccion EcoRI. Los productos
de PCR se lograron utilizando como primer forward en ambos casos el primer
2B.Fow.Pmll conteniendo el sito para Pml (ver Anexo II).

Para las reacciones de PCR,la Ta utilizada fue de 60°C. Los sitios de restriccion
utilizados son unicos en el genoma de pRep, para luego permitir el clonado directo de
los productos de PCR sobre el clon original.

Se obtuvieron clones candidatos realizando un screening con las ERsPmll y
EcoRI. Se enviaron a secuenciar para corroborar la incorporacion de la mutacion y la
correccion de la secuencia amplificada.

PRepQISA/HIIANEZ20A
ISIPSQKSVLYFLIEKGAAAAAIEFFEGMVHDSIKEELRPLIQQTSFVK

{l —
pRepE20A
ISIPSQKSVLYFLIEKGQHAAAIEFFEGMVHDSIKEELRPLIQQTSFVK

— — —

Figura 17. Esquema de las mutantes puntuales de 3A. Esquema de la seccion N-terminal de la
proteina 3A del VFA, los aa 17-23 se representan en color rojo y las zonas de hélice-a, por los
cilindros azules. Las posiciones de reemplazo por A (alanina), se encuentran en letra mas grande y en
color rojo.

3.5.6. Construccion del plasmido con la delecion de la region transmembrana de

34 (pRepATM)

Para obtener esta mutante, se utilizo la técnica de PCR por solapamiento, en la

cual para el primer segmento se utilizaron los primers Fow.34A.EcoRIl y Rev.3A.Atransm
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(100pb), y para el segundo segmento se utilizaron los primers Fow.3A.Atranm 'y
Rev.3D.Mlul (1300pb) ambos con una Ta de 40°C. Las bandas fueron separadas en gel
de agarosa y purificadas, ya que contenian fragmentos inespecificos.

Luego, ambas PCR se solaparon a una Ta de 60°C, en donde posteriormente se
agregaron los primers Fow.34.EcoRIl y Rev.3D.Mlul para realizar la PCR del segmento
entero (1500 pb) utilizando una Ta de 40°C.

El producto obtenido, y el plasmido pRep, fueron digeridos con las ERs EcoRI
y Mlul, purificados y ligados, para obtener el plasmido pRepATM. Los posibles
candidatos elegidos por restriccion se enviaron a secuenciar para corroborar la

incorporacion de la secuencia con la mutacion esperada.

3.6. Construccion de los plasmidos utilizados en ensayos de Inmumofluorescencia

indirecta (IFI).

3.6.1. Construccion de los plasmidos p3AF, pA6-11F, pA6-17F y pA6-23F.

Se construyeron plasmidos conteniendo solo la secuencia de la proteina 3A, y las
mutantes de 3A construidas anteriormente, fusionadas a la etiqueta Flag. Los plasmidos
se denominaron: p3AF, pA6-11F, pA6-17F y pA6-23F.

Se disenaron los siguientes primersespecificos:

v' Como primer forward se utiliz6 3A.Fow.HindIIl Flag, el cual posee la
secuencia de corte de la ER HindlIlI, la secuencia Kozak para aumentar la eficiencia de
transcripcion, un codon de iniciacion ATG seguido por la etiqueta FlagY, y por una
secuencia que hibridiza sobre el gen 3A, en la zona inmediata anterior a las bases
delecionadas en las mutantes.

v' Como primer reverse, se utilizo en todos los casos, 34.Notl.Rev., el cual
posee una secuencia que hibridiza sobre 5° del gen 3A, el codon stop y el sitio de
restriccion Notl.

La secuencia de Flag-Y se obtuvo del estudio de Teterina y cols. (Teterina y
cols., 2011), quienes evaluaron distintas etiquetas en clones infecciosos de PV insertos
en el extremo N-Terminal de la proteina 3A, y observaron que Flag-Y no interferia en la
generacion de placas de lisis, las cuales, eranidénticas a las producidas por el virus wt.
Se eligi6 insertar la etiqueta en el extremo N-terminal de 3A, asumiendo que no
afectaria estéricamente la conformacion de la proteina. Debido a la longitud del primer

forward, se utilizo una Ta de 40 °C (Ver Anexoll).

67



"Estudios sobre la proteina 3A en la transcripcién/replicacion del Virus de la Fiebre Aftosa." Cecilia M. Lotufo

El vector pEGFP-N1, que contiene el gen EGFP, se utilizé como control de
transfeccion, y también para armar las mutantes (Figura 18). Se cortaron con las ERs
HindlIIl y Notl, tanto el vector como losproductos de PCR amplificados de las diferentes
mutantes a clonar. Se purificaronlos fragmentos de interés y se ligaron. Se realizo el
screening utilizando las mismas ERs, y se separaron los fragmentos en un gel de
agarosa 2%, para facilitar la identificacion de los mismos. Los clones seleccionados, se

enviaron a secuenciar.

f1 origim
kozac PolyA (5V40)
1 Gor1(1402) ) pSV4  Resistencia KanamicinaNeomicin
promotor hCMVY GFP stop {\MU ORI |' [HS‘U TK pUC ori
DEGFP-N1

1 origim 47mbp

Poly A (SV40)

Cort (2233

Flag¥

Resistencia Kanamicina/Neomicin

promotor hCMV JA pSV40 S\V40 ORI HSV TK pUC ori

p3AF

4456bp

Figura 18. Esquema de la construccion del plasmido p3AF, a partir de pEFGP-N1. Se
reemplazo el gen de la proteina EGFP, por el de la proteina no capsidal 3A con una etiqueta FlagY
unida a su N-terminalutilizando las ERs HindIII y Notl, (circulos violeta).

3.6.2. Construccion de los plasmidos pEGFP[3A] y pEGFP[3AF]

Para la construccion de pEGFP[3A], se utilizaron los primers 3AgreenFy
3AgreenR (Ver Anexoll) para obtener el producto de amplificacion de 3A, y clonarlo en
pEGFP-N1 con las Ers Bglll y BamHI. En este caso se utilizd la enzima CIP (Thermo),
para extraer los fosfatos del vector, ya que los extremos producidos por el corte de las
ERs utilizadas eran idénticos: Bg/II corta en el sitio AGATCT y BamHI corta en el sitio
GGATCC, pero ambas dejan libre el extremo GATC. La enzima CIP luego se inactivo

por calor (10 min a 70°C), y se prosiguié normalmente.
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Para obtener pEGFP[3A-F], los vectores pEGFP[3A] y p3AF se cortaron com
las Ers Nhel y EcoRI. En el caso de pEGFP[3A] se recupero el vector (Figura 19 A), y
de p3AF se recupero un fragmento de 102 pb, codificando la etiqueta FlagY (Figura 19
B). Se utilizo un gel de agarosa 2% para purificar esta pequefia banda. Luego de ligar,
se seleccionaronlos clones de interés mediante screening con las ERs HindIll y BamHI,
dado que la primera se incorpora cuando el inserto esta incluido mientras que el vector

vacio no posee este sitio de restriccion. Los clones elegidos liberaron una banda de 497

pb (Figura 19 C).

PolyA (5V40)
A EcoPRI (a1
(A 3A (B) (73]
EcoFI (bo4)
Nhel (sg2)
Nhel (583) PolyA { SV 40)
tor hCMV f
promotor hCMV EGFP stop promotor \
b =
=
DEGFP[3J'—'&] D3AF
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Figura 19. Esquema de la construccion del plaismido pEGFP[3A-F], a partir de pEFGP[3A] y
P3AF. Se subcloné el segmento conteniendo el FlagY y parte del gen 3A, utilizando las ERs Nhel y
EcoRI. (A) Region del plasmido pEFGP[3A], se marca con una U fucsia el segmento eliminado para
utilizar el plasmido como vector. (B) Region del plasmidop3AF, que se utilizd6 como inserto. (C)
Esquema del clon pEGFP[3A-F] final, en el cual se resalta en fucsia el segmento clonado.

3.6.3.  Construccion de los plasmidos pATMF.

Se construy6 un plasmido con la mutante transmembrana denominado pATMF.
Se utilizé la técnica de PCR por solapamiento, empleando para el primer

segmento los primers3A.Fow.HindIll.Flag y Rev.3A.Atransm, con una Ta de 45°C,
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mientras que para el segundo fragmento se utilizaron los primersFow.3A.Atranm y
3A.Notl.Rev (Ver Anexoll), y una Ta de 56°C.

La reaccion de PCR de solapamiento se realizé con 25 ul de cada producto de
PCR obtenido, Taq polimerasa y dNTPs, con una Ta entre segmentos de 66°C, durante
30 min. Se procedi6 luego a la elongacion (10 min) a 68°C. Posteriormente, se
agregaron los primers de los extremos 34.Fow.HindlIl. Flagy 3A.Notl.Rev y se realizd
la amplificacion completa con una Ta de 64°C.

El producto de PCR final obtenido, se purifico y se clond en el vector pEGFP-
N1, previo corte de ambos con las ERs HindlIIl y Notl. Se seleccionaron los clones por
screening con las mismas ERs, y se enviaron a secuenciar. Una vez corroboradas las

secuencias, se realizaron las midipreparaciones para proceder con las transfecciones.

3.7. Construccion de los plasmidos Clon infeccioso.

3.7.1.  Construccion de los clones a evaluar como Clon Infeccioso.

Luego de que obtuvimos el Replicon funcional, descripto anteriormente, se
realizaron dos clonados, en los cuales se utilizola técnica inversa, reemplazando el gen
que codifica la Luciferasa por las proteinas de la capside.

Boyer y Haenni (1993) recalcan la inestabilidad de los ADNc de genomas virales
en bacterias, y ejemplifican casos de clones completos de virus con genomas de ARN
de cadena positiva en los cuales dicha inestabilidad produjo la introduccion de
mutaciones que resultaron en la no infectividad de lostranscriptos obtenidos.

Para descartar esta opcion, realizamos dos clonados, utilizamos como inserto, las
proteinas capsidales del clon de genoma completo del cual disponemos, al vector pRep.
De esta forma, descartamos cualquier mutacion de inestabilidad de ADNc que pudo
haberse generado en el resto del genoma viral.

Mediante la utilizacion de sitios de restriccion existentes en el genoma viral, se
realizaron dos clonados:

v' Xmal y Spel, con los cuales se reemplazd Luciferasa, por las proteinas

capsidales, Lpro y el 5"UTR, los clones resultantes.

v' Xmal y AfIIl reemplazando mitad de la proteina Lpro, luciferasa, por las

proteinas capsidales, conservando el 5 UTR del sistema Replicon.
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En la Figura 20, se puede observar un esquema del Clon Completo y de pRep,

sefialando en lineas azules los sitios de restriccion de las ERs utilizadas para el clonado

de ambos.
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Figura 20. Clon de genoma completo yReplicon del VFA. Representacion esquematica del Clon de

Genoma Completo (A) y del sistema replicon del VFA, pRep (B), ambos derivados de la cepa Ol
Campos de dicho virus, bajo el promotor de la polimerasa del fago T7.

3.8. Construccion de los plasmidos utilizados en el mapeo del anticuerpo
monoclonal 3H7.

3.8.1.  Construccion de los clones delecionados del polipéptido 3ABC.

Se realizaron 6 deleciones secuenciales en el extremo 5' del segmento 3ABC

Los fragmentos, que difieren aproximadamente en 60 pares de nucleotidos, fueron
clonados en pET-30a, dando lugar a los clones que se denominaron B, C, D, E, F y G
(Figura 21). Para obtener estos clones se realiz6 una PCR utilizando como templado el
clon A (pET-30a[3ABC]), por medio de los primers: 34A.Ncol. FowB, 3A4.Ncol.FowC,
34.Ncol. FowD, 34.Ncol.FowE, 34.Ncol.FowF y 34.Ncol. FowG como directos y como

reverso se utilizoé el primer 34.BamHI.Rev (Ver Anexoll), en todos los casos, a una Ta
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de 45°C. Los primers cuentan con el agregado de los sitios de las ERs Ncol y BamHI
para su clonado posterior.
Cada uno de los segmentos fue purificado y clonado en el vector pET-30a,

previamente cortado y purificado.

3A 3B1/2/3 3C

A ' ' L ——
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Figura 21. Esquema de deleciones N-terminales en el ADN codificante del polipéptido 3ABC.

Los clones obtenidos luego de la seleccion con las mismas ERs utilizadas para
el clonado, generaron bandas,por corrida electroforética en un gel 2%, de los siguientes
tamafios: A, 1311 pb; B, 1254 pb; C, 1197 pb; D, 1140 pb; E, 1080 pb; F, 1020 pb, y G,

960 pb. Los clones positivosse enviaron a secuenciar.

3.8.2.  Construccion de clones que portan los péptidos N-terminales de 3A

fusionados a EGFP (19-GFP, 29-GFP, 38-GFP) y 34-GFP

Se disenaron 3 clones, con aminoacidos de la secuencia del N-terminal de la
proteina 3A fusionados a EGFP como proteina carrier.Las construcciones disefiadas se
representan en la Figura 22 y contienen:

v' pl19-GFP, contiene los primeros 19 aa N-terminales de 3A, los cuales se

encuentran en el clon A pero no en el clon B;

v" p29-GFP,contiene 29 aa N-terminales de 3A, de los cuales 19 aa se encuentran

en el clon Ay los 10 aa siguientes en el clon B,

v" p38-GFP,contiene 38 aa N-terminales de 3A, los cuales se encuentran en el

clon A y el clon B, pero no en el clon C.

v" p3A-GFP, contiene la proteina 3A completa fusionada a EGFP.

Se disefiaron los primers para las 4 construcciones. El clon pA19-EGFP, se obtuvo
con un primer forward(19.34.Ncol. Fow) conteniendo los 19 aa de 3A y una secuencia
de EGFP que hibridiza en el plasmido pEGFP-NI, utilizando el primer reverso
GFP.Rev.HindIll. Este producto se obtuvo a una Ta de 40° ya que el primer
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19.34.Ncol. Fow posee gran tamafio (84 nt) de los cuales solo 20 nt hibridizan en EGFP
Ver Anexoll).

19aa 3A EGFP (240aa)

29aa 3A

29-GFP

38aa 3A
38-GFP

3A (153aa) S ALGEP

Figura 22. Esquema de péptidosde 3A fusionados a EGFP. Se utilizaron para evaluar el
anticuerpo monoclonal anti-3A 3H7

Para el resto de las construcciones, se utilizd la técnica de PCR por
solapamiento, ya que los segmentos a unir eran demasiado grandes para un solo primer.
Por lo que se obtuvieron productos de PCR, desde el plasmido p3AF, con los siguientes
juegos de primers: 3A.Ncol.FowAy Rev.29aa3A.GFP (segmento 29aa, 111 pb, Ta:
45°C); 3A4.Ncol. FowA y Rev.38aa3A.GFP (segmento 38aa, 138 pb, Ta: 56°C);
3A.Ncol. FowA y Rev.34.GFP (segmento 3A; 459 pb, Ta: 56°C). Por otro lado, se
amplifico EGFP, con el juego de primers, GFP.Fow y GFP.Rev.HindlIII (720 pb, Ta:
40°C) (Ver Anexoll).

Los primers de los distintos segmentos N-terminales, comparten 24 nt con el
primer GFP.Fow. Los distintos segmentos se separaron en un gel de agarosa 1,5%, los
fragmentos se cortaron del gel y purificaron, se solaparon con el segmento de EGFP
obtenido, a una Ta de 55°C por 30 seg, se amplifico a 68°C por 10 min y luego se
agregaron los primersde los extremos (34.Ncol.FowA y GFP.Rev.HindIIl), y se obtuvo
el producto final, con una Ta de 40°C. Los productos de PCR se purificaron.

Se prosiguid con el clonado, de cada uno de los productos finales, en el vector
pET-30a, utilizando las ERs Ncol y HindlIll, cuyos sitios de corte estan incluidos en los
primers. Los clones obtenidos, se analizaron por restriccion y los candidatos se enviaron

a secuenciar.

3.9. Transfeccion de células BHK-21 con ARN o ADN y Lipofectamina.

Se sembraron células BHK-21 en placas de 24 pocillos en la dilucién necesaria
para lograr el 70-80% de confluencia el dia del experimento de transfeccion. Se
prepararon las diluciones de los plasmidos de ADN o de ARN lineal a utilizar en medio

Opti-MEM® (Invitrogen), a una concentracion de 100ng/ul, con excepcion de los
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plasmidos pCAT7 (10 ng/ul) y pRen (2,5 ng/ul) por su baja concentracion final. Luego
se mezclo en un tubo por pocillo, las cantidades necesarias de cada plasmido, llevando a
un Vf de 50 pl en Opti-MEM. En un tubo aparte, se adicionaron 3 pl de
Lipofectamine® 2000 (Invitrogen) a 47 ul de Opti-MEM® por cada pocillo, se mezcld
suavemente y se lo dejo reposar 5 min. Luego se agregaron 50 ul de esta ultima mezcla
a cada tubo eppendorf conteniendo los plasmidos o ARN, se mezclo suavemente y se lo
dej6 reposar 20 min.

Mientras tanto, se lavaron las monocapas celulares, dos veces, con 0,5 ml de
medio DMEN libre de suero a temperatura ambiente (TA). Luego se reemplazo6 en cada
pocillo el DMEM por 0,5 ml de Opti-MEM® 2% SFB en el de plasmidos de ADN, y en
el caso de tranfecciones de ARN, se usd Opti-MEM® libre de suero. Se agrego la
mezcla de Lipofectamine® 2000 y plasmidos o ARN en Opti-MEM® gota a gota en
cada pocillo. La placa fue incubada a 37°C en estufa con 5% CO,, por el tiempo
necesario para cada experimento en particular. En algunos casos se reemplazé la mezcla

de transfeccion a las 4 hs por medio DMEM con suero 2%.

3.10. Inmunofluorescencia Indirecta (IFI).

Inicialmente, antes de sembrar las células en placas de 24 pocillos, se agregaron a
cada pocillo a utilizar, cubreobjetos circulares del2 mm estériles. Las células se
transfectaron cuando llegaron a la confluencia esperada, y pasadas las horas
postranfeccion establecidas en cada caso, se procedid con la técnica de IFI.

Se lavo la monocapa de células, con 1 ml de PBS. Para la fijacion se utilizaron 0,5
ml de Formaldehido 3,7% en PBS por 15 min a TA. Se finaliz6 la fijaciéon con 0,5 ml
Glicina 0,IM por 5 min a TA. Para permeabilizar las células, se utilizaron 0,5 ml de
PBS-Triton 0,2% (Triton X-100) por 15 min a TA. Luego se lavo inmediatamente con 1
ml de PBS.

El bloqueo se realizé con 3% de BSAen PBS-Triton (PBS-T-BSA) por 15 min a
TA. Posteriormente, se incub6 durante 1 h a TA con el anticuerpo primario disuelto en
PBS-T-BSA (Vf 150ul por pocillo) y se cubrié6 con un papel parafilm para evitar
evaporacion y el menisco que genera el liquido. Se hicieron 3 lavados con PBS por 5
min. Incubandose luego, con el anticuerpo secundario conjugado con Alexa Fluor
durante 1 h a TA, y cubriéndolo con papel parafilm. Nuevamente se lavo 3 veces con

PBS por 5 min. Los ntcleos fueron tefiidos con DAPI o TO-PRO®-3 iodide (Thermo
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Fisher Scientific), (segun el microscopio utilizado) con una incubacién de 15 min a TA
(ver Anexol). Se volvié a lavar 3 veces con PBS.

Para fijarlo a un portaobjetos, se utilizaron 5 ul de FluorSave™ Reagent
(Calbiochem). Se coloco la gota sobre el portaobjetos y se depositd el cubreobjetos con
las células hacia el pegamento. Luego se mantuvo en oscuridad hasta secado del
producto (al menos 10 min) para luego observar en microscopio de fluorescencia
Eclipse E600 (Nikon) o Confocal Olympus FV-1000(Instituto de Medicina
Experimental).

Los anticuerpos utilizados fueron:

Monoclonal 3H7 anti-3A; monoclonal 2EII anti-3C; Anti-Flag®M?2; Anti-mouse
Alexafluor® 546; B-Tubulin Rabbit; Calnexinantibody; Anti-Giantinantibody; Anti-
rabbit Alexaflouor® 488 (VerAnexo III).

3.11. Ensayos de medicion de actividad de Luciferasa.

Los ensayos de medicion de actividad de Luciferasa como gen reportero se
realizaron utilizando el kit “Dual-Luciferase® ReporterAssaySystem” (Promega).

Las células para los ensayos de Luciferasa fueronsembradas en placas de 24
pocillos y transfectadas como se indico anteriormente.

El protocolo utilizado fue el recomendado por el fabricante, utilizando los lisados
celulares, obtenidos con el buffer de lisis provisto, y se almacenaron a -80°C.

La medicion de actividad se realizo en el luminometro BioTek FLX800, utilizando
una placa opaca especifica para la medicion de la actividad de Luciferasa (LI4 plate, 96
wells, White, flat bottom,Greiner Bio One). Se mantuvo la placa envuelta en papel
aluminio para protegerla de la luz. Las mediciones se realizaron en tandas de no mas de
6 muestras por vez en el caso de Luciferasa de luciérnaga (Firefly) y de a 2 muestras por
vez en el caso de Luciferasade Renilla ya que su actividad desciende mas rapidamente),
para evitar que los tiempos de espera afecten las lecturas de los ultimos pocillos. Los
datos resultantes de la medicion fueron almacenados y normalizados en plantillas de

Excel®.

3.12. Expresion de proteinas en bacterias.

Para proceder con la expresion de proteinas se utilizaron bacterias BL21(DE3),

por sus caracteristicas gendmicas, que permiten menor degradacion del producto
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proteico al ser deficiente en las proteasas Lon y OmpT. Las mismas fueron
transformadas con el pldsmido de interés, y crecidas en placas de LB agar con la
resistencia adecuada. Se tomaron colonias individuales, en un ambiente estéril, y se
crecieron en 1 ml de medio LB con antibidtico, durante toda la noche. Al dia siguiente,
se agregaron 19 ml mas de LB al cultivo, y se creci6 aproximadamente 3 hs mas, hasta
obtener una DO entre 0,4 y 0,6. Luego se agregd IPTG (Isopropil-B-D-1-
tiogalactopirandsido) 1M en una dilucion 1:1000, y se crecid durante toda la noche. Al
dia siguiente, se centrifugd a 6000 rpm, durante 2 min en tubos eppendorf de 2 ml (2
veces), obteniendo 5 tubos eppendorf con un pellet de 4 ml de cultivo bacteriano en LB.

Se comprobd la presencia/ausencia de expresion, observando el peso molecular
esperado de la proteina en SDS-PAGE y la deteccion por un anticuerpo especifico
mediante Western Blot (WB), evaluando ademas la acumulaciéon en cuerpos de
inclusion o sobrenadante. Para esto, pellets de aproximamente 3 o 4 ml cada uno de los
distintos cultivos en LB se resuspendieron en 200 ul de PBS en presencia de inhibidor
de proteasas (dilucion 1:1000) (10mM PMSF, Phenylmethylsulfonylfluoride), y se
sonicaron, manteniendo los tubos eppendorf en hielo, utilizando el ciclo de trabajo al
50% durante 15 seg y un control de salida de 3, repitiendo el proceso 3 veces con 15
segundos de descanso. El equipo que se utilizdo fue el Sonicator Cell Disruptor
(HeatSistem-Ultrasonics Modelo W-225R). Se centrifugaron a 13.000 rpm a 4°C. Se

separaron el pellet y el sobrenadante para evaluar en WB.

3.13. Analisis de proteinas por electroforesis en gel de poliacrilamida en

condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE)

Alicuotas de los lisados bacterianos (pellet y sobrenadante), o de las muestras
resultantes de la purificacion de cuerpos de inclusion, fueron ajustadas a una
concentracion final 1X de buffer muestra. En todos los casos, las muestras fueron luego
calentadas durante 5 min a 100°C. Las proteinas fueron separadas en las condiciones
descriptas por Laemmli (Laemmli, 1970) en geles de poliacrilamida al 10%, 12% o en
geles separadores de dos pasos (8% en el superior y 12% en el inferior) de acuerdo al

tamaio de la proteina analizada.
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3.14. Tincion de proteinas con Coomassie Blue

Para ver expresion de la proteina de interés en bacterias, o para observar si la
purificacion de cuerpos de inclusion habia sido eficiente, se utilizo esta técnica,en la
cual, se incub6 el gel de poliacrilamida, durante una hora con la solucion Coomasie
Blue, y luego se decolor6, con varios lavados, el segundo durante toda la noche, con la
solucion decolorante hasta ver el gel casi transparente nuevamente, y las proteinas
tefiidas del caracteristico color azul. Se fotografi6 el gel o se escaned para guardar la

imagen.

3.15. Deteccion de proteinas mediante Western Blot

Las proteinas separadas mediante SDS-PAGE, fueron transferidas a
unamembrana Hybond ECL Nitrocellulose (GE Healthcare), que fue luego tefiida con
rojo Ponceau(1%) para evidenciar la presencia de las proteinas transferidas. Una vez
lavada, la membrana se incubd durante 16 hs a 4°C en una solucion de PBS 0,1%
Tween-20 (PBS-T-0,1), conteniendo 5% de leche descremada. Posteriormente
fueincubada con una dilucién del anticuerpo primario en PBS-T-0,1, 3% de leche
descremada (PBS-T-0.1-L), durante 1 h a TA. Luego de 3 lavados de 5 min con PBS-T-
0,1, la membrana fue incubada con el segundo anticuerpo conjugado con peroxidasa
(Promega) diluido en PBS-T-0.1-L, durante 1 h a TA (Ver Anexol). Después de 3
lavados de 5 min con PBS-T, las proteinas fueron detectadas mediante
quimioluminiscencia (Pierce Western DetectionReagent®), exponiendo las membranas
con placas AGFA CP-BU, o en el equipo G:Box (Chemi XRQ, Syngene).

Los anticuerpos utilizados fueron: Monoclonal 3H7 anti-3A; monoclonal 2EII
anti-3C; GFP TagPolyclonalAntibody; Anti-mouselgG HRP Conjugate; Goat anti-
rabbit IgG-HRP; Horseradishperoxidase-conjugated goat anti-bovineserum. (Ver
Anexo III)

Los sueros bovinos fueron utilizados en diluciéon 1:200 y 1:50. Previamente
incubados 1h en PBS-T-0.1-L junto con 50 ng/ml de los cuerpos de inclusion del
control negativo (GFP.GST).

3.16. Purificacion de cuerpos de inclusion.

Para la obtencion de la proteina con mayor concentracion y pureza, se llevo a cabo

la purificacion de cuerpos de inclusion. Para lo cual, se realizod previamente la expresion
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de la proteina como fue descripta y posteriormente se centrifugé el cultivo a velocidad
maxima (Vmax).

Se resuspendio el pellet bacteriano en 1:50 del volumen inicial de LB, en Solucion
1 (ver Anexo I) y se realiz6é un lavado, se centrifugd 5 min a Vmax, y se volvid a
resuspender en Solucion 1. Nuevamente se centrifugé 5 min a Vmax. Se resuspendio el
pellet en 6% del volumen inicial en Soluciéon 1 + DOC. Se incub6 10 min a TA. Se
centrifugd 5 min a Vmax. Se resuspendié en 6% del volumen inicial en Solucién
1+Triton. Se centrifugd 10 min a Vmax y se lavo el pellet 3 veces con Agua MiliQ. Se

resuspendieron los cuerpos de inclusion en Urea 6M.

3.17. Cuantificacion de proteinas por el método de Bradford.

Para cuantificar los cuerpos de inclusion purificados se utilizd la técnica de
Bradford mediante el kit Bio-Rad Protein Assay (Bio-Rad), adaptado a pequefios
volumenes.

Se realiz6 una curva estandar de la proteina BSA (seroalbimina bovina)
realizando diluciones al medio, obteniendo las siguientes concentraciones: 400 ng/ul,
200 ng/ul, 100 ng/pl, y 50 ng/ul. Cada 40 pl de dilucion se agregd 10 ul del reactivo.

En el caso de las muestras, se midieron2 pl de muestra (o 1 pl si estaba muy
concentrada) diluida en 38 ul de agua, a lo que se le agregaron los 10 pl del reactivo.

La curva y las muestras se midieron a 595 nm en el equipo Nanodrop, y se

calcularon las concentraciones de las muestras incognitas.

3.18. ELISA

Se realizaron ELISAs indirectos y sandwich indirectos.

Los anticuerpos utilizados fueron: Anti-mouse IgG HRP Conjugate; Goat anti-
rabbit IgG HRP Conjugate; goat anti-bovine serum HRP Conjugate; anti GFP
Polyclonal Antibody; anticuerpo monoclonal 3H7 anti-3A (Ver Anexo III).

Otros reactivos usados para la técnica fueron: placas para ELISA, Microlon
96wells “highbinding” (Griner Bio-one), solucion de captura, PBS-T0,05, Solucion
Dilucion (SD), Solucién dilucion leche (SDL) ,ABTS,H,0,, Solucion Stop (Ver Anexo

I). La absorbancia fue medida a 405nm o 415nm.
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3.18.1. 3AGFP-ELISA

Los pocillos se incubaron toda la noche a 4°C en solucion de captura, conteniendo
cada uno 50pg de cuerpos de inclusion (3A-GFP o GFP-GST). Luego se bloqued
utilizando SDL, 1h a 37°C. Se hicieron 2 lavados con PBS-T0,05, y se agregaron los
sueros, en las diluciones correspondientes para cada caso. Se incub6 por 1h a 37°C, se
realizaron 4 lavados y se agregd el anticuerpo conjugado anti-bovino (Anexo III), se
incubd 1h a 37°C. Se volvi6 a lavar 4 veces, y se revel6 con ABTS/H,0,.

Para cada pocillo a evaluar se le resto a su DO absoluta, la DO absoluta del

control GFP-GST obteniendo la DO neta, para cada caso.

3.18.2. 3ABC-ELISA

Se utilizé el Kit de ELISA para medicion de anticuerpos contra la
poliproteinaNC3ABC del virus de la fiebre aftosa en bovinos (K-3ABC-BOV) (ICT
Milstein-CONICET).

Las placas de ELISA fueron sensibilizadas utilizando como captura el anticuerpo
monoclonal 3H7, diluido en buffer carbonato-bicarbonato. Como antigeno se usoel
péptido 3ABC recombinante. Cada muestra de suero en dilucion 1:40 se afiadio a dos
pocillos (con y sin antigeno 3ABC). La deteccion del anticuerpo unido se realizod
agregando IgG anti-bovino conjugada con peroxidasa y como sustrato ABTS/H,O,.
Cada placa fuevalidada y leida en un lector automatico de ELISA a 405nm.

El procedimiento se llevd a cabo siguiendo las indicaciones del fabricante (ICT
Milstein- CONICET). Los resultados se expresaron como:

OD neta= (OD con Ag) — (OD sin Ag)

% muestra = (OD neta muestra x 100) / (OD neta control positivo)

Los criterios de aceptacion de resultados, que se aplicaron individualmente a cada
placa son:

v Control positivo (C+): La media de las absorbancias del control positivo debe
ser mayor de 0,500, y mayor a 3 veces la media de las absorbancias del control
negativo. Este control, pertenece al suero de un ejemplar bovino vacunado con cuerpos
de inclusion conteniendo la proteina 3ABC. Practica llevada por el laboratorio de
produccion de kits, y comparado con el control positivo inicial, utilizado en la

publicacion del ELISA 3ABC (Robiolo y cols., 2006).
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v Control negativo(C-): Pool de sueros animales obtenidos de un érea libre de
aftosa sin vacunacion de Argentina.
v" El resto de los sueros controles deben estar en el rango de aceptacion.
Ctrol C3-4: 48% a 122%
Ctrol Q2: 2.4% a 27%
Ctrol Q8: 6% a 30%
Ctrol P+: 33% a 74%
Ctrol Negativo (C-): 0% a 5%
Incluyendo los controles positivos, al menos 5 de los 8 controles deben ser validos
(C3-4, P+, Q2, Q8 y duplicados de C+y C-).
v Valores de Corte:
Menor de 15%: Negativo
Entre 15% y 19.9%: Sospechoso

Igual o mayor a 20%: Positivo.

3.18.3. Sueros Bovinos Utilizados.

Se utilizaron 363 sueros bovinos, de los cuales, 8 pertenecian a bovinos sanos no
vacunados (naive), 355 animales sanos vacunados de campo procedentes de la cuenca
del Salado, Buenos Aires, Argentina, compuestos por terneros (1 ronda de vacunacion),
vaquillonas (dos rondas de vacunacion) y mayores (mas de dos rondas de vacunacion),
los cuales llegaron al instituto para su analisis en 2014-2016.

Como controles positivos, dos positivos débiles, Q2 y Q8 los cuales fueron
obtenidos de Internegocios en el ano 2003/4 (posterior al brote del ano 2001). Y
también se cuenta con los sueros 191 y 491, categorizados también como positivos
débiles.

El suero C+, como se menciono anteriormente, es un suero obtenido por inyeccion
de 3ABC recombinante en un ejemplar bovino, obtenidos de cuerpos de inclusiéon sin
purificar, que se utiliza de rutina en el kit 3ABC-ELISA.

Los sueros conv5, 5+, C6-7 y C3-4 son provenientes de animales infectados en
Entre Rios recibidos en enero 2002. Y el suero P+ también es un positivo confirmado.
Todos los sueros caracterizados como positivos, o positivos débiles, fueron analizados

por 3ABC-ELISA y confirmados por EITB (Ver Tabla 1, Resultados).
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4. Resultados.
Capitulo I:
Estudios sobre la proteina 3A del Virus de la Fiebre Aftosa.

4.1. Puesta a punto del ensayo de replicacion del ARN viral con el replicon
derivado del VFA que expresa el gen reportero Luc

v" Obtencion de un replicon (pRep) funcional

v Obtencion de un replicon no funcional (pRepD) como control negativo de la
replicacion.

v' Analisis comparativo de la transfeccion del replicon como ADN plasmidico o como
ARN transcripto in vitro.

v" Puesta a punto de las variables del sistema analogo de replicacion/trascripcion.

4.1.1. Transfecciones de células BHK-21 con pRep.

Una vez obtenido el clon pRep y confirmada su secuencia correcta, se procedié a
ensayar su funcionalidad en células BHK-21.

Se realizd una midipreparacion de ADN para obtener cantidad suficiente del
mismo, y se linealizé el plasmido con la ER EcoRV, ubicada en el extremo 3’ luego del
tracto de poli(A), la cual genera extremos romos. Se purificé el ADN lineal y se realizd
la transcripcion in vitro. E1 ARN resultante fue posteriormente purificado, se fracciond
en alicuotas y se guardo a -80°C.

Se transfectaron células BHK-21, sembradas en placas de 12 pocillos con 2ug de
ARN procedente de pRep con Lipofectamina. Se recolectaron lisados celulares a 1,
8,24, 50, 74, 97 y120 hs post transfeccion (hpt), con el fin de evaluar la actividad de
Luciferasa (Figura 23).

Una vez corroborada la actividad de pRep, se continué con el disefio de un

Replicon defectivo en la replicacion, para poder diferenciar transcripcion de replicacion.
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Figura 23.Actividad de Luciferasa de pRep en funcién del tiempo.Células BHK-21 cultivadas en
placas de 12 pocillos fueron transfectadas con 2pg de ARN por pocillo, por duplicado. Las células
fueron lisadas a 1, 8, 19, 24, 50, 74, 97 y 120 hs post transfeccion (hpt). Los datos corresponden a al
promedio y desviacion estandar de valores absolutos expresados en Unidades Relativas de Luz (URL)

4.1.2. Evaluacion del Replicon Defectivo 1 (pRepD1).

Se transfectaron nuevamente monocapas de células BHK-21, sembradas en placas
de 12 pocillos, con 2pug de ARN de pRep y pRepD1, y se recolectaron lisados a tiempos
cortos, para evaluar si habia algiin pico de expresion del gen Luc antes de las 8 hpt

(Figura 24).
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Figura 24. Actividad de Luciferasa de luciérnaga de pRep y pRepD1, en funcién del tiempo.
Medicion en lisados de células BHK-21 transfectadas con ARN de ambos plasmidos a distintos
tiempos. Células BHK-21 cultivadas en placas de 12 pocillos fueron transfectadas con 2pug de ARN
por pocillo de Rep o RepD1. Las células fueron lisadas a las 1, 3, 5, 8, 24 y 30 hpt. Los datos
corresponden a valores absolutos expresados en Unidades Relativas de Luz (URL)
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Se observé que si bien la replicacion disminuia en el caso de pRepD1, no lo hacia
en el grado esperado. Por otro lado, la actividad de Luciferasa total fue baja en este
experimento. Se comprobd la integridad del ARN de ambos plasmidos en un gel de
agarosa en condiciones libres de ARNasas y se visualizaron dos bandas nitidas,
mostrando que no se encontraba degradado.

Para reducir los riesgos de degradacion se ensayd a continuacion latransfeccion

directa con ADN, con el objetivo que la transcripcion tuviera lugar dentro de las células.

4.1.3. Evaluacion comparativa de la transfeccion de ARN o ADN.

Teniendo en cuenta que el analogo del genoma del VFA se encuentra regulado por
el promotor de T7pol, y que la transcripcion es independiente de cap, existen dos
opciones para la transfeccion del mismo: a) utilizar ARN transcripto in vitro a partir de
la construccion plasmidica, o b) trasfectar la construccion plasmidica junto con un
plasmido que expresa la T7pol (pCA-T7). De ambas formas la replicacion del pRep se
determina indirectamente evaluando la actividad del gen reportero.

Se transfecto el plasmido pRep, junto con el pldsmido pCA-T7, de modo que el
proceso de transcripcion de ADN a ARN se llevara a cabo intracelularmente con el fin

de evaluar si se obtenia un mejor rendimiento.
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Figura 25. Evaluacion de actividad de Luciferasa luego de transfecciéon con ARN o ADN.C¢lulas
BHK-21 cultivadas en placas de 24 pocillos fueron transfectadas con 1pug de ARN o ADN por pocillo.
Las células fueron lisadas a las 1, 8, y 24 hpt. Los datos corresponden a los valores absolutos
expresados en Unidades Relativas de Luz (URL).

(A) ARN transcripto de Rep y RepD1; (B) Cotransfeccion de ADN plasmidico de pRep o pRepD1 +
pCA-T7. Nota: Los resultados estan graficados en diferentes escalas.
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Se transfectaron en este caso monocapas de células BHK-21, sembradas en placas
de 24 pocillos, conlpug de ARN o 1ug de ADN mas 0,5 ng de pCA-T7 (Figura 25).

Como resultado se obtuvo una mayor actividad de Luciferasa en el caso de la
transfeccion con ADN plasmidico, por lo cual, se decidio utilizar esta metodologia en
los experimentos siguientes, cotransfectando con los plasmidos (pRep y mutantes),

junto con pCA-T7.

4.1.4. Determinacion de la concentracion optima de ADN para las transfecciones.

Para determinar la mejor concentracion de ADN a utilizar, se transfectaron
monocapas de células BHK-21 sembradas en placas de 24 pocillos, por duplicado, con
las siguientes concentraciones de plasmidos pRep y pRepD1: 0,25ng, 0,5ug y 1ug. En
todos los casos se utilizaron 0,5ug de pCA-T7 y se lisaron las células a las 8 hpt. Se
graficaron las medias y desvios estdndar de los valores obtenidos por medio de la
medicion de actividad de Luciferasa de luciérnaga (URL) luego de restar el mock de las

células sin transfectar (Figura 26).
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Figura 26. Determinacion de la concentracion de ADN 6ptima. Células BHK-21 cultivadas en
placas de 24 pocillos fueron transfectadas con 0,25, 0,5 y 1pg de ADN por pocillo. Las células fueron
lisadas a las 8 hpt. Los datos corresponden a la media y desviacion estandar de los valores absolutos
expresados en Unidades Relativas de Luz (URL).

Se eligid la concentracion de 0,5 pg de ADN por pocillo en placas de 24 para los
experimentos subsiguientes, dado que se obtuvo una actividad de Luciferasa tres veces
superior al control defectivo (pRepDl1), con la utilizacion de menor cantidad de

material.
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4.1.5. Uso de Luciferasa Renilla como normalizador de la Actividad Luciferasa.

Para poder normalizar la medicion de la actividad de Luciferasa de luciérnaga
(firefly) y de esa manera desestimar variaciones metodologicas inter-muestra, se decidio
cotransfectar con un pldsmido que expresa Luciferasa Renilla en cantidad constante,
todos los pocillos utilizados en los experimentos. De esta manera utilizando el kit dual
(Dual-Luciferase® ReporterAssaySystem) que mide la actividad de ambas Luciferasas,
Renilla y de Luciérnaga en la misma muestra, se pueden normalizar las mediciones.

Se probaron dos plasmidos pTM1-Renilla (expresa Renilla bajo el promotor
T7ARNPol) y pRL-CMV (expresa Renilla bajo el promotor CMV), en idéntica
concentracion. Para ello se tranfectaron células BHK-21 con 0,5ug de los plasmidos
pRep, pRepD1 o pEGFP-NI1 (mock) junto con 0,5ug de pCA-T7, y 0,05 pg los
plasmidos de pTM1-Renilla o pRL-CMV. Los lisados celulares se recolectaron a las 8
hpt.

Para normalizar los datos, la actividad de Luciferasa de luciérnaga, expresada en
URL (emitida por la actividad de pRep y pRepD1) se dividié por la actividad de
Luciferasa de Renilla, también en URL, y el resultado se expres6 como Diferencia de
Actividad. Este calculo se realiz6 para todos los pocillos evaluados, incluidos los mocks

de células, que contienen Luciferasa de Renilla, pero no de Luciérnaga. (Figura 27).
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Figura 27. Eleccion del plismido de Luciferasa Renilla para normalizar. Células BHK-21
cultivadas en placas de 24 pocillos fueron transfectadas con 0,5ug de ADN pRep o pRepD! por
pocillo, mas 0,5 pg de pCA-T7. Las células fueron lisadas a las 8 hpt. Los valores son representados
como Diferencia de Actividad de Luciferasa.
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Se eligid el plasmidopTM1-Renilla, ya que contiene el mismo promotor que los
plasmidos Replicones, y ademdas porque se obtuvo mayor diferencia entre pRep y
pRepD1.

Se realizaron experimentos posteriores para bajar alin mas la concentracion de
pTMI1-Renilla a transfectar, probando concentraciones de 0,005pg, 0,0025ug y
0,001pg, debido a que aun se obtuvieron valores muy altos en las mediciones.
Finalmente, se opt6 por utilizar 0,0025n1g, aunque da también valores altos, para evitar

el error por pipeteo con concentraciones menores.

4.1.6. Evaluacion de otros plasmidos defectivos (pRepD2 y pRepSD).

Dado que se obtuvieron valores positivos relativamente elevados con pRepD1, el
cual solamente debiera transcribir y por consiguiente obtenerse valores inferiores, se
decidi6 evaluar otras versiones defectivas de pRep. Se contaba con una version de pRep
que posee una delecion puntual en la proteina 2B (G4120), que provoca el corrimiento
del marco de lectura, truncando la secuencia de aa hacia el carboxilo terminal; este se
denomind Defectivo 2 (pRepD2). Luego se construyd otro vector, que se denomind
pRepSuperDeletado (pRepSD) (Figura 14 M&M), al cual se le elimind gran parte del
genoma viral, dejando solo la secuencia de Luciferasa de Luciérnaga, para asegurar que
no tuviera ninguna posibilidad de replicar.

Se transfectaron los replicones de igual tamafo (pRep, pRepD1 o pRepD2) con
0,5 ng de ADN por pocillo, mientras que para pRepSD se utilizaron 0,3 pug de ADN,
junto con 0,05ug de pCA-T7 y 0,0025ug de pTM1-Renilla. (Figura 28). Los valores son
representados como Diferencia de Actividad de Luciferasa. Se tuvo en cuenta los
tamafios de los Replicones, calculando la transfeccion con idéntica cantidad de
moléculas de cada uno.

Los datos fueron analizados con el programa GraphPad, utilizando el estadistico
Test de Student con un nivel del 99% de confianza.

Los resultados indican que pRepD2 y pRepSD no presentan actividad replicativa
(pRep vs pRepD2 p=0.0039; pRep vs pRepSD p=0.004; pRepD2 vs pRepSD p=0.97;
pRepD2 vs mock Renilla p=0.42). pRepD1 conserva cierta funcionalidad (pRep vs

pRepD1 p=0.58, no significativo), por lo que se descarta como control.
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Figura 28. Ensayo de los Replicones Defectivos. Cotransfeccion en células BHK-21, con los
plasmidos pRep o sus mutantes defectivos (ver pg en el texto), junto con pCA-T7 (0,05ug), y pTM1-
Renilla (0,0025ng), lisadas a las 16 hpt. Los valores son representados como Diferencia de Actividad.
**p <0.01 Test de Student con un 99% de confianza.

Asimismo, se asume que la luminiscencia total de pRep corresponde a la
sumatoria de la transcripcion inicial producida por T7pol y la proveniente de la
replicacion inducida por el complejo de las proteinas virales no estructurales codificadas
en el Replicon. Por lo tanto la diferencia de luminiscencia obtenida entre pRep y
pRepD2 daria idea de la eficiencia de replicacion por medio de las proteinas virales de
pRep.A partir de esta puesta a punto, se continud con los experimentos eligiendo las
mejores condiciones para las variables evaluadas. Se utilizaron 0,5 pg de ADN para el
plasmidopRep y sus mutantes, 0,05ng de pCA-T7, 0,0025ug de pTM1-Renilla y los
lisados fueron obtenidos a las 16 hpt. Esta ultima condicion se fijo por temas operativos,

ya que la medicion de Luciferasa fue similar que a las 8 hpt.

4.2. Identificacion en 3A de dominios involucrados en la replicaciona través de
mutagénesis dirigida.

v Construccion de mutantes de la proteina 3A con deleciones parciales en la
region amino terminal en el replicon pRep para evaluar el efecto en la eficiencia
de replicacion.

v Construccion de mutantes puntuales disefiadas en base a los resultados obtenidos

con las mutantes de delecion.
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4.2.1. Evaluacion de mutantes de la proteina 3A con deleciones parciales en la

region N-Terminal.

Para el andlisis de la region N-terminal de 3A, se disefiaron tres mutantes de pRep
que presentan deleciones en la region N-terminal de la proteina NC 3A. Las mismas
fueron nombradas en segin los aminoacidos que fueron eliminados: pRepA6-11,
pRepA6-17 v pRepA6-23 (Figura 15 M&M). Estas construcciones poseen todas las
proteinas virales necesarias para la replicacion.

Se realiz6 un experimento con los plasmidos pRepA6-11, pRepA6-17 y pRepA6-
23, utilizando pRep y pRepD2 como controles de replicacion y pTMI1-Renilla como
normalizador, en las condiciones ya descriptas. En la Figura 29 se muestran los
resultados de 3 experimentos independientes, en donde cada condicién se realizd por
duplicado. Los datos fueron analizados con el programa GraphPad, utilizando el

estadistico Test de Student con un nivel del 99% de confianza.
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Figura 29. Diferencia en la actividad Luciferasa de replicones portando las deleciones en la
region N-terminal de 3A. Células BHK-21 cotranfectadas siguiendo las condiciones del Sistema
Replicon. Los valores son representados en media y DS como Diferencia de Actividad Luciferasa. Los
asteriscos sefialan las diferencias significativas con el replicon con 3A wt. *** p < 0,0001 Test de
Student con un 99% de confianza.

Las mutantes pRepA6-11 (p=0,62) y pRepA6-17 (p=0,1) presentaron actividades
de Luciferasa similares a pRep, sugiriendo que la regiéon comprendida entre los

aminodcidos 6 a 17 de 3A no seria indispensable para la funcionalidad del mismo.
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Por el contrario, pRepA6-23 presentd una marcada disminucion en dicha actividad
(p < 0,0001), indicando un probable requerimiento de los aminoacidos 18 a 23 de 3A

para la replicacion.

4.2.2. Evaluacion de mutantes en la region N-terminal de 3A.

Para identificar aminoéacidos responsables de la disminucion de la actividad de
pRep en la region definida entre las posiciones 18 a 23 de la proteina 3A, se disefiaron
dos replicones con mutaciones dentro de dicha region.

Para el primer mutante, se reemplazaron los aminoacidos de las posiciones 18, 19
y 20 por el aminodcido alanina, dado que las ubicaciones 23 y 24, ya las poseen. Este
clon fue denominado pRepQ18A/H19A/E20A. Por otro lado, se construyd un segundo
clon con una sola mutacion, con el objetivo de reemplazar solo el aminoacido con
mayor carga de la zona, el acido glutdmico (E) en la posicion 20 de la proteina. Este
mutante se denomin6 pRepE20A (Figura 17, M&M).

Secotransfectaron células BHK-21, con ADN purificado de los plasmidos
pRepA6-23, pRepQ18A/H19A/E20A0 pRepE20A cada uno junto con pCA-T7 ypTMI-
Renilla en las condiciones anteriormente descriptas. Se utilizé pRep y pRepD2 como

control positivo y negativo, respectivamente. Las células se lisaron 16 hpt (Figura 30.).
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Figura 30. Evaluacion de las mutantes puntuales en las posiciones aminoacidicas 18-19-20 en el
N-terminal de 3A. Células BHK-21 cotranfectadas siguiendo las condiciones del Sistema Replicon..
Los valores representans la media y DS, como Diferencia de Actividad Luciferasa. Los asteriscos
seflalan las diferencias significativas con el replicon con 3A wt. **p < 0,01 y ***p < 0,001 Test de
Student con un 99% de confianza.
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Los valores p obtenidos comparando cada mutante con el control pRep fueron:
pRepD2, p=0,0014; pRepQI18A/H19A/E20A, p=0,0008; pRepE20A, p=0,0006;
pRepA6-23, p=0,0039; mock, p=0,0002. Todos son significativamente diferentes a
pRep.

En ambos casos, tanto con Q18A/H19A/E20A como con E20A, se observd una
disminucién significativa de la actividad de Luciferasa, similar al de la delecion
completa A6-23 en 3A. Por lo que en la region comprendida entre los aminoécidos 18-
23 el acidoglutamico en la posicion 20, resultarian necesarios para la replicacion en el

contexto del replicon.

4.2.3. Construccion de una mutante en la region propuesta como, transmembrana

de la proteina no estructural 3A.

Para corroborar como afecta la zona propuesta como transmembrana (Gonzalez-
Magaldi y cols., 2014) en la replicacion, se construyd una mutante sobre pRep,
reemplazando esta region por una secuencia de 8 alaninas consecutivas, la cual se
denomind pRepATM.

Se transfectaron células BHK-21 con pRepATM o pRepE20A junto con pCA-T7
y pTMI1-Renilla. pRep y pRepD2 se incluyeron como control positivo y negativo,

respectivamente. Las células se lisaron a las 16 hpt. (Figura 31).
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Figura 31. Actividad de Luciferasa de la mutante pRepATM. Se muestra la actividad de la mutante
con una delecion total de la zona predicha transmembrana (pRepATM), comparada con la mutante
puntual pRepE20A. Células BHK-21 cotranfectadas siguiendo las condiciones del Sistema Replicon.
Los valores representan la media y DS, como Diferencia de Actividad Luciferasa Los asteriscos
sefialan las diferencias significativas con el replicon con 3A wt, analizado mediante el Test de Student,
99% de confianza. **p < 0,01
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Los valores p obtenidos comparando cada mutante con el control son:

pRepD2, p= 0,0041; pRepATM, p=0,0039; pRepE20A, p=0,01; mock, p=0,004,
indicando que las diferenciasen la actividad Luciferasa son significativas.

Este experimento permitié observar que la proteina 3A sin su zona hidrofobica es
totalmente disfuncional, y anula la replicacion de ARN, mientras que la mutante puntual
pRepE20A, aunque posee una drastica disminucion en la actividad replicativa, ésta no

es total

4.2.4. Clivaje del factor celular elF4G

Para analizar un parametro diferente a la actividad de pRep y sus mutantes, la
observacion de la presencia de las PNC del VFA por WB seria una alternativa. Pese a
reiterados intentos, utilizando distintas concentraciones de pRep (1 ug y 2 pg) y
distintos anticuerpos (anti-3A 3H7, anti-3C), no se obtuvieron resultados positivos,
posiblemente debido a que la técnica no es suficientemente sensible para detectar la
cantidad de proteinas NC producidas por el replicon.

Alternativamente se probd utilizar la capacidad reportada de la proteina no
estructural Lpro del VFA para clivar el factor de transcripcion elF4G. Este clivaje
favorece las vias de traduccion mediadas por IRES y disminuye la traduccion de
mensajeros celulares (Belsham, 2005; Steinberger y Skern, 2014).

Para corroborar el clivaje del factore IF4G, luego de transfeccion con los distintos
mutantes, se realizd una corrida en un gel separador de dos pasos (8% y 12%) y luego
un Western blot con anticuerpos anti-eIF4G y anti-actina (Ver Anexo III) (cortesia del
equipo de la Dra. Nora Lopez). El factor e[F4G posee un peso molecular de 220 KDa, y
la actina de 42 KDa (Figura 32).

Se observa que el clivaje del factor eIF4G, donde se produce, es parcial. Esto
concuerda con los resultados mostrados por Tulloch y colaboradores, quienes hacen una
curva de tiempo transfectando con replicones conteniendo la proteina Lpro, en la cual el
factor elF4G aparece clivado en mayor cantidad entre las 1 a 6 hpt, y luego disminuye

(Tulloch y cols., 2014). En este trabajo, los lisados son recobrados a las 16 hpt.
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Figura 32. Clivaje del factor eIF4G. (A) Western Blot de lisados de células BHK-21 transfectadas
con los siguientes plasmidos: calle 1, pRep; calle 2, pRepD2; calle 3, pRepA6-11; calle 4, pRepA6-17;
calle 5, pRepA6-23; calle 6, pQI8A/HI9A/E20A; calle 7, pE20A; calle 8, pRepATM y calle 9, mock
Renilla. La zona superior de la membrana fue revelada con anti-e[F4G, y la zona inferior con anti-
actina. La flecha violeta marca el factor e[F4G entero y la flecha verde, el factor clivado. La flecha
inferior (rosa) sefiala la actina. El marcador de peso molecular estd expresado en KDa. (B)
Normalizacion del factor eIF4G clivado con respecto a actina, utilizando el programa Image].

4.3.

Identificacion de dominios de la proteina 3A involucrados en la asociacion a
membranas internas o al citoesqueleto celular.

Construccion de un plasmido que contenga 3A unida la etiqueta “Flag”, para
evaluar la ubicacion intracelular de la proteina.

Introduccién de los mutantes de deleciony mutantes puntuales de la proteina 3A
estudiados en el Objetivo 2.

Evaluacion de cambios en la asociacion a membranas internas de las mutantes
mediante inmunofluorescencia indirecta (IFI) luego de transfeccion de células
BHK-21.

Evaluacion de cambios en la asociaciéon a membranas internas de una mutante de

delecionen la region hidrofobica en el marco del replicon pRep.
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4.3.1. Evaluacion de la ubicacion intracelular de 34 y sus mutantes.

Se construyeron plasmidos conteniendo la secuencia de la proteina 3Aw? y de las
mutantes de delecion estudiadas anteriormente, fusionadas a la etiqueta Flag (F) y/o al
gen EGFP. Los pldsmidos se denominaron: p3AF, pA6-11F, pA6-17F, pA6-23F,
pATMF, pEGFP[3A] y pEGFP[3AF].

Para comparar la ubicacion de EGFP, con respecto a la fusion 3A-EGFP, en
primer lugar células BHK-21 fueron transfectadas con 1 pg de plasmido, y fijadas a
distintos tiempos. Se procedio a realizar IFI, con el anticuerpo primario anti-Flag, y el
secundario conjugado con Alexa Fluor®. Los nucleos se tifieron con DAPI. En la
Figura 33, se observa el control de transfeccion expresando EGFP, por transfeccion del

plasmido pEGFP-N1, y observacion directa de fluorescencia.

EGFP DAPI

Figura 33. Expresion de EGFP. Imagenes de microscopia de fluorescencia. Células BHK-21
transfectadas con el plasmido pEGFP-N1, emision directa de EGFP a 24 hpt. Nucleos tefiidos con
DAPI. (A) 10000x y (B) 4000x.

Para observar la ubicacion celular de las fusiones de 3A, células BHK-21 se
transfectaron con los plasmidos p3AF, pEGFP[3A] o pEGFP[3AF], se fijaron a las 24
hpt y revelaron con anti-Flag y Alexa Fluor®. En la Figura 34 se observa en ambos
casos (paneles B y C, centro), la expresion de EGFP fuera del nucleo, y formando

granulos, probablemente debido a la fusion con la proteina 3A.
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a-Flag EGFP DAPI

Figura 34. Imigenes de microscopia de fluorescencia de 3Awt. Células BHK-21 transfectadas con
los plasmidos indicados, fijadas a las 24 hpt y reveladas con anti-Flag y Alexa Fluor (izquierda) o
emision directa de EGFP (centro) y nucleos tefiidos con DAPI (derecha). (A) p3AF, (B) pEGFP[3A],
(C) pEGFP[3AF]. Aumento: 10000x.

Cuando se realiz6 el mismo experimento con las mutantes de 3A A6-11, A6-17F y
A6-23 unidas a Flag, se observd también que estaba presente en el citoplasma, aunque

los granulos no fueron notables (Figura 35).
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a-Flag EGFP DAPI

Figura 35. Imagenes de microscopia de fluorescencia de mutantes de 3A. Células BHK-21
transfectadas con los plasmidos indicados, fijadas a las 24 hpt y reveladas con anti-Flag y Alexa
Fluor (izquierda) o emision directa de EGFP (centro) o tincion con DAPI (derecha). (D) pA6-11F; (E)
pA6-17F; (F) pA6-23F. Aumento 10000x.

4.3.2. Evaluacion de cambios en la asociacion a membranas internas de la

mutantede 3A deletada en la region transmembrana.

Para evaluar si la delecion de la zona propuesta como transmembrana de la

proteina 3A afecta la ubicacion de la misma, se construy6 un plasmido con la mutante
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correspondiente para su expresion individual bajo el promotor CMV, denominado
pATMF.

Se transfectaron células BHK-21 con los plasmidos p3AF o pATMF, con 0,5ug de
DNA, y se fijaron las células para la técnica de IFI a las 16hpt (Figura 36).

Se observd una diferencia significativa en el patron de ubicacion de la proteina
mutante ATM con respecto a la proteina 3A wt. La proteina delecionada en TM migro a
la zona nuclear. Estos experimentos se analizardn mas adelante con microscopia
confocal, utilizando anticuerpos de referencia que identifican reticulo, Golgi y

microtubulos.

a-Flag DAPI

.

5

Figura 36. Analisis de células transfectadas con 3A wr y la mutante 3AATM. Imagenes de
microscopia de fluorescencia. Células BHK-21 transfectadas con los plasmidos indicados y fijadas a

las 16 hpt. Se observa la ubicacion de la proteina 3A expresadas por los plasmidos (A) p3AF y (B)
P3AATMF, detectadas con anticuerpo anti-Flag. Nucleos tefiidos con DAPI. Aumento 10000x.

4.3.3. La mutante ATM en el contexto del sistema Replicon.

Se transfectaron células BHK-21, con 1 pug de ADN de los plasmidos pRep o
pRepATM, Yy se fijaron para proseguir con la técnica de IFI a las 24 hpt. Identificando a
las proteinas 3A con el Ac. monoclonal 3H7 con Alexa Fluor® 546 (rojo), ya que no

poseen la etiqueta Flag en contexto del replicon. En este experimento se aumento el
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tiempo y la concentracion de los plasmidos, dado que en una transfeccion previa con

0,5ug de ADN visualizada a las 16 hpt se observo poca expresion (Figura 37).

a-3A (3H7) DAPI

-

-

Figura 37. Analisis de células transfectadas con pRep y la mutante pRepATM. Imagenes de
microscopia de fluorescencia. Células BHK-21 transfectadas con los plasmidos indicados y fijadas a
las 16 hpt. (A) pRep y (B) pRepATM; (C) Control de células. Paneles izquierda: deteccion con
anticuerpo 3H7 y Alexa Fluor; paneles derecha: tincion con DAPI. Aumento 10000x.

Se puede observar que solo se detecta la proteina 3A wt en el replicon pRep,
siendo la expresion baja (panel A). En el caso de pRepATM, no hay expresion de 3A, o
es tan baja, que no se diferencia del control de células sin transfectar (paneles B y C,
respectivamente).

En este sentido, se destaca que el método de deteccion por medicion de Luciferasa

es mucho mas sensible y permite detectar las diferencias de expresion.
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4.3.4. Evaluacion de cambios en la asociacion a membranas internas de las

mutantes 3AN6-23 y 3AATM mediante microscopia confocal.

Para poder evaluar mas especificamente la ubicacion celular, se realizd una
inmunofluorescencia indirecta, utilizando anticuerpos de conejo de referencia que
detectan Golgi (anti-giantina) y Microtibulos (anti-tubulina), donados gentilmente, por
el Dr. Gabriel Iglesias del Instituto Leloir, y revelados con Alexa Fluor® 488 (verde).
Las proteinas 3A, fueron identificadas con anti-Flag o con el Ac. monoclonal 3H7con
Alexa Fluor® 546 (rojo), en el caso del replicon, que no posee la etiqueta Flag (Ver
Anexo III).

Las fijaciones se realizaron a las 16 hpt, para los plasmidos que expresan las
proteinas de forma individual bajo el promotor CMV (3AF, 3AATMF y 3AA6-23F),
mientras que para los plasmidos en el contexto del replicon, se fijaron a las 24 hpt, a fin
de contar con mayor cantidad de proteina (pRep y pRepATM). En ambos casos se
incluy6 un control de células sin transfectar.

Los nucleos se tifieron con TO-PRO®-3 iodide (Thermo Fisher Scientific), cedido
amablemente por la Dra. Flavia Zanetti. Los preparados fueron observados en el
Microscopio Confocal Olympus FluoView™1000 (Instituto de Medicina Experimental-
IMEX-CONICET, Academia Nacional de Medicina).

Se observa que la proteina 3A wt, como fue descripto anteriormente, se localiza
en pequenas vesiculas citoplasmaticas, con apariencia de granulos (O'Donnell y cols.,
2001, Garcia-Briones y cols., 2006), mientras que la mutante 3AA6-23F no los forma y
colocaliza parcialmente con el complejo de Golgi. También se observo una diferencia
en el patron de ubicacion de la proteina mutante 3AATMF la cual migra a la zona

nuclear y tampoco forma granulos (Figuras 38 y 39).
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a-giantina a-Flag TO-PRO® Campo claro

Figura 38. Localizacién de la proteina 3A, sus mutantes y el complejo de Golgi. Evaluacion de la
localizacion por medio, de la expresion transitoria de la proteina 3A y sus mutantes: (A) 3A, (B)
3AA6-23, (C) 3AATM, (D) Control de células; utilizando el anticuerpo anti-Flag y localizacion del
complejo de Golgi, mediante anti-giantina, segun se indica. Los nticleos fueron tefiidos con TO-PRO®.
Microscopio Confocal Olympus FluoView™1000 (Instituto de Medicina Experimental). Aumento:
10000x.
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Figura 39. Superposicion de la localizacién de la proteina 3A, sus mutantes y el complejo de
Golgi. Evaluacion de la localizacion por medio de la expresion transitoria de la proteina 3A y sus
mutantes. Superposicion (merge) de imdgenes, utilizando el anticuerpo anti-Flag (rojo) y localizacion
del complejo de Golgi, mediante anti-giantina (verde). (A) 3Awt, (B) 3AA6-23, (C) 3AATM, (D)
Control de células. Los nucleos fueron tefiidos con TO-PRO® (Azul). Microscopio Confocal Olympus
FluoView™1000 (Instituto de Medicina Experimental). Aumento: 10000x

En cuanto a la localizacién con tubulina, por un lado, los microtubulos se
observaron un poco desarmados por el proceso de fijacion y permeabilizacion utilizado.
Por otro lado, se puede ver que en el control de células hubo cierta reaccion cruzada de
Alexa Fluor® (rojo) con anti-tubulina (verde). Lo que se observa con claridad, son los
granulos formados por la proteina 3A, que no colocalizan con tubulina, mientras que en
la transfeccion con proteina mutante 3AA6-23 éstos no se observan, sino que se la
proteina se aprecia mas dispersa en el citoplasma. Nuevamente se visualiza el cambio de
ubicacioén de la proteina 3AATM, la cual migra al ntcleo celular, sin formacién de

granulos (Figura 40 y 41).
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a-tubulina a-Flag TO-PRO® Campo claro

Figura 40. Localizacion de la proteina 3A, sus mutantes y tubulina. Evaluacion de la localizacion
por medio de la expresion transitoria de la proteina 3A y sus mutantes:(A) 3Awt, (B) 3AA6-23, (C)
3AATM, (D) Control de células; utilizando los anticuerpos anti-Flag y anti-tubulina segun se indica.
Los nucleos fueron tefiidos con TO-PRO®). Microscopio Confocal Olympus FluoView™1000
(Instituto de Medicina Experimental). Aumento: 10000x
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Figura 41. Superposicion de la localizacion de la proteina 3A, sus mutantes y tubulina.
Evaluacion de la localizacion por medio, de la expresion transitoria de la proteina 3A y sus
mutantes:(A) 3A wt, (B) 3AA6-23, (C) 3AATM, (D) control de células; Superposicion (merge) de
imagenes utilizando el anticuerpo anti-Flag (rojo) y localizacion de tubulina, mediante anti-tubulina
(verde). Los nucleos fueron tefiidos con TO-PRO® (azul). Microscopio Confocal Olympus
FluoView™1000 (Instituto de Medicina Experimental). Aumento: 10000x

Se realizd la observacion en el contexto Replicon. Cabe aclarar, que la mutante
3AA6-23, no fue utilizada, ya que el epitope del anticuerpo 3H7 disponible, que marca
3A, esta deletado en esta mutante (ver mas adelante).

En el contexto del replicon se observd, que hay una diferencia en la expresion de
pRep y pRepATM, que anteriormente no se detectd por IFI, probablemente por la
mayor definicion de este Microscopio.

En el pRep con 3Awt, se observan claramente las formaciones de granulos
alrededor del nucleo (Figura 42 (A)), como ocurre en infecciones virales. Obviamente,
la cantidad de proteina es mucho menor, por lo que apenas se aprecia en la mutante que
préacticamente no replica (Figura 42 (B)). En este caso, no migra al nticleo, por lo que se

especula que podria estar formando complejos con otras proteinas virales.
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o-giantina a-3A 3H7) TO-PRO® Campo claro

Figura 42. Localizacion de la proteina 3Awz, 3AATM y el Complejo de Golgi en el contexto del
replicéon. Evaluacion de la localizacion por medio, de la expresion transitoria de la proteina 3A y sus
mutantes: (A) pRep3Awrz, (B) pRep3AATM, (C) control de células. Se utilizo el anticuerpo 3H7 y
localizacion del complejo de Golgi, mediante anti-giantin, segin se indica. Los nucleos fueron tefiidos
con TO-PRO® Panel inferior: Superposicion (merge) de imagenes. Microscopio Confocal Olympus
FluoView™1000 (Instituto de Medicina Experimental). Aumento: 10000x

En la Figura 43 (A) el pRep con 3Awt, nuevamente se observan las formaciones
de granulos alrededor del nucleo, mientras que en la mutante 3AATM no se puede
diferenciar del control (Figura 43 (B) y(C), respectivamente). En este experimento, el
anticuerpo anti-tubulina, presenta reaccion cruzada con el Alexa Fluor® (rojo), como
mencionamos anteriormente, por lo cual, si habia baja cantidad de 3AATM, la misma

no seria diferenciada.
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o-tubulina a-3A 3H7 TO-PRO® Campo claro

Figura 43. Localizacién de la proteina 3Awz, 3AATM y tubulina en el contexto del Replicén.
Evaluacion de la localizacion por medio, de la expresion transitoria de la proteina 3A y sus
mutantes:(A) pRep3Awt, (B) pRep3AATM, (C) control de células. Se utiliz6 el anticuerpo 3H7 y
anti-tubulina, segiin se indica. Los nucleos fueron tefiidos con TO-PRO®). Panel inferior:
Superposicion (merge) de imagenes. Microscopio Confocal Olympus FluoView™1000 (Instituto de
Medicina Experimental). Aumento: 10000x.

4.4. Inclusion de las mutantes de 3A en un clon infeccioso del VFA

El objetivo fue evaluar las mutantes en el contexto de un clon completo infeccioso
del VFA. Para ello se partié de un clon de genoma completo existente en el laboratorio
(Tesis doctoral, Giraldez 2013), para subclonar en pRep las proteinas de la capside

reemplazando al gen Luc.
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Se disefio el clonado de las proteinas de la capside de la cepa O1/Campos al pRep
utilizando sitios de restriccion Unicos en el genoma viral. En este caso, por
conveniencia del sitio de corte, se subcloné un cassette conteniendo Lpro y el 5'UTR,
junto con las proteinas capsidales.

Se transfectaron tres de estos clones en células BHK-21, y se realizaron 5 pasajes
seriados, sin obtener evidencia de efecto citopatico.

Posteriormente, se intercambiaron segmentos de ADNc de distintas regiones de
forma de incorporar la region P1 en forma viable para la formacion de particulas, por
ejemplo, se intentd con una ER, con corte, sobre la proteina Lpro. Nuevamente, se clond
y se probaron dos clones del tamafio esperado, positivos por restriccion enzimatica.

Se cotransfectaron células BHK-21, en placas de 24 pocillos mediante

Lipofectamina, con los nuevos plasmidos (pClon) utilizando 2 pg de ADN purificado y

0,01 ug pCA-T7, y a las 48hs se obtuvieron los resultados mostrados en la Figura 44.

Figura 44. Transfeccion con el clon de genoma completo en células BHK-21. Co-transfeccion en
células BHK-21, en placas de 24 pocillos, de los plasmidos pClon (2pg), junto con pCA-T7 (0,1pg).
Fotografiadas 48 hpt. (A) Mock, (B) Clonl, (C) Clon2.

El aparente efecto citopatico observadoa las 48 horas (Figura 44 (B) y (C)) no se
repitio en los pasajes siguientes. Eventualmente podrian haberse formado particulas,
que no fueron capaces de infectar células nuevas.

A pesar de los intentos realizados, este trabajo no se pudo completar en el marco
de tiempo de esta tesis. Una reflexion, es que de todos modos, como las mutantes de la
proteina 3A disminuyen mucho la replicacion, es probable que no se obtuvieran

particulas virales de estos genomas.
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Capitulo II:
Utilizacion de la proteina 3A para la deteccion de anticuerpos marcadores de

infeccion viral en bovinos

4.5. Disenio de un ELISA de diferenciacion de animales vacunados de infectados

basado en la proteina de fusion 3A-GFP (3AGFP-ELISA).

Como se describe en la Introduccion de esta tesis, el precursor 3ABC y el
anticuerpo monoclonal 3H7 son utilizados desde hace muchos afios en Argentina y
otros paises para deteccion de la circulacién viral en la poblacion animal y para el
control de la pureza de las vacunas contra la fiebre aftosa.

La Tabla 1 describe los sueros de referencia utilizados y la codificacion adoptada

para facilitar la exposicion de los resultados.

Tabla 1. Sueros de Referencia.

Sueros de referencia | Codificacion

Positivos

C3-4 Pa

P+ Pb

C+* skskok PC

C6-7 Pd

5+ Pe

conv>s Pf

Positivos débiles

Q2* Da

Q8* Db

191 Dc

491 Dd
Negativos

C-** Na

suero de campo*** Nb

*Cercanos al limite de deteccion de ELISA 3ABC

** Pool de animales de areas libres sin vacunacion

*** Sueros de animales vacunados analizados individualmente (Nb; a Nbsg;)
**%** Suero de bovino inoculado con 3ABC

Basado en los conocimientos y herramientas que poseia el laboratorio junto con
otros incorporados en este trabajo, se disefio un ensayo que pudiera complementar o
facilitar al existente, utilizando una proteina de fusion entre 3A y GFP y se exploro su
capacidad como sonda serologica en un ELISA indirecto para diferenciar sueros de

bovinos vacunados, infectados y no infectados.
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Las construccion disefiada se representan en la Figura 22 (M&M). La proteina de
fusion fue expresada en bacterias BL21(DE3). También se expresd, como control
negativo, el plasmido pGEX-2T[GFP] que expresa solo GFP (Tesis doctoral,
Romanutti, 2012).

Se caracteriz6 el antigeno por Western Blot (Figura 45) confirmando la expresion
de una proteina de fusién (3A-GFP) con el peso molecular esperado (44 a 45 Kd) y
reacciona con el Ac. monoclonal 3H7 y el suero policlonal anti-GFP de conejo. La
proteina 3A-GFP reacciond fuertemente con suero de bovino infectado (calle 2, suero
Pa) pero no se detect6 reactividad con suero de un animal vacunado no infectado (calle
2, suero Nb).

La excelente relacion de senal a fondo que se muestra en el perfil de transferencia
de Western blot sugirié que 3A-GFP podria ser un candidato adecuado como sonda en
un inmunoensayo para diferenciar los sueros de animales infectados y no infectados,
independientemente del estado de vacunacion.
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Figura 45. Caracterizacion del antigeno 3AGFP en ensayos de Western blot. Cuerpos de
inclusion parcialmentepurificados de 3ABC (calle 1), 3A-GFP (calle 2) y GST-GFP (calle 3)
separados en 12% SDS-PAGE, transferido a nitrocelulosa y testeados contra el suero de referencia
convaleciente (Suero Pa) y suero de animal vacunado (suero Nb,). Se incluyeron controles con suero
policlonal anti-GFP y monoclonal anti-3A 3H7. Las barras a la derecha representan pesos

Para poner a punto el 3AGFP-ELISA, se prepararon diluciones de sueros
positivos conocidos (1/50, 1/100, 1/200, 1/500, 1/1000, 1/2000), que ya habian sido
evaluados anteriormente por la técnica 3ABC-ELISA y EITB. La concentracion de
suero anti-bovino conjugado utilizada fue la recomendada por el laboratorio productor
(ver Anexo III). El esquema utilizado para este ELISA, est4 representado en la Figura

46.
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Figura 46. Esquemas comparativos de 3ABC-ELISA y 3AGFP-ELISA. El protocolo 3ABC-ELISA
requiere el recubrimiento del pocillo con el ac. Monoclonal 3H7 seguido de incubacién con un lisado
bacteriano de 3ABC recombinante (pocillo de ensayo, 1) o solucion salina tampdn de bloqueo (control, 2).
En el 3AGFP-ELISA, el pocillo de ensayo (1) se recubre con proteina recombinante 3A-GFP y el pocillo
control (2) con GFP recombinante. Se afade el suero a ensayar a los pocillos 1 y 2 en ambas pruebas
ELISA, seguido de un Ac. conjugado con peroxidasa y el desarrollo cromogénico.

Se utilizé 3A-GFP, en el pocillo de prueba, y GFP-GST, en el pocillo control
negativo, en paralelo para cada muestra (ver 3.10, M&M). La DO neta esta dada por la

diferencia entre la DO absoluta de 3A-GFP y la DO absoluta de GFP-GST.
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Diluciones

Figura 47. Diluciones de sueros de referencia, evaluadas en el 3AGFP-ELISA. Sueros bovinos
anti-aftosa, controles positivos: Suero Pa, Pb, Pf, Da y Db; y el control negativo Suero Na. Todas las
determinaciones fueron realizadas por duplicado.

La Figura 47 muestra los resultados de la titulacion de los sueros positivos y

negativos de referencia. Cada dilucion se evalu6 por duplicado.
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Basados en estos datos, el 3AGFP-ELISA se realiz6 con una dilucion 1/100 de los
sueros, ya que todavia se detectan los sueros positivos débiles (Sueros Da y Db) y a la
vez disminuye el background que generan los sueros bovinos.

En un analisis inicial de los sueros positivos en nuestro 3AGFP-ELISA, podemos
diferenciar en sueros positivos fuertes (Suero Pa, Pb, Pc y Pd), intermedios (Pe y Pf) y
débiles (Da, Db, Dc y Dd).

Se realizaron 6 determinaciones para cada suero, en 3 placas por duplicados. Se
grafico la DO neta media y el DS para cada grupo. Se puede observar una gran

capacidad del ensayo para discriminar entre sueros positivos. (Figura 48).

3AGFP-ELISA
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Figura 48. Analisis de sueros positivos en el 3AGFP-ELISA. Sueros bovinos anti-aftosa, positivos
(Pa, Pb, Pc, Pd, Pe y Pf) y positivos débiles (Da, Db, Dc y Dd) y el suero negativo Na (pool de sueros
negativos para aftosa). Todas las determinaciones fueron realizadas por duplicado, en 3 placas
independientes.

4.6. Analisis de sueros por 3AGFP-ELISA y 3ABC-ELISA

Se analizaron 363 sueros bovinos con ambos ELISAs, 3ABC y 3AGFP. De estos
sueros, 8 pertenecian a bovinos no vacunados ni infectados (naive), y 355 a animales de
campo vacunados no infectados (Sueros Nbj_3¢3). A estos sueros incognita se le sumaron
5 sueros controles positivos de referencia (Sueros Pa, Pb, Pc, Da y Db) y un pool de
sueros naive como control negativo (Suero Na) (Ver Tabla 1). Los sueros positivos
segiin el diagndstico por 3ABC y confirmacion posterior por EITB se dividen en,

positivos (Pa, Pb y Pc) y positivos débiles (Da y Db). Estos ultimos se encuentran en el
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limite de deteccion del ELISA-3ABC, y son los que marcaron el "nivel de corte"
establecido en la prueba diagnostica.

Los sueros Pa y Pb son derivados de animales convalecientes de Fiebre Aftosa. El
suero Pc proviene de un animal experimentalmente inoculado con la poliproteina
3ABC. Los sueros Da y Db fueron colectados de animales enfermos en periodos tardios
de infeccion. El sueros Na, resulta de un pool de animales naive de una region libre de
aftosa sin vacunacion. Los sueros agrupados en Nb provienen de animales evaluados
individualmente (363 animales, Nb; a Nbsg3).

Todas las placas utilizadas para 3ABC fueron validadas con los controles
provistos por el kit (Pa, Pb, Pc, Da, Db y Na), es decir que en cada placa utilizada se
evallian los mismos sueros controles, los que deben generar valores dentro de rangos
previstos (ver 3.10.2, M&M). Los mismos sueros incognita fueron evaluados por
3AGFP-ELISA junto a los mismos controles. Se utilizaron 10 placas para cada ensayo,
cada una incluye los sueros controles y las muestras de sueros de campo a evaluar
(sueros Nb). Los valores obtenidos en DO netas fueron graficados por grupos cada uno
con su media y DS para cada ELISA (Figura 49).

En el caso de 3AGFP-ELISA la DO neta es igual a la DO absoluta del pocillo que
contiene 3AGFP menos la DO absoluta del pocillo que contiene GFP-GST.

En el caso de 3ABC-ELISA la DO neta es igual a la DO absoluta del pocillo que
contiene 3ABC menos la DO absoluta del pocillo sin proteina.

Como se puede observar, el 3AGFP-ELISA, es muy bueno para discriminar
diferentes sueros positivos entre si, con poca dispersion entre los sueros positivos
(Figura 49 A). Los resultados obtenidos en ambos ELISAs sobre los sueros positivos,
nos lleva a proponer que es probable que esten detectando diferentes anticuerpos que
componen las muestras de suero (Figura 49 A y B), esta es una de las multiples razones
para la caracterizacion del anticuerpo 3H7 (ver mas adelante). También pudimos
observar en la Figura 49 tabla C por medio del DS de los grupos evaluados, que el

3AGFP presenta muy buena repetibilidad.

111



"Estudios sobre la proteina 3A en la transcripcién/replicacion del Virus de la Fiebre Aftosa." Cecilia M. Lotufo

W 3AGFP ®

2.0- 2.0- 3ABC

1.54
Q J
2 10 2

0.5+

0.0-

¥ P S AR MR S R R

©) DO neta de cada suero control

ELISA

Pa Pb Pc Da Db Na Nb1_363
3AGFP | Media | 1,801 | 1,026 | 0,882 | 0,095 [ 0,075 | 0,011 0,004
DS 0,092 1 0,120 | 0,063 [ 0,039 | 0,026 | 0,024 0,064

3ABC | Media | 1,445 | 1,007 | 1,429 | 0,293 | 0,222 | 0,015 [ 0,016
DS 0,318 | 0,379 | 0,134 | 0,166 | 0,124 | 0,018 | 0,035

Figura 49. Grafico de DO de 3AGFP-ELISA y 3ABC-ELISA. Se realizaron 10 determinaciones
por grupo (Sueros Pa, PbB, Pc, Da, Db y Na). Los valores absorbancias del grupo de 363 muestras de
sueros de campo evaluados individualmente se graficaron como Nb (A) 3AGFP-ELISA y (B) 3ABC-
ELISA. (B) Tabla con las Medias y DS de los diferentes sueros controles analizados por ambos
ELISAs.

4.6.1. Obtencion del valor de corte mediante Actividad Relativa.

Una forma de diferenciar sueros positivos, negativos y dudosos, es utilizando la
Actividad Relativa (AR), para la cual, se toma un valor como 1 0 100%, y se hace una
relacion de los demas valores a ¢l en cada placa. Esto disminuye la variacion entre
distintas placas, causada por diferentes lotes de reactivos, el operario o la técnica en si.

En el caso del 3ABC-ELISA, se utiliza el control Pc (que corresponde a un
bovino inoculado con la proteina 3ABC) a cuya medida se le da el valor del 100%. Este
suero se eligié con fines operativos, ya que no siempre se dispone de sueros de animales
infectados, para la elaboracion de los kits. El valor de corte utilizado es de entre 15-
20% para los sueros dudosos y por encima del 20% se consideran positivos. [gualmente,
tanto sueros dudosos como positivos, se deben analizar posteriormente por la técnica de

EITB para confirmar el diagnostico. La utilizacion de AR en este test disminuye
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notablemente la variacion en el mismo. Los sueros positivos débiles Da y Db, que
fueron evaluados mediante 3ABC, al estar al limite del nivel de corte del test son
detectados como sospechosos (15-20%).

Para el 3AGFP-ELISA se utilizd6 como valor del 100% el mismo suero que para
3ABC (Pc), la conversion de los valores en AR mantinenen la variacion similar a los
registros de OD, probablemente, porque no se variaron ni el operario ni el lote de
reactivos utilizados (Figuras 49 y 50 (C)). Podemos observar, que comparando ambas
pruebas, en especial para los valores de los positivos débiles Da y Db, el 3AGFP
presenta menor variacion (Figura 50 (C)). Observamos que igualmente se siguen
discriminando de manera optima los diferentes sueros positivos (Figura 50). Se podria
sugerir tomar el valor de AR del 8%, como valor de corte para el 3AGFP-ELISA, el
cual se encuentra por debajo de la media obtenida para el suero Db, caracterizado como
el positivo débil de valor mas bajo, el mismo que se tom6 de referencia en la prueba de
3ABC-ELISA. A su vez, el valor de AR del 8% para 3AGFP se encuentra a 5 DS de los
valores AR del suero negativo Na.

En el grafico de barras, Figura 50 (A), podemos ver la AR de los sueros de
referencia, de ambos ELISAs graficando cada valor individualmente. Se realizaron diez
determinaciones independientes para cada test y en diferentes dias.

Los datos numéricos de las medias y DS de los valores en DO para cada miembro
del panel de referencia se encuentran en la tabla de la Figura 49 (C). Mientras que los
datos numéricos de las medias y DS de los valores en AR para cada suero de referencia
se encuentra en la tabla de la Figura 50 (C).

Como se puede observar, los sueros positivos Pa y Pb, son claramente
diferenciados de los sueros negativos Na y Nbj.363 en ambos ELISAs, 3AGFP (211/121
vs 0/1,5 respectivamente) y 3ABC (80/60 vs 1,5/ 0,8 respectivamente). EI ELISA
basado en 3AGFP es por lo tanto capaz de identificar anticuerpos contra VFA en los
sueros de referencia Pa, Pb y Pc, y aparece casi tan sensible como el 3ABC-ELISA para
clasificar los sueros positivos débiles Da y Db y diferenciarlos de los sueros controles

negativos.

113



Actividad Relativa.

"Estudios sobre la proteina 3A en la transcripcién/replicacion del Virus de la Fiebre Aftosa.”

Cecilia M. Lotufo

(A)
250
Il 3AGFP
200+ Il 3ABC
150-
100-
50
8%
P01 1 P 0 PO 1 1 PO 1 1 PO 11 P 1O 1 O 18 T
Q"Q’o Q@ofbove%e‘& q‘b(‘o Q‘- efve‘céfoée q‘VQ‘Q QWQ‘D o‘oe»ée q@ Q‘G Q" 000’0 e‘}e‘o QQq‘e Q" QWQ‘G e‘v@ (WQ‘O Q" Qwe'e e’#éo Q@Q‘e Q" QWQ‘G e’v@ (WQQ Q@ vaéeé:oév (WQQ Q@e'#oOé’bée (%QQ Q@ vio‘eéfvéc
(B)
2504
Bl 3AGFP
< 200+
= B 3ABC
~)
=
o 1504
=7
=
o]
=
o
>
© p(
b
<
8%
i i
T T
> 2\ < > A\J > \Y
¥R RS S
©
Actividades Relativas de cada suero control
ELISA Pa Pb Pc Da Db Na Nby.363
Media | 211,80 | 121,20 | 100,00 | 11,20 | 8,80 | 0.000 1,53
3AGFP
DS 15,32 19,48 1,56 4,69 2,90 1,52 5,07
Media | 80,67 60,02 | 100,12 | 17,30 | 13,76 | 1,58 0,83
3ABC
DS 8,27 15,51 1,75 8,43 6,38 2,32 1,56

Figura 50. AR de los sueros de referencia evaluados en 3ABC-ELISA y 3AGFP-ELISA. (A)
Representacion en grafico de barras de valores AR obtenidos en 10 determinaciones independientes
de sueros positivos (Pa, Pb y Pc), positives débiles (Da y Db) y dos sueros control negativos, un
control de animales naive (Na) y otro de animales vacunados libres de aftosa (Nb) con ambos
ELISAs. Los valores en DO neta fueron llevados a AR tomando como 100 % el suero Pc.

(B) Representacion grafica conteniendo las mediasnuméricas y DS en AR respectivamente para cada
uno de los 7 miembros del panel. El umbral del 8% esta representado por la linea horizontal en ambos
graficos (A) y (B). (C) Tabla con las Medias y DS de los diferentes sueros controles
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En la figura 51 se puede observar, que en el 3AGFP-ELISA, hay algunos puntos
de los sueros incognitas que son negativos para 3ABC-ELISA sobrepasan el 8% (estas
muestras fueron evaluadas una sola vez). Una causa, podria ser, que este nuevo ELISA,
es mas especifico para 3A, y este detectando ciertos epitopes inducidos por esta proteina
que no fueron detectados con 3ABC-ELISA que utiliza captura con el anticuerpo 3H7.
O también, podrian ser falsos positivos de la técnica. En ambos casos, podran ser
discriminados con un ensayo confirmatorio, como el EITB u otro.

Posteriormente, se considerd un segundo valor de corte utilizando los valores de
AR obtenidos con 363 sueros de animales vacunados no infectados, para introducir una
categoria de sueros dudosos. El grafico de barras de la Figura 51 muestra el perfil de los
AR de los sueros obtenidos con los ELISAS 3AGFP y 3ABC en paralelo (barras azules
y rojas, respectivamente). También se observan las barras de referencia representando
las medias individuales de AR de las ocho determinaciones independientes con los
sueros Da y Db para ambos ELISAS. A partir de estos valores experimentales, se
decidio utilizar el 15% de AR como segundo valor de corte, el cual delimita la zona de
los sueros dudosos.

De esta forma quedarian los sueros Da y Db como positivos débiles y se
considerarian como sueros dudosos a valores AR entre 8-15%, mientras que valores a
partir de 15% serian considerados positivos. Igualmente, como ocurre con el 3ABC-
ELISA, dichas muestras deberian confirmarse con la prueba de EITB u otra equivalente.

Los resultados sugieren que las ARs de los 363 animales testeados se encuentran
por debajo del 15% de AR cuando son testeados independientemente con cada uno de
los ELISAs, 3AGFP o 3ABC. Los valores de las medias en AR del total de las muestras
testeadas corresponde al 1,5 y 0,8% respectivamente, al menos 5 veces mas bajos que
los valores de los positivos débiles Da y Db, que consistentemente mostraron ARs en el
rango de 8-20% (Figura 51). La mayoria de los 363 sueros testeados mostraron ARs por
debajo del 5% (95%-99% para el 3AGFP y 3ABC ELISAs respectivamente).

La determinacion de la especificidad y sensibilidad del 3AGFP-ELISA no fueron
obtenidas, ya que s deberia disponer de mayor cantidad de sueros positivos para probar
el test. Esta caracterizacion, queda por ser evaluada cuando se realice la validacion del

mismo, la cual no se abordé en esta tesis por cuestiones de tiempo.
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Figura 51. Perfil de inmunoreactividad de 363 sueros de bovinos vacunados no infectados con
VFA. Las barras azules y rojas representan valores sueros individuales en AR obtenidos con 3AGFP y
3ABC respectivamente.Las barras AR de sueros positivos débiles (Da - Db) subrayadas son valores de
10 ensayos independientes y las flechas paralelas son los valores de sus medias. La media de valores
del total de las 363 muestras, con 3AGFP y 3ABC fueron 1,5% y 0,8% respectivamente. La linea
negra inferior de AR del 8% representa el valor de corte tentativo a definir para los sueros negativos
libres del VFA, y la linea negra superior de AR del 15% representa el valor de corte tentativo para
definir sueros sospechosos.

4.6.2. Analisis de los sueros bovinos mediante Western Blot.

Los sueros Da y Db, provienen de animales que presentaron sintomas de la

enfermedad y fueron positivos en EITB, se encuentran en el limite de deteccion del test
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3ABC-ELISA. Por esta razon, se analizaron estos sueros mediante Western Blot, junto a
algunos sueros positivos.

Se realiz6 la corrida en gel de poliacrilamida 12% de las proteinas en cuerpos de
inclusion sin purificar (1pg) de: 3ABC (provista en el kit), 3A-GFP y GFP-GST. Se
transfirié a una membrana de nitrocelulosa, y se cortaron tiras de 3 calles conteniendo
3ABC, 3A-GFP y GFP-GST, para ser incubadas con los distintos sueros bovinos y
controles.

Como se mostro anteriormente, para una primera caracterizacion, se utilizaron los
sueros Pa (positivo fuerte bovino) y anti-3A 3H7 (monoclonal), los cuales detectan
3ABC y 3A-GFP; el control anti-GFP que nos muestra 3A-GFP y GFP-GST, y el suero
Na (pool bovino naive) (Figura 45).

Posteriormente se analizaron por la misma técnica los sueros positivos débiles Da
y Db. Cuando la membrana del Western blot se sobreexpuso, se visualizd una tenue
banda en ambos sueros (Figura 52), perteneciente a la proteina 3A-GFP, pero no se
observé ninguna en la calle de 3ABC. Tal vez a causa de la degradacién de 3ABC por la
actividad remanente de la proteasa 3C que se observa con suero Pa y el anticuerpo 3H7

(Figura 45 calle 1).

1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3
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Figura 52. Analisis por Western blot de sueros positivos débiles. SDS-PAGE sembrado con la
proteina 3ABC (calles 1); con la proteina 3A-GFP (calles 2), y con la proteina GFP-GST (calles 3).
Debajo de los paneles se sefialan los sueros controles con los que se reveld cada membrana. Las
flechas indican la banda de la proteina 3A-GFP detectada con los sueros positivos débiles Da y Db.

Con estos datos podemos confirmar, que el test 3AGFP-ELISA, esta detectando a
los sueros positivos débiles manera eficiente. Ya que ambos pueden detectarse
utilizando la misma proteina 3A-GFP, y no hay deteccion en la calle GFP-GST como
era esperado.

Por otro lado, se analizo la deteccion de 3A-GFP vs GFP-GST, por los controles
bovinos Pa, Pb, Pc, Pf, Da y Db, y el control negativo Na (Figura 53).
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Figura 53. Analisis por Western blot de sueros positivos. SDS-PAGE sembrado con la proteina 3A-
GFP (calles 1), y con la proteina GFP-GST (calles 2). Analizado por Western blot con los sueros
bovinos que se indican de bajo de cada panel. Las flechas indican una banda débil detectada por los
sueros Da y Db.

En la Figura 53 las calles pertenecientes al suero Pc, que proviene de un animal
inmunizado con cuerpos de inclusion 3ABC no purificados, se detectan proteinas
bacterianas. En cuanto a los sueros, Pa, Pb y Pf, se observa una banda definida que
marca la proteina 3A-GFP, en especial el suero Pa, siendo el més fuertemente positivo
de todos. Mientras que los sueros positivos débiles Da y Db, como también observamos
en la Figura 51 detectan débilmente a 3A-GFP. Estos datos concuerdan, con la
caracterizacion realizada de los sueros positivos en el 3AGFP-ELISA graficada

anteriormente en la Figura 48.

4.7. Mapeo del anticuerpo monoclonal 3H7

El Ac. monoclonal 3H7 producido en nuestro Instituto, utilizado para el 3ABC-
ELISA, se conformdé como una herramienta indispensable para el diagnostico de
circulacion del VFA, especialmente para discriminar animales vacunados de
convalecientes o infectados. El mismo se obtuvo a partir de la inmunizacion de ratones
con la proteina recombinante 3ABC (Capozzo y cols., 2002; Robiolo y cols., 2006). Se
suponia que el mismo estaba dirigido a un epitope ubicado en la porcion 3A, hecho
nunca demostrado experimentalemente y que podria explicar los resultados obenidos
con el 3AGFP-ELISA. Teniendo en cuenta que la identificacion de una porcion de 3A
que contenga dicho epitope puede ofrecer ademas la posibilidad de mejorar esta nueva

metodologia, se decidid proceder al mapeo del mismo.
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Se utilizé un plasmido existente en el Instituto conteniendo los genes codificantes
para las proteinas no estructurales 3A, 3B y 3C (3ABC), en el vector de expresion pET-
30a. El segmento3ABC utilizado aqui contiene una mutacion puntual en el sitio activo
de la proteasa 3C que neutraliza la actividad autoprocesadora de 3ABC (pET-
30a[3ABC]), clon al que se le dio el nombre de clon A (Capozzo y cols., 2002).

Se realizaron 6 deleciones secuenciales en el extremo 5' del segmento 3ABC. Los
fragmentos, que difieren aproximadamente en 60 pares de nucledtidos, fueron clonados
también en pET-30a, a partir del clon A, dando lugar a los clones que se denominaron
B,C, D, E, FyG (Figura 21, M&M).

Las proteinas fueron expresadas en bacterias BL21(DE3) transformadas con los
clones obtenidos e inducidas con IPTG. Simultaneamente se transformé y expresd un
plasmido pET-30a vacio como control negativo. Como siguiente paso, se realizd una
separacion por SDS-PAGE 10% y se visualizaron las bandas proteicas por tincion con
Coomasie Blue. Luego de observar la expresidon obtenida, se realizd una nueva
separacion en SDS-PAGE 10% por duplicado y se transfirio a membranas de
nitrocelulosa las que fueron evaluadas por Western blot con anticuerpos monoclonales

anti-3A (3H7) y anti-3C (Figura 54).

(A)
11
1m
70

cc

[l
[

(B) L2 i 4 5 & T 3

Figura 54. Expresion de deleciones seriadas de la poliproteina 3ABC. Western Blots en los cuales
se sembraron en las calles del 1 al 8, los péptidos A, B, C, D, E, F, G y control negativo (pET-30a).
Las membranas fueron reveladas con: (A) Ac. monoclonal 3H7. (B) Ac. monoclonal anti-3C.

Los resultados del revelado con 3H7 muestran que el epitope que reconoce este

anticuerpo se encuentra en los primeros 19 aminoacidos de la proteina 3A. Como
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control, el anticuerpo monoclonal anti-3C revela la presencia de todos los péptidos
ensayados.

La secuencia del péptido de19aa reconocido es:

ISIPSQKSVLYFLIEKGQHEAAIEFFEG

Para definir mejor la extension del epitope, se sintetizarontrespéptidos
superpuestos de la region y uno adicional, del mismo tamafio, pero con una secuencia

no relacionada (Tabla 2).

Tabla 2. Péptidos sintéticos.

1 | ISIPSQKSVL

2 | QKSVLYFLI
3 | YFLIEKGQH
4 | LOKMVMGNT

Se disenaron varios esquemas de ELISA indirecto, utilizando distintas
concentraciones de péptidos pegados a las placas, individualmente o combinados, y
utilizando como detector el monoclonal 3H7, obteniéndose en todas las condiciones
resultados negativos. Este resultado puede deberse a que las regiones analizadas,
independientemente de su secuencia, no son lo suficientemente grandes como para que
el epitope adopte la conformacion reconocida por 3H7. Es asi que se procedié a la
construccion de nuevos clones, fusionados a EGFP. Las construcciones disefiadas se
representan en la Figura 22 (M&M), y contienen: (i) los 19aa N-terminales de 3A (p19-
GFP), que se encuentran en el clon A; (ii) los 29aa N-terminales, 19aadel clon A, mas
10 aa pertenecientes al clon B (p29-GFP), (iii) 38aa N-terminales, todos pertenecientes
al clon A y B (p38-GFP); (iv) contiene la proteina 3A completa fusionada a GFP (p3A-
GFP).

Las proteinas fusionadas a GFP y el plasmido pGEX-2T[GFP] (Tesis doctoral,
Romanutti, 2012), como control negativo, fueron expresadas en bacterias BL21(DE3).
Nuevamente se realiz6 una separacion en SDS-PAGE 10% y las bandas se visualizaron
por tincidon con Coomasie Blue. Luego de observar la expresion obtenida, se realizé un
nuevo SDS-PAGE 10%, por duplicado, y se transfirieron a membranas de nitrocelulosa
las que fueron evaluadas por WB por medio de los anticuerpos anti-GFP (conejo) y
anti-3A (monoclonal 3H7) (Figura 55)

En la imagen del WB, se observa que la proteina 19-GFP no es detectada por el

anticuerpo 3H7 pero si por el anti-GFP, concluyendo que los primeros 19aa N-
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terminales de la proteina 3A no son suficientes para abarcar todo el epitope. Tanto 29-

GFP, 38-GFP como 3A-GFP son detectadas por ambos anticuerpos.

(A) (B)
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Figura 55. Analisis de la reactividad de péptidos derivados de 3A con el Ac. monoclonal 3H7.
Western blot revelado con anti-3A 3H7 (A) o anti-GFP (B) Calle: 1) 3A-GFP, 2) 19-GFP, 3) 29-GFP,
4) 38-GFP, 5) GFP-GST. La flecha en la imagen de la izquierda, indica la proteina 19-GFP, que no es
detectada, por el anticuerpo monoclonal 3H7, pero es detectada por anti-GFP en la imagen de la
derecha.

De estos resultados se puede concluir que el epitope de 3H7 se encuentra ubicado

dentro de los primeros 29 aa de la region N-terminal de la proteina 3A.

4.8. Reconocimiento de péptidos derivados de la proteina 3A por sueros bovinos

en ensayos de ELISA

Con el objetivo de analizar el comportamiento de los péptidos derivados de 3A en
ELISA indirecto. Se sensibiliz6 una placa con 19-GFP, 29-GFP, 38-GFP y 3A-GFP. Se
utilizola fusion GFP-GST como control de background. Realizando los pasos siguientes
de igual forma que para el 3AGFP-ELISA.

En la Figura 56 se muestran los resultados del ELISA indirecto, los mismos
sugieren que la proteina 3A completa fusionada a GFP, es un buen antigeno para
reconocer sueros de individuos infectados con el VFA. En cambio, los péptidos
conteniendo de 19 a 38 aa de 3A no aparecen aptos para utilizar como deteccion de
anticuerpos bovinos contra 3A. Como controles se utilizdo el anticuerpo anti-GFP,
revelado con un conjugado anti-conejo, que identifica a todos los péptidos y por otro
lado, el anticuerpo monoclonal 3H7, revelado con un conjugado anti-ratobn que
identifica todos los péptidos, con excepcion del de 19aa y el control GFP-GST (Anexo

IIT). En la Figura se muestran los datos correspondientes a la dilucion 1:100. Los datos
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de la dilucion 1/40 presentaron un background alto y los resultados de la dilucién 1/200,

fueron muy similares a la de 1/100.
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Figura 56. ELISA indirecto para la evaluacion de péptidos N-terminales de 3A fusionados a
GFP. Placas sensibilizadas con péptidos unidos a GFP. Sueros bovinos (diluciéon 1:100) segun se
indica en cada panel, incluyendo controles positivos altos (Pa y Pd), intermedios (Pfy Pe), débiles (Da
y Db) y negativo (Na); anti-GFP y anti-3A como controles.
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Discusion y Conclusiones
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5. Discusion

El objetivo de este trabajo de tesis fue estudiar algunos aspectos de la funcion de
la proteina no capsidal 3A del Virus de la Fiebre Aftosa. Esta proteina ha sido mas
estudiada en otros picornavirus, es especial en PV, habiéndosele asignado funciones
importantes.

La estrategia utilizada se basd en la introduccion de mutaciones de delecion o
mutaciones puntuales en la regiéon aminoterminal de la proteina, incluida la region
hidrofébica propuesta como transmembrana, y la consiguiente evaluacion del efecto
sobre la actividad de replicacion del ARN gendémico viral.

La metodologia empleada consisti6 en optimizar un replicon del genoma
completo del VFA, reemplazando las proteinas capsidales por un gen reportero. El
sistema defectivo evita el manejo de material infeccioso, que de otro modo deberia
trabajarse el alta bioseguridad (NBS3A o 4 OIE) y por otro lado aporta sensibilidad ya
que permite la medicion eficiente de pequeiias diferencias de actividad, aun cuando las
mutaciones no sean permisivas para generar particulas infecciosas.

El primer objetivo del presente trabajo fue logrado al obtener la construccion de
un Replicon del VFA, cepa O1/Campos (pRep), conteniendo todas las PNC virales
incluida Lpro, con capacidad de trascripcion/replicacion medible a través de la actividad
de Luciferasa. Estudios previos en el caso del VFA fueron realizados por Mason y cols.
(2002) quienes reemplazaron toda la zona de proteinas capsidales por el gen de beta-
galactosidasa, y por otros investigadores que reemplazaron distintas porciones de la
misma por el gen CAT (cloranfenicol acetil-transferasa), (Mclnerney y cols., 2000;
Mclnerney y cols., 2000). En todos estos casos se deleciond Lpro.

Otro replicon del VFA que codifica el gen reportero CAT fue creado basado en el
genoma de la cepa Ol/Kaufberuren/FRG/66 tipo O (Forss y cols., 1984). En este caso,
la mayor parte de la secuencia que codifica a Lpro fue deletada, al igual que las
proteinas capsidales VP4 y VP2, y poco mas de la mitad de VP3 (Mclnerney y cols.,
2000). Recientemente, investigadores del mismo grupo (Tulloch y cols., 2014),
reemplazaron el gen CAT por una proteina bifuncional aportando fluorescencia y
resistencia a antibiotico (Green Fluorescent Protein /Puromycinresistance, GFP-PAC).
Luego de transfeccion de células BHK-21 con transcriptos ARN derivados del replicon,

observaron que la replicacion era facilmente detectada por fluorescencia, mientras que
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la sefial desde las formas incompetentes del genoma (un replicon con la proteina 3D
deletada) fue 2 veces mas baja (Tulloch y cols., 2014).

El sistema logrado en el presente trabajo, utilizando Luciferasa, es mucho mas
sensible, ya que el replicon con 3Awt (pRep) aporta entre 5 y 10 veces mas luz que la
forma incompetente o defectiva pRepD2. Esto genera un margen mucho mas amplio
para detectar pequefios cambios en la replicacion del sistema generado por los mutantes
a evaluar. Por otro lado, se logré una marcada diferencia entre pRep y pRepD2, por la
utilizacion de ADN en vez de ARN, siendo mucho mas eficiente la cotransfeccion de
los clones con el plasmido que aporta la T7pol (pCAT7). De esta manera también se
evita la transcripcion in vitro, la cual ademas tener un rendimiento bajo y variable en
cantidad de ARN transcripto, posee una actividad de Luciferasa inicial, que no se
observa cuando se utilizan los correspondientes plasmidos (1 hs, Figura 24).

La disponibilidad de un replicon incapaz de generar viriones, pero que permite
medir la actividad de un gen reportero incorporado en el background gendmico del
VFA, posibilita evaluar los efectos de modificaciones en las proteinas virales o en las
zonas no codificantes del genoma en un contexto similar a una infeccion viral, sin los
riesgos asociados a la manipulacion del virus. También, representa una ventaja sobre los
estudios en el marco de un clon infeccioso, en el sentido que puede aportar informacion
sobre dominios proteicos que afectan a la replicacion, pero que no generarian virus
viables. Esta herramienta demostrd poseer una importante sensibilidad para estudiar la

replicacion del ARN del VFA en forma cuantitativa.

5.1. Evaluacion de mutantes de la proteina 34 en la region N-Terminal.

Evidencias previas, indican que la proteina 3A juega un rol importante en la
replicacion viral. Rosas y cols. (2008) reportaron que en células BHK-21 con expresion
estable de las proteinas 3A, 3AB o 3ABBB posteriormente infectadas con el VFA,
aumenta la replicacion viral, incluyendoun incremento en la formaciéon de placas y
titulos virales (Rosas y cols., 2008). La proteina 3A es la proteina viral que presenta el
menor numero de residuos conservados en su secuencia (37%). Junto con Lpro, y 3B
exhiben una variabilidad comparable a las proteinas capsidales VP2, VP3 y VP4,
sugiriendo que estasujeta a marcados procesos selectivos (Carrillo y cols., 2005). Sin
embargo, tanto el dominio hidrofébico como el hidrofilico ubicados en el extremo N-

terminal de la proteina 3A se encuentran altamente conservados en la mayoria de las
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cepas de VFA (Fry y cols.,2005) y la mayoria de las mutaciones y deleciones ocurren en
la region C-terminal en todas las variantes (revision enGao y cols., 2016)).

Algunas substituciones o deleciones de aminoacidos en 3A han sido asociadas con
el cambio de hospedador y tropismo del VFA (Beard y Mason, 2000; Nufiezy cols.,
2001). Por ejemplo, la sustitucion del aminoacido Q44 por R es suficiente para conferir
a la cepa del VFA C-S8cl la adaptacion a cobayos (Nufiezy cols., 2001). Gonzalez-
Magaldi y cols. (2012) crearon un modelo molecular del N-terminal de la proteina 3A
del VFA, usando como templado la estructura reportada para PV. Este modelo predice
interacciones hidrofobicas entre residuos de las dos alfa-hélices en cada mondmero
como determinantes centrales de la homodimerizacion (Gonzalez-Magaldi y cols.,
2012). Se demostrd que los aminoacidos reemplazados en L38E y L41E, localizados en
la interface tedrica de dimerizacion, disminuyen la dimerizacion de 3A expresada
transitoriamente en células y suprime la formacion de péptidos dimeros/multimeros
(Gonzalez-Magaldi y cols., 2012). Los mismos autores generaron clones infecciosos
que contenian las sustituciones Q44R y Q44E que afecta la interaccion polar,
observando que estas sustituciones, no irrumpen la formacion del dimero. Pero mientras
que con la mutacién Q44R se recobro virus infectivo, con Q44D se genero la sustitucion
D44E, el cual cambia la carga, pero presenta caracteristicas similares a Q, sugiriendo
que el residuo Q44, a pesar de no ser esencial para la dimerizacion de 3A, estd
involucrado en funciones biologicas relevantes para la multiplicacion del virus
(Gonzalez-Magaldi y cols., 2012). Otras investigaciones previas reportaron
modificaciones en donde los clones infecciosos fueron no viables (Behura y cols.,
2016), por lo que se considera que es una zona funcional importante para el VFA.

En base a esta informacion, se propuso profundizar el estudio de la region N-
terminal de la proteina 3A del VFA en el contexto de nuestro sistema replicon, el cual
permite detectar diferencias sutiles en la replicacion y a su vez, evaluar si estos mismos
cambios se traducen en diferencias en la ubicacion celular o asociaciéon a membranas
internas.

Las mutantes de delecion pRepA6-11 y pRepA6-17 presentaron actividades de
Luciferasa similares a pRep3Awt, sugiriendo que la region comprendida entre los aa 6 a
17 de 3A seria dispensable para la funcionalidad del mismo. Por el contrario, pRepA6-
23 presentd una marcada disminuciéon en dicha actividad, indicando un probable

requerimiento de los aa 18 a 23 de 3A para la replicacion (Figura 29).
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Basados en estos resultados, se procedié a analizar en particular algunos
aminoacidos de 3A que resultaban importantes para el sistema, reemplazandolos por el
aminodcido alanina (A), el cual es pequeio y de carga neutra. Se trabajo con dos clones,
el primero, pRepQ18A/H19A/E20A, conteniendo 5 alaninas en la zona de interés (aa 18
al 22); y el segundo, pRepE20A, con un reemplazo puntual del acido glutdmico de la
posicion 20 (E20), con carga negativa. Tanto pRepQ18A/HI9A/E20A como pRepE20A
presentaron una disminucion significativa de actividad, similar a la obtenida con la
delecion completa pRepA6-23 (Figura 30).

Se evalué también la ubicacion intracelular de la proteina mutante 3AA6-23,
pudiéndose notar diferencias en la formacion de granulos y la localizacidon con respecto
al complejo de Golgi, con respecto a 3Awt. La proteina portando la delecion 6-23,
forma granulos muy pequefios, apenas visibles por microscopia confocal, comparado
con los granulos perinucleares formados por 3Awt (Figura 38 y 39), como ya fue
descripto anteriormente por O’Donnell y Garcia-Briones (O'Donnell y cols., 2001,
Garcia-Briones y cols.,, 2006). Esta disposicion en vesiculas membranosas, con
apariencia de granulos, aumentan en tamano cuando 3A se encuentra unida a EGFP,
desconociéndose en que medida esto pueda estar asociado al mayor tamafio del
producto proteico. En cuanto a la evaluacion de la localizacion de las proteinas
mutantes, 3AA6-23 se observo en forma diseminada en el citoplasma celular sin formar
granulos y superpuesta en su ubicacion con el marcador del Complejo de Golgi,
mientras que 3A wt, se encuentrd formando granulos que no colocalizan con Golgi.

Por microscopia confocal se observo también una colocalizacion parcial con
Golgi de la mutante pA6-23F, en relacion ala proteina wt. Sin embargo, esta
colocalizacion parcial con Golgi, también fue descripta para proteinas 3Awt (Garcia-
Briones y cols., 2006), por lo que podria no ser significante y tratarse de un artefacto de
la técnica.

Estudios recientes, mostraron que 3A interactia con la proteina DCTN3
(Dynactin 3), una subunidad del complejo dinactina que actia como cofactor para la
dineina que es la base motora de los microtubulos. El diplex dineina-dinactina, ha sido
implicado en varias funciones subcelulares importantes (Egan y cols., 2012). Las
regiones involucradas comprenden los aa 15-21 y 64-77 de la proteina 3A (Gladue y
cols., 2014). La mutante 3AA6-23, posiblemente podria también afectar dicha

interaccion, pero esto no fue investigado en este trabajo.
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5.2. Evaluacion de una mutante de la proteina 34 con una delecion en la region

propuesta como transmembrana

Como se ha comentado, Gonzalez-Magaldi y cols.(2014) proponen, que
topologicamente 3A del VFA, corresponderia a una proteina no integral de membrana
(Gonzalez-Magaldi y cols., 2014), aunque por otro lado se ha postulado como
responsable de la uniéon a membranas del complejo replicativo del VFA en células
infectadas (Forss y cols., 1984; Moffat y cols., 2005). En estudios de expresion
transiente, se encontr6 que la proteina 3A se localiza en pequefias vesiculas
citoplasmaticas (O'Donnell y cols., 2001; Garcia-Briones y cols., 2006), lo que es
consistente con lo que ha sido observado en el presente trabajo.

No se han encontrado en la literatura trabajos previos en donde se evalue la region
hidrofobica sin delecionar alguna region adyacente a ella, ya sea hacia el C- o el N-
terminal. Por lo cual se planteo delecionar Gnicamente esta region transmembrana, y
estudiar los efectos tanto en la ubicacion intracelular, como en la participacion en la
replicacion. Para ello, se reemplazaron aminoacidos dedicha region en el sistema
replicon por 8 alaninas (pRepATM), y se construyo también un plasmido de expresion
transitoria (pATMF) con los mismos cambios.

El trabajo con el clon pRepATM permitié observar que la proteina 3A sin esta
zona hidrofobica es totalmente disfuncional, y anula la replicacién del sistema (Figura
31). Por otro lado, se detectd claramente, que la proteina sin la region tedrica
transmembrana (pATMF), deja el citoplasma celular, y se ubica en el nucleo de la célula
(Figuras 38, 39, 40 y 41 panel C).

La presencia de una secuencia de localizacion nuclear (SLN) en una proteina
puede resultar en el transporte de la proteina dentro del nucleo. El SLN clasico esta
generalmente compuesto por un tramo corto de aminodcidos basicos (generalmente 5
aa) o bien, por dos tramos cortos (menos de 5 aa) separados por una region espaciadora
de aproximadamente 10 aa (SLN bipartita). Esta sefial debe ser expuesta en la
conformacién correcta para ser accesible a la maquinaria de transporte (Schwoebel y
Moore, 2000). Analizando nuevamente la secuencia proteica del mutante 3AATM, se
pudieron identificar dos secuencias similares a la descripta por Hyun-Jin Do y cols. (Do
y cols., 2006) y que cumplen con los requisitos de una SLN tipica al realizarle la
delecion de la zona propuesta transmembrana (Schwoebel y Moore, 2000). Estos
motivos, comprendidos entre los aa 49-56 (KRAFKRLK) conteniendo 5 aa basicos
(resaltados en negrita), y los aa 77-84 (RETRKRQK) conteniendo otros 5 aa basicos, se
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encontrarian a menor distancia al reemplazar la zona transmembrana (18 aa) por las 8
alaninas, formando una SLN al reducir la region espaciadora entre ambos tramos.
También podria deberse a algun cambio conformacional provocado por dicho
reemplazo, que deje mas accesible estas regiones.

De cualquier modo, con la mutante ATM, se pudo corroborar que la secuencia
comprendida entre los aa 56 y 76 de la proteina 3A del VFA, estarian involucrados en la
ubicacion intracelular y en consecuencia con su funcionalidad, dado que sin la zona

pTM la proteina 3A pierde el anclaje a membranas celulares citoplasmaticas.

5.3. Importancia de las regiones evaluadas de la proteina 3A.

Una observacion interesante es que a lo largo de los experimentos se obtuvieron
valores de actividad de Luciferasa de Renilla que variaban proporcionalmente segun la
actividad de pRep y sus mutantes. Posiblemente este hecho se deba a que la proteina
Lpro del VFA, cliva el factor de transcripcion elF4G, favoreciendo las vias de
traduccion mediadas por IRES (contenidas en los transcriptos de pRep y pTM1-Renilla)
y disminuyendo la traducciéon de mensajeros celulares (Belsham, 2005; Steinberger y
Skern, 2014). Por lo cual, aquellos pocillos en que la replicacién es mayor, poseen
consecuentemente mayor actividad de Luciferasa de Renilla. A su vez, en los ensayos
que involucraron Replicones en los cuales la actividad de Luciferasa firefly disminuy6
marcadamente (pRepD, pRepA6-23 y pRepATM), el factor eIF4G no fue clivado. Este
hecho refuerza la hipdtesis de la importancia de estas regiones para la replicacion en el
sistema.

A pesar de los esfuerzos realizados, no se pudo contar para este trabajo con un
clon de genoma completo que generara virus infectivo. Si bien el replicon tiene muchas
ventajas ya mencionadas, hubiera sido muy interesante evaluar algunas mutaciones en
los viriones. Recientemente, se reportd la evaluacionde una serie de nueve deleciones en
un clon infeccioso de la cepa del VFA AsialIND491/1997 truncados en los dominios de
dimerizacion y transmembrana de 3A. De las nueve deleciones, una fue disefiada con la
delecion de 3A casi completa (aa 5-149), cuatro fueron limitadas a la mitad C-terminal
rio abajo del dominio pTM (aa 86-110, aa 101-149, aa 81-149 y aa 82-153), y cuatro
fueron disefiadas para afectar de forma individual o conjunta a los dominios pTM y de
dimerizacion en el N-terminal de la proteina 3A (aa 5-54, aa 21-50, aa 21-80 y aa 55-
80). Ninguna de las deleciones en el N-terminal fue viable, mientras que las cuatro

deleciones en el extremo C-terminal, originaron virus infectivos en cultivos celulares
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(Behura y cols., 2016), lo que confirma lo que ya se sabia de la dispensabilidad de

algunas regiones del extremo carboxi terminal de 3A.

5.4. Utilizacion de la proteina 3A para la deteccion de anticuerpos marcadores de

infeccion viral en bovinos

El polipéptido no estructural 3ABC ha sido ampliamente utilizado como sonda
serologica para la deteccion de anticuerpos de infeccion inducida por VFA,
independientemente del estado de vacunacion y de serotipo implicado. En esta linea, la
construccion de una proteina recombinante mutante 3ABC ha sido descripto
previamente por investigadores del Centro de Virologia Animal y se ha utilizado como
sonda serologica en una prueba de ELISA de captura (3ABC-ELISA) basado en el
anticuerpo monoclonal (3H7) (Robiolo y cols., 2006). Este ensayo 3ABC-ELISA fue
aplicado con éxito por las autoridades sanitarias a lo largo de los brotes de virus de
Fiebre Aftosa 2000-2002 en Argentina y hasta la actualidad para realizar los estudios de
ausencia de circulacion viral a campo. Los que fueron también presentados en las
auditorias internacionales. La prueba ha sido utilizada también en el control de calidad
de las vacunas comerciales anti aftosa para determinar pureza del antigeno, que debe ser
libre de PNC para que los anticuerpos inducidos por la vacunacion no interferieran en
los estudios poblacionales de circulacion viral

El 3ABC-ELISA tiene un protocolo de varias etapas que requiere el recubrimiento
de los pocillos con el anticuerpo monoclonal de captura 3H7, seguido por incubacion
con un lisado de bacterias que expresa 3ABC, adicion de suero de prueba y desarrollo
de la sefial cromogénica. La captura estd destinada a minimizar la presencia de
contaminantes bacterianos que reaccionan con anticuerpos no especificos y la reduccion
de la relacion sefial / ruido del ensayo. El protocolo también requiere corregir las
lecturas de los pocillos de ensayo, restando los pocillos de control paralelo pre-
incubados con tampoén salino (Figura 46).

El formato relativamente complejo del 3ABC-ELISA estimul6d la prueba de un
antigeno alternativo en un formato de ELISA indirecto, prescindiendo del anticuerpo de
captura, mas simple, capaz de proporcionar un método de screening mas econdmico,
rapido y sencillo de ejecutar. Una amplia bibliografia ya habia demostrado que otras
proteinas también derivadas de la region P3 del genoma del virus de la fiebre aftosa,
entre ellas 3A, son reactivas con los sueros de bovinos convalecientes y tienen potencial

como candidatos para la deteccion de circulacion del VFA (Bergmann y cols., 2000;
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Mackay y cols., 1998; Clavijo y cols., 2004; De Diego y cols., 1997). Originalmente, la
asociacion de 3A a un reportero como GFP significaba disminuir su movilidad relativa
en el andlisis de SDS PAGE vy simplificar su identificacion y purificacion
cromatografica eventual. Vale la pena mencionar que GFP, una proteina con un
complejo patron de plegado (Tsien, 1998), es probable que también contribuya a la
estabilidad de la conformacion de secuencias heterologas fusionadastanto en el extremo
C o N-terminal, de acuerdo con Yantsevichy cols. (2009). Esto permite especular que la
presentacion apropiada de secuencias 3A fusionadas a GFP podria contribuir a una
unidon mas eficaz a anticuerpos inducidos por la proteina 3A nativa generada en bovinos
infectados con VFA.

En este trabajo se expresod una proteina de fusion entre 3A y GFP y se explord su
capacidad como sonda seroldgica en un ELISA indirecto para diferenciar sueros de
bovinos vacunados, infectados y no infectados. El perfil de transferencia de Western
Blot (Figura 45) confirm¢ la expresion de una proteina de fusion (3A-GFP) con el peso
molecular esperado (44 a 45 Kd), que reacciona con el Ac. 3H7 y el suero policlonal
anti GFP preparado en conejo. La proteina 3A-GFP reacciono fuertemente con suero de
bovino infectado (Figura 45, calle 2, sueros Pa), pero no se detectd reactividad con
suero de un animal vacunado no infectado (Figura 45,calle 2, suero Nb;). La excelente
relacion de sefial a fondo que se muestra en el perfil de transferencia de Western blot
sugirié que 3A-GFP podria ser un candidato adecuado como sonda en un inmunoensayo
para diferenciar los sueros de animales infectados y no infectados, independientemente
del estado de vacunacion.

El analisis de 363 muestras de sueros de animales vacunados no infectados tanto
por el 3AGFP-ELISA como por el 3ABC-ELISA mostrd casi todos los valores de AR
por debajo del umbral del 8% en ambos casos. Los ensayos repetidos de sueros
positivos débilmente reactivos mostraron valores de AR dentro del intervalo de 8-15%,
5 a 10 veces mas altos que los de controles negativos y el valor medio de AR de los 363
bovinos vacunados. Tomados en conjunto, los resultados sugieren que una AR del 8%
(Figura 50) podria ser un valor de corte adecuado para clasificar animales vacunados
libres de virus de la fiebre aftosa cuando se usa 3AGFP en estudios sero-
epidemiologicos. Es importante mencionar que algunos sueros de campo con resultado
negativo para 3ABC, sobrepasan el 8% pero ninguno el 15% (Figura 51), encontrandose
en el rango definido para los sueros positivos débiles. Esto podria deberse también a un

error metodolégico en la determinacién de la muestra en particular (cabe recordar que
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las mediciones fueron unicas), o bien, a muestras positivas débiles que fueron
catalogadas como negativas por 3ABC-ELISA. En este segundo caso, el 3AGFP-
ELISA, podria estar detectando anticuerpos contra 3A en el suero bovino, que no son
detectados por el 3ABC-ELISA. Por lo tanto, se propone que un segundo valor de corte
del 15% seria adecuado para identificar sueros sospechosos (Figura 51), a verificar por
un ensayo confirmatorio. En un futuro, mediante la evaluacion de un nimero mayor de
muestras se podra calcular la especificidad y sensibilidad en un contexto de validacion
segun las formulas: Sensibilidad= VP/(VP+FN) y Especificidad= VN/(VN+ FP), siendo
VP valores positivos, FN falsos negativos, VN valores negativos y FP falsos positivos.
Por el contrario, el test 3ABC-ELISA, presenta dos valores de cortes de 15%
(sensibilidad 98,6% y especificidad 98,9%), el cual refiere a los sueros libres del VFA,
mientras que el 20% se utiliza para diferenciar sueros sospechosos (sensibilidad 96,6%
y especificidad 99,6%), (Robiolo y cols., 2006). Estos valores de corte pueden
modificarse para aumentar la sensibilidad o la especificidad del test, segin sea
necesario.

Se podria establecer un rango mas amplio entre reactividad positiva a débil positiva
para el 3AGFP-ELISA en comparacion con el 3ABC-ELISA. De hecho, mientras que
se obtuvieron valores de AR similares para sueros positivos débiles (Da y Db) en ambos
ensayos, los valores de AR de sueros fuertes positivos Pa y Pb obtenidos con el 3AGFP-
ELISA alcanzaron 211,8% y 121,2%, respectivamente, que eran notablemente mayores
que los del 3ABC-ELISA (80,6% y 60,0%, respectivamente). Queda por investigar si
esto esta relacionado con un componente principal anti-3A dentro del total de anti-PNC
presente en sueros de bovinos infectados convalecientes. Sin embargo, cabe destacar
que el anticuerpo monoclonal de captura 3H7 reconoce un epitope en los primeros 29 aa
N-terminales de 3ABC, dentro de la secuencia 3A (Figura 55). Las senales relativas
inferiores obtenidas con el 3ABC-ELISA podrian ser explicadas por interferencia con
una fraccion significativa de anticuerpos anti-3A presentes en muestras de animales
infectados con el VFA. Y esto también podria explicar por qué el 3AGFP-ELISA
reconoce como positivos débiles algunos animales de campo vacunados, como fue
mencionado anteriormente.

El posterior analisis de los sueros bovinos positivos por 3AGFP-ELISA, por
Western blot, confirma que la deteccion de sueros débiles es eficiente, ya que Da y Db,

detectaron la proteina recombinante 3A-GFP tanto en ELISA como en WB (Figuras 50
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B y 52 respectivamente). También se comprobd la deteccion de todos los sueros fuertes
(Pa, Pb y Pf) de forma especifica (Figura 53).

Desde el punto de vista de la produccién, la proteina recombinante 3A-GFP se
recupera en proporciones mayores que 3ABC, de acuerdo con el andlisis SDS-PAGE de
cuerpos de inclusion bacterianos purificados después de la induccion con IPTG (Figura
45). Esta diferencia, muy probablemente explicada por la ausencia de una actividad
auto-proteolitica residual asociada a 3C, constituye una ventaja importante para el
almacenamiento a largo plazo del recombinante 3A-GFP y su uso final en placas de
pocillos multiples pre-recubiertas de antigeno listas para demanda. Se continuara con la
validacion del ELISA basado en 3A-GFP, y evaluando el potencial de utilizar un
sistema dual de serodiagnostico basado en un 3AGFP-ELISA simple y répido para el
screening inicial seguido de la confirmacion de muestras positivas o sospechosas por el

ELISA 3ABC y/o EITB ya validados.
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6. Conclusiones

v La regioén de 3A comprendida entre los aa 18 a 22 y particularmente el
acido glutdmico E20 tienen un rol critico en la replicacion viral.

v Los aa 56 a 76 de 3A estan involucrados en la ubicacion intracelular de la
proteina. Cuando esa zona es mutada, reemplazandola por 8 alaninas, la
proteina se localiza en el nicleo de la célula.

v La proteina 3A deletada en la zona hidrofobica propuesta como TM es
totalmente disfuncional, y anula la replicacion del sistema.

v' La mutante puntual pE20A, produce una drastica disminuciéon en la
actividad replicativa, aunque no total.

v Se maped el epitope del anticuerpo monoclonal 3H7 a los primeros 29 aa
de la region N-terminal de 3A.

v Se desarroll6 y validé un ensayo de ELISA indirecto utilizando la proteina
3A unida a un péptido carrier (3AGFP-ELISA) apto para screening rapido,
sensible y especifico de circulacion viral en bovinos.

v El 3AGFP-ELISA tiene una excelente correlacion con el 3ABC-ELISA
que se utiliza actualmente para el control de vacunas y la diferenciacion de

animales vacunados de infectados.
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Anexos.

Anexo I: Soluciones.

* LB (medio Luria-Bertani)
10g de Triptona; 5g de Extracto de Levadura; 10g de NaCl; Llevar a 1L con agua
destilada. Autoclavada para esterilizar.

Para LB-Agar, se agreg6 2% de agar a la solucion y se armaron las placas.

* Solucion Cloruro de Calcio (CaC,)
60mM CaCl2; 15% glicerol; 10mM PIPES (piperazine-N,N’-bis(2-

hidroxypropanelosulfonic acid), ph 7. Autoclavada para esterilizar.

* Minipreparaciones:

Solucion P1: 25mM Tris.Cl (ph 8.0); 10mM EDTA (ph 8.0) autoclavada 15 min a
101b/sq. Almacenada a 4°C.

Solucién P2: 0.2N NaOH (diluir del stock 10N), 1% SDS

Solucion P3: Acetato de Potasio 5 M 60ml; Acido acético glaciar 11.5ml, Agua llevado

a volumen final de 100ml. Almacenadoa-20°C.

*Electroforesis de geles de agarosa:
Buffer TBE 0,5X :45 mM Tris-base, 45mM &cido borico, ImM EDTA (ph 8.0)
Buffer de siembra 6X: 50% glicerol, 2% azul de bromofenol

* PBS (pH 7.4):
137mM NacCl, 2,7mM KCl, 4,3mM Na2HPO4, 1,4mM KH2PO4. Se llevo al ph

requerido. Se almacen6 como solucion madre PBS 10x

*Inmunofluorescencia Indirecta.

Formaldehido: Formaldehido 3,7% en PBS

PBS-Triton: 0,2% Triton X-100 en PBS

Glicina: Glicina 0,1M disuelta en PBS-Triton 0.2%

PBS-T-BSA: 3% de BSA en PBS-Triton 0.2%

DAPI (4',6-diamino-2-fenilindol): 1pg/ml de DAPI disuelto en PBS
TO-PRO®-3 iodide (Invitrogen): dilucion 1/200 en PBS
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* SDS-PAGE:
Buffer muestra 1X (Tris-HCI 100 mM, pH 6.8, SDS 4%, glicerol 20%, Azul de
bromofenol 0,2% y DTT 50 mM) + DTT 10x

Geles de Poliacrilamida, buffer de corrida y de transferencia segin(Laemmli 1970).

* Coomassie Blue.
1g de Coomasie Brilliant Blue (Bio-Rad) disuelto en 1 litro de solucion:
Metanol 50%(v/v), Acido glaciar acético 10%(v/v), H;O 40%.

Filtrado con papel Whatman. Almacenado a tempera ambiente.

* Purificacion de Cuerpos de inclusion

Solucién 1: 50mM Tris ph 8, ImM EDTA, 1mM PMSF, 100mM NaCl
Solucién1+DOC: 50mM Tris ph 8, ImM EDTA, 1mM PMSF, 100mM NaCl, 2mg/ml
DOC

Solucién 1 + Tritén: 50mM Tris ph 8§, ImM EDTA, 1mM PMSF, 100mM NaCl,
Tritén 100X 0.5%

*Western Blot
PBS-T-0.1: PBS conteniendo Tween-20 0.1%
PBS-T-0.1-L:PBS conteniendo Tween-20 0.1% y 3% de leche descremada.

* ELISA

Solucion de Captura: buffer carbonato/bicarbonato pH 9.6

PBS-T-0.05: PBS conteniendo Tween-20 0.05%

Solucién Dilucién (SD): PBS-T0.5 conteniendo 10% de suero equino. Almacenado
como SD madre 6x a 4°C.

Solucion Dilucion Leche (SDL): SD contiendo 3% leche descremada en polvo.
ABTS/ H,0;: ABTS (4cido 2,2'-azino—bis—[3—etillbenzotiazolin—6—sulfonico]) se
agregd cada 6ml de ABTS 8ul de H,O, antes de usar.

Solucion Stop (SS): 0.2% de Fluoruro Sédico (NaF)

137



"Estudios sobre la proteina 3A en la transcripcién/replicacion del Virus de la Fiebre Aftosa." Cecilia M. Lotufo

Anexoll: Primers.

Denominacion Secuencia 5°-3°
2A Fow TCGCCGTGCCCGGGCCGGTGAAACAGACTTTGAATTTTGACCT
3A.1/2.Rev. TGAGGGGTCGGAGTTCCTCTTTGAT

Dell.3A.Revers

CAAAGAATTCAATTGCTGCCTCATGTTGGCCCTTCTCAATGAGAAAGGAAG
GAATTGAGATCTG

Del2.3A.Revers

CAAAGAATTCAATTGCTGCCTCATGTTGGGAAGGAATTGAGATCTG

Del3.3A.Revers

CGTGGACCATGCCCTCAAAGAATTCGGAAGGAATTGAGATCTGCTTG

Mutl.3A.Revers

CTCAAAGAATTCAATTGCTGCTGCTGCTGCGCCCTTCTC

Mut2.3A.Revers

CTCAAAGAATTCAATTGCTGCTGCATGTTGGCCCTTCTC

2B.Fow.Pmll

CTCCAGTCTCTTTCACGTGCCGGCCC

Rev.3A.Atransm

CTTTCAAGCGCCTGAAGGAAAATGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCA

Fow.3A.Atranm

GCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCACGTGAGACTCGCAAGAGGCAGAAA

Fow.3A.EcoRI GCAATTGAATTCTTTGAGGGC
Rev.3D.Mlul CGGGCGTGACGCGTAGTCAGC
3A Fow.HindITI Flag TCAAGCTTGCCACCATGGACTATAAAGACGATGATTACAAGCAGATCTCA
ATTCCTTCC
3A.NotL.Rev. TCGCGGCCGCTTATTCAGCTTGTGGTTGCTCCTCAACAG
3AgreenF GAAGATCTGCCACCATGATCTCAATTCCTTCCCA
3AgreenR GACGGATCCTCAGCTTGTGGTTGCTCCTCAACAG
3A.Ncol.FowB AAGGCCATGGAGGCAGCAATTGAATTCTTTGA
3A.Ncol.FowC AAGGCCATGGGACCCCTCATCCAACAAACTTC
3A . Ncol.FowD AAGGCCATGGATTTTGAGATTGTTGCTCTGTG
3A.Ncol.FowE AAGGCCATGGAGACTCGCAAGAGGCAGAAAAT
3A.Ncol.FowF AAGGCCATGGACATCACCACAGATGACAAGAC
3A.Ncol.FowG AAGGCCATGGGCGCCAGCACCGTTGGCTTTAG
3A.BamHI.Rev ATTCGGATCCTCCGTTGCCTCCTGCAGAGTGAG
3A.Ncol.FowA AAGGCCATGGTCTCAATTCCTTCCCAAAAATC

19.3A.Ncol.Fow

GACCATGGTCTCAATTCCTTCCCAAAAATCTGTGTTGTACTTTCTCATTGAG
AAGGGCCAACATATGGTGAGCAAGGGCGAGGA

Rev.29aa3A.GFP CAGCTCCTCGCCCTTGCTCACCATCATGCCCTCAAAGAATTCAATTGC
GFP.Fow ATGGTGAGCAAGGGCGAGGAGCTGTTCACC

Rev.38aa3A.GFP CAGCTCCTCGCCCTTGCTCACCATGAGTTCCTCTTTGATGGAGTCGTG

Rev.3A.GFP CAGCTCCTCGCCCTTGCTCACCATTTCAGCTTGTGGTTGCTCCTCAAC
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Anexolll: Anticuerpos.

Anticuerpo Marca Catalogo | Técnica Dilucion
Monoclonal 3H7 anti 3A CEVAN IFI 1/1000
ELISA 1/2000
WB 1/600
Anti-3C 2EII CEVAN IFI 1/1000
WB 1/1000
Anti-FLAG®M2 Sigma-Aldrich™ | F3165 IFI 1/1000
Anti-rabbit LifeColors IFI 1/500
Alexa Flouor®488 (Invitrogen)
Anti-mouse Alexa Flouor® | LifeColors IFI 1/1000
546 (Invitrogen)
B-Tubulin Rabbit Cell Signaling #2128 IFI 1/100
Technology
Calnexin antibody Cell Signaling #2433 IFI 1/50
Technology
Anti-Giantin antibody abcam ab24586 | IFI 1/100
GFP Tag Polyclonal Invitrogen A6455 WB 1/2500
Antibody ELISA 1/2000
Anti-mouse [gG HRP Promega WB 1/10000
Conjugate
Goat anti-rabbit [gG-HRP | Santa Cruz sc-2030 | WB 1/5000
Biothecnology ELISA 1/2000
Horseradish peroxidase- Jackson Immuno WB 1:10000-1:200000
conjugated goat anti- Research ELISA 1:5000-1:100000
bovine serum Laboratories Inc.
Anti-Actina Rabbit Sigma Chemical WB 1:700
Company
Anti- e[F4G Rabbit Cell Signalling WB 1:1000
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