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¿LSTA DE AEBEVIATURAS

Ampr:Resistencia al antibiótico ampicilina.
AmpS:Sensibilidad al antibiótico ampicilina.
Ci: Curio, unidad de radiactividad correspondiente a 2.2 101

desintegraciones por minuto.
c.p.e.: Efecto citopatico.
c.p.m.: Cuentas por minuto.
DI: Defectivas interferentes.
DICT50:Dosis infecciosa cultivo de tejido 50%.
DLSO: Dosis letal 50%.
DNA:Ácido desoxirribonucleico.
DNasa: Desoxirribonucleasa.
dNTP:Desoxirribonucleótido trifosfato.
dNTPs:Desoxirribonucleótidos trifosfato.
ddNTP:Didesoxirribonucleótido trifosfato.
ddNTPs:Didesoxirribonucleótidos trifosfato.
DTT:Ditiotreitol.
EDTA:Etilén diamino tetra acetato de sodio.
EMC:virus de la encefalomiocarditis.
Kpb: Kilo pares de bases = 1.000 pares de bases.
MEM:Medio esencial minimo Eagle.
m.o.i.: Multiplicidad de infección.
0D260:
pb: Pares de bases.
RFB: Rlñón fetal bovino.
RNA:Ácido ribonucleico.

Densidad óptica medida a una longitud de onda de 260nm.

RNasa: Ribonucleasa.
r.p.m.: Revoluciones por minuto.
S: Svedberg, unidad de velocidad de sedimentación.
SDS: Dodecil sulfato de sodio.
SSC: Solución salina citrato.
TCA:Ácido tricloro acético.
TEMED:N, N, N',N'—tetrametilen diamina.



Tetr: Resistencia al antibiótico tetraciclina.
Tets: Sensibilidad al antibiótico tetraciclina.
TFB:Testiculo fetal bovino.
Tris: Tri-(hidroximetil) aminometano.
v: Voltios.
VFA:Virus de la fiebre aftosa.
VSV:Virus de la estomatitis vesicular.
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1 . INTRODUCCIÓN



1.1. INTRODUCCIÓN GENERAL

La gran plasticidad que presentan las Formas de vida en
la naturaleza se debe casi exclusivamente a la versatilidad
de los ácidos nucleicos que componen los genomas de todos los
seres vivos.

El mecanismo involucrado en esta alta maleabilidad de los
acidos nucleicos se basa en mutaciones originadas al azar. que
permiten la adaptación y evolución de los organismos.

La aparición espontánea de mutantes se produce por diversas
vias. incluyendo errores en la replicación de los acidos nucleicos.
Estos errores en la replicación del DNAcromosomal en eucariotas
ha sido estimado para una gran variedad de genes y pseudogenes.y
en general se considera que la tasa de sustitución por nucleótido
en genes funcionales promedia sólo 10-9 cambios de nucleótidos
por sitio y por año (1-4). Esta baja tasa de sustitución contrasta
con la observada para virus animales y vegetales cuyo genomaestá
compuesto por RNA(5,6).

Estudios utilizando el bacteriofago QB, cuyo genoma esta
compuesto por una cadena de RNA,permitieron cuantificar el nivel
de error por duplicación genómica. estimandose que se encuentra
entre 10-3 y 10_A cambios por nucleótido en una posición determim
nada No obstante esta alta tasa de mutación el bacteriofago

QB salvaje predomina en equilibrio con mutantes debido a que
replica más rapidamente (7-9).

Como puede' deducirse de lo anteriormente enunciado la tasa
de sustitución de nucleótidos en virus a RNAes millones de veces
mayor que la observada para el DNAcromosómico de los eucariotas
que les sirven de huespedes. Esto implica que muchas veces los
huespedes requieran eras geológicas para evolucionar, mientras
que sus virus a RNAsolo requiren cortos lapsos. Este
hecho permite tomar a los virus a RNA como un modelo muy
interesante para el estudio de la evolución. pero por otro lado
entraña importantes implicaciones en la evolución de enfermedades
sumamentepeligrosas para los animales. vegetales y por supuesto
para el hombre.
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1.2. SOBRE EL MECANISMO DE LA ALTA FRECUENCIA DE MUTACIÓN DE

LOS VIRUS A RNA.

Los errores en la replicación del DNAcromosomal varian
considerablemente. promediando un valor que oscila entre
10-8 y 10-ll por nucleotido incorporado. Este bajo coeficiente
de error se debe probablemente a la existencia de un sistema
de fidelidad en la replicación, en el que intervendrian i)
exonucleasas que remueven bases mal incorporadas durante la
sintesis de nuevas cadenas de DNA(10-12), y ii) la selección
de nucleotidos trifosfato correctos debido a la alta
discriminación que poseen las DNApolimerasas por nucleótidos
cuyos anillos de azucar se encuentran alterados (12-15). Es
por ello que las DNApolimerasas pueden controlar la producción
de mutaciones puntuales influenciando la selección de trifosfatos
correctos durante la polimerización y removiendo las bases
incorrectamente insertadas en el extremo 3' de las cadenas
crecientes,mediante la actividad exonucleolitica 3'—5' asociada
con las Inismas (16.17). Estudios utilizando la DNApolimerasa
purificada del bacteriofago T4 evidencian ambos roles en
mutagenesis, debido a que enzimas derivadas de cepas con fenotipo
mutador y antimutador exhiben cambios en la selección de bases
y en los niveles de actividad de las exonucleasas (17-19).
Tambien las DNApolimerasas de mamíferos controlan la frecuencia
de mutación por estos mismos mecanismos (20,21). Estudios
utilizando virus Herpes simplex 1 resistentes a sies drogas
distintas demostraron que los mismos poseían un fenotipo
antimutador, pues produjeron un menor número de mutantes
resistentes a iododeoxicitidina que las que se obtuvieron de
la progenie de la cepa salvaje. Este fenotipo antimutador fue
localizado utilizando tecnicas de genética y biologia molecular
en la DNApolimerasa. Esto sugiere que la mayor frecuencia de
mutación de la cepa salvaje provee una ventaja selectiva durante
la infección en animales y humanos (22).

En contraste con lo antes enunciado existen obvias
explicaciones para las altas frecuencias de mutación observadas
en los virus a RNA: i) No ha sido encontrado un sistema



A

enzimático de Fidelidad de lectura asociado con las RNA
polimerasas virales, y ii) La tasa de error intrínseca de las
RNApolimerasas es muy alta (23).

Aparentemente los virus a RNAmas grandes podrian haber
desarrollado lui sistema (ke prueba de lectura. el hecho de no
haberlo encontrado llevaria a pensar que es evolutivamente
desventajoso. Por lo tanto es probable que la alta frecuencia
de error. con la concomitante plasticidad genetica que genera.
constituye una ventaja crucial para los virus a RNA(24).

1.3. OTROS MECANISMOS QUE CONTRIBUYEN A LA ALTA VARIABILIDAD

DE LOS VIRUS A RNA.

Recientemente se ha demostrado la existencia de
recombinacion intratipica entre RNAsgenómicos de picornavirus
(25.26). Tambien ha sido demostrada la recombinación intertipica
entre las mitades 5' y 3’ de los genomas de una cepa
neurovirulenta del tipo 3 de poliovirus. y una cepa atenuada
del tipo 1 (27).

Ademásfue posible construir virus recombinantes,utilizando
tecnicas de Ingeniería genetica, a partir del cDNAinfectivo
de poliovirus. Inicialamente se obtuvo una cepa de virus
recombinante entre las primeras bases del extremo 5' del CDNA
de la cepa Mahoney de poliovirus tipo 1 y el resto del genoma
de la cepa Lansing del tipo 2 (28). seguido luego por la
construcción de recombinantes intratipicas construidas a partir
de cDNAde las cepas Manoney y Savin 1 de poliovirus tipo 1
(29), y recombinantes intertipicas entre las cepas Mahoneyde
poliovirus tipo 1 y Lansig de poliovirus tipo 2 (30). Esto
demuestra que entre los picornavirus este es un fenómeno
ampliamente difundido.

En el virus de la influenza se comprobó que por
recombinación intra o intermolecular se- genero el genoma de
una partícula defectiva interferente (DI) "mosaico" (31). Esto
indica que la recombinación puede ocurrir en altas frecuencias.
y no seria sorprendente encontrar recombinantes entre diferentes



tipos de RNAsvirales o entre RNAgenómico y RNAcelular (289).
La contribución relativa de la recombinación en la variabi

lidad genómica de estos virus a RNAes muy dificil de estimar,
debido a que la alta frecuencia de mutación tiende a enmascarar
los eventos recombinatorios entre genomas similares durante
la replicación

Otro de los fenómenos que colaboran en la variabilidad
de los virus a RNAes el conocido reordenamiento de fragmentos
genómicos, que ha sido demostrado en virus animales de genoma
segmantado tales como los Arenavirus, Birnavirus, Bunyavirus,
Reovirus, y especialmente estudiado en el virus de la influenza
(32). Este mecanismosería el causante de las pandemias ocurridas
entre la población humana en 1957 cuando el subtipo H2N2
(influenza Asiática) reeplazó al subtipo H1N1y también en 1968
cuando apareció el virus Hong Kong H3N2 (33).

1.4. SOBRE LA RÁPIDA EVOLUCIÓN DE LOS GENOMAS A RNA.

La caracteristica de la rapida evolución de los organismos
cuyos genomas están compuestos por RNAha sido ampliamente estu
diada (34).

La alta frecuencia de mutación analizada en los puntos
anteriores no asegura necesariamente una alta frecuencia de
evolución genómica. Muchas veces virus de fenotipo salvaje
exhiben un alto grado de estabilidad al ser multiplicados varias
veces en distintos laboratorios (35). Existe evidencia de la
considerable estabilidad que presentan los virus a RNAbajo
determinadas condiciones ambientales. Uno de los casos más
remarcables es la reaparición del subtipo H1N1 del virus de
la influenza tipo A en la población humana en el año 1977, cuya
secuencia genómica es extremadamente similar al virus que habia
circulado en 1950 (36,37). Otro ejemplo -es la comparación de
virus vegetales aislados de herbarios de alrededor de 80 años
de antiguedad con aislamientos recientes, demostrandose que
no cambiaron. como era de suponerse. durante ese lapso de tiempo



(38).
Esta estabilidad genómica de los virus salvajes o mutantes

se debe probablemente a la mayor capacidad de competir de cier«
tas variantes o grupos de variantes.

Domingo et al. (9) dedujeron que cada genoma viable en
una población de bacteriofagos QBesta mutado en nno o mas sitios,
cuando se los compara con la Secuencia promedio de la cepa salva
je en esa población. No obstante esto, demostraron que mutantes
con una frecuencia de replicación de 0.8 a 0.9 i menor que la
de la "cepa salvaje") perdieron al competir con el virus tipo
salvaje. Es por ello que las poblaciones (clonadas o no) de
la mayor parte de los virus a RNA,no consisten en una especie
genómica de secuencia definida, si no en una mezcla heterogénea
de genomas relacionados. formando una "cuasiespecie" (39). Debido
a la alta frecuencia de mutación. los genomas de una población
viral comparten una secuencia consenso, pero difieren unos de
otros (v de la secuencia consenso) en una, algunas (J muchas
mutaciones (A0).

Esta definicion probabilistica del genoma de los virus
a RNAes inevitable cuando el número de bases del genoma sobrepa
sa la recíproca de la frecuencia de mutación, pues por ejemplo
si la frecuencia de mutación por nucleótido incorporado en las
8.000 bases del genoma del VFAes de alrededor de 10-4. entonces
toda progenie será diferente del genomaparental en por lo menos
una base. Esto es cierto aunque se trate de una población viral
salvaje previamente clonada cuyas catacterísticas fenotipicas,
mapas de oligonucleótidos. y secuencia genómica confirme sólo
la presencia del fenotipo y la estructura genómica del tipo
salvaje (24). Cuando este equilibrio se ve desbalanceado y la
secuencia consenso del tipo salvaje ( o mutante predominate)
ya no prevalece, se crea una etapa de poca certeza hasta que
vuelve a prevalecer una secuencia consenso diferente El la que
fuera previamente definida. Es por todo ello que las condiciones
que desequilibran el predominio de una variante determinada
llevan a una extremadamente rapida evolución de los virus cuyos



genomas son a RNA.
Este fenómeno se evidencia tanto en la naturaleza como

en el laboratorio. La rapida evolución en la naturaleza del
virus de la influenza debido a mutaciones, como tambien a
reordenamiento de los fragmentos genomicos, es un fenómeno
ampliamente reconocido(32,33,41). Muchos virus pueden sufrir
una rapida evolución durante los brotes en sus huespedes
naturales. Esto ha sido observado en brotes relacionados con
la vacunación contra poliovirus, durante la diseminación desde
Europa a Canada y los Estados Unidos (42), como tambien en brotes
de fiebre aftosa (43,44) 5/ en enterovirus 70, causante de la
conjuntivitis hemorragica aguda, que comenzó en Ghana y se
esparció por todo el mundo (45). En todos estos brotes de
enfermedad la tasa de evolución de los genomas virales oscilaba
entre el 0,1% y el 1%de sustitución de bases por año, es mas,
Kew el al. (46) obsrvaron más de 100 cambios de bases en el
genoma de las cepas vacunales de poliovirus durante su
replicación en uno o dos humanos.

En estudios de laboratorio en los cuales se infectaron
cultivos de células animales con virus a RNAclonados, se observó
una rapida evolución o una relativa estabilidad de los genomas
virales, dependiendo del virus. las células. las condiciones
de los pasajes. etc. (47-52). Pringle et al. (53) describieron
una mutante temperatura sensible del virus de la estomatitis
vesicular que poseía una alta tasa de mutabilidad ( fenotipo
mutador). y Flamand (54) observó un aumento en la tasa de
mutación cuando el virus de la estomatitis vesicular,
multiplicado previamente a 30°C, fue pasado a 39.3°C. Por lo
tanto el huésped el virus, y las diferencias ambientales pueden
afectar las frecuencias de mutación y evolución en los virus
a RNA.



1.5. FACTORES QUE PROMUEVEN EL DESEQUILIBRIO EN LAS POBLACIONES

DE RNA GENóMicos.

En teorhy cualquier factor capaz de alterar el equilibrio
en el que una variante o grupo de variantes dominan en una pobla
cion viral determinada provocará una rapida evolución del genoma.
A tunninuaciOn describire algunos de estos factores. En primer
lugar el papel que juegan las particulas defectivas interferentes
(DI) favorece la rapida evolución de los genomas El RNA, pues
promueven un constante y pronto desequilibrio. Esto se debe
a un proceso de selección intracelular. ejercido directamente
sobre aquellos genes virales involucrados en los errores de
replicación. relacionados con la] iniciación de ha replicación,
la encapsidacion, etc.

El alto grado de interferencia intracelular promueve la
seleccion de mutantes que escapan a dicha interferencia. En
VSVlas particulas DI interfieren con el virus que las generó
debido a que comparten los mismossitios que utiliza la replicasa
viral para iniciar la replicación del RNA. Estos sitios se
encuentran en los extremos 3' de las cadenas de polaridad
positiva (+RNA) y negativa («RNA) del RNAide la partícula DI
(que son similares al extremo 3' del RNAde polaridad positiva
del virus). Se ha comprobado que los extremos 3' antes
mencionados, que derivan del extremo 5' del (-)RNA encontrado
en los viriones (55-60), varian más durante las infecciones
persistentes que la región en el otro extremo de la molécula
de RNAgenómico (61).

Una vez que el equilibrio de una población viral es
desbalanceado por particulas D1, mutantes interferentes, o
cualquier otro mecanismo. las variantes presentes en la población
viral ven afectada su capacidad competitiva, produciendose un
nuevo equilibrio «Miel cual dominaran aquellas mutantes cuyos
cambios (en cualquier parte del genoma) las hagan mas
c0mpetitivas.

Tanto los Alfavirus como los Arenavirus (62) son capaces



de producir mutantes resistentes a las particulas DI en
infecciones perSistentes. Este fenómeno probablemente común
entre los virus a RNA,es posiblemnte un Factor preponderante
en la generación de diversidad entre los genomas a RNA.

Otro Factor que contribuye con la aparición de variantes
es la infección persistente. en donde se ha demostrado que la
evolucion de mutantes condicionales o deleciones genómicas está
relacionada con el mantenimiento del estado de portador (34.64).
Tambien la célula huesped juega un papel importante permitiendo
el establecimiento de infecciones persistentes, y evolucionando
en forma paralela con los virus asociados a las mismas (65.66).

El efecto del sistema inmune en la aparición de nuevas
variantes del virus de la influenza ha sido dividido en dos
fenómenos conocidos como: i)salto antigénico y ii)deriva
antigénica. El primero se produce por el reordenamiento de las
neuraminidasas y hemaglutininas (proteínas de la envoltura)
provocando un cambio antigénico brusco (32). En cambio la deriva
antigénica se produce por la variación gradual de los genes
estructurales o no estructurales. debido a mutaciones puntuales,
pequeñas deleciones y/o inserciones (67). Estos cambios son
menos obvios en otros virus a RNA, debido a que los serotipos
no cambian tan rapidamente comoen el virus de la influenza.

En general la región involucrada con la neutralización
viral muta 3/ evoluciona más rapidamente que otros componentes
internos. sugiriendo que son las fuerzas selectivas inmunológicas
las que dirigen preferencialmente la evolución.

Esta deriva antigénica ha sido ampliamente demostrada para
el virus de la fiebre aftosa, en donde constantemente se producen
variantes antígenicas (68,69). asi como para muchos otros virus
(70-72).

Holland et al. (73) observaron cambios en la reacción de
anticuerpos contra mutantes de VSV recobradas despues de años
de infección persistente en cultivos de celulas 5/ en ausencia
de anticuerpos. Esto indica que la deriva antígenica no necesita
de la presión selectiva del sistema inmune. Recientemente se
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ha reportado que en el VFAexiste una región genómica,cercana
a la porción hiperveriable carboxiloterminal de la proteina
inmunogenica VP1, que presenta una estructura secundaria
generadora de variaciones antigénicas (74). La comprobación
de que la evolución de la región antigenica hipervariable no
necesita de la presión inmunológica es uno de los objetivos
de la presente Tesis Doctoral. para ello se ha elegido como
generador de variabilidad a pasajes seriados por distintos
sistemas celulares.

Tanto en infecciones persistentes, comoen infecciones
de corta duración, en las cuales se utilizan altas multiplicida
des de infección, se promueven condiciones en donde la alta

frecuencia de mutación (inherente a los genomas a RNA)desemboca
en un alto grado de cambio. Una de las razones podria deberse
a la acumulación de particulas DI (75) que llevan a un
desequilibrio. Ademas, al infectar con un alto número de
particulas una misma celula , se produce complementación
intergenómica que influenca la replicación y evolución. En casos
extremos podrían propagarse mutaciones letales por
complementación con otras no letales, hasta la aparición de
nuevas mutaciones capaces de suprimir la letalidad.

Brand y Palese (76) observaron una rapida evolución genómica
en el virus de la influenza en pasajes seriados diluidos,
condiciones en las cuales VSV no muestra cambios rapidos. En
celulas BHK21tratadas con actinomicina D, donde se reduce la
replicación de partículas DI. se observó la acumulación de
mutantes ts (77). De aqui se deduce que en determinadas
condiciones ciertas interacciones celula-virus promueven la
rapida evolucion de los genomas a RNA,mientras que en otros
sitemas se mantien un equilibrio estable.

1.6. ¿ES VENTAJOSA LA ALTA VARIABILIDAD PARA LOS GENOMAS A RNA?.

Uno de lOS problemas que enfrentan lOS genomas a RNA es
la limitación en el tamaño de los mismos. ya que la probabilidad



que aparezcan errores letales durante la replicación es función
del tamaño del genoma y de la frecuencia de error. Probablemente
los virus a RNApodrian aumentar la fidelidad de replicación.
sin embargo no lo han hecho. constituyendo una ventaja
adaptativa. En cambio han limitado su tamaño genómico promedio
a alrededor de 10.000 bases. Este tamaño es probablemente el
óptimo que permite tener suficiente información genética acoplada
con una alta frecuencia de error. Para los genomas segmentados
el tamaño permitido, y/o la Frecuencia de error pueden estar
incrementadas un poco.

Unade las posibles ventajas de este sistema de poca fideli
dad de replicación, inductora de una rapida evolución genómica,
es sin lugar a duda la capacidad de escapar al sistema inmune
de los huespedes. Un ejemplo clasico son los constantes cambios
antigénicos observables en el virus de la influenza en respuesta
a la presión que ejerce el sistema inmune.

Los virus a RNAdebido a su alta variabilidad son capaces
de evolucionar sus genomas para poder replicarse en distintas
celulas de sus huespedes y vectores, permitiendo una transmición
regular entre los unos y los otros. Es por ello que este amplio
y/o variable rango de especies huespedes y tropismos en los
tejidos de un huésped determinado inducen desequilibrios en
las poblaciones de genomas a RNA, provocando la selección de
variantes mas adecuadas para los nuevos huespedes. Probablemente
es debido a esto que los virus capaces de replicar en insectos
y mamíferos. o insectos y vegetales son en su mayoria a RNA
y no a DNA. Se ha observado que cuando el VSV infecta moscas
de la fruta (78) o cultivos de celulas de las mismas (79), se
produce una rapida selección de nuevas mutantes.

El gran número y diversidad de huéspedes que tienen los
virus a RNAque infectan plantas y animales, permite afirmar
que estos son mas exitosos que los virus a DNA.Esto no es cierto
para los virus que infectan huespedes procariotas, pues
aparentemente los mas abundantes y exitosos son a DNA,
probablemente debnn) a que enfrentan menor complejidad que en
e] mundoEucarlota (24).
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1.7.CARACTERÍSTICAS GENERALES DE LOS PICORNAVIRUS.

La familia Picornaviridae. como su nombre lo indica ( pico:
muv pequeno. rna: acido ribonucleico ), esta formada por pequenos
virus cuyo genoma esta compuesto por una sola hebra de RNAde
polaridad positiva. que actúa como mensajero y es infectiva
(80,81).

Los picornavirus son importantes patógenos para el hombre
y los animales. El VFA, poliovirus, el virus ¡de la hepatitis
A. 31 también los rinovirus humanos (causantes principales de
los resfrios comunes en el hombre) forman parte de esta Familia.

Debido a su importancia económica 3/ médica;el estudio de
estos virus contribuyó prominentemente su] el desarrollo de la
virologia moderna.

Micrografias electrónicas de viriones purificados o células
infectadas revelan particulas de 23 nm a 30 nm de diametro.
con un core denso de 16 nm. Por tinción negativa es posible
observar una estructura compuesta por subunidades, cuya simetría
es icosaedrica. La partícula viral es resistente a solventes
de lípidos, por lo tanto no posee envoltura.

Estudios sobre la biologia molecular de estos virus demos
traron la presencia de la primera RNA-polimerasa RNA

dependiente (denominada replicasa)(82), 1a existencia de una
estructura de doble cadena relacionada con la replicación (83),
y el descubrimiento de que poliovirus sintetiza sus productos
genéticos clivando proteoliticamente una poliproteina (84).

La familia se divide corrientemente en cuatro géneros:
Enterovirus. Cardiovirus, Rinovirus, 3/ Aftovirus. Los miembros
de esta familia son indistinguibles por microscopía electrónica.
En la tabla 1 se enumeran los serotipos y miembros de cada uno
de los generos.

Los Enterovirus, denominados asi pues la mayoría se encuen
tran en el tracto alimentario, incluye a poliovirus que es

uno de los virus mas estudiados de la familia.
LOS Cardi OVÍI‘US pertenecen tOdOS a un 5010 serotipo. y



Tablq_

Genero

o - u 1L; Los P1cornav1r1dae.

Número
de
serotipos Miembros

Enterovirus 3 Pnliovirus humano 1-3

¿W Coxaukie virus A1-22, 24
(Azarechovirus 9)

b Coxackie virus humanos 81-6 (BS
muysimilar a enfermedad vesicular
de los porriHOS) (95)

32 Echovirus humanos 1-9, 11-27,
29-3A; echolo = reovirus tipo
echo 28 = riuovirus 1A humano

a Enterovirus humanos 68-71

1 Virus de-la hepatitis A ( entero
rus humano 72)

1 Virus de Vilyuisk

18 Enterovirus de simios 1-18

EnLerovirus bovino 1-7

11 Enterovirus porcino 1-11

1 Poliovirus murino (Virus de
Theiler T0, FA. GD? )

Cardiovirus 1 Virus de la encefalomiocarditis
(EMC). mengovirus. virus de Haus
Elberfeld (ME).Columbia SK. MM.

Rinovirus 113? Rinovirus humano 1-89

2 Rinovirus bovino 1-2

Afrovirus 7 Virus de la fiebre aftosa (VFA)
1-7(serotipos A.C,O,SAT1-3,Asia1).

No asignado >3 Rinovirus equino 1,2, virus de
la parálisis de los grillos,
virus de la drosophila C, etc.

P231

z: 1omado de Virology<1985). Fields. B. N. et al <ed.), Raven
Press, New York. capitulo 32. p. 706.



probablemente sean cepas del virus de la encefalomiocarditis
(EMC). Son generalmente considerados como virus murinos, pero
su rango (h? huespedes incluyen ¿il hombre. cerdos 3/ elefantes
entre otros.

Los Rinovirus denominados asi por su especial adaptación
a la región nasofaringea, son los agentes etiológicos del resfrio
comunen ninos y adultos (85»87). Oficialmente existen 89 seroti
pos (88). pero los actuales candidatos hacen que este número
exceda los 113 (89).

Los Aftovirus infectan u animales de pezuña endida. como
ser vacunos. porcinos, caprinos, etc. Dentro de sus 7 serotipos
por lo menos 53 subtipos han sido identificados por fijación
de complemento.

A algunos virus como los rinovirus equinos 1 3' 2 (90.91).
y a un grupo de picornavirus de insectos (92-94) no se les ha
asignado genero.

Las caracteristicas massobresalientes de los representantes
de cada genero se encuntran en la tabla 2.

1.8. LA FIEBRE AFTOSA.

1.8.1 Breve reseña histórica.

El VFA, sin lugar a dudas el agente patógeno más importante
del ganado, fue el primer virus animal reconocido cuando Loeffler
y Frosch en 1898 (96) decubrieron que el agente causal de la
fiebre aftosa pasaba a traves del Filtro de Berkfeld. y por
lo tanto era mucho más pequeno que otros microorganismos conoci
dos hasta el momentocomo transmisores de enfermedades.

Uno de los primeros registros cientificos de la enfermedad
fue el realizado por Fracastorius en i514. cuando describió
las caracteristicas de [HI brote (K) una enfermedad (H1bovinos.
los cuales coinciden con las descripciones actuales de la enfer
medad. Los animales rehusaban alimentarse y el interior de

la boca se encontraba enrojecido y con vescículas que,



Tabla 2.
ridae.

Género
Característica

Caracteristicas de los 4 generos de los Picornavi

Enterovirus Cardiovirus Rinovirus Aftovirus

virus tipo poliovirus EMC rinoviruslá

Estabilidad pH estable 3-9 estables-9 labil<6
Densidad de flo
tación viriones 1.34 1,34 1,39-1,42

Densidad de flo
tación cápside 1,30 1,30 1,29

Coeficiente de
sedimentación 1568 1568 1498

Longitud en N°
bases genoma 7.433 7.840 7.209

Longitud pro
medio poli (A) 62 35 74

Peso molecular 6 6 6genoma 2,58x10 2,7x10 2,5110

N° aminoácidos
de VPg 22 20 23

Presencia de
poli (C) no si no

N° de aminoácidos
de poliproteína 2.207 2.290 2.178

VFA

labil<7

1,43-1,45

142-1468

8.450

62,74110

23,24

si

2.332



posteriormente. descendieron a las patas. La mayoria de los
animales que mostraron esos sintomas se recuperaron. El contagio
difundido desde la provincia de Friaul hacia el distrito de
Euganean y posteriomente hasta Verona, fue diseminado por el
aire. aunque otros medios tales comoel agua y fangales no fueron
excluidos (97).

A la República Argentina habria llegado desde Europa durante
la segunda mitad del siglo pasado, mediante la importacion de
ganado infectado.

1.8.2 La enfermedad. Su distribucion geográfica.

La fiebre aftosa es una enfermedad vesicular de origen
viral altamente contagiosa para animales herviboros de pezuña
hendida. Los animales biungulados afectados por esta enfermedad
tales como bovinos, porcinos, ovinos, y caprinos, son muy impor

tantes para la actividad economicas del hombre. Su elevada
infecciosidad, facilidad con la cual el virus se disemina, su
amplia distribución y el gran número de serotipos, constituyen
algunas de las características que dificultan el control de
la enfermedad.

Esta enfermedad se caracteriza por la formación de vesículas
en las Inucosas de la boca, nariz, espacios interdigitales, y
epitelio de los pezones (98). Las lesiones en la boca impiden
que el animal pueda alimentarse, y las que se producen en la
patas. que normalmente son invadidas por bacterias, provocan
renguera. Comoconsecuencia de ello los animales pierden peso
y producen menos leche.

Presenta una alta morbilidad. y una baja mortalidad que
está asociada con animales jóvenes (99). Sin embrago las mayores
perdidas se deben a la imposibilidad de vender carnes a paises
que estan libres de ha enfermedad. sobre todo actualmente que
con la vacunación en nuestro pais se ha logrado mantener la
incidencia de la enfermedad en bajos niveles, limitados a brotes
que pueden ser controlados.
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Uno de los principales problemas de esta enfermedad es
que animales que sufrieron la infección por un serotipo determi
nado no quedan protegidos contra los otros serotipos. Además

los animales pueden ser reinfectados por variantes antigénicas
del mismo serotipo. Inicialmente los VFA Fueron agrupados de
acuerdo a la capacidad de producir protección cruzada en
animales, pero mas recientemente se los ha agrupado tomando
en cuenta la prueba de Fijación de complemento (100,101). Se
han distinguido '7 serotipos ( A. CL O, SAT 1” SNF 2, SAT 3,
ASIA1). Dentro de cada serotipo existen variantes antigénicas
que presentan diferencias en pruebas de neutralización o fallan
en proteger a animales de serotipos semejantes. siendo
denominados como subtipos.

Existen mas de 60 subtipos, muchos de los cuales practica
mente no protegen contra la infección con subtipos del mismo

serotipo. Nuevos subtipos aparecen constantemente en ganado
de areas endémicas debido al proceso de deriva genetica analizado
en el punto 1.4 a 1.6, y esto provoca que se tomen cuidados
extremos en la selección de las cepas utilizadas para vacunación.

Existe una amplia distribución geografica de la enfermedad.
En la tabla 3 pueden observarse cuales son los serotipos
predominantes en distintos lugares del mundo (102). Los paises
en donde la enfermedad está presente se ven expuestos a severas
restricciones de exportación, pues no son aceptadas sus carnes
y productos lacteos en paises libres de la enfermedad.

En los Estados Unidos de Norteamérica se registró el último
brote en 1929, en Canada en 1952, y en Mexico se erradicó en
1953. En Australia la última denuncia data de 1872 cuando una
enfermedaden bovinos,semejante a la fiebre aftosa,fue erradicada
sacrificando a los animales infectados. En Japon no se registran
brotes desde 1908, mientras que los paises escandinavos se conci
deran libres de la enfermedad desde 1952. En Chile ha sido
posible erradicarla recientemente.

La enfermedad nunca fue detectada en Nueva Zelandia, Centro
america, Islas del Caribe y la Polinesia.



Tabla 3. Distribución geográfica de los serotipos y subti"
pos del VFA.

Serotipo N° de subtipos Distribución de serotipos

A ¿29 África. Europa, Medio Cwiente, Sud
américa. Asia.

¿1o África. Europa. Medio Orlente. Sud
américa.

C >5 África, Europa Occidental. Medio
Oriente, Sudamérica. Asia.

SAT 1 ¿7 Africa. Medio Oriente.

QAT2 ¿3 África.

SAT 3 ¿A África.

ASIA 1 >3 Asia. Medio Oriente.
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En los otros países Europeos tales como Francia, Alemania,
Inglaterra e Italia, la enfermedad se encuentra completamente
controlada, y se la considera en vias de desaparición,

En ¡la Argentina la enfermedad es endémica, pero existe
una zona libre al sur del Rio Colorado.

1.8.3 Inmunología y control de la enfermedad.

Los bovinos que se recobran después de la infección con
un tipo de VFA,se encuentra generalmente inmunizado contra la
exposición natural al mismo serotipo por 1 a :3 años (98). Si
se los inocula intradermolingualmente luego de unos pocos meses
de ocurrida la enfermedad, con un virus homólogo. se producirán
vesículas primarias que no llegaran a generalizar la infección.
La duración de la inmunidad en cerdos es menor que en bovinos.

Los porcinos y bovinos recien nacidos de madres vacunadas
no poseen anticuerpos, pero los adquieren rapidamente al ingerir
calostro (103,104). Esta protección dura entre 2 3/ 4 meses de
edad (105).

Sueros de animales convalescientes o hiperinmunes protegen
al ganado no expuesto por 10 a 14 dias (98), pero grandes dosis
son requeridas, lo que provoca que sea antieconómico.

Los metodos utilizados en el control de la fiebre aftosa
varian de pais en pais. Si en los paises en donde la enfermedad
no existe se introduce el VFA,se la erradica sacrificando los
animales infectados 3/ expuestos, y en algunos casos se vacuna
hasta que la enfermedad se deja de detectar. En otros paises
donde se producen brotes esporádicos, se adoptan programas de
vacunación que reducen la incidencia de la enfermedad. En los
paises donde la fiebre aftosa es endémica se vacuna regularmente
con cepas actuantes (69).

Las vacunas contra el VFAse producen creciendo virus en
cultivo de tejidos o en epitelio lingual bovino, e inactivandolo
con formaldehído o acetiletilenimina. Sin embargo vacunas con
virus atenuados han sido utilizadas con magros resultados, espe



cialmente debido a la poca protección cruzada obtenida, a que
la atenuación no es para todo el rango de huéspedes. y a la
gran facilidad con que revierten (69.106.107).

La duración de la inmunidad conferida por la vacuna inacti
vada depende del adyuvante utilizado. Cuando se utiliza

hidróxido de aluminio y saponina se obtienen buenos niveles
de protección por 3 meses, en cambio con adyuvantes oleosos
la duración es mayor. observandose protección durante mas de
6 meses (108).

Estas vacunas que utilizan particulas virales, si bien
producen altos niveles de respuesta 3/ protección por tratarse
de una particula muyantigénica. requieren refrigeración y tienen
una limitada vida media. Escapes del virus de los laboratorios
de producción de vacunas presenta un riesgo para el ganado que
se haya en las cercanias. La incompleta inactivación viral ha
sido relacionada con brotes de la enfermedad (109,44) que
causaron estragos económicos. Es por todo ello que en paises
donde el control de la enfermedad es efectivo, el riesgo de
contraer la enfermedad por infecciones relacionadas con la
vacunación es tan alto como la de contraer la enfermedad
naturalmente.

Una de las proteinas de la capslde del VFA, designada VPl.
al ser utilizada comovacuna, demostró ser antigénica induciendo
la producción de anticuerpos neutralizantes (110,111) que
protegieron a bovinos y porcinos contra la infección viral
(112,113). Ademas,algunos fragmentos generados por clivajes
con bromuro de cianógeno y proteasas de la región carboxilo
terminal de VP1demostraron ser activos, indicando que porciones
discretas de esta proteina contienen los epitopes responsables
del efecto de inmunización (113.114.115).

Comovacuna,VP1 purificada a partir de virus tiene ciertas
desventajas, entre ellas: i)las cantidades de VP1 requeridas
para inmunizar son muchomayores que las necesarias al utilizar
viriones completos. ii) la purificación de VP1es tediosa. iii)
se necesita obtener virus para obtener VP1,lo que provoca riesgos
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de escape del virus de los laboratorios. Sin embargo la vacuna
ción con VPl presenta ventajas,como ser i) la no infecciosidad

de la subunidad, ii) estabilidad al calor, iii) puede ser almace
nada indefinidamente. Muchasde las desventajas antes enunciadas
pueden ser eliminadas si se produce VP1 en bacterias utilizando
técnicas de DNArecombinante (116,117,118). La protección con
esta "VP1 recombinante" es varios órdenes de magnitud menor
que la obtenida con la partícula viral entera, pero es semejante
a la respuesta cuando se utiliza VP1aislada de viriones.

Otro tipo de aproximación muy promisoria al problema de
la búsqueda de vacunas no convencionales para resolver el proble
ma que presenta el VFA,es la utilización de péptidos sintéticos
correspondientes a la región carboxiloterminal de VP1. Se ha
determinado que en la región carboxilo terminal de VP] existen
tres zonas relacionadas con la neutralización: i) entre los
aminoácidos 140 y 160 (113,119,120), ii) entre los aminoácidos
160 y 180 (120), y iii) entre los aminoácidos 200 y 213
(120.121). Estos péptidos unidos a proteínas carrier han inducido
anticuerpos neutralizantes en animales de laboratorio y bovinos
(122,123,124). Recientemente se han obtenido interesantes niveles
de protección utilizandos péptidos sintéticos correspondientes
a las regiones antes mencionadas unidos en serie, y sin necesidad
de acoplarles proteínas carrier (126).

1.8.4 El RNAviral y sus productos genéticos.

El genoma del VFA,como el de los otros picornavirus,está
compuesto por una sola molécula de RNAque actúa como mensajero.
El extremo 3' se encuentra poliadenilado (127), y en el extremo
5' presenta una pequeña proteína covalentemente unida (128,129)
denominada VPg. Tanto el genoma del VFA-como el del EMC poseen
un poli (C) de aproximadamente 100 a 150 bases, ubicado entre
VPg y el comienzo de la región que codifica para las proteinas
virales (130,131,132).
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La longitud del poli (A) del extremo 3' es variable. y no
se elimina por purificación en placa de los stock virales.
Normalmente tiene un promedio geneticamente determinado, que varia
entre 35 (en EMC) y 100 bases (en VFA). La remosión del poli (A)
mediante el uso de RNasa H reduce la infectividad del RNAde
poliovirus, poniendo de manifiesto que el poli (A) cumple una
importante función (133). La funcion no es clara, pero las molécu
las con un poli (A) corto tienen menor infectividad específica

(134). Las cadenas de RNAde polaridad negativa encontradas en
los intermediarios replicativos contienen un poli (U) en el extremo
5', de similar longitud y heterogeneidad que el poli (A) (135),
indicando que el extremo 3' se encuentra genéticamente codificado.
No obstante esto existe evidencia de que puede elongarse
postranscripcionalmente (134).

La proteina VPg se encuentra covalentemente unida al extremo
5' de las cadenas de RNAde polaridad positiva y negativa, a través
de un pUpUpdel RNAenlazado por un puente fosfodiester a un grupo
hidroxilo (OA) fenólico de un residuo de tirosina (136). La secuen
cia genómica del VFApredice tres genes en serie para VPg (137),
habiendose observado previamente en el RNAviral tres formas dis

tintas de la ¡noteína (138). Se ha sugerido que VPg juega un
papel importante en el empaquetamiento del RNAen los viriones,
pues no se encuentra presente en las moleculas que sirven como
mensajero y también que juega algún papel en la iniciación de
la síntesis del RNAviral (ver 1.8.6).

El poli (Ci se encuentra en la región 5’ que no codifica
para proteinas, a unas 400 bases del extremo, y antes del codón
de iniciación para la traducción (139,140,141). La longitud del
poli (C) es homogénea dentro de un mismo aislamiento viral, pero
difiere entre distintas cepas; esta variación en la longitud no
ha podido ser correlacionada con función biológica alguna
(106,139,142), es más, se desconoce cual puede ser el papel del
mismoen la biología del virus.

El poli (C) divide al genoma en una región S (por "small")
y otra L (por "large") (132). El fragmento S, que compone parte
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de la región o que no codifica para proteinas. ha sido reciente
mente secuenciado (141). La traducción "in vitro" del fragamento

L, que comienza 700 bases antes del codón de iniciación de la
traducción, produce el mismo espectro de proteínas que el RNA
de longitud total, en cambio el fragmento S no produce proteínas
(143). Esto sugiere que el fragmento S no tiene función de codifi
car proteínas.

El RNA genómico contiene un marco largo de lectura que
codifica para un polipeptido grande de 250 kilodaltons, denominado
poliproteina. Esta proteina, correspondiente a la totalidad del
mensaje. normalmente no alcanza a formarse pues es clivada durante
la traducción. Inicialmente se forman A productos que son utiliza
dos para definir las A regiones funcionales del genoma, y que

son semejantes a las delineadas para poliovirus (145) y para EMC
(146). Para el VFAestas 4 regiones son las siguientes (147):
i) la región L, ubicada en el extremo 5' de los componentes de
la capside, que codifica para un polipéptido lider (PIS-L), ii)
una región P1 qUe codifica para los polipeptidos de la capside
(P91). iii) una región P2 que codifica para el precursor (P56)
de polipéptidos correspondientes a la región del medio del genoma,
y por último iv) la región P3 que codifica para el precursor (P102)
que incluye a las tres moléculas de VPg (148), la proteasa viral
(149,150) y la polimerasa viral (151,152).

En la figura 1 se encuentra la nomenclatura correspondiente
al mapa de clivaje de la poliproteína adoptado en 1983 por el
Grupo de Estudio Europeo sobre la Biologia Molecular de los
Picornavirus (153), y en la tabla A se compara esta nueva
nomenclatura con la utilizada previamente para los distintos
géneros de la familia.

Los segmentos 1A, lB, 1C y ID de la región P1 son los elemen

tos que constituyen las subunidades (protómeros) de la cápside.
El producto 3C es la proteasa que cataliza el clivaje de muchos.
pero no todos, los sitios de la poliproteína. El péptido 3B es
VPg, mientras que el producto BD corresponde ¡a la enzima capaz
de elongar las cadenas nacientes originadas en el templado de
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Figura 1. Estructura del genoma de los nicornavirus y
mapade clivaje de las proteínas virales.

El poli (C) (...) se encuentra en dirección 5' de la proteí
na L. esta presente en el VFAy los cardiovirus. La poliproteina
del VFAcontiene tres polipeptidos SB (VPg), mientras que la
de los otros picornavirus solo poseen uno. g representa al
marcador genético de resistencia a guanidina. La nomenclatura
de las proteínas es la adoptada en 1983 por el "European Study
Group on Molecular Biology of Picornaviruses" (153).
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Tabla A. Nomenclatura de la proteínas de los plcornavirus.

Nombre Polio VFA HRv-2 _gMC
L434 (1) (2) (3) (4) (5) (6)
L p16 p16/20 p12/14
L-1-2A pre-A
1-2A A

] ó P1 la P1-la p91 p88 1A B
2 ó P2 3b P2-3b 58
EBC Sb p2-5b XKAB)
2A 8 p2-8 pla p20c G
28 10 p2-10 I
2C X 2-X p41 paa 38 F
2AB 7a P2-71

3 ó P3 1b P3-1b p102 p100 lB C
SAB 9 P3m9 p19 plá H
QC 7C P3-7c p18 p20b 7C p22
30x 4 P3-4b p56 p56a E

1A VP4 VPA VPA VPL VPA alfa
IB VP2 VP2 VP2 VP2 VPZ beta
1C VP3 VPS VP3 VP3 VP3 gama
1D VP1 VPl VP1# VP1 VP1 delta
IAB VPO VPO VPO VPO VPO epsilon

(1): Pallansch et al. (171); (2): Kitamura et al. (14h); Grubman
et al. (172); (A): Doel et al. (150); (5): Yin and Lomax (173);
(6): Rueckert (17A).
z: también conocida como NCVPA.p63, Poli (U) polimerasa, repli
casa o RNApolimerasa.

#2 anteriormente conocida como VP3 (113).



RNA.

La proteina BCDde poliovirus y de los rinovirus humanos
puede ser clivada en dos formas diferentes para dar los polipeptiw
dos 3C+3Do 3C'+3D' (15a,150). Este clivaje alternativo ha sido

reportado en celulas infectadas con VFA(156) pero parece no produn
cirse en celulas infectadas con cardiovirus (157,158)..En poliovi
rus el clivaje que origina la polimerasa y la pwoteasa activas

se produce entre los aminoácidos glutamina-glicina (159), y por
ende es producido por la proteasa 3C, mientras que el clivaje
alternativo se produce entre tirosina y glicina, indicando proba

blemente la acción de una proteasa de origen celular (160).
siendo poco clara la función biológica de este clivaje.

Las funciones de las proteinas de la región P2 estan poco
definidas. pero ha sido sugerido que 2C estaria involucrada en
la sintesis de RNA,mientras que 25 determinaría el rango de hués
pedes. Ademas en ZC se encuentra el marcador genético para la

resistencia a la guanidina, tanto para el VFA (161), como para
poliovirus (162).

El clonado molecular de distintas cepas del VFA(116,117,163,
164,165,166.147), como también ha secuenciación rue las proteínas
(167,168,169), y la obtención de anticuerpos contra las distintas
proteinas virales producidas en bacterias que expresan el cDNA
del VFA(170). permitieron establecer los sitios de clivaje de
las proteinas virales (tabla 5). Comopuede apreciarse existe
poca homologia en el clivaJe de la poliproteína del VFA. cosa
que no sucede en poliovirus y EMC. Aparentemente existiría un
reconocimiento por el ácido glutamico o glutamina seguido de
glicina, serina o treonina, semejante a lo que sucede en poliovirus
y EMCcon el par glutamina-glicina. Ademas en el VFA existiría
un segundo reconocimiento por lisina-glutamina-leucina
leucina(clivaje>asparragina, o lisina-glutamina(clivaje)leucina.
o lisina-glutamina (clivaje)isoleucina. Estas tres últimas
secuencias relacionadas entre si se encuentran entre los bordes
y dentro de la region P2. Actualmente existe evidencia que sostiene
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secundario, y

de la poliprotelna en el VFA.

Región Productos prima" Polipéptidos Clivaje
genómica rios de clivaje funcionales de la proteasa

L P16-L Gly/Gln o Gln.Ser.
Gly/Asn

P1 P91-VP4/3/2/1 VPA Ala/Asp
VP2 Val/Gly
VP3 Gln/Thr
VP1 Lys.Gln.Leu.Leu/Asp

(Arg/Pro)

X?

P2 P56-2A/C Pla-2A Lys.Gln/Leu
PAI-2, Lys.Gln/Ile

P3 P102-3A/VPg/C/POL P19"3A Glu/Gly
VPgl-BB Glu/Gly
VP92«SB Glu/Gly
VPga-SB Glu/Ser.Gly
PIB-3C Glu/Gly
P563-3D (carboxilo terminal)

(/): indica clivaje primario y secundario.
X?: péptido de 16 aminoácidos no presente en VP1 ni en P56-2A/C.



que el clivaje se produciria por proteasas virales o de la celula
huésped.

Ademas de la existencia de :3 moléculas distintas de VPg y
de la heterogeneidad en el reconocimiento de las secuencias de
clivaje de la poliproteína, la otra particularidad en el genoma
del VFAes la existencia de dos sitios alternativos de iniciacion
en la traduccion de la poliproteina. Luego del poli (C), a
aproximadamente 620 nucleotidos en dirección 3', se encuentran
dos codones AUGque potencialmente funcionarian como puntos de
iniciacion de la poliproteina, a una distancia de 87 nucleótidos
uno de otro. Probablemente la proteina P16-L se forma cuando la
iniciacion comienza en el segundo AUG, que codifica para una
metionina acetilada. Este codón comparte las caracteristicas
propuestas por Kozak (170) para que se produzca una eficiente
iniciación de la traduccion (Axx AUG G). En el primer AUG se
sintetizaría el lider alternativo P20a-L. que comparte secuencias
con P16-L. pues es posible inmunoprecipitarlo con antisuero
producido contra P16-L (166).

En la tabla 6 se encuentran sintetizadas las caracteristicas
principales de las distintas proteinas virales y sus precursores.

1.8.5 El virion.

La partícula viral es icosaedrica y presenta un diametro
de 22 nm (175).

Comoel resto de los picornavirus la capside viral esta
compuesta por 4 polipeptidos mayoritarios: VP], VP2 y VP3 de
semejante peso molecular y VPA cuyo peso molecular es
aproximadamente 3 veces menor (tablas 4,5 y 6). Por capside
encontramos 60 copias de cada una de estas proteinas y una
a dos copias de VPO, precursor de VP2 y VPA (176,177,165).
El tamaño similar de VP1, VP2, y VP3 hacen dificultosa su
separación en geles de SDS-poliacrilamida (176,178).

La organización basica de estas proteinas en la cápside
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Función

Poliproteina
LAB
LB

P1
1A
IB
1C
lD

P2
2A
2C

P3
3A
3B
3B
3B
3C
3D

2.332
°171..

189

720
69

218
220
213

488

1' ü

NJUIW

precursor
?
?

precursor
prot.capside
prot.cápside
prot.capsíde
prot.cápside
precursor
?

precursor
'7

VPg 1
VPg 2
VPg 3
proteasa
replicasa

#: diferencia
Hls y Lys> y
por Beck et al.

entre aminoácidos positivamente_ (Arg,
negativamente (Asp y Glu) según criterio seguido

(165).
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icosaédrica fue dilucidada inicialmente para los cardiovirus.
Cuando se trataron los viriones a pH 6 y 0,1 Mde iones cloruro
o bromuro. fue posible disociar termicamente a las partículas
liberandose el RNAinfeccioso, VPAy 12 pentámeros, compuestos
por cinco copias de VP1. VP2, y VPS y en algunos casos VPO.
Los pentameros al ser tratados con 2M urea se disociaron en
monómeros compuestos por (VP1,2,3). Es decir que la capside
viral se encuentra asociada por dos tipos de enlaces: i) uno
que une a los 12 pentámeros que es acido sensible, ii) el otro
mantiene unidos a los pentámeros, que son urea sensibles.
permitiendo que los monómeros (protómeros) se mantengan
asociados de a 5 para establecer los pentameros (179-181).

En el VFA se producen subunidades 125 (pentameros) al
disociar a los viriones con pH inferior a 6-6,5 ó a mas de
56 °C. Estas partículas 12 S o pentameros estan compuestas
por cantidades equimolares de VP1, VP2 y VP3 . que pueden ser
disociadas a su vez en partículas AS (monómeros) (175).

La proteina VP1del VFAha sido identificada como la porta
dora del epitope antigenico más importante 5/ como integrante
del receptor involucrado en la adsorción a la célula huésped
(182). Al tratar a la partícula viral con tripsina, se observa
que no se adsorbe a celulas huéspedes. y que pierde la capacidad
antigénica (182,183).

La estructura de la cápside ha sido ampliamente estudiada
utilizando anticuerpos monoclonales (184-186). agentes capaces
de marcar la superficie externa (187), e irradiación con luz
ultravioleta (188,189). Mediante estas técnicas se ha podido
establecer que porciones de VP1, VP2, y VP3 se encuentran expu
estas en el virión, mientras que VP4 estaría en la parte

interna y relacionada con el RNA.
Recientemente se ha determinado la estructura tridimensio

nal de poliovirus y de rinovirus humano 14 por medio de
cristalografia de rayos x. Se encontró que la estructura es
muy similar a la de muchos virus vegetales icosaedricos, y
se estableció la forma, ubicación y relación entre las distintas
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proteínas de la capside (190,191).

1.8.6 Ciclo de multiplicación viral.

El acontecimiento inicial en la infección es la adsorción
de los viriones al receptor celular específico ubicado en la
membrana plasmática, seguido por la penetración de las
partículas virales en el citoplasma. Este proceso de liberación
del genomaviral al citoplasma celular mediado por el receptor
es un mecanismo poco dilucidado, cuya consecuencia es la perdida
de VPA y la liberación del RNA En los cardiovirus y el VFA
no se han detectado particulas sin VPA probablemente debido
a que son muylabiles para sobrevirir (192,193).

Los mecanismosmoleculares entre la adsorción y la inicia
ción de la traducción son muy difíciles de reproducir usando

fracciones celulares, por lo tanto se utilizan metodos
indirectos tales como microscopía electrónica (194) o la
determinación de cambios estructurales en los viriones
(195,196).

Se ha podido establecer que la penetración a través de
la membranaplasmática se produce mediante el proceso denominado
viropexis o fagocitosis. y que el desnudamiento del RNAviral
es un mecanismodiferente para los enterovirus y los rinovirus
(197,198) que para los cardiovirus y aftovirus.

El RNAviral liberado en el citoplasma se une a los riboso
mas y otras proteinas de la maquinaria de síntesis proteica
del huésped, formando polisomas que dirigen la síntesis de
la poliproteína viral (ver punto 1.8.h).

La poliproteína es clivada mientras se sintetiza, para
formar los precursores de la proteinas. de la capside (P1),
las proteinas de la porción Central del genoma (P2). y el pre

cursor de las proteínas funcionales ubicadas en el extremo
3’ del genoma (P3). Esta última se cliva autocataliticamente



32

(199) produciendo tres proteinas menores: i) la proteasa respon
sable del clivaje de otras proteinas virales, ii) los precurso
res de VPg probablemente necesarios en la iniciación de la

sintesis del RNA (200,201), y iii) la RNA-polimerasa RNA
dependiente capaz de copiar cadenas de polaridad negativa y
de polaridad positiva (202 y sus referencias).

Los intermediarios replicativos, cuya función es amplificar
el número de genomas virales. estan compuestos por cadenas
de («>RNAy (-)RNA asociados al reticulo endoplasmatico liso
(203). Algunos (+)RNA funcionan como mensajeros, mientras que
otros son empaquetados en los viriones (ver 1.8.8). El RNA
aislado de los polisomas (mRNA)no posee VPg (204,205). y es
tan infectivo como el RNAde los viriones, por lo tanto VPg
no es requerido para la infectividad (206). Ademas, se ha
aislado de celulas Hela una enzima capaz de remover VPg del
RNAde los viriones. La función celular de esta enzima es
un misterio, pues no se han aislado proteinas tipo VPg en
celulas no infectadas (207). Normalmentelas particulas virales
maduras son liberadas al medio debido a la desintegración
celular promovidapor la infección viral.

El tiempo requerido para un ciclo completo de infección
generalmente varía entre 5 y 10 horas, dependiendo de variables
tales como pH, temperatura. cepa de virus, tipo de huésped,
estado nutricional de las celulas, y de la multiplicidad de
infección (m.o.i.) (208). Durante la fase inicial del ciclo
se produce un retardo denominado eclipse, en el cual la
infectividad se debe al remanente del inóculo. En esta fase
las particulas virales se encuentran en procesos de replicación
tales como desnudamiento del RNAt) sintesis de las proteinas
virales, pero no en el ensamblaje de nuevos viriones. Este
período dura entre 2 3/ 4 horas. y puede reducirse al aumentar
la m o.i. (208). Al eclipse sigue la fase exponencial, en donde
la infectividad aumenta en forma constante. Finalmente se
desacelera el aumento de la infectividad y se produce un máximo
o "plateau". que normalmente continúa con la disminución de
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la infectividad debido a la ruptura espontánea del RNAdentro
de las particulas virales (209).

1.8.7 Efectos sobre la celula huésped.

La infección de los picornavirus generalmente causa cambios
dramáticos en el metabolismo de las macromoléculas de la célula
huésped (210).

La sintesis del RNA ribosomal y mensajero comienza a
declinar enseguida después de la infección de muchos picorna
virus tales como polioviris, mengovirus, virus EMC,rinovirus

humano y el VFA (211). Al mismo tiempo esto es acompañado por
el dramático incremento del RNAviral.

En etapas tempranas de la infección se observa la
inhibición en la sintesis de las proteinas celulares. En el
caso de células Hela infectadas con poliovirus, que es el
sistema mas intensamente estudiado, la inhibición en la síntesis
de proteinas celulares comienza media hora luego de la
adsorción, penetración y desnudamiento del RNA. Llega a un
maximo a las 2 horas, mientras que las proteinas virales
producen un pico de sintesis a las 3 horas, para luego declinar
con la muerte celular.

Durante la infección se produce un cambio en la morfología
celular. Luego de 1 hora de infección es posible observar que
el material nuclear pierde su textura homogénea, y se acumula
alrededor de la membrananuclear (210). Se han reportado altera
ciones en la composición de las histonas en celulas infectadas
con cardiovirus (212) o VFA(213).

La inhibición en la sintesis de RNA,DNAy proteinas celu
lares que se produce alrededor de la primera hora de infección,

no es suficiente para justificar el marcado efecto
citopático.Existen indicaciones indirectas de que es necesaria
la expresión de las proteina virales para que este efecto ocurra
(21A).
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Uno de los puntos más intrigantes en la biologia de los
picornavirus es la capacidad de inhibir la sintesis de proteinas
celulares sin bloquear la sintesis de proteinas virales. El
RNA de poliovirus, a diferencia de la mayoria de los mRNA
celulares. no posee una estructura tipo cap" m7G(5')ppp(5')N
en su extremo 5°. si no que termina en pUp (20a). Esto llevó
a investigar el mecanismo que pudiera inactivar a factores
que se unieran al cap y que fueran indispensables para la
traducción de los mRNAcelulares, pero no para poliovirus.
Recientemente fue posible establecer que la inhibición mediada
por el virus es causada por la inactivación del complejo de
unión al "cap", indispensable para que los mensajeros con "cap"
se unan a los ribosomas (215). Además de comprobarse que este
complejo es clivado en celulas infectadas por poliovirus (216),
también se comprobó que no es la proteasa viral acpro la
responsable del clivaje (217).

Un mecanismosimilar al descripto para poliovirus también
se observa en celulas Hela infectadas con rinovirus humano
14. pero no cuando se infecta con cardiovirus (211) Ademas
la inhibición en la sintesis de proteínas de celulas L infecta
das con EMC o mengovirus, se produciría por un mecanismo

diferente. que probablemente se debería a la competición entre
los mensajeros virales y celulares por factores involucrados
en la iniciación de la traducción a los mRNAcelulares (218).

Virtualmente no se han conducido estudios sobre la
inhibición -de la síntesis de proteínas celulares durante la
infección de otros picornavirus. ademas de los descriptos
anteriormente. por lo tanto todavia no se ha aclarado cual
es el mecanismo en el VFA.

1.8.8 Morfogenesis.

La morfogénsis en los picornavirus se puede definir como
una cascada de tres o cuatro eventos en los cuales monómeros



35

compuestos por VP1.3,0 se convierten en pentameros, estos a
su vez se ensamblan constituyendo los proviriones compuestos
por 12 pentameros. No esta claro si el RNAgenómico se inserta
antes o después del ensamblaje de la capside. La etapa final
en la cual se forman los viriones maduros involucra el clivaje
de casi todas las moleculas de VPO, formando asi la capside
compuesta de 60 subunidades. con un coeficiente de sedimentación
de alrededor de 150 S. La clave de la existencia del clivaje
de VPOpara formar la partícula viral madura fue establecida
al identificarse particulas denominadas proviriones que
contenían RNAy mucho más VPOque los viriones (219).

Las particulas 14 S son pentameros inmaduros compuestos
por monómeros (protomeros) formados por VP1. VP3 y VPO (220).
Los pentameros provenientes de viriones maduros poseen un
coeficiente de sedimentación algo menor (13,4 S). debido al
clivaje de VPO(181).

En 1957Mayeret al. (221) encontraron partículas identifi
cadas como cápsides sin RNA,y denominadas actualmente particu

las vacías, cuyo coeficiente de sedimentación es la mitad
del de los viriones. Esto llevó a pensar que el RNAviral podía
penetrar en la capside vacía o que la capside se ensamblaria
alrededor del RNA.Jacobson y Baltimore propusieron la hipótesis
de la procápside (222.8A) que sugieren dos posibilidades: i)el
RNAse inserta de alguna manera en la partícula vacía (modelo
de inserción}, .o ii)el RNA se envuelve alrededor .de la
procápside, desencadenando cambios en la estructura de la
cápside que provocan la internalización del RNAy la maduración
del virión (modelo de la transfiguración). Sin embargo cómo
se empaqueta el RNA en los viriones es el aspecto más
controversial en la morfogénesis de los picornavirus.



1.8.9 variabilidad del VFA.

Una de las caracteristicas mas sobresalientes del VFA
es probablemente el alto grado de variación que presenta su
antigenicidad. virulencia y patogenicidad.

El alto grado de Variación antigénica ha determinado
que se distingan 7 serotipos, dentro de los cuales es posible
encontrar mas de 60 subtipos (ver 1.8.2). La constante apari_
ción de nuevos subtipos aislados constantemente del ganado.
en areas endémicas. es uno de los principales inconvenientes
en ei control de la enfermedad. Estas nuevas variantes aparecen
como consecuencia de la deriva antígenica (ver 1.4 a 1.6)
que provoca la aparición de nuevos brotes, inclusive entre
el ganado vacunado, que presenta poca protección cruzada.
Es por ello que es necesario un seguimiento constante de las
cepas actuantes. y el reemplazo en las campañas de vacunación
por aquellas cepas encontradas en el campo en ese momento.

Inicialmente utilizando tecnicas de virologia clasica
fue posible determinar que la reversión en mutantes
termosensibles en algunas cepas del VFA era del orden de
10-4. En la revisión que hace Bachrach sobre la fiebre aftosa
(69) pueden encontrarse evidencia sobre la alta variabilidad
del VFA cuando se somete a alguna presión selectiva capaz
de segregar las poblaciones virales. En muchos casos estos
experimentos utilizan cultivos celulares debido a que es
posible cuantificar la aparición de mutantes y analizarlas
posteriormente. Es posible notar cambios en la población
viral en: i)pasajes prolongados del virus en cultivos
celulares, iilcelulas persistentemente infectadas, iii)pasajes
seriadas a temperaturas suboptimas. iv)selección por
anticuerpos presentes en el medio, o v)cualquier orro agente
que cause desequilibrio. es decir que modifique las presiones
selectivas actuantes en el sistemas hasta ese momento. Estos
cambios no son muy evidentes cuando se realizan pocos pasajes
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seriados en cultivos celulares en condiciones óptimas de
crecimiento del virus.

Con la aplicación de tecnicas de Biologia Molecular en
Virología, fue posible analizar con mas detalle el fenómeno
de variabilidad. El analisis por competición-hibridización
de los RNASde los tipos virales A, O. C. SAT1, SATZ y SAT3
demostró una homologia del 44-70 a entre los tipos A. C) y
C. y mayor al 70% dentro del mismo serotipo (223.224
cambio entre los tipos A, O y C comparados con los SAT se
encontró una homologia menor, que variaba entre un 25% y un
40% mientras que entre los SAT la homologia era del 65% (225).
Con la utilizacion del mapeobidimensional de oligonucleótidos
(ver 1.9 y Materiales y Métodos) fue posible caracterizar
aún mas las cepas virales. y cuantificar los cambios ocurridos
(226-228). Tanto en cepas aisladas de campo como en estudios
utilizando virus clonados, pasados por distintos sistemas
huespedes y segregacion de las poblaciones virales, fue posible
determinar el alto grado de variabilidad genómica del VFA
(229).

Con el advenimiento de las tecnicas de Ingeniería Genética
y su aplicación a la Virologia se obtuvieron sondas específicas
y secuencias de distintas cepas del VFA. Utilizando sondas
de cDNAse demostró una mayor homologia entre las proteínas
no estructurales y una menor entre las estructurales de
ditintas cepas (229). Esto fue corroborado al analizar las
secuencias de sitintas regiones del genoma del VFA ,
especialmente comparando la replicasa viral con la proteína
VP1 (230,231).

La gran atención que ha suscitado la variación antigénica
del VFA se debe especialmente a la importancia económica de
esta enfermedad. Algunos autores han sugerido que bajo la
gran presión selectiva en el campo,dada por la existencia
de animales vacunados, se seleccionan variantes que provocan
las rupturas de inmunidad debido a que no son eficientemente
neutralizadas por los anticuerpos de animales inmunizados
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o convalescientes (43,232-235). Esta selección se ve favorecida
por la existencia de ganado no vacunado o protegido
parcialmente. y por la presencia de animales salvajes
susceptibles al VFAque se encuentran en las cercanías de
los lugares de cria (234,236). Otro factor que se suma a las
posibles razones de la alta variabilidad antigénica de este
virus, es el amplio rango de huespedes donde el virus puede
multiplicar (237). Todo esto se confirma al observarse un
mayor número de subtipos en areas donde el virus infecta
animales salvajes (como sucede en África) y en regiones donde
la enfermedad es endémica (como lo es en Sudamerica) (239).

Cuando se compararon las secuencias nucleotidicas de
VP1 se determinó la existencia de dos zonas que presentaron
una variabilidad mayor, una ubicada entre los aminoácidos
40 y 60, y la segunda entre los aminoácidos 140 y 160.
Unicamente la región caboxilo terminal de VP1 demostro ser
inmunogénica, correlacionandose la hipervariabilidad de la
región 140-160 con cambios antigénicos (ver 1.8.3 y 1.8.4).

Desde hace algún tiempo se conoce que el VFA se adapta
facilmente a distintos tipos de cultivos celulares. Reciente

mente se ha reportado que en un solo pasaje por células
BHK de un VFA subtipo A12<AVR1>, derivado de bovinos, se
seleccionaron distintas variantes que presentaron cambios
en los aminoácidos 148 5/ 153 de VP1 con un escaso poder de

neutralización cruzada (240). Esta rápida generación de
variantes inmunogénicas del VFA tipo A. puede afectar la
produccion en gran escala de vacunas a partir de células BHK.
Es en el tipo A en donde,a parte de observarse un mayor numero
de subtipos (mas de 35). se produce una evolución más rápida
(69,236). Algunos autores se pmeguntan si existe algún otro
mecanismodistinto de los errores que causa la replicasa viral
(ver 1:1 a 1.6) y cuya consecuencia es el alto grado de deriva
antigénica que presenta el VFA. weddell et al. (74) al
secuenciar el cDNAde VPl de ditintos subtipos ¡del tipo A.
y compararlos entre si y con otros previamente secuenciados,
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sugirieron la existencia de una region que potencialmente
puede formar una estructura secundaria muy estable que
involucra la región hipervariable. Esto provocaría un aumento
en la Frecuencia de mutación de este locus, pues la replicasa
tendria dificultades al replicar esta zona que codifica para
un importante determinante antígenico. produciendo variantes
mas frecuentemente que las encontradas en otras regiones del
genoma. Este efecto de la estructura secundaria en la
replicación del RNA fue reportado previamente para el
bacteriofago QB (241), y probablemente sea comun para los
virus a RNA que presentan mucha variación antígenica.

Al analizar las secuencias del cDNAcorrespondientes a
VP1 de dos aislamientos de la cepa C3 lndaial, uno ocurrido
en 1971 y el otro en 1978, mantenidos independientemente en
Pirbright y Ginebra, se obseró una gran diferencia en la región
hipervariable. Se desconoce si estos cambios se produjeron
por la presión inmunológica en el campo, antes de los
aislamientos, C)por los diferentes pasajes del virus hechos
en los laboratorios (242).

Si bien existe mucha información sobre la alta
variabilidad del VFA. especialmente del tipo A, el mecanismo
por el cual se genera una tan alta diversidad antigénica queda
aún por ser aclarado. Es mas, si la estructura secundaria
del RNA Juega un papel importante en el tipo A, cabe la
pregunta de si se puede generalizar esto a los otros tipos
virales, siendo esta cuestion a resolver uno de los objetivos
de esta Tesis.

1.9. MÉTODOS UTILIZADOS PARA EL ESTUDIO DE LA VARIABILIDAD

GENÓMICA DE LOS VIRUS A RNA.

El analisis electroforetico del genoma ha permitido
separar los fragmentos que lo componen (en el caso de genoma
segmentado), y ademas a permitido analizar deleciones e
inserciones. En general a los genomas de simple cadena se
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los somete a geles desnaturalizantes (243). en cambio a los
de doble cadena se los puede separar utilizando geles nativos.
En algunos casos al utilizar geles que no son completamente
desnaturalizantes. es posible separar segmentos homólogos
de diferentes cepas (244).

La hibridación molecular permitió cuantificar el grado
de homología entre genomas. El metodo se basa en la Formación
y estabilidad de los hibridos RNAwRNAy RNA-DNAy en la
susceptibilidad de las zonas no apareadas a nucleasas mas
específicas para simple cadena tales como RNasa T1 o nucleasa
Sl. Se han utilizado tecnicas de hibridación entre moleculas
de simple cadena (245.246), de hibridación competitiva entre
estructuras de doble cadena (225) y de hibridación de RNA
con CDNA(229). Ultimamente con el desarrollo de sondas de
RNA simple cadenas sintetizadas "in vitro" a partir de
promotores de procariotas tales como el de los bacteriofagos
SP6 y T7, se han obtenido híbridos más estables y con mayor
actividad específica (247).

El mapeo de oligonucleótidos obtenidos por digestión
con RNasas especificas a partir del RNAgenómico ha permitido
realizar estudios 'de variación genómica en forma sencilla
y rapida. sin embargo en la actualidad existen tecnicas mas
precisas que nos brindan más información. No obstante ello,
se los sigue utilizando para el análisis epidemilógico de
cepas, y como una visión general del genoma. El analisis
de mezclas complejas de oligonucleótidos por electroforesis
bidimensional (mapeo de oligonucleótidos) fue desarrollada
por de Wachter y Fiers en 1972 (248). Se emplea RNAmarcado
preferentemente por crecimiento de virus en inedio con 32P
fosfato. El RNAse digiere con una RNasa especifica. que deja
oligonucleótidos con sus extremos 5' desfosforilados, que
pueden ser marcados in vitro" utilizando un metodoalternativo
con ATP gama 32P y polinucleotido quinasa (ver Materiales
y MétodOS). Los oligonucleótidos resultantes de la digestión
se separan mediante electroforesis bidimensional en geles



de poliacrilamida. La primera dimensión se lleva a cabo a
pH 3.5 y 6M urea en un gel 10 % En estas condiciones las
bases citocina 3/ adenina presentan ¡ui grupo protonizado mas
que la guanosina y uracilo (259). La movilidad en esta
dimensión es dependiente de la composición de bases de los
respectivos oligonucleótidos. En lei segunda dimensión el gel
es 20% y tiene tu1 pH de 8.3. que determina que las cuatro
bases esten cargadas igualmente y la ¡novilidad dependa del
tamaño de los oligónucleotidos. De esta forma es posible
separar oligonucleotidos de igual tamaño y distinta
composición. obteniendose una distribución de manchas en las
autoradiografias caracteristica de cada RNA. Los
oligonucleótidos unicos bien aislados representan en el caso
del VFA el 7% de la secuencia total. Este porcentaje que
depende de la complejidad de las moleculas analizadas puede
llegar a un 50% cuando se analizan RNAsde menor tamano (231).
El metodo permite detectar mutaciones puntuales. deleciones
e inserciones que afectan a los oligonucleótidos (249.9).

La secuenciación del RNAes un metodo mas dificultoso
que la secuenciación de DNA.y solo permite conocer secuencias
relativamente cortas. Existen dos metodos, el de degradación
parcial y especifica con nucleasas (250)} y el de degradación
quimica (251).

Para conocer porciones más extensas de secuencias genómica
es necesario obtener el cDNAcopia del RNA.mediante la utili
zación de la transcriptasa reversa. Estos cDNApueden ser

amplificados mediante tecnicas de DNA recombinante (243).
o secuenciados directamente. La sintesis de oligonucleótidos
que pueden servir comoiniciadores para la transcriptasa rever
sa ha simplificado muchoel clonado y secuenciación rapida
de regiones especificas del genoma viral. En todos los casos
el CDNAobtenido puede ser secuenciado por dos lnétOdOS. el
de los terminadores de cadena (252) o el degradativo (253).
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1.10. OBJETIVOS DEL PRESENTE TRABAJO.

La presente Tesis Doctoral se refiere a uno de los aspectos
de mayor importancia de la biologia molecular del VFA El alto
grado de variabilidad que presenta este virus a RNA.

Dentro de este vasto aspecto. se Focaliza en la intervención
de la celula huésped como inductora y selectora de variantes
virales. Para ello se toma comomodelo experimental a los pasajes
seriados por distintos sistemas celulares de un virus clonado.
Debido a la ausencia de la presión del sistema inmune. las
variantes se producen y seleccionan unicamente por la
intervención de la celula huésped.

El virus empleado pertenece al serotipo C. cuyo grado inter
medio de variabilidad, con respecto ai de los serotipos A (muy
variable) y o (mas estable) ha sido poco estudiado.

El objetivo general de este trabajo es el estudic» de la
variabilidad del tipo C del VFA, dentro del cua] se pueden
distinguir 4 objetivos concretos:

1) Determinación del efecto de la celula huésped en
la variabilidad viral, puesta en evidencia por la
aparición de cambios Fenotipicos en las poblaciones
generadas durante los pasajes seriados por los distiné
tos sistemas celulares empleados comohuéspedes.

2) Analisis de los genomasde las distintas poblaciones
virales aparecidas durante los pasajes seriados. Para
ello se utiliza el analisis bidimensional de oligonu
cleótidos resistentes a la RNasaT1, que permite tener
una visión general del genomaviral, y cuya utilidad
y limitaciones se discuten.

3) Cuantificación de los cambios producidos en la

región carboxilo terminal de la cepa C3 Resende con
respecto a otras cepas del mismo serotipo, por medio
del analisis de las secuencias nucleotidicas. Determi



43

nacion de los cambios en la estructura secundaria
del RNA genómico. y de la secuencia de aminoácidos
de la proteina VPl. deducida de las secuencias
nucleotidicas.

a) Analisis de las secuencias de la region carboxilo
terminal de VP] de las distintas poblaciones virales
surgidas durante los pasajes seriados por los distintos
sistemas celulares, y determinación de la selección
de variantes en la región hipervariable de VPl
(variantes antigénicas).

Los resultados obtenidos en los puntos 1) a 4) se relacionan
esbozando un mecanismode variabilidad intermedio para el seroti
po C, cuyas implicancias se discuten.



2. MATERIALES Y MÉTODOS
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2.1 CÉLULAS.

Se utilizaron las lineas celulares BHKn21,clon 13 (254)
e lBRSnZ(255), provistas por el Centro panamericano de Zoonosis,
Pcia. de Buenos Aires. y cultivos primarios de rinüu fetal bovino
(RFB> y testículo fetal bovino (TFB) preparados en la seccion
Cultivo de Tejidos del Depto. de Virología del C.I.C.V., I.N.T.A..
Todos los tipos de cultivos fueron propagados en monocapas (356)
con medio minimo esencial Eagle (MEM) suplementado con 10% de
triptosa fosfaU) y 10%de suero de ternera «Gibco, Laboratories
Grand Island. USA).

2.2 VIRUS.

Se utilizaron las cepas del VFAC3 Resende y O1 Campos. pro
vistas por el SELABdel Servicio Nacional de Sanidad. Secretaria

de Agricultura y Ganaderia de la Nación.
En todos los casos los virus fueron extraídos de epitelio

lingual bov1no y sometidos a dos pasajes por celulas BHK-21. clon
13.

Los stocks de virus obtenidos por pasajes seriados (ver 2.a)
y los utilizados para la purificación de viriones (ver 2.6) fueron
conservados a —70°C.

2.3 PROCEDIMIENTO DE CLONADO DEL VFA CEPA C3 RESENDE (106).

Se prepararon monocapas de celulas BHK-21en frascos planos
de 60 ml, que al estar confluentes poseen aproximadamente 3.5

106 celulas. Luego de volcar el medio de cricimiento las monoca
pas fueron lavadas con MEMsin suero, e inoculadas con diluciones

al 1/10 de virus en MEM.Luego de un periodo de adsorción de ¿5
min a 37°C, se retiró el liquido por succión. y se agregó 5 nn
de la siguiente mezcla: un volumen de 1.8% bactoagar en agua (solu
ción estéril) y un volumen de MEM2x suplementado con antibiótico.
caldo triptosa fosfato, 50 ug/ml gentamicina, 25 uM HEPES(ácido
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N-2-hidroxietil piperazina-N'—2-etanosulfonico, Sigma Chemical
Co.) pH 7,4. Una vez gelificada la suspensión de agar, se incubaron
los frascos a 37°C hasta que las placas de lisis fueron visibles
(48 a 72 horas). El revelado de las mismas se realizo con 1 ml
de rojo neutro (0,02% concentración final) por frasco íncubandolos
durante 1 a 3 horas a 37°C en oscuridad.

Tres placas de lisis, representativas de lu mayoria de las
placas (por morfología y tamaño). fueron picadas con pipeta Pasteur
de punta curva y cada una de elllas fue inoculada en un tubo con
una monocapa de células BHK-Zl con el objeto de amplificar la
cantidad de virus (purificación en placa). Una de las clonas
obtenidas de esta forma Fue seleccionada al azar y utilizada como
inóculo para un nuevo ciclo de purificación en placa. Este
procedimiento de clonado se repitió tres veces consecutivas para
asegurarse que la poblacion viral proviene de una sola partícula
inicial, y no de un grupo de ellas.

Despues del último ciclo de purificación, una de las clonas
selecionadas fue crecida en un frasco plano de 2.000 ml con una
monocapa confluente de celulas BHK-21.Luego del efecto citopatico
total se cosechó, alicuotó y guardo a -70°C. Se denominó a este
Stock C3 clon y se lo utilizo como inóculo inicial de los pasajes
seriados por los distintos sistemas celulares.

2.4 PASAJES SERIADOS DEL C3 CLON POR DISTINTOS SISTEMAS CELULARES.

Para realizar los pasajes seriados del CS clon se utilizaron
botellas planas de 60 ml con monocapas confluentes de células
conteniendo aproximadamente 3.5 K 106 células BBK-21, o 106 celulas
de c/u de los otros sistemas celulares utilizados (lBRS-Z. RFB,
y TFB).

En todos los sitemas celulares se procedió igualmente. Las
monocapas fueron lavadas con MEMsin suero, e infectadas con un
inóculo de 1 ml proveniente del pasaje anterior por el mismo
sistema celular, conteniendo alrededor de 5 :« 10Ó DICT50 tomadas
en RFB (m.o.i. entre 1 y 10). Luego de 60 min de adsorción a 37°C
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se retiró el inóculo y se agregaron 5 ml de MEMsuplementado con
caldo triptosa fosfato. 50 ug/ml gentamicina. 25 un HEPESpH 7,4.
Las monocapas infectadas fueron incubadas a 37°C y se cosechó
el sobrenadate luego del efecto citopatico total. Estos stocks
antes de ser congelados fueron clarificados centrifugando 30 min
a 3.000 xg. Este procedimiento Fue repetido 20 veces para cada
sistema celular, rotulandose cada pasaje de acuerdo ‘al número
de ciclos desde el pasaje inicial con el C3 clon. La nomenclatura
adoptada explicita el sistema celular utilizado y el número de
pasaje, por ejemplo el pasaje 15 por celulas BHK-21se lo denominó
BHK15. Los stocks producidos en celulas IBRS-z se denominaron
desde IBRSI hasta IBRSZO, los provenientes de RFBdesde RFBl hasta
RFBZO, los de TFB desde TFBl hasta TFBZO, y por último los
provenientes de celulas BKK-21desde BHKIhasta BHK20.

2.5 TITULACIÓN DE LOS VIRUS.

Los stocks virales fueron titulados mediante dos metodos.

2.5.1 Titulación en cultivo de tejidos.

La determinación de las dosis infectante cultivo de tejido
50% (DICTSO) se realizó en ¡nonocapas de celulas BHK-21 y RFB.
Para ello se crecieron las celulas en placas de plástico de 96
orificios hasta que se completaran las monocapas(48 horas). Las
infecciones se hicieron con 0,1 ml de diluciones al 1/10 del stock
viral en MEMsuplementado con caldo triptosa fosfato, 50 ug/ml
gentamicina, 25mM HEPES pH 7.4 3/ 10 mM TTis-HCl pH 7.4 (Trizma

base, Sigma Chemical Co.) utilizando 6 orificios por dilución.
La incubación se llevó a cabo a 37°C en atmósfera de 3% anhídrido
carbónico, y el efecto citopatico fue controlado diariamente,
registrando los datos finales a las '72 horas post-infección
mediante el metodo de Reed y Müench (257).

2.5.2 Titulación en ratón lactante.



Para determinar la patogenicidad de la población viral se
utilizaron ratones de A a 6 días de la cepa CFl.

Se inocularon seis ratones lactantes (RL) por vía
intraperitoneal con 0,05 ml de c/u de las diluciones al 1/10 del
virus. Los ratones fueron controlados diariamente para determinar
el numero de animales muertos por dilución del virus. Los datos
obtenidos a los 7 dias Fueron considerados definitivos.
cuantificandose la dosis letal 50% (DLSO) por el metodo de Reed
y Müench (257). Los RL que murieron durante la titulación fueron
sometidos al test de fijación de complemento con el obJeto de
determinar que la muerte se produjo por la presencia del virus.
Para ello se los macero, inactivo a 56°C durante 30 min, se los
centrifugó y efectuó la tipificacion viral enfrentrandolos con
sueros hiperinmunes de cobayos (258).

2.6 PRODUCCIÓNY PURIFICACIÓN DE VIRIONES (259).

Se realizaron pasajes de virus utilizando un mayor número
de celulas. con e] objeto de obtener suficiente inóculo para
infectar frascos rotantes con monocapasde los distintos sistemas
celulares. Se mantuvieron las condiciones de infección empleadas
en los pasajes a menor escala (m.o.i., temperatura de incubación,
medio de infección. etc). Estos inóculos, para los frascos
rotantes, fueron mantenidos a -70°C hasta el momento de la
infección.

Las infecciones se realizaron en 10 botellas rotantes de
1,5 litros. Normalmente los frascos fueron lavados con MEMe
inoculados con una m.o.i. entre 1 y 10. Luego de adsorber el virus
por 60 min a 37°C. el inóculo fue retirado y se agragaron entre
15 y 20 ml de MEMsuplementado con caldo triptosa fosfato. 50
ug/ml gentamicina 3/ 25 mMHEPES pH 7.4. El virus fue cosechado
al observarse efecto citopatico total, se lo preclarificó a 3.000
xg durante 30 min y se lo congeló a —70°C.

El primer paso en la purificación consistió en centrifugar



los sobrenadantes virales a 14.000 xg durante 15 min a 4°C, con
el objeto de clarificarlos. Luego fueron centrifugados a 144.000
xg durante 55 min a A°C. El precipitado que contenía a los viriones
fue resuspendido en 0,5 ml de NET ( 10 mM Tris-HCI pH7.2. 100
mMNaCl, lmM EDTA). luego se agregó 1% de sarkosil (Sigma Chemical
Co.) y se centrifugó 5 min a 15.000 xg. El sobrenadante de esta
centrifugación Fue sembrado en un gradiente lineal 5H30% de
sacarosa en NET(p¡v> y ultracentrifugado durante 75 min a 200.000
xg en rotor Beckmanswao a ¿“0. Al final de la corrida el gradiente
Fue fraccionado en alrededor de 25 alicuotas de 0,5 ml c/u y el
pico de virus fue identificado por medida de la absobancia a 260
nm. Se juntaron las fracciones correspondientes al pico de
viriones, y se las congeló a —70°C.

2.7 PREPARACIÓN DEL RNA VIRAL.

Todas las soluciones utilizadas en pasos (que involucren la
manipulación de RNAfueron tratadas con dietilpirocarbonato (DEP)
(Sigma Chemical 00.), excepto el Tris y el EDTA que fueron
preparados con agua previamente tratada con DEP (agua-DEP). Esta
precaución fue tomada con el objeto de eliminar las ribonucleasas
presentes que podrian digerir el RNA. Para ello a cada 100 ml
de solución se le agregó 100 pl de DEP, se la dejó reposar durante
la noche y se la autoclavó por 60 mln.

Se diluyó el pico de virus (ver 2.5) con un volumen de NEK
se añadió 0,5% de SDS (Sigma Chemical Co.) y un volumen de fenol
(el fenol utilizado en todos los pasos de este trabajo fue
redestilado y equilibrado con 100 mMtris-HCI pH7.4), se agitó
en vortex 3/ se añadió un volumen de cloroformo-isoamílico (24:1
v/v), se agitó nuevamente y de dejó reposar 1 min. Se centrifugó
a 10.000 xg durante 5 min con el objeto de separar la fase acuosa
que contiene el RNA. Esta operación de extracción fue repetida
dos veces pero sin el agregado de SDS. Luego se extrajo tres veces
con eter etílico. y se pasó a un tubo estéril en donde se agregó
0,3 M de NaCl y dos volúmenes de etanol. Se dejó precipitar toda
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la noche a -20°C, y se centrifugó a 10.000 xg durante 60 min a
4°C. El RNA fue resuspendido en NET y sembrado en un gradiente
15-30% sacarosa en NET (p/v> conteniendo 0,5% sarKosil. Se
ultracentrifugó a 200.000 xg durante 6 horas a A°Cen rotor Beckman
SWAO.Se fraccionó en 25 alicuotas y se ubicó al RNA genómico
en la zona correspondiente a 37 S por absobancia a 260 nm. Se
junto el pico y! se lo diluyó al medio con NET. Se extrajo con
Fenol y eter y se precipitó con etanol. Se resuspendió el RNA
en 0,5 ml de agua DEP 3' se lo reprecipito con etanol en tubos
tipo Ependorrf. Esta última precipitación fue rapida, congelando
la muestra a —70°C. centrifugando en frio a 15.000 xg durante
15 min. lavando el precipitado con etanol 70% frio, luego de lo
cual se seco con vacío, se lo resuspendió en 50 ul de agua DEP
y se lo congeló a —70°C.

2.8 MAPÉO BIDIMENSIONAL DE OLIGONUCLEÓTIDOS.

Para comparar las secuencias de oligonucleótidos que componen
los genomas a RNAse utilizó la tecnica de separación de oligonu

cleótidos resistentes a la digestión con RNasa T1 en geles de
poliacrilamida (ver 1.9) (248).

Se utilizaron dos tecnicas distintas para el marcado del
RNAviral. En una de ellas los oligonucleótidos son obtenidos
primero y luego marcados "in vitro" (261), mientras que en la
otra el RNAviral es marcado "in vivo" y purificado a partir de
un extracto citoplasmatico (262). En ambos casos las condiciones
de electroforesis bidimensional son las mismas.

2.8.1 Obtención de oligonucleótidos marcados "in vitro".

Dos microgramos del RNA obtenido en el punto 2.7 fueron
precipitados con etanol, resuspendidos en'5 ul de TE (10 mMtris
HCl pH 8.0, ImM EDTA) y digeridos con 8 unidades de RNasa T1
(Sankyo. Calbiochem) incubando a 37°C durante 45 min. Para
completar la digestión y debido a la presencia de estructura



secundaria del RNA, se lo desnaturalzó calentando 2 min a 100°C
y enfriando rapidamente luego de lo cual se agregó 8 unidades
más de RNasa T1 y se continuo la digestión por 30 min mas.

Los oligonucleótidos obtenidos poseen un grupo hidroxilo
en el extremo 5'. y pueden ser fosforilados (iirectamente. Para
ello se agregaron 50 uCi de ATP-gama 32P (2.000-3.000 Ci/mmol,

New England Nuclear Co.) en 25 ul de agua, 5 ul de 0.1 M POÁKZH
pH 9.5, 5 id 0.1 M acetato de magnesio, 5 id 50 mM DTT (Sigma

Chemical Co.) y 2 unidades de polinucleótido quinasa (Tú infected
E. coli 8.. P/L Biochemicals, Inc.). Al cabo de 2 horas de
incubación Se agregó 5 ug de tRNA(Sigma Chemical Co.) y se extrajo
con fenol, para lugo precipitar los oligonucleótidos marcados
con 2 volúmenes de etanol y 0,3 M NaCl a -20°C durante 30 min.
Luego de centrifugar 15 min a 15.000 xg, el precipitado fue secado
por vacio y resuspendido en 3 ul de ET.

2.8.2 Obtención de RNAinducido marcado "in vivo" y su digestión
con RNasa T1.

Este metodo se basa en el marcado isotópico diferencial del
RNAviral debido El la inhibición en la sintesis de RNAcelular
producido por el agregado de Actinomicina D y! por el efecto de
la infección viral. Ademasmediante la precipitación diferencial
del RNAde simple cadena al utilizar 2MLiCl, se separan los (+)RNA
virales de los .(—)RNAque se encuentran formando complejos de
doble cadena (262).

Se adoptó el siguiente protocolo:
-Un frasco rotante con una monocapa de alrededor de 108 células
fue infectado con una m.o.i. de 1 a 10, según punto 2.6.
“Luego de 1,5 horas post-infección se volcó el medio y se agregó
MEMsin fosfatos.
—Secambió el medio a los 60 min por MEMsin fosfatos conteniendo
3 ug/ml actinomicina D (Sigma Chemical Co.).
-A los 15 min se agregó 2 mCi de acido ortofosfórico 32P (CNEA,
Argentina).
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-Cuando las celulas comenzaron a redondearse (efecto citopatico)
se saco el MEMy se .agrego 10 ml de 0.05% 'Tritón X«100 (Sigma
Chemical C0.) en NET. Se agitó en frio durante 5' para que se
desprendiera la monocapa.
—Secentrifugó 3 min a 2.000 xg en frio para precipitar los núcleos
celulares.
—Sepaso el sobrenadante a otro tubo y se agrego 1,5 ml de 10%
SDS.

“Se extrajo con fenol, cloroformo y eter. y se precipitó con etanol
(ver 2.7)
—Se resuspeudió en 0.7 Inl de NET 5' se agrego un volumen de ¿M
LiCl, se dejó precipitando a A‘C toda la noche 3: se centrifugó
15 min a 15.000 xg.
—El RNA fue reprecipitado con LiCl nuevamente, para finalemente
resuspenderlo en 0,5 ml de NET y sembrarlo en un gradiente de
sacarosa 15-30%corrido según las condiciones del punto 2.7, con
la diferencia de que el pico de RNA fue determinado por
radiactividad.
—Se digirió el RNA con RNasa T1 en condiciones de digestión
similares a las del punto 2.8.1. —Seagrego 5 ug de tRNA y se
extrajo con fenol. Se precipitó con etanol, luego de lo cual se
seco el precipitado con vacio y se lo resuspendio en 3 pl de TE.

2.8.3 Condiciones de la electroforesis bidimensional.

Los oligonucleotidos resistentes a la RNasa T1 obtenidos
en los puntos 2.8.1 y 2.8.2 fueron resuspendidos en 3 ul de TE.
Se les agrego 5 ul de 9M urea, 6 ul de glicerol y 5 ul de una
mezcla de colorantes (2 g/l xilencianol-Z g/l azul de bromofenol)
para luego sembrarlos en un gel de primera dimensión.

El gel tu! la elctroforesis de ha primera dimension tuvo la
siguiente composición: 10%acrilamida, 0,33% N N’ metilenbisacrila
mida; 25 mMacido cítrico; 6 M urea, con un pH resultante de 3.5.
El gel 1.5 mmde espesor se lo polimerizo en paltos de vidrio
de 20 x 40 cm agregando sulfato ferroso heptahidratado (10 pg/ml)
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ácido ascórbico (A ug/ml) y peróxido de hidrogeno (0.012%) como
catalizadores. El gel fue corrido a 4°C sometido a 500 v hasta
que el azul de bromoFenol hubo recorrido 20 cm. Luego de la
autorradio grafía se cortó la zona del gel que contenía los
oligonucleótidos para separarlos en la segunda dimensión.

La composición del gel en la segunda dimensión Fue: 20%acri
lamida; 0,66% N N' metilenbisacrilamida; TBE pH 8.3. Para la

polimerización de la acrilamida se añadieron persulfato de aminio
( 0,4 g/l) y TEMED(0,04 a). La electroforesis se desarrolló a
4°C y 450 V hasta que el colorante azul de bromofenol alcanzo
los 16 cm de distancia desde el origen. Para la autorradiografia
se utilizó pantalla intensificadora (Dupont), exponiendo los geles
a temperatura ambiente.

2.9 CLONADO MOLECULAR DEL GENOMA DEL VFA.

Basicamente se siguieron los metodos descriptos en el Manual
de Clonado Molecular de Maniatis et al. (243). Los protocolos
seguidos se hallan a continuación.

2.9.1 Obtención de la primera cadena de cDNA.

Se utilizó el RNApurificado en el punto 2.7 como templado
de la transcriptasa reversa, con el objeto de copiar a partir
del RNAgenómico‘una cadena complementaria de cDNA.

Debido a que el RNAdel VFAestá poliadenilado en su extremo
3'. se utilizó como iniciador de la sintesis de cDNAa oligo
<dT)12n18 que al hibridarse al poli (A) permite e] "enganche"
de la transcriptasa reversa. En todos los_ casos se utilizaron
entre 5 y 10 ug de RNA.procediendose de las siguiente Forma:
-Se mezclaron 25 ul de RNAcon 25 ul de dCTP alfa-BZP conteniendo
50 uCi(3.000 Ci/mmol. Amersham) y 50 ul de 2x mix.
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2X mix

l M Tris-HCI pH 8.3 5 ul

l M MgCl2 1 ul
2 M KCi 2.5 ul

5 mMmezcla(dATP.dCTP.dGTP v TTP)x 10 ul
(Pharmacia)
40 mm DTT (Sigma Chem. Co.) 1 ul

1 mg/ml oligo (dT)lr)_18 (Pharmacia) 3 ul
0,1 M NaPPi A ul

agua DEP 23.5 ul

50 ul
x: ,Mezcla de los 4 deoxinucleótidos trifosfato conteniendo una
concentracion final de 5 mMde cada uno.
—Seagregó 1 ul de Transcriptasa reversa (25 unidades/ui. Life
Sciences. Inc.). y se incubó a 42°C durante 60 min.
—Setomó 2 ul para determinar el número de cuentas incorporadas
al cDNA para lo cual se agregaron 1 ug de tRNA (10 ug/ml) y 5
ml de acido tricloroacetico 5% conteniendo 1% fosfato y 1%
pirofosfato de sodio (TCA-Pi.PPi) a 0°C. El material acido
insolubie fue recogido en filtros de nitrocelulosa. y contados
por el metodo de Cerencov.
—Seextrajo con fenol y se precipitó con 2 volúmenes de etanol
y 0,3 Macetato de sodio pH 5,2 (AcooNa) durante 1 hora a «70°C.
—Secentrifugó a 15.000 xg 15 min, se lavo el precipitado con
etanol 70%y se lo seco con vacio.
—Se resuspendió en 50 ul de buffer alcalino (300 mM NaHO-S InM
EDTA) con el objeto de hidroiizar el RNA, y se incubó tdurante
3 horas a 37°C.
—Seneutralizó con 50 ul de 1MTris-ACOOH pH 5.2.
—Seprecipitó con 2 volúmenes de etanol a —70°Cdurante 1 hora,
se centrifugó a 15.000 xg NS min, se lavo con etanol 70% 3/ se
secó al vacío.
—Seresuspendió en 50 ul de agua DEP.



2.9.2 Sintesis de la segunda cadena de CDNA.

Para sintetizar la segunda cadena de cDNAse utilizo la enzima
DNApolimerasa I fragemento Klenow. que es capaz de estabilizar
algún bucle en la cadena simple del CDNAque cumple funciones
de iniciador. Esto permite la formacion de cDNAde doble cadena
a partir del templado de la primera cadena de cDNA. La segunda
cadena de cDNAtiene la misma polaridad que el RNAde los viriones.

El protocolo utilizado es el siguiente:
"Se mezclaron 45 pl del cDNAprimera cadena obtenido en el punto
2.9.1 con 20 ul de 5x mix. 1 ul 5 mMmezcla de nucleótidos tdATP,
dCTP, dGTP y TI‘P), y 34 ul de dCTP alfa-BZP conteniendo 50 uCi
(3.000 Ci/mmol, Amersham).
"¿E__mi_x

1 M Tris-HCl pH7.5 5 ul

1 M MgCl2 2.5 ul
0.5 M DTT 5 ul

agua 87,5 ul

100 ul
—Seagregó 1 ul de DNApolimerasa I fragmento Klenow (a unidades/ul
Boehringer Mannheim) y se incubo a 37°C durante 1 hora.
-Antes y despues de la reacción se tomaron 5 ul para determinar
el número de cuentas acido insolubles (se procedió similarmente
al punto 2.9.1 en este paso) calculandose el rendimiento de la
reacción.
—Seextrajo con fenol y 3 veces con eter.
—Seagregó 100 ul de 4 Macetato de amonio y 2 volúmenes de etanol,
con el objeto de impedir la precipitación de los deoxinucleótidos
trifosfato. Se congeló a —70°C, se centrifugó a 15.000 xg. se
lavo el precipitado con etanol 70%y se seco con vacio.
—ElcDNAde doble cadena fue resuspendido en 5 ul de TE.

2.9.3 Tratamiento con nucleasa Sl.

Las moleculas de cDNAde doble cadena obtenidas en el punto
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2.9.2 poseen en uno de sus extremos un bucle de simple cadena.
Para poder clonar estas moléculas es necesario hidrolizar el hucle.
Para ello se utilizo a la nucleasa Si que es capaz: de digerir
en determinadas condiciones de concentración al DNAde simple
cadena y no al de doble cadena. Por lo tanto es necesario una
previa titulación de la enzima con cada CDNA.

El protocolo utilizado fue el siguiente:
-Los 5 nl del cDNAde doble cadena del punto 2.9 2 fueron mezclados
con ¿95 ul de buffer Sl (300 mM NaCl, 30 mM ACOONa pH 4.5, 3 mM

ZnClz).
—A9 ul del CDNAen buffer Sl se le agrego 1 pl de una de las
diluciones de la nucleasa Sl (50 unidadeS/ul. PharmaCia). De esta
Forma se realizo una curva de calibracion de la enzima Si entre
10-"1 y 10-6. Se incubó a 37°C durante 30 min. se agregó 3 nl de
azul de bormofenol en 10X buffer alcalino y 50 % glicerol. En
un gel de agarosa 1.5% alcalina se sembraron las distintas
diluciones de la curva de calibracion, 5 ul de CDNAdoble cadena
sin digerir y 5 ul de la primera cadena. La electroforesis se
desarrolló a 8 V/cm durante 12 horas y se seco el gel antes de
exponerlo a autorradiografia.
100Kbuffer alcalino
10 N NaOH 300 ml

0,5 M EDTA 200 ml

agua 500 ml

1.000 ml
Eggparación del gel de agarosa alcalina: Se disolvieron 1,5 g
de agarosa en 100 ml de agua calentando a 100°C, se enfrió hasta
45°C .y se agregó 1 nn de 100K buffer' alcalino. Se volcó sobre
un plato de vidrio y se lo dejo gelificar durante 30 min. Luego
se IC) sumergió en [una cuba conteniendo 1x. buffer alcalina y! se
realizo la electroforesis.

-En la autorradiografia se determinó la concentración de nucleasa
Sl necesaria para obtener una distribución de pesos ¡noleculares



similares a los encontrados en el cDNAde la primera cadena. debido
a que la presencia de cDNAde mayor peso molecular se debe a que
no se digirio el bucle de la segunda cadena, y la presencia de
moléculas ch: menor tamano se debe a (nue se digirieron regiones
de doble cadena.
"El resto del cDNAdoble cadena se digirio con la concentración
establecida para la digestión del bucle de simple cadena con la
nucleasa Sl, aumentando los volúmenes en escala proporcional a
la utilizada en la titulación.
-Se extrajo con fenol y 3 veces con eter. Se agrego un volumen
de acetato de amonio 4M, y dos volúmenes de etanol, se congelo
a -70“C. se centrifugó a 15.000 xg. se lavo con etanol 70% y se
seco con vacio.
"El precipitado se resuspendio en 50 ul de TE.

2.9.4 Agregado de homopolímeros "pegajosos" en los extremos 3'
del cDNAde doble cadena.

Con el objeto de poder clonar el cDNAobtenido en los pasos
anteriores se sintetizo oligo (dC)(entre 15 y 25 residuos) en
los extremos 3' hidroxilo utilizando la enzima deoxinucleotidil
transferasa terminal y dCTP. Las moléculas de CDNAasi tratadas
tienen la capacidad de hibridarse con moléculas de plasmidos
linealizadas que poseen en sus extremos 3' oligo (dG) complemntario
al oligo (dC) del cDNA. Esto permite que los plasmidos en los
cuales se ha insertado el cDNAse recircularicen, y sean capaces
de transformar con altas frecuencias a E.coli.

El protocolo utilizado es el siguiente:
-A los 50 ul del cDNAcon extremos abiertos obtenidos en el punto
2.9.3 se les agrego lo siguiente:

1 MCacodilato de potacio pH6.9 35 ul

100 mMCoCl2 2.5 ul
40 mM DTT l ul

2.3 mM dCTP 2 ul

20 mg/ml seroalbumina bovina 3 ul

agua 156,5 ul



—Seagregó 1 ul de la enzima deoxinucleotidil transferasa terminal
¡10 unidades/ul, Pharmacia) y se incubó 30 min a 37°C.
"Se extrajo con fenol 3' se precipitó con 2 volúmenes de etanol
y 0.3 M ACOONa. congelando a —70°C, Centrifugando a 15.000 xg

—Elprecipitado se lavo con etanol 70%y se seco al vacio.
"Se resuspendió en 50 pl de NET.

2.9.5 Anillado del cDNAcon el plasmido pBR322.
Las moléculas de mayor peso molecular del paso 2.9.4 fueron

purificadas a traves de un gel 1%agarosa de bajo punto de Fusión
en buffer TAE ( 40 mM Tris-Acetato pH 8.0, 2 mM EDTA). Luego de
ser teñido con bromuro de etidio (1 ug/ml en TAE) se cortó la
region del gel deseada y se disolvió la agarosa calentando a 70°C
durante 5 min. Luego se agregó un volumen de fenol y se extrajo
la fase acuosa (en la interfases queda la agarosa). El cDNAse
precipitó con 2 volúmenes de etanol y 0,3 M ACOONacongelando
a —70°C.Se centrifugó a 15.000 xg y se lavo el precipitado con
etanol 70%. Luego se seco con vacio se lo resuspendió en 50 ul
ne NET. Para calcular el número de moles se tomó como peso
molecular promedio al observado en el gel de agarosa de bajo punto
de fusión (en el cual se corrieron marcadores de peso molecular).
Se determinó la masa comparando con controles corridos en el mismo
gel.

El plasmido utilizado fue el pBR322, linealizado por el único
sitio de restricción para la enzima Pst l, al que posteriormente
se le agregó en sus extremos 3' homopollmeros de dGMP(de 15 a
25 residuos de longitud), utilizando la enzima deoxinucleotidil
transferasa terminal y dGTP(pBRSZZ-Oligo (dG).

Se utilizo el sigu1ente procedimiento;
—Sediluyó el cDNAobtenido en el punto 2.9.4 hasta una concentra
ción de 1 ng/ul en NET.

—Sediluyó el plásmido pBRBZZ-Oligo (dG) hasta una concentración
de 1 ng/ul en NET.
—Semezclaron el cDNA y el pBR322-Oligo (dG) en una relación mol
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a mol.

—Secalentó en un bano de agua a 68°C por 5 min. luego de lo cual
se apagó el termostato del baño y se dejo enfriar hasta llegar
a temperatura ambiente, procedimiento que duro toda la noche.

2.9.6 Transformación de bacterias con plasmidos que contienen
el cDNAdel VFA. y selección de colonias Amps y TetR.

Se utilizó la cepa DHl de E. coli. cuyas caracteristicas
son F_, recAi. end A1, gyr A96. thi-1. hst17 (rk—, mk*). sup
E44. rel A1?, lambda

Para que las bacterias incorporen DNAdeben ser tratadas
con CaClz. Para obtener bacterias competentes se utilizo el
siguiente protocolo:
—Seinoculo 5 ml de medio de cultivo LB con 3 colonias aisladas
de una placa de Petri conteniendo LB-agar y se creció a 37°C hasta

una ODSSO=0,3.
—Se inoculó con el (nutivo anterior a MM)ml de LB contenidos
en un matraz: de Erlenmayer de 1.000 ml. Se dejó crecer a 37°C
COI]agitación fuerte hasta alcanzar una 0D- =0,48.
—Seenfrió el cultivo en baño de hielo agarante 5 Inin. y luego
se precipitaron la bacterias centrifugando a 5.000 xg durtante
5 min.
—Seresuspendieron las bacterias en 40 ml de be I (30 mMacetato
de potasio. 100 mn KCl, 10 mMCaCl, 50 mM MnClo, 152 glicerol,
llevar a pH=5.8.con acido acético) a 0°C. Se dejo-en hielo durante
5 min.
—Secentrifugó a 5.000 xg por 5 min a 4°C, y se resuspendió en
4 ml de be II frio (10 mMbuffer PIPES, 75 mMCaCl. 10 mM KCl,
15%glicerol, llevado a pH=6.5 con KOH). Se dejo en hielo 15 min.
—Sedividió en alicuotas de 200 ul en tubos tipo Eppendorff. que
previamente fueron enfriados en hielo seco, congelándose
inmediatamente. Estas bacterias competentes se guardaron por varios
meses a -70°C sin que variara la capacidad de incorporar DNA.

El protocolo de transformacion utilizado es el siguiente:
—Se descongeló un tubo de bacterias competentes a temperatura
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ambiente, y luego se lo incubó a 0°C durante 10 min.
—Sepasó 100 ul de bacterias a un tubo de 5 ml estéril (Falcon
2054) pre-enfriado a 0°C.
—Seagregó 10 ul del plasmido anillado con el cDNAdel punto 2.9.5.
—Seincubó a U‘C durante 30 min.
—Sedió un golpe de calor a 42°C durante 90 segundos. y un golpe
de frio a 0°C durante 2 min.
—Seagregó 400 ul de LB y se incubó agitando a 37“C durante un
hora. permitiendo la recuperación de las bacterias y la expresión
de los genes de resistencia.
—Seagregó 3 ml de LB conteniendo 0,7% agar, previamente fundido
v mantenido a 45°C.
—Sevolcó el contenido del tubo en una placa ce Petri que contenía
LB-agar con 15 ug/ml de tetraciclina (Sigma Chemical Co.)
esparciendolo homogeneamentepor todo la placa.
—Sedejó solidificar durante 20 min a temperatura ambiente, se
invirtió la placa y se incubó a 37°C durante toda la noche.

Debido a que el sitio de restricción para Pst I se encuentra
dentro del gen de resistencia a la ampicilina, las bacterias que
tomaron el plasmido seran sensibles a este antibiótico (AmpS).
pero resistentes a la tetraciclina (TetR) que se encuentra
codificada en otra región del plásmido.

Las colonias que crecieron en la placa de Petri fueron anali
zadas en cuanto a su capacidad de crecer en presencia de

ampicilina y/o tetraciclina Para ello cada colonia fue picada
con un moldadientes estéril, y repicada a una placa con LB-agar
ampicilina (50 ug/ml, Sigma Chemical Co.) y a otra con LB-agar
tetraciclina. Aquellas colonias AmpS y TetR son las que
teóricamente deben contener el insertado el cDNAdel VFA.

2.10 ANÁLISIS POR RESTRICCIÓN DE LOS PLÁSMIDOS QUE CONTIENEN EL

cDNA DEL VFA.

Con el objeto de analizar los plasmidos que contienen cDNA
del VFA, obtenidos en el punto 2.9, se realizaron preparaciones
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en pequena escala, denominadas minipreparados. El DNAplasmidico
asi obtenido fue digerido con enzimas de restricción. Para ello
se usó el siguiente protocolo, denominado metodo del fenol<26?):
—Secrecieron los clones AmpS-TetR en 5 ml de LB conteniendo 15
ug/ml de tetraciclina. Se incubo a 37°C. agitando toda la noche.
Las bacterias se recogieron por centrifugación a 5.000 xg durante
15 min a 4°C. Se resuspendieron en 200 ul 50 mMTris-HCI pH 8.0
y se las transfirió a un tubo tipo Ependorff.
—Se añadieron 25 ul de 10 mg/ml lisozima (sigma Chemical Co.)
y se incubo a temperatura ambiente por 15 min.
—Seañadió 200 ul de fenol y se invirtió 3 veces.
—Secentrifugó a l5.000 xg durante 15 inin, y se transfirió la
fase acuosa a un nuevo tubo Ependorff. Se agregaron 200 ul de
fenol y 200 ul de cloroformo. se agito vigorosamente v se
centrifugó a 15.000 xg durante 5 min.
"La fase acuosa se transfirió de tubo y se extrajo 3 veces con
éter etílico.
"Se agregaron 22 ul de 3 M acetato de sodio pH 5.2 y 2 volúmenes
de etanol frio (a —20°C). Se centrifugo a 15.000 xg durante 15
min. Se lavó con etanol 70%y se seco con vacío.
—Se resuspendió en 50 ul de TE, y se agregó 1 ul de RNasa < 1
mg/ml. Sigma Chemical Co.) libre de DNasa.

El DNAplasmídico asi obtenido fue digerido con enzimas de
restricción. Las restricciones se realizaron de acuerdo con las
especificaciones de los proveedores y en un volúmen final de 20
ul. Las enzimas de restricción utilizadas fueron de los
laboratorios Boehringer Mannheim, New England Biolabs,
International Biotechnologies, Inc. o Pharmacia.

Una vez finalizada la digestión del DNAplasmidico. se agregó
2 ul de mezcla de sembrado (29/1 azul de bromofenol en TAE. 50%
gliceroll. Las muestras fueron sometidas a electroforesis en geles
de agarosa 0,8% en TAE, a 10 V/cm hasta que el colorante recorrió
3/4 del gel. Las bandas se visualizaron al tenir los geles con
1 pg/ml de bromuro de etidio en TAE y exponiendo a luz
ultravioleta. Este metodo se encuentra ampliamente descripto en
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Maniatis et al. (243).

2.11 PURIFICACIÓN DEL DNA DE PLÁSMIDOS.

Luego de analizar por restricción los plasmidos obtenidos
en el punto 2.10, y de seleccionar aquellos de interes. se procedió
a purificarlos con el objeto de secuenciarlos. utilizarlos como
sondas, etc. Para ello se utilizó el siguiente protocolo:
—Secreció un cultivo de bacterias en 5 mi de LB con antibiótico
correspondiente a la resitencia que lleva codificado el plasmido,
agitando a 37°C durante toda la noche.
"Se inocularon 250 ml de LB con el cultivo anterior, en un matraz
de Erlenmeyer de 1.000 ml.

—Secreció el cultivo hasta una 0D6 0:0.8, y se agregó 125 ug/ml
de cloranfenicol, con el objeto de amplificar ei númerode copias
del plasmido por celula.
—Elcultivo fue incubado agitando a 37°C durante la noche.
—Las bacterias fueron recogidas por centrífugaCión a 4.000 xg
durante 30 min.
«El precipitado se resuspendió en 2.5 ml de 25% sacarosa en 50
mMTris HCl pH 7.5.
—Se agregó 0,3 mi de una solución 10 mg/mi de lisozima en 0,25
mMTris-HCl pH 7.5, y se incubó 5 min a 0°C.
—Seagregaron 4.5 mi de buffer tritón (BT). se invirtió varias
veces para mezclar, y se incubó 10 min a 0°C.
"Se colocó cuidadosamente la solucion viscosa en 2 tubos de 5
ml c/u y se centrifugó en el rotor Beckman sw 65 Ti a 30.000 rpm
por 30 min a 4°C.
—Semidió el volumen del sobrenadante y se agregó 0,95 g de CsCl
por mililitro. Se invirtió hasta la disolución del CsCi.
—Sevolvió a medir el volumen. y se agregó bromuro de etidio hasta
una concentracion Final de 200 ug/mi.
—Se ultracentrifugó EN]el rotor SW 65 Iï a 45.000 rpm durante
36 horas a 15 °C.
—Serecolectó la banda inferior correspondiente al plasmido super
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enrollado. teniendo cuidado de no tomar la banda superior que
corresponde al DNAcromosomico y al plasmido relajado (243).
—El bromuro de etidio fue extraido con isopropanól saturado con
agua y NaCl. Se agreuo un volumen de isopropanol, se invirtió
se (lejo separar las fases, y se removió la fases superior. Se
repitió esta operación hasta que no quedó Color en la fase
superior.
-Se dializó contra 5 nWl'Tris-HCI pH 7.5, durante ln noche. con
dos cambios de 1 litro C/u.
—Sedeterminó la concentración midiendo la absorbancia a 260 nm.
y se guardó el DNAa 4°C.
2.12 SECUENCIACIÓN DEL DNA.

El DNA fue marcado rellenando el extremo 5' protuberante
dejado por el corte de una enzima de restricción con nucleotidos
marcados con 32P. Luego se cortó con otra enzima de restricción
dejando moleculas marcadas solamente en uno de sus extremos. Los
distintos fragmentos fueron separados por geles de agarosa de
bajo punto de fusión y extraídos del gel según punto 2.9.5.

El protocolo utilizado para el marcado radiactivo de los
fragmentos fue el siguiente:
-E1 DNAplasmidico fue digerido con una enzima de restricción
de corte único
—Seextrajo con fenol y 3 veces con éter etílico.
—Se precipitó el DNAcon 2 volúmenes de etanol y 0.3M acetato
de sodio. Se congeló a —70°Cy se centrifugó a 15.000 xg durante
15 min. Se lavo el precipitado con etanol 70%y se secó con vacío.
—Se resuspendió en 25 ul de TE y se agregaron 10 ul de 5x mix
(ver 2.9.2), 1 ul de una mezcla que contiene 0.5 mMde cada uno
de los nucleótidos (dCTP, dGTP y 'l’I'P), y 14 ul de dATP alfa-'32?
conteniendo 50 pCi (600 Ci/mmol, NEN);
—Seañadió 0,5 ul de DNApolimerasa I fragmento Klenow (4 unidades/
ul. Boehringer Mannheim) y se incubó a 37°C por 1 hora.
—Secalentó 15 min a 70°C para inactivar la enzima y se digirio
con la segunda enzima de restricción de acuerdo a las
especificaciones del proveedor.
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-Se agregó 5 ul de mezcla de sembrado (ver 2.10) y se purificaron
los Fragmentos mediante un gel 1%agarosa de bajo punto de fusión.

Una vez obtenidos los fragmentos marcados en un solo extremo
se procedió a secuenciarlos siguiendo el método y protocolo descrip
to por Maxamy Gilbert (253). Se emplearon las reacciones especifi
cas para degradación de G (DNS), G+A(acido fórmico), T+C (hidraci
na). C (hidracina en 1,5 M NaCl) y A>C (NaOH a 90°C).

Las reacciones de (3. T>C y (3 se llevaron a cabo durante 3
min. y la de A>Cse la calentó a 90°C durante 7 min. La reacción
de piperidina se desarrollo durante 30 min a 90°C.

Los geles de poliacrilamida se polimerizaron en platos de
40 cm de largo. Se utilizaron geles de 6% de poliacrilamida-TBE
como los descriptos en el trabajo original. Se los corrió hasta
que uno u otro de los colorantes utilizados como marcadores (azul
de bromofenol y Xilencianol) recorrieran toda la longitud del
gel. Los geles fueron fijados en 10% Metanol-IOk acido acético
y secados antes de ser autorradiografiados.

2.13 PREPARACIÓN DE SONDAS RADIACTIVAS E HIBRIDACIÓN EN COLONIAS.

Para establecer la presencia de una secuencia determinada
en los clones bacterianos se utilizo el metodo de hibridación
"in situ" (en colonias). Este método rapido permite selecionar
colonias de bacterias que poseen plasmidos de las regiones del
cDNAque se desea encontrar. Para ello es necesario poseer una
sonda que en nuestro caso se trató de un fragmento de CDNAdel
VFAobtenido por restricción, el cual fue marcado radiactivamente
con 32P utilizando la técnica denominada "nick translation" (243),
basada en la incorporación de nucleótidos marcados a un fragmento
de DNA mediante la acción enzimática de la DNA polimerasa I
ayudadapor la DNasa I. Esta digiere porciones del DNApermitiendo
que la polimerasa los rellene. El protocolo utilizado en la marcado
del DNAfue el siguiente:
wSepurificó un fragmento de DNAobtenido por restricción a través
de un gel de agarosa 0,8% de bajo punto de fusion, en forma similar
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a la detallada en el punto 2.9.5.
—Se mezclaron en un tubo Ependorff 25 ul de DNA (200-300 ng).

5 ul de mezcla 10X (500 mM TriS-HCI pH 7.5. 50 mM MgClo), 1 ul
de 5 mMde c/u de los nucieótidos dCTP-dGTP-TTP y 19 ulflde dATP
alfa-32P conteniendo 50 pCi (600 Ci/mmol, Amersham).
—Seagregaron 1 ¡n de DNApolimerasa I (lunidad/ul, Boehringer
Mannheim) y 0,5 ul DNasa I (0.1 ug/ml, Sigma Chem. Co.).
—Se incubó 1 hora a 16”C.

—Seextrajo con fenol, y se precipitó el DNAcon 2 volúmenes de
etanol y 2 Macetato de amonio con el objeto de que no precipitaran
los nucleotidos libres y asi poder separar el DNAradiactivo del
dATPalfa-32P no incorporado.
—Secongeló a —70‘C, se centrifugó a 15.000 xg, se lavo el precipi
tado con etanol 70%y se seco al vacio.
-Se resuspendió el DNAradiactivo en 50 ul de agua. Por lo general
se obtuvo una actividad especifica de 108 cpm/Hg.

Para poder hibridar el DNAplasmidico "in situ", se adhirieron
las colonias crecidas en LB-agar a un disco del papel de
nitrocelulosa. Las bacterias fueron lisadas en el papel y el DNA
liberado fue fijado a la nitrocelulosa. Para ello se uso el
siguiente protocolo:
—Secrecieron colonias de bacterias en la superficie de una placa
de Petri conteniendo LB-agar.
—Secolocó un disco de papel de nitrocelulosa del diámetro exacto
de la placa de Petri sobre las colonias. permitiendo que estas
se peguen al papel e incubando 2 horas a 37°C .
—Sesacó el papel de nitrocelulosa teniendo cuidado de que las
colonias queden pegadas al mismo.
—Secoloco el papel, con las colonias hacia arriba. sobre un papel
de filtro wnatman SMNembebido en 0,5 N NaOHy se lo dejó durante
7 min.
wSe posó el papel de nitocelulosa con las colonias hacia arriba
sobre un disco de papel de Filtro conteniendo 0,5 M Tris-HCl pH
7.5 y se lo dejó durante 2 min. Se repitió esta opreracion una
vez mas.
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“Se colocó el papel de nitrocelulosa sobre otro papel de filtro
conteniendo 1x SSC (15 mMcitrato de sodio. 150 mMNaCl, pH 7.0),
y se lo dejó 5 min.
"Se dejó secar el papel de nitroceluiosa, siempre con las colonias
hacia arriba, a temperatura ambiente.
—Secalentó en un horno de vacio durante 2 horas; a 80°C, para
que el DNAquede fijado a la nitrocelulosa.

Una vez obtenida la sonda marcada y e] DNApegado a la nitro
celulosa. se procedió a hibridar usando el siguiente protocolo:

—Secolocaron los filtros de nitrocelulosa con las colonias lisadas
5' horneadas, en una bolsa de polietilieno, y se sellaron todos
los bordes.
—Seagregó, cortando un extremo de la bolsa, 2X SSC hasta humede
cer los filtros. Luego se volcó el 2X SSC.

—Se agregó buffer de hibridación ( 50% Formamida, 0.5% Nonidet
P40. 100 ug/ml tRNA). Se selló el extremo de la bolsa y se
prehibridó 1 hora sumegiendola en un baño de agua a 42°C
—Secortó uno de los extremos de la bolsa y se agrego 25 ul de
la sonda desnaturalizada (previamente hervida en bano maria durante
5 min y enfriada en baño de hielo).
—Seincubó de 12 a 16 horas a 42°C para permitir la hibridación
de la sonda con el DNAde los plásmidos.
-Se cortó una esquina de la bolsa y se volcó en buffer de
hibridación con la sonda.
—Losfiltros fueron lavados durante 5 min con 200 ml de 1x SSC
0,1% SDStres veces a temperatura ambiente y tres veces a 65°C.
—Losfiltros de nitrocelulosa fueron envueltos en celofan y expues
tos a placas radiográficas ( X-Omat XAR, Kodak) durante toda la
noche.
—Losclones «que hibridaron fueron crecidos en LB antibiótico y
guardados a 4°C.

2.14 MÉTODO DE SECUENCIACIÓN RÁPIDA DEL CDNA.

La secuenciación directa del RNA, utilizando enzimas o
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degradación quimica<ver 1.9). es un metodo laborioso, es por ello
que se han buscado alternativas que simplifican el procedimiento.
Una tecnica mas sencilla y ampliamente utilizada es la
secuenCIacion de CUNAsintetizado por la transcriptasa reversa
al copiar el RNAcuya Secuencia se desea conocer. Para ello se
han adaptado a las particularidades del caso los métodos
preexistentes de secuenciación de DNA: i) el degradativo (253)
y ii) el de los terminadores de cadena (252).

En el metodo degradativo (264) se utiliza como iniciador
a un oligonurleótido sintético complementario a alguna región
del RNA. marcado radiactivamente en (el extremo 5‘. Se sintetiza
CDNAa partir de un templado de RNA, obteniendose moleculas
marcadas radiactivamente en el extremo 5', que al ser degradadas
químicamente permiten determinar la secuencia de cDNA
complementaria al RNA.

En el metodo de los terminadores de cadena, también se utiliza
un oligonucleotido sintetico complementario a alguna secuencia
del RNAcuya secuencia se desea conocer, pero en este caso se
sintetiza cDNAen presencia de un nucleótio trifosfato marcado
radiactivamente y un terminador de cadena (dideoxinucleótido
trifosfato o ddNTP). Al realizar 4 reacciones diferentes con cada
una de los ddNTP (ddATP, ddCTP, ddGTP y ddTTP) se puede determinar
la secuencia del cDNA.

Los oligonucleótidos utilizados como iniciadores fueron
producidos en un sintetizador automático Applied Biosystems Model
380 A, que utiliza el metodo de las fosforamiditas (155). Fueron
cedidos gentilmente por el Dr. E. Domingodel centro de Biologia
Molecular. de la Universidad Autonoma de Madrid, y por el Dr.
J. Alonso del MaxPlanck Institut, Alemania Federal.

El metodo utilizado es este trabajo fue el de los terminadores
de cadena; se usó el siguiente protocolo:
-Se coprecipitaron 1 ug de RNA (ver 2.7) con 0.1 ug del
oligonucleótido iniciador, agregando 2 volúmenes de etanol. Se
congeló a —70°C.se centrifugó a 15.000 xg. se lavo el precipitado
con etanol 70%y se seco con vacio.
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-Se resuspendio en buffer 0.5K RT. Esta mezcla fue denominada
.¿gí- rimeg.
iLBl
l M Tris-HCl pH 8.3 nn ul

l H MgC12 10 ui
13'. M KCI 2'." ul

0.5 M DTT 20 ul

agua DEP 75 ul

+Se resuspendieron 25 uCi de dATP alFa-32P (3000 Ci’mmol. New
England Nuclear), en dGATC (0,25 mM dGTP, 0,25 mM dCTP, 0,25 mM

TTP y 10 mMdATP) y 5x RT. Esta mezcla fue denominada mgggg;gl.
-El gué;grimer fue fraccionado en 4 tubos. en los cuales se agrega
ron RNA-primer, marca-RT. 10 un final de cada uno de los ddNTPs
(excepto ddATP del cual se agregó 0.5 uM) y 2.5 unidades de
transcriptasa reversa. Se incubó a 42°C durante 30 min..

-Se agregó a cada tubo 1 ul de 0.1 mMdArP y se continuó incubando
a 42°C durante 15 min mas.
—Seliofilizaron las reacciones 3/ se resuspendieron en 4 tu. de
dd-colorantes.
dd-colorantes
Formamida desionizada (IBI) 100 ml

xilencianol (Biorad) 0.1 g
azul de bromofenol (Biorad) 0.1 g
0,5 M EDTA 2 ml

—8ecorrieron geles de acrilamida 6 a utilizando el sistema de
gradiente de concentración de buffer con el objeto de poder leer
más secuencias por gel de lo que se leeria utilizando geles linea

les. Los geles fueron armados de la siguiente Forma:
1)Se utilizaron platos de vidrio de 25 cm'x 60 cm, y espaciadores
de 0,4 mm.entre los cuales se volcó en gel.
2)Se tomaron 15 ml de mezcla 5X y se agregaron 30 ul de 10% persul«
fato de amonio y 30 pl de TEMED(BRL).



Mezcla 5x
¿0% acrilamida (BRL) 37.5 ml
N,N' Metilenbisacrilamida 0,75 g
10X TBE 113.5 ml

urea (Int. Biotech.. Inc.) 115 g
sacarosa (Sigma Chem. Co.) 12.5 g
azul de bromofenol 12,5 mg
agua bidestilada c.s.p. 250 ml
3)Se tomaron 100 ml de 0.5K mezcla y se agregaron 200 ul de 10%
persulfato de amonio y 200 ul de TEMED.
Mesza_9.5X
40%acrilamida 37,5 ml
2%N.N'Metilenbisacrilamida 37.5 ml
10X TBE 12.5 ml

urea 115 g
agua bidestilada c.s.p. 250 ml
A)En una pipeta de 25 ml se tomaron 15 ml de la mezcla del punto
3. y luego 15 ml de la nmzcla del punto 2. Se dejaron pasar 6
burbujas de aire con el objeto de distorcionar la interfase entre
las mezclas 5X y 0.5K, y asi Formar un gradiente de concentración.
5)Se volcó el gradiente del punto 4, y luego se completó el volumen
del gel con mezcla 0,5x.
6)Se dejó polimerizar durante 1 hora. Se precorrio durante 30
min. luego de lo cual se sembraron las muestras. La electroforesis
se desarrolló a. 2.000 V 3/ aproximadamente 30 mA. hasta que el
xilencianol migró 45 cm desde el origen de siembra.
7)Se fijo el gel con 10% metanol-102 acido acético durante 15
min y se seco antes de exponerlo a autorradiografia.

2.15 RECLONADO DE FRAGMENTOS EN EL PLÁSMIDO pSPGA.

El plasmido p5P64 fue desarrollado por Melton et al. (247).
posee un promotor para la RNA poilimerasa DNAdependiente del
bacteriofago SP6 y un conjunto de sitios de restricción únicos
uno al lado del otro, denominadopolylinker, que sirve para clonar



fragmentos que se desean transcribir.
En este trabajo se reclonaron fragmentos de cDNA en el

plasmido pSPGLcon el objeto de agregar sitios de restricción
en los extremos de los fragmentos (reclonado en el polyiinker).
Esto permitio facilitar el ulterior manejo de los insertos para:
i) marcar selectivamente uno de los extremos con 32P para poder
secuenciarlo (ver 2.14), ii) producir sondas de RNAde alta
actividad especifica y iii) clonar estos fragmentos en fase en
vectOies de expresion de proteinas para E. coli. La obtención
de sondas de RNA como la expresion de proteinas son tareas
realizadas en el laboratorio pero no forman parte de esta tesis,
por lo tanto no serán descriptas aqui.

Para el reclonado u: fragmentos de cDNAen pSPóA se utilizó
el siguiente protocolo:
-Se digirió el plasmido con el inserto de CDNAque se «deseaba
reclonar con Pst I. Generalmente se partió de 10 ug de DNAy 10
unidades de enzima.
—Sepurificó el inserto de cDNAmediante electroforesis en gel
de agarosa 0,8% de bajo punto de fusión, extrayendose el DNAen
forma similar a la descripta en 2.9.5.
-Se digirió el plasmido pSP64 con Pst I. Luego de incubar 5 ug
de DNAplasmidico con 10 unidades de la enzima Pst l durante
2 horas a 37°C, se agregaron 12.5 unidades de fosfatasa alcalina
(25 unidades/ul. CIP. Boehringer Mannheim). Se dejó incubar toda
la noche a 37°C. Se purificó la forma lineal del plásmido a traves
de un gel de agarosa 0,8% de bajo punto de fusión (ver 2.9.5). '
-Se ligaron cantidades equimoleculares de inserto con vector.
En 10 in. de volumen final de reaccion se utilizó 0.5 in de T4
DNAligasa (1 unidad/ul, New England Biolab5) de acuerdo a las
especificaciones del proveedor. Se dejó incubando 12 horas a 16°C.
—Se transformaron celulas DHI con l ul de ha mezcla de ligado
(ver 2.9.6) y se seleccionaron colonias resistentes a ampicilina.
-Se picaron 12 colonias ampr y se hicieron minipreparados. los
cuales fueron digeridos con la enzima Pst I y analizados por elec
troforesis en geles de agarosa 0,8% (ver 2.10). Asi se seleccionó
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el clon con el inserto deseado.
—Este clon Fue crecido en medio LB con ampicilina. y se purificó
el plasmido mediante el metodo descripto en el punto 2.11.

2.16 MEDIOS DE CULTIVO PARA CÉLULAS EUCARÏOTAS Y BACTERIAS.

2.16.1 Medio MEM.

El medio minimo esencial de Eagle. modificado por Dulbecco
(290,291) fue preparado sigu19nd0 la formulación GIBCO. cat #
21. Comoantibiótico se utilizó 50 ug/ml de gentamicina. El medio
Fue suplementado con 10%de suero fetal bovino (GIBCO).

2.16.2 Medio MEMsin fosfato.

Este medio fue utilizado para la preparación de virus marcado
radiactivamente con 32P-fosfato. Se preparó en forma análoga a1
MEMcon omisión de fosfato inorgánico.

2.16.3 Medio LB.

Las bacterias se crecieron en medio LB (243) cuya composición
fue: 10 g/l de bactotriptona (DIFCO), 5 g/l de extracto de levadura
(DIFCO) y 10 g/l de NaCl (Merck). Para medio sólido (LB-agar)
se añadió 15 g/I de agar (DIFCO). Los medios fueron esterilizados
autoclavandolos.

De acuerdo al tipo de plásmido utilizado, el LB fue suplemen
tado con 15 ug/ml de tetraciclina (Sigma Chem. Co.) o 50 ug/ml

de ampicilina (Sigma Chem. C0.).
Para amplificar el número de copias de plasmido por bacteria

se utilizó 125 ug/ml de cloranfenicol (Sigma Chem. C0.).

2.17 TAMPONES.

En el presente trabajo se utilizaron los siguientes tampones:



BET: lOmM Tris-HCI pH7,5; 100 mM NaCl; 1 mM EDTA.

lg¿ 10 mMTris-HCI pH8,0; ImM EDTA.

L E' 89 mMTris-borato pH8,3; 89 mMácido bórico; 2 mMEDTA.
TAE¿ ¿0 mMTris-Acetato pH8.0; 2 mMEDTA.
If I 30 mM acetato de potasio; 10 mM KCl; 10 mn CaCI; 50 mM

MnCIq; 15%gliCerol. Llevado a pHñ.8 con ácido acético.
Ttb II 10 mMPIPES (Sigma Chem. C0.); 75 mMCaCl; 10 mMKCl;

15%glicerol. llevado a pH6,5 con EOH.
@I¿ 0,07% Triton X100 (Sigma Chem. 60.1; AO mM EDTA; 33 mMTris
HCl pH7,5.
ggg¿ 15 mfl citrato de sodio; 150 mmNaCl; pH7.0
ggjfigg_gigalino¿ 30 mMNaOH: 5 mMEDTA.

2.18. OTROS MATERIALES.

Los productos cuya marca no se detalla fueron adquiridos
en la casa Merck o similar, y son de grado p.a..

El Papel de nitrocelulosa utilizado pertenece a la casa Miili
pore.





La rapida evolución que presenta el VFA lo convierte en
un interesante modelopara el estudio de la variabilidad viral.

Cualquier ventaja replicativa aparecida en una cepa
determinada producirá el predominio de esta sobre las otras
poblaciones virales (ver [.1 a 1.6>. y es por ello que en la
naturaleza aparecen nuevas variantes permanentemente.

Las mutaciones producidas en el genoma del VFA son
seleC‘ionadas por alguna de las inmumerablespresiones ejercidas
por el sistema. cuya consecuencia es la apariciOn de variantes
con ventajas en alguna parte del ciclo de vida del virus.
Probablemente son dos las imesiones predominantes que lideran
la aparición de variantes antígenicas observadas en el campo:
i) la determinada ¡xn‘ el sistema inmune, y ii) la determinada
por la célula huésped.

La aparición de cepas capaces de evadir el sistema inmune
y que provocan las constantes rupturas de inmunidad en regiones
donde la enfermedad es endémica, son la respuesta del virus
a la presión que ejerce el sistema inmune sobre el mismo,
seleccionando nuevas variantes que se generan por deriva
antigénica o por salto antigénico (ver 1.4 a 1.6).

El amplio rango de huéspedes que presenta el VFAes otro
de los factores que sin lugar a dudas genera variabilidad (ver
1.8.9). La selección de nuevas variantes no sólo se produce
al infectar distintos huespedes. sino también dentro de los
diferentes tejidos de un mismo huésped. Este mecanismo de
variación, a pesar de haber sido ampliamente identificado, es
menos claro que el mediado por el sistema inmune (ver 1.8.9).

En la presente 'Fesis hemos elegido como modelo para la
inducción de la variabilidad mediada por la célula huesped a
pasajes Seriados por distintos sistemas celulares de una
población homogénea obtenida por clonado de la cepa Cq Resende
del VFA. Para ello se analizaron las distintas poblaciones
virales provenientes de los diferentes sistemas celulares
empleados. La ausencia de anticuerpos en este modelo permite
descartar la acción del sistema inmune en este estudio. y por



lo tanto las variaciones aparecidas son debidas exclusivamente
al libre accionar del virus con la celula huesped.

3.1 CARACTERIZACION DE LAS POBLACIONES VIRALES OBTENIDAS PCR

PASAJES SERIADOS DE LA CEPA Co RESENUE DEL VFA.

Un clon de la cepa 03 Resende del VFA denominado CB clon,
fue obtenido mediante tres purificaciones en placa (ver 2.3).
Un sotck de este clon rue utilizado como inóculo inicial para
infectar dos lineas celulares (BHK-21e IBRS-Z) y dos cultivos
primarios ( TFB y RFB).

El C3 clon proviene de una sola partícula viral original.
y por ende todas las variantes que aparezcan se deberan
exclusivamente a mutaciones ocurridas en ese "molde" genomico
inicial.

Los pasajes seriados en cada uno de los distintos sistemas
celulares utilizados (ver 2.4), dieron origen a poblaciones
virales con caracteristicas propias. que fueron comparadas con
las del C3 clon que les dio origen.

3.1.1 Tiempoen que se produce el efecto citopatico total.
El tiempo en que una poblacion viral es capaz de producir

efecto citopatico en todas las células de un cultivo. especial
mente si las caracteristicas del cultivo y de la infeccion

se mantienen constantes, es una característica que depende de
la interacción virus-celula. Se registraron ios tiempos
requeridos para que se produjera efecto citopático en
las celulas del cultivo ( efecto citopatico total). La morfología
celular fue inspeccionada por micrsoc0pia durante la infección.
para determinar cuando se producía el efecto citopatico en el
80%de las células del cultivo (efecto citopatico total o cpe
total).

Como las infecciones se realizaron con multiplicidades
de infección entre 1 y 10, las variaciones en el tiempo en que
se produjo el efecto citopatico total no se deben a cambios
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en el número de particulas infectantes por celula, reflejando
asi la duración de un solo ciclo de replicaciOn viral. l

En la figura 2 se encuentran graficados los tiempos de
efecto citopatico total para los pasajes seriados por los
cultivos primarios de TFB y RFB. tomados desde el momento de
la infección. En los dos primeros pasajes por RFB el c p.e.
total se produce a las 48 y 24 horas respectivamente. Este largo
lapso que necesita el virus para producir c.p.e. en las células
de RFB, no puede ser debido a la baja m.o.i, ya que las
infecciones se realizaron con altas in.o.i. (ver 2.a). Por lo
tanto se trata de una caracteristica poblacional del C3 clon,
que podria ser explicada tomando en cuenta que este virus fue
obtenido por clonado en células BHK-Zl y por ende se encuentra
adaptado a inultiplicar en ese sistema celular. En el pasaje
RFB03 el c.p.e. total que se produce a las 12 horas llevaría
a pensar que el virus se ha "adaptado" a crecer en celulas de
RFB, seieccionandose poblaciones virales capaces de multiplicar
mas eficientemente en este sistema celular. En los tres primeros
pasajes por celulas de TFBno se observó efecto citopático por
96 horas, por lo tanto se realizaron pasajes ciegos cada 24
horas; en el cuarto pasaje se produjo un 60% de efecto
citopático, y en el quinto pasaje se produjo efecto citopatico
total a las 22 horas post-infección. Este efecto podría ser
análogo al observado en los dos primeros pasajes por RFB.
-representando también la "adaptación" del virus ¿a multiplicar
en un nuevo sistema celular.

La "adaptación" del virus al sistema huésped probablemente
se produce dentro de los primeros 5 pasajes por células de TFB
y RFB, donde se observa una tendencia a disminuir el tiempo
en que se produce el c.p e. total. Entre los pasajes 5 >I 10
se observa un periodo de variación en .el c.p.e. total, para
luego estabilizarse entre los pasajes 10 y 20.

¡En la figura 3 se encuentran graficados los tiempos de
efecto citopático total para los pasajes seriados por las líneas
celulares BHK-21 e [HRS-2. En contraste COD lO observado en
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los cultivos primarios de TFB y RFB. no se produce una drástica
disminución de estos tiempos en los primeros 5 pasajes. Entre
los pasajes 5 y' 15 se produce una amplia variación del tiempo
del c.p.e. total, para finalmente estabilizarse alrededor del
pasaje 15.

Durante los pasajes seriados por los distintos sistemas
celulares se observaron cambios en el comportamiento de las
poblaciones virales en cuanto al tiempo en. que se produce el
efecto citopático total. Estos cambios dependieron del sistema
celular utilizado, pero siempre condujeron a la selección de
poblaciones capaces de producir c.p.e. en menor tiempo que el
necesario para que el- CS clon (o los primero pasajes) lo
produjera. I

El acortamiento del tiempo necesario para que se complete
el ciclo de infección viral, actuaria comouna ventaja selectiva
que determinaria el sentido de la evolución de la población
viral, provocando la estabilización del sistema en los últimos
pasajes seriados.

3.1.2 Infectividad para celulas de RFBy BHK-21.

Otro de los parámetros tomados en cuenta para la
caracterización de las poblaciones virales obtenidas durante
los pasajes seriados por los ditintos sistemas celulares, fue
la capacidad de infectar células BHK-Zly RFB. Para ello los
sobrenadantes de los pasajes 1, 5, 15 y 20 de cada sistema
celular fue titulado simultaneamente en microplacas que contenían
monocapas de celulas BHK-21o RFB (ver 2.5.1).

En la tabla 7 se observan los promedios de tres titulaciones
en celulas BHK-21y RFB. Diferencias de infectividad menores
de 1,5 log entre los dos sistemas celulares, para un mismovirus
proveniente de un pasaje determinado. no Fueron tomadas en cuenta
como caracteristicas poblacionales diferentes. Este criterio
se estableció teniendo en cuenta el error del metodo de
titulación y para asegurar que realmente se tratara de



TABLA7. Infectividad en células BHK-21 y RFB del virus
producido durante los pasajes seríados por los distintos sistemas
celulares.

SISTEMA CELULAR N°DE PASAJE _ INFECTIVIDADfi

BHK-Zl RFB

BHK-21 1 7.2 7.2
5 6 6,7
10 6,2 6,5
15 7,2 7,5
20 7,5 7,2

IBRS-2 1 6 ,

5 6 .

10 5.5 .
15 6 ,2
20 4 ,2

RFB 1 6 6,3

5 . .

10 7,5 7,3
15 7,5 7,5
20 7.5

TFB 1 6,5 6.5
5 6,5 6,3
10 7 7

15 6,5 6,5
20 7 6 5

#: log DICTSO/ml.
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variaciones poblacionales. Sólo en el pasaje 20 por celulas
IBRS-Z se observó una infectividad menor para celulas HHH-21
que para RFB.Para corroborar esta disminución en la infectividad
se titularon los pasajes IBRS 19 e IBRS 21 en ambos sitemas
celulares, estableciendose que la diferencia en los titulos
era semejante a la observada en el pasaje IBRS 20 y del orden
de 2 log.

A excepción de la población viral proveniente de los pasajes
seriados por células IBRS-2.el resto de las poblaciones virales
obtenidas por los pasajes en los otros sistemas celulares no
presentaron diferencias en la infectividad para celulas BHK
21 y RFB. Por lo tanto bajo este parametro de medición de
variabilidad. la población viral obtenida en alrededor de 20
pasajes por células IBRS-z,es distinta de la población inicial.

3.1.3 Patogenicidad para ratón lactante.

Otro marcador genético considerado para medir la
variabilidad viral fue la capacidad de las poblaciones virales
de matar ratones lactantes (ver 2.5.2).

Para ello se tomaron los sobrenadantes de los mismospasajes
1, 5, 10. 15 y 20 titulados en células de RFB y BHK-21. y se
los tituló en ratones lactantes. En la tabla 8 se detallan los
títulos de cada uno de los pasajes por los distintos sistemas
celulares. Cada _uno de los valores representa el promedio de
3 titulaciones distintas. En los casos en que se encontraron
diferencias de titulos mayoresque 1,5 log entre la patogenicidad
para ratón lactante y la infectividad para celulas de RFB. se
titularon el pasaje anterior y el posterior al mismo. Esto
permitió confirmar la existencia de atenuación en la
patogenicidad para ratón lactante.

En el pasaje 15 por células BHK-Zl se observó una
disminución en el titulo obtenido en ratones lactantes en
relación al obtenido en celulas RFB. Esta atenuación de alrededor
de 2 log se mantiene durante los subsiguientes pasajes, como
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_¿BLA8 Patogenicidad para ratón lactante (RL).

SISTEMA N° DE TÍTULO RELACIÓN CARACTERÍSTICA@

CELULAR PASAJE EN RL# RFB/RL*

BHKEZI 1 7,5 —0.3 salvaje
5 6,8 -0.1 salvaje
10 5,7 0,8 salvaje
15 6 1,5 atenuado para RL
20 5,5 1,7 atenuado para RL

lBRS-Z 1 7,8 1,1 salvaje
5 5,7 0.6 salvaje
10 5,8 0,5 salvaje
15 5 1.2 salvaje
20 7 -0,8 salvaje

RFB 1 6 0,3 salvaje
5 6,7 —0,2 salvaje
10 8 —0.7 salvaje
15 6,5 1 salvaje
20 6 1 salvaje

TFB 1 , 0,8 salvaje
5 , -0,2 salvaje
10 , 2,3 atenuado para RL
15 , 2 atenuado para RL
20 1,5 atenuado para RL

#2 log DL50/ml.
x: (log DlCTSO/ml en RFB) / (log DLSU/ml en RL).
@: Se tomó la siguiente convención:

Si
Si

la relación RFH/RL
la relación RFB/RL

1.5 se considera población salvaje.
1,5 se considera población atenuada
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queda establecido en el pasaje BHK20 (ver tabla 8).
El pasaje 10 por células de TFB se comportó como atenuado

en cuanto a la patogenicidad para ratón lactante. Esta
caracteristica se mantiene en los pasajes subsiguientes como
queda establecido al titular el pasaje TFB20.

La patogenicidad para ratón lactante se comportó como un
marcador genético muyutil para determinar la variabilidad viral
inducida por el sistema celular, pues mediante el mismo fue
posible establecer cambios en las características de las
poblaciones obtenidas mediante los pasajes seriados por celulas
BHK-21 y TFB. Estos cambios drásticos (disminución de 2 log
en los titulos para ratón lactante) que se produjeron en Inuy
pocos pasajes por dos sitemas celulares distintos, se deben
probablemente a mutaciones distintas que confieren un fenotipo
semejante, ya que aparecieron independientemente una de la otro.

3.1.4 Masade viriones producida durante la infección.

La productividad viral durante la infección puede ser medida
cuantificando la masa de particulas sintetizadas. Esta
caracteristica de la interacción virus-célula,puede ser tomada
como parámetro de variación en la evolución de las poblaciones
virales. Para ello se infectaron 5 botellas rodantes conteniendo
monocapasconfluentes de los distintos sistemas celulares para
obtener virus de-los pasajes 5 y 15 de los respectivos cultivos
de celulas y purificar viriones según el punto 2.6.

En la figura 4 se encuentran graficados los picos de
absorbancia a 260 nmcorrespondientes a particulas 1408 obtenidas
en los gradientes de sacarosa. En la tabla EBse comparan las
masas de partículas virales obtenidas por integración de los
picos de la figura A. Comopuede observarse,existe una tendencia
generalizada en todos los sistemas celulares de producir un
menor número de particulas 1408 al aumentar el número de pasajes.
La masa de viriones necesaria para producir una DICT50es menor
al aumentar el número de pasajes (Tabla 9). Por lo tanto la
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FIGURAA. Purificación de particulas 140 S de poblaciones

virales obtenidas durante los pasajes seriados por distintos
sistemas celulares.

Las partículas lao s Fueron purificadas por ultracentrifugación
en gradientes (ha sacarosa 5-302. Los picos tu? viriones fueron
ubicados por absorbancna a 260 nm de las distintas fracciones
del gradiente ( Ñ 1 corresponde al fondo del gradiente).
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Iggia 9¿ lnfeuLividad especifica de las poblaciones virales
provenientes de los pasajes 5 y 15 por los distintos sistemas
celulares.

Las masas de los viriones producidos en los pasajes 5 y 15 por
los distintos sistemas celulares, fueron obtenidas por integra

ción de los picos 140 S de la figura 4.

SISTEMA NÚMERO DE MASA DE INFECTIVIDAD ESHECÍFICA

CELULAR PASAJE VlRIONES? MASA/BHKx MASA/RFB@

BHK-Zl C3 clon 79,6 11.05 11.05
BHK-21 5 94.7 15,78 14.13
BHK-21 15 46,1 6,40 6.1á
RFB 5 84,2 13.36 2,95
RFB 15 48.7 6,49 ',A9
TFB 5 46,2 7,10 7,33
TFB 15 27.6 4,24 ¿,24
IBRSZ 5 89,5 14,91 1A,20
IBRSZ 15 28,9 4,81 4,66

#z masas calculadas en pg tomando E*260=76 (69).
x: Masa de viriones/log DICT‘50.ml-1en células BHK-21.

1@: Masá de viriones/log DICT50.ml" en células RFB.
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infectividad especifica de las poblaciones virales encontradas
en los pasajes 15 de los distintos sis temas celulares es mayor
que la observada en los pasajes 5. Esto sugiere que se produjo
la selección de poblaciones con ventajas replicatlvas, cuya
caracteristica fue la de producir un mayor numero de particulas
infectivas por masa total de particulas.

Se establece una vez mas. tomando en cuenta este parametro,
la rapida evolución de las poblaciones virales obtenidas durante
los pocos pasajes seriados por los distintos sistemas celulares.
en las condiciones y m.o.i. adoptadas en este trabajo. Ademas,
la disminución en el tiempo de efecto citopatico total (ver
3.1.1) y la tendencia a producir menor número de partículas
virales, sugieren la aparente selección por la celula huésped
de aquellas poblaciones virales capaces de pmoducir un rapido
efecto citopatico con el menor número de partículas virales
posibles.

3.2 ANÁLISIS DEL GENOHA DE LAS POBLACIONES VIRALES OBTENIDAS DURAN

TE LOS PASAJES SERIADOS DEL C3 CLON POR LOS DISTINTOS SISTEMAS

CELULARES.

Con el objeto de analizar en forma rápida y general el genoma
de las poblaciones virales obtenidas durante los pasajes seriados
por los distintos sistemas celulares, se optó por utilizar el
analisis bidimensional de los oligonucleótidos resistentes a la
RNasa T1. Este método ampliamente difundido en el analisis de
variantes virales tales comocepas atenuadas (287.288), variantes
antígenicas (227). etc. solo permite analizar alrededor de un
7%del genomaviral (A3) especialmente las variaciones en aquellos
oligonucleótidos mas grandes (resistentes a la RNasa). La
información aportada por esta tecnica es parcial, sin embargo
los mapas se generan rapida y sencillamente obteniendose
información sobre todo el genoma. Es por ello que fue utilizado
en el analisis de las poblaciones virales caracterizadas
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previamente en el punto 3.1.

3.2.1 Analisis del genomade las poblaciones virales no segregadas.

Las poblaciones virales de los pasajes 5 3/ 15 por células
de TFB, RFB, BHK-Zl e IBRs-2 fueron sometidas al analisis bidimen
sional de oligonucleótidos. Para ello se utilizaron los metodos

de obtención de oligonucleótidos marcados Tin vitro" (ver 2.8.1)
y de RNA inducido (ver 2.8.2). Se realizaron dos analisis
independientes por cada uno de los métodos utilizados < A mapas
de oligonucleótidos resistentes a RNasa T1 por cada pasaje viral
analizado). En caso de aparicion de oligonucleótidos espureos,
la presencia real de los mismos en los mapas fue confirmada o
desechada comparando las A repeticiones de cada uno de las
poblaciones virales analizadas.

En la figura 5 se observan los mapas de oligonucleótidos
de los pasajes 5 y 15 por los cultivos primarios de TFBy RFB,
como también el mapa correspondiente al C3 clon.

En la figura 6 pueden observarse los mapas de oligonucleótidos
resistentes a la RNasa T1 obtenidos de los pasajes 5 y 15 [mr
las líneas celulares BHK-21e lBRS-2.

Debido a que no existieron mayores diferencias entre los
mapasde oligonucleótidos realizados por los dos métodos antes
enunciados, se muestran indistintamente los obtenidos por uno
u otro método.

Al comparar los mapas de oligonucleótidos pudo establecerse
que a. pesar de las diferencias en el comportamiento de las
poblaciones virales analizadas en el punto 3.1, no se manifiestan
cambios en los mapas de oligonucleotidos.

3.2.2 Análisis ¡de la población viral obtenida en el pasaje BHK
15 , mediante segregación por clonado de las subpoblaciones.

La gran estabilidad de los mapas genómicos contrasta con
las diferencias fenotipicas observadas durante los pasajes seriados
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FIGURA5. Mapas bidimensionales de oligonucleótidos de las

poblaciones virales obtenidas durante los pasajes seriados por
cultivos primarios.

Mapas bidimensionales de oligonucleótidos resistentes a la RNasa
T1, de los virus obtenidos en los pasajes RFB05 (a), RFB15 (b),
TFB 05 (c) y TFB 15 (d). Además se presenta el mapa del 03 clon
(e).
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ELQURA6a Mapas bidimensionales de oligonucleótidos de las
poblaciones virales obtenidas durante 105 pasajes seriados por
líneas celulares.

Mapas bidimensionales de los oligonucleótidos resistentes a la
RNasa T1, de los virus obtenidos en los pasajes BHK05 (a), BHK
15 (b), IBRS 05 (C) e IBRS 15 (d).
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por los distintos sistemas celulares. Entonces,cabria preguntarse
si el C3 clon posee un fenotipo antimutador y por ende si los
cambios que se produjeron en el comportamiento de las distintas
poblaciones derivadas del mismo se deben a la generación de
particulas DI. a alguna otra caracteristica intrínseca del C3
clon o a la generacion de variantes. Para analizar estas
posibilidades se optó por segregar las variantes de una de las
poblaciones virales obtenidas por pasajes seriados. Esto se hizo
con el objeto de encontrar variantes en los mapas genómicos, que
por ser minoritarias no se manifestaron en los mapas de la
población en general, y asi aclarar la hipótesis antes planteada.
Se tomó como ejemplo la población viral proveniente del pasaje
BHK 15, pues esta presentó un fenotipo atenuado para ratón
lactante, y ademas un númerosuficiente de ciclos de multiplicación
durante los cuales cabría esperarse que, además de la población
viral atenuada,se hubiera producido algún otro cambio manifestable
en los mapas de oligonucleótidos resistentes a la RNasa '1'1. Se
utilizó el procedimiento del punto 2.3. De las 10 clonas diferentes
obtenidas se eligieron 3.al azar)de la cuales se obtuvieron los
mapas de oligonucleótidos resistentes ¿a RNasa T1. Se analizaron
las mismas caracteristicas poblacionales que en el punto 3.1
estableciendose que las tres clonas tienen el mismo fenotipo que
la población del pasaje BHK15(mantuvieron la característica de
atenuación para la patogenicidad-en ratones lactantes).

En la figura '7 pueden observarse los mapas bidimensionales
de oligonucleótidos de las clonas BS, B7 y! 39. En la clona BS
se manifestó un cambio, al aparecer un nuevo oligonucleótido.
Esto sugiere que el C3 clon no posee un fenotipo antimutador,
pues era de esperar que se produjeran algunos mutaciones que
aparecieran en los mapas genómicos durante los 15 ciclos de
replicación de este virus (50). Ademas esta mutación no se
correlaciona con la atenuación para la patogenicidad en ratón
lactante, que se debe probablemente a una mutación en alguna otra
parte del genoma, y que como se vió en el punto 3.2.1‘ no se
manifiesta en los mapas de oligonucleótidos. Por otro lado al
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FIGURA7. Mapas bidimensionales de oligonucleótidos de las
clonas del pasaje BHK15.

Mapas bidimensionales de oligonucleótidos resistentes a la RNasa
T1, de las clonas B5 (a), BT (b) y 89 (c) obtenidas del pasaje
BHK15. La flecha indica el oligonucleótido diferente surgido
en la clona B5.
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segregar las poblaciones por clonado, en condiciones de baja
multiplicidad de infección. cabría esperar que tanto la generacion
de particulas Dl. como su efecto de producir interferencia,
quedaran minimizados. Por lo tanto los cambios en el comportamiento
de las poblaciones virales obtenidas durante los pasajes seriados
se deberian al efecto de la celula huésped en la variabilidad
celular, y no a algún otro fenomeno enmascarado por la metodologia
utilizada. ya que aparecieron otras mutaciones que si se
manifestaron en los mapas de oligonucleótidos resistentes a la
RNasa T1.

3.3 CLONADO MOLECULAR DEL GENOMA DEL VFA.

Estudios preliminares demostraron que los cambios en el
serotipo A del VFA,inducidos por el sistema celular, estan
relacionados con mutaciones en la región hipervariable de VP1
(240,74).

Se utilizaron tecnicas de DNArecombinante para determinar
si los cambios en el comportamiento de las poblaciones virales
obtenidas durante los pasajes por los ditintos sistemas celulares
se debían a cambios en la región hipervariable de la proteína
VP1. La proteina VP1 ademas de ser antígenica y muy variable,
forma parte del receptor viral que está involucrado en la!
adsorción a la célula huésped (284-286). Es por ello que es
fundamental analizar esta región genómica en la que residen
muchosde las mutaciones causantes de la variabilidad viral.

En el momento de comenzar este trabajo sólo se conocía

el mapa de restricción del cDNA de ha cepa 01K del VFA (una
de las primeras cepas clonadas). Es por ello que se adoptó la

estrategia de clonar la cepa 0l Campos (muy semejante a la 01K)
para luego analizar por restricción los clones obtenidos y
determinar cuales contenían cDNAde regiones adyacentes a VPl.

Estos clones de 0l Campos fueron secuenciados, se determinó
que realmente tenian CDNAcorrespondiente a VPl, y se los usó

como sondas para obtener clones de la cepa C3 Resende. Asi se
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obtuvieron plasmidos con insertos de cDNAde la region de VPl
del C3 clon, los cuales Fueron secuenciados. A partir de las
secuencias obtenidas se Sintetizaron oligonucleóiidos con el
objeto de utilizarlos como iniciadores de la sintesis de cDNA
necesaria para el ¡netodos de secuenciación rapida (ver 2.14).
De esta forma se conocieron las secuencias de la región
hipervariable de las poblaciones virales obtenidas durante los
pasajes seriados por los distintos sistemas celulares.

3.3.1 Obtención de sondas de cDNAcorrespondientes a regiones
adyacentes a la proteina VPI.

Se obtuvieron clones de cDNA de la cepa O1 Campos del VFA
a partir de RNApurificado de viriones producidos en celulas
BHK-21.Se siguió el procedimiento descripto en el punto 2.9.

En la figura 8 se observa una autorradiografia de la primera

y segunda cadena de CDNA(ver 2.9.1 y 2.9.2) de la cepa O1 Campos
del VFA. Estas fueron corridas en un gel de agarosa alcalina
(ver 2.9.3), que al ser desnaturalizante permite separar
moleculas de CDNAsimple cadena según su peso molecular. Aunque
la mayor parte de la primera cadena de cDNAcorresponde a pesos
moleculares distribuidos aproximadamente entre 2.000 a 4.000
bases. puede apreciarse material correspondiente a la longitud
completa del genoma (8.300 bases) en la primera cadena, mientras
que en la segunda cadena, y como era de esperar, se duplica
el peso molecular del material obtenido en la sintesis de primera
cadena.

El cDNAde doble cadena fue sometido a la acción de la
nucleasa Sl con el objeto de eliminar el bucle de simple cadena
que impide el clonado de estas moleculas. Para ello de tituló
la concentracion necesaria para que la enzima Sl hidrolizara
solamente regiones de simple cadena y no de doble cadena (ver
2.9.3). En la figura 9 se observa la autorradiografia de un
gel de agarosa alcalina en donde se corrieron los distintas
fracciones de la titulación de Si. En el mismo se observa un
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FIGURA8. Analisis de la primera y segunda cadena. de cDNA

de la cepa O1 Campos del VFA.

La primera y segunda cadena de cDNAsintetizadas a partir' del

RNA de la cepa O1 Campos del VFA, Fueron analizadas mediante
electroforesis en gel de 1.5% agarosa alcalina (ver 2.9.2). Como
marcadores de peso molecular se utilizaron Fragmentos obtenidos
por digestión del DNAdel bacteriofago lambda con la enzima Hind
III, marcados radiactivamente mediante el método de rellenado

. . 3”con DNApollmerasa I fragmento Klenow y dATPalta‘ ¿P (ver 2.12).

cadenas de CDN!“L
ÁHindlll 213- 119



95

control de cDNAde doble cadena sin digerir con Sl. y el cDNA
sometido a digestión con distintas diluciones de la nucleasa

l 3Si (entre u)' y: 10"). En las primeras tres conCentraciones
de Si se diqirio praccitamente todo el cDNA, pero desde la-0
concentracion 10 en adelante se observa material que
corresponde a cDNAde doble cadena sin digerir. Se opto por
utilizar la dilución 10-3 de la nucleasa Sl, pues la
distribución del material resistente es semejante a la del cDNA
de primera cadena (ver Figura 8). El resto del cDNAde doble
cadena no utilizado en la titulación. fue digerido con la
concentración 10-,3 de la nucleasa Sl respetando las propociones
utilizadas en la titulación.

Al cDNAde doble cadena con ambos extremos libres. se le
agregaron homopolimeros pegajosos «ver 2.9.4), y se lo anillo
al plasmido pBR322 (ver 2.9.51bnestos plásmidos(éon insertos
de cDNAdel VFA). se transformawon E. coli. Se seleccionaron
colonias resistentes a tetraciclina, originadas de bacterias
que incorporaron los plasmidos. El 80% de las colonias fueron
sensibles a la ampicilina (Amps)y resistentes a la tetraciclina
(Tetr) (el resto se trató de trazas del plasmido pBR322 no
cortadas con la enzima Pst I). Los plásmidos de estas colonias,
aproximadamente 100. fueron analizados por restricción (ver
2.9 y 2.10). digiriendo los minipreparados con lasendonucleasas
Bam Hi, Hind III, Pst I y Bgl l.

En la figura 10 pueden observarse algunos de los plasmidos
analizados por restricción. Tanto el clon 28 como el 29 poseen
un sitio de corte para la enzima Hind III dentro del cDNA.
Al digerirlos con esta enzima se observaron dos bandas debido
a que el plasmido pBR322posee un solo sitio de corte para esta
enzima. En la figura 11 puede observarse el mapa previamente

publicado de los sitios de restriCCIÓn del cDNAde la cepa 01K
(162) en el cual se aprecian solo dos sitios de corte para la
enzima Hind Ill. uno en P72 y el otro en P34 cerca de VP1. Es
por ello que se secuenciaron por el metodo degradativo (ver
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9. Titulación de la concentración de la nucleasa Sl
necesaria para digerir el bucle de simple cadena del cDNAde doble
cadena.

El CDNAde doble cadena fue digerido con distintas diluciones
de la nucleasa Sl (ver 2.9.3). Las (iistintas alicuotas fueron
analizadas mediante electroforesis en gel de 1,5%agarosa alcalina.
Como control se corrió cDNAde doble cadena sin digerir con la
enzima Sl. Los marcadores de peso molecular son fragmenros del
bacteriofago iambda digeridos con 1a endonucleasa Hind III (ver
figura 8).
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FIGURA10. Analisis por restricción de los plasmidos obtenidos

al clonar el cDNAde la cepa O1 Campos del VFA.

Los ¡ninipreparados de plasmidos obtenidos al clonar la cepa O1
Campos, fueron digeridos con enzimas de restricción (ver 2.10).
Los fragmentos obtenidos fueron separados por electroforesis en
gel de agarosa 0,8% y tenidos con bromuro de etidio. Los clones
Amps—Tetrnúmeros 28,29,31,33,36,37 y 39, fueron restringidos
con las enzimas Bam HI (B), Hind III (H), Pst I (P) y Bgl I (V).
Comomarcador de peso molecular se utilizó DNAdel bacteriofago
lambda digerido con Hind III (ver fig. 8).
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FIGURA 11. Mapas de restricción del cDNA de la cepa 01K y
del plasmido pA0128.
(a): Mapa de restricción del cDNAde la cepa o K extraido de Kurz
et al. (162). en donde se muestran los sitios ¿e restricción para
las enzimas BamHI, Hind III, Eco RI y Pst I.
(b): Mapa de restricción del plásmido pAO28, que contiene un
inserto de cDNAde la cepa Ol Campos. Se muestran los mismos sitiosde restricción que en (a).
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. FIGURA Lg¿ Obtención de una sonda de cDNA para la región
genómica correspondiente a la proteína VP1.

(a): Autorradiografna de la hibridación en colonias mediante la
cual se obtuvo el clon con secuencias correspondientes a la región
genómica de VP1 (clon 38). 
(b): Mapa de restricción del plasmido pAO38. Se muestran los
sitios de restricción para las mismasenzimas que en la fig. 11.

a)

b) E:
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FIGURA13_LSecuencia nucleotídica de la sonda para VPl deriva"
da del plásmido pA0138.
(a): Autorradiografia del gel de secuenciación de los extremos
del inserto de cDNAdel plasmido pAO38.
(b): Comparación de la secuencia dbtenida para O K por Kurz et
al. (162) con la obtenida en (a). Las secuencias subrayadas corres
ponden a las leidas en el panel (a).

a) b) VP3 VP1
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2.12) los plasmidos que contenían un sitio para Hind III en
el inserto. Los clones 28 y 29 fueron secuenciados marcando
radiactivamente el sitio de Hind lll del inserto. estableciendose
que el CDNAdei clon 29 correspondua a P72 y el del clon 28

correspondía a PBh. Este ultimo plasmido fue denominado pAOIBB,
cuyo mapa se encuentra en la figura ll. Al secuenciar los
extremos del CDNAde este plasmido se comprobó que no se extendía
dentro de la region genómica correspondiente a VPl.

Con el objeto de encontrar un sonda mejor que pAOIZB, que
contuviera secuencias de P52 y VP1, se decidió utilizar al

inserto de pA0128 como sonda para testear otros clones. Para
ello se utilizó el metodode hibridación en colonias (ver 2.13).

Como sonda se utilizo el inserto aislado de pA0128 previa
digestión con la enzima Pst I. En la figura 12 se observa la
autorradiógrafia tomada de la hibridización en colonias
antedicha, en la cual sólo una colonia. a parte de pAOIZB,
hibridó con la sonda. Este nuevo clon denominado pA0138, fue
secuenciado y se determinó que el cDNAse extiende desde el
aminoácido 137 de VPl (en su extremo 5') hasta P52 (Figura 13).
El inserto tiene una longitud de aproximadamente 600 pares de

bases según puede apreciarse en el mapa del plasmido pA0138
en la figura 12.

El inserto del plasmido pA0138 fue utilizado como sonda
para obtener clones bacterianos CODCDNAde VPI del C3 clon.

3.3.2 Clonado molecular de la cepa C3 Resende.

Una vez obtenida la sonda para detectar clones de cDNA
con secuencias de VP1 (ver 3.3.1), se procedió a clonar el genoma
del C3 clon. Para ello se produjo virus en celulas BHK«21,se
extrajo el RNAgenómico y se lo utilizó como templado para la
sintesis de CDNA.Tanto la primera cadena como la segunda cadena
de CDNAfueron enteramente similares El las producidas durante

el clonado de la cepa 0l Campos (Firura 8). En la titulación
de Sl se determinó que debia utilizarse la misma concentracion
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de nucleasa que la empleada en el CDNAde doble cadena de la

cepa 01 Campos(Figura 9). es decir la dilución 10-3 de Si.
Luego del agregado de homopolimeros pegajosos al CDNA.

se lo anillo con el plasmido pBR322y so transformaron celulas
DHl (ver 2.9.4 a 2.9.0). Se obtuvieron alrededor de 200 colonias
AmpS—Tetr.las cuales fueron hibridados "in situ" (ver 2.13)

con el inserto del plasmido pA0138 (digerido con la enzima Pst
I) aislado por electorforesis en gei de agarosa de bajo punto
de Fusión. y marcado radiactivameute por el método de "nick
translation". En la figura 14 puede aprecxarse la
autorradiografia de la hibridación en colonias mediante la
cual se detectaron dos clones positivos. es decir que contenían
secuencias de cDNAque probablemente correspondían a VPl del
C3 clon. Se realizaron minipreparados de ambos clones positivos
y se los restringió con Pst I. Uno de los clones que presentó
el iserto de cDNA más grande (1.300 pb.) fue denominado pC2
y purificado (ver 2.11) con el objeto de secuenciar el cDNA.

3.4 SECUENCIACIÓN DEL CDNA DEL C3 CLON CORRESPONDIENTE A LA

REGIÓN ADYACENTE A VPI.

Con el objeto de secuenciar el CDNAde la region adyacente
a VP1, es decir la correspondiente a P52. se reclono el inserto
de pCZ en el polylinker del plásmido pspea. Se restringió a
pcz con la enzima Pst I y se purificó el inserto mediante
electroforesis en gel de agarosa de bajo punto de fusión. Este
CDNAfue ligado al plasmido pSPóa previamente linealizado con
la enzima Pst l y tratado con fosfatasa alcalina (ver 2.15).
Luego de transformar células DHl y seleccionar colonias Ampr
se realizaron 12 minipreparados. los cuales fueron restringidos
con Pst l. Uno de ellos, que contenía el inserto de CDNAde
1.300 pb., se lo denominó pSPCZ. y se lo purifico con el objeto
de secuenciarlo. Para ello se digirió a pSPCZ con la enzima
Hind lll, se marcó radiactivamente ese extremo rellenandolo



FIGURA 14. Detección del clon pCZ y reclonado del iné%%%o
para obtener pSPC2.
(a): Autorradiografia de la hibridación en colonias de los clones
que contienen el cDNAdel C3 clon. Comosonda se utilizo el inserto
del pAO38. (b): Esquema de reclonado del inserto de pC2 en el
vector p P64 para obtener el pSPCZ.
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con DNApolimerasa Fragmento Klenow, en presenc1a de dATP alfa
32P (ver 2.12) para luego digerirlo con la enzima Xba l y asi
obtener el inserto de cDNAmarcado en [H1 solo extremo. En la
figura 14 se observa un esquema del reclonado y marcado de pSPCZ.
El inserto Fue purificado a traves de un gel de agarosa y
secuenciado (ver' 2.12). En la figura' 15 se observa la
uutorradiografia del gel de secuenciación y se comparan las
secuencias obtenidas con las de los subtipos C1, 01 y A10 (165).
De esta forma pudo establecerse la existencia de una ¿ona muy
conservada ideal para utilizarla como sitio de iniciación en
la sintesis de cDNA.

3.5 SECUENCIACIÓN DE LA REGIÓN HIPERVARIABLE DE VPl DEL C3 CLON.

Una vez determinado que la región genómica constante para
la mayor parte de los serotipos del VFA también se encontraba
presente en el C3 clon, se sintetizo un oligonucleotido
complementario a esa región para utilizarlo como iniciador en
el sistema rapido de secuenciación (ver 2.14). Se obtuvo el
oligonucleótido complementario a la región determinada en la
figura 15 como constante, cuya secuencia fue 5'"
GGGCCCAGGGTTGGACTC-s.Este oligonucleótido denominado PR1 fue
utilizado para 'primar la sintesis de cDNAutilizando como
templado al RNA purificado del C3 clon. Asi se obtuvo la
secuencia nucleotidica de la región hipervariable de VP1. Como
puede observarse en la figura 16 solo fue posible determinar
la secuencia de alrededor de 200 pares de bases utilizando geles
en gradientes, es por ello que se opto por sintetizar un nuevo
oligonucleótido para ser utilizado comoiniciador de la sintesis
de cDNAdentro de VP1, y asi poder conocer la secuencia entre
los aminoácidos 130 y 170 (region hipervariable). Para ello
se compararon las secuencias del subtipo C1 con las de la cepa



<aïzAutorradjografia del gel de secuenciación del inserto de pSPCZ
marcadoradiactivamente en el sitio de restricción para Hind III.
(b): Comparacifiui de las secuencias adyacentes; al extrema 3'
VPI los subLipos C1, 01 y A10, obtenidos de Beck et al. (165)
con las obtenidas en

_ Secuencias de
de VPl de la cepa C3 Resende.

(a) para el C3

105

la región adyacente al extremo 3'

clon de la cepa C3 Resende.

a) b)
“*"‘ VP1 P5

a C3 Clon CTA TCA AAC TTT GAC CTG CTC AAG TTG
C1 Obb. G CTG
01 K ACT TG T T
A10 G TG A T

PR1

C3 clon GCT GGG GAT GTG[GAG TCC AAC CTT GGA
C1 Obb. A C G
01 K G A C C C G
A10 G T C T G

CB clon CCH TTC TTC TTC TCC GAC GTT AGG TCG
C1 Obb. ‘ T A
01 K T
A10 G T A

C3 clon AAC TTT TCA AAG CTG GTG GAA ACA ATC
C1 Obb. C A G T
01 K C C A C
A10 G A C C

C3 clon AAC CAG ATG CAG GAA GAC ATG
C1 Obb. G
01 K G
A10 T G

PRI: Indica el oligonucleótido sintetizado cómo
iniciador.
VP1: Indica la finalización de la proteína VPl
(extremo carboxilo terminal).

P52: Indica la iniciación del precursor P52
(extremo amino terminal). '
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ELQQRA__;Q¿ Secuencia del CDNA de la región carboxiio
terminal de VPI, obtenida a partir del primadu con PRI.

Se utilizó como iniciador de la sintesis de cDNAa] oiiqonucleo
tido PR] (ver figura 15 y punto 3.5>7 La secuencia

correspondiente ¿H “JigonncleOtido PR2 fue ¡icterminada (HI este
gel. El análisis de la secuencia de esta autorradiografia se
encuentra en la figura 17. La electroforesis se realizó en un
gel de poliacrilamida 6% mediante el sistema de gradiente de
buffer.

m>>0400>00>>>044m>>w
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ELQURAL1; Comparación de secuencias nucleotídicas de

diferentes cepas del serotipo (1 del VFA, con la obtenida del
C3 clon.
Se comparan las secuencias de cDNAde las cepas C Obberbayern
(Cl Obb.), C, Indaial obtenida por el grupo de biogen (CB I
B) y C, Indaxal obtenida por el grupo de Fürbright (C3 I P)
publica as por Cheung et al (242). con la obtenida en este
trabajo para el C, Resende (C3 clon). Se encuentran indicados
los cambios que se producen en las otras cepas respecto de C3
clon. Las deleciones de nucleótidos se indican ron guiones.
La numeración comienza en la baso 1 de VPl (extremo
uminoterminal) y finaliza en la base 630 (extremo
carboxlloterminal).

345
C3 Clon CTG GCT CTC CCA TAC ACC GCG CCA CAC CGC GTG TTG
C3 I P A
C3 I B A C
C1 Obb. T

381
63 clon GCC ACG ACG TAC ACT GGT ACA ACA ACC TAC ACT ACC
C3 I P C G G G
C3 l B G C G G
C1 Obb. T G C T G C G

417
C3 clon AGT GCA CGT AGA GGA GAT CTG GCC CAT TTG GCG ACA
C3 I P G A C G G
C3 I B G T C G C A C G G
C1 Obb A C - G -- T T C ( A A G G

453
C3 clon GCA CAC GCT CGG CAC TTG CCG ACG TCG TTC AAC TFT
C3 I P G C A T
CB I B G C A T
C1 Obb A G GT C G T A A T

489
03 clon GGT GCA GTT AAA GCA GAA ACA GTC ACT GAG CTG CTG
C3 I P G A A T
03 I B G A A T
Cl Obb. G A T c

525
C3 Clon GTG CGC ATG AAG CGT GCA GAA CTC TAT TGC CCC AGG
c3 1 P A T c A
c3 I B T c A
Cl Obb T r T

561
c3 clon CCG Arr CTT CCG ATT CAA CCA ACG GGC GAC AGA CAC
C3 I P G c G c
c3 l B G C G c G T G
C1 Obb. G T' G

597 630
C3 clon AAG CAA CCG CTC ATC GCG CCG GCG AAA CAG CTA TCA
C3 I P T A A G CTG
C3 I B A T A G CTG
Cl Ob G A T A G CTG



C3 Indaial (242) y las obtenidas para el C3 clun. En la figura
lb se observa la autorradiografia del gel de secuenciación de
la regiOn curboxilotermlnal de VPI qUPmuestra el oligonucleotido
elegido por ser constante entre los distintos subtipos. En la
Figura 17 se comparan las secuencias de las cepas C1 Obb y C3
lndaial (obtenidas en Pirhright y en Biogen) publicadas por
Cheung et al. (242) con la obtenida del C3 clon. Cabría esperar
que este ollgonucleotido que se conservo constante no varia
en las poblaciones virales obtenidas durante los pasajes seriados
por los distintos sistemas celulares. hs por ello que se obtuvo
el oligonucleotido 5'«AACTGCACCAAAGTTGAA-3'y se lo denominó
PRZ.

En la Figura 18 se observa la autorradiografia del gel
de Secuenciación en el cual el cDNAdel C3 clon fue primado
con el ollgonucleotido PRE. Se compararon las secuencias

obtenidas con las publicadas para C1 y para C3 lndaial (ver
figura 17). Entre el C3 clon y la cepa C3 lndaial secuenciada
en Pírbright se encontraron 33 cambios, la mayoria de los cuales
(23 de ellos) se produjeron en la tercer base de cada codOn
y por lo tanto no representan cambios en aminoácidos. Se observó

un mayor número de cambios entre el C3 clon y el C3 Indaial
secuenciado por Biogen (40 cambios) de los cuales 27 son en
la tercera base de cada codon. El mayor número de cambios se

produjo entre el 03 clon y el C1 Obb (47 cambios de los cuales
31 son en la tercer base). De las secuencias de VP1del subtipoC3
analizadas en este trabaj071a más semejante a la cepa C1 Obb.
es la del C3 clon.. Cheung et al. (2A2) detectaron una región
complementaria dentro de la región variable de C3 Indaial
(Biogen> compuesta por 13 pases que presentan una simetría
bilateral perfecta. Esta secuencias se encuentran entre las
bases 385-397 (GCGTACACCGGTA) y las bases All-423
(TACCGGTGTACGC).Probablemente se produce una estructura de
tipo vástago y bucle en el RNAviral, involucrando 13 bases
en el vástago y 13 en el bucle. Esta no se observa en la cepa



FIGURA18. Secuencia de la región carboxilo terminal de
VP1 obtenida por primado con PR2.

(a): Se utilizo como iniciador de la síntesis de cDNAal
oligonucleotido PRE (ver Figura 16 y punto 3.5). El analisis
de la secuencia de esta autorradiografía se encuentra en la
figura 17. La electroforesis se realizo en un gel de
poliacrilamida 6%mediante el sistema de gradiente de buffer.
(b): Estructura secundaria de tipo vástago-bucle que
probablemente se forma en el RNAde la región carboxilo terminal
de VPl de las cepas C3 clon y C Indaial (Biogen). Las flechas
indican los cambios ocurridos en el C3 clon. La numeración
corresponde a los nucleotidos en que comienza y finaliza el
bucle (ver fig. 17).
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C3 Indaial secuenciada en Pirbright. pero si en el C3 clon.
en donde se producen e cambios en el vástago. 4 de los cuales
se aparean permitiendo la formacion (h? la estructura vástago
bucle (ver figura 18).

Una de las particuhuidades del C3 clon es que el sitio
de clivaJe entre VPI y P52 esta determinado por los aminoácidos
serina y asparragina. en vez de leucina y asoarragina encontrados
en las otras cepas hasta ahora analizadas. Esto fue corroborado
secuencieumu) ambas cadenas LH: cDNA por el metodo (iegradativo.
En la figura 19 pueden observarse los cambios en la composición
de aminoácidos deducida de la secuencia de nncleotidos del C3

clon, C3 Indaial de Biogen. CÜ Indaial de Piroright. y Cl Obb.
En los aminoácidos 139, 140 y 198. el (17 Indaial obtenido en
Pirbright tiene los mismos cambios que el C3 Clon: esto llevaria
a pensar que estas dos cepas estan más relac10nados entre si.
encontrandose solo 7 aminoácidos diferentes. En cambio entre

en C3 clon 3/ el C3 Indaial secuenciado INN“Biogen existen 10
cambios, algunos de los cuales son comunes con los producidos

en el C3 Indaiai de Pirbright. Entre el C.1y el C3 clon existen
11 cambios, 8 de los cuales se encuentran entre los aminoácidos
138 a 157, estos cambios Son probablemente los involucrados

en las difrencias antigénicas entre el subtipo C1 y el C3 pues
se encuentran localizados en el Sitio antígenico inmunodominante
(242). Los aminoácidos 134, 191 y 194 son iguales en el C Obb.

1

y el C3 clon y diferentes de lo encontrados en el C Indaial.3

3.6 SECUENCIACIÓN DE LA REGIÓN CARBOXILOTERMINAL DE VP1 DE LAS

POBLACIONES VIRALES OBTENIDAS DURANTE LOS PASAJES SERIADOS POR

LOS DISTINTOS SISTEMAS CELULARES.

Para determinar la secuencia nucleotidica de la region
hipervariable de 151proteina VP] tk: las distintas poblaciones
virales obtenidas durante los pasajes seriados por los sistemas
celulares empleados en este trabajo, se opto por utilizar el
sistema (k3 secuenciación rapida de (unhx usando los iniciadores



.. . . . 111FIGURA 19. Comparac10n de secuencnas de aminoac1dos de
distintas cepas del serotipo C con la del C3 clon.
Se comparan las secuencias de aminoácios de la región carboxilo
terminal de VPI. deducidas de las secuencias nucleotídicas de
la figura 17. Se encuentran indicados los cambios que se producen
en las otras cepas con respecto a la secuencia del C3 clon.
Las deleciones de aminoácidos se indican con guiones. La
numeración de los aminoácidos corresponde a la utilizada por
Cheung et al.(242), y comienza con 1 en el extremo aminoterminal
para Finalizar con 213 en el extremo carboxiloterminal de VP].

120
C3 Clon LEU ALA LEU PRO TYR THR ALA PRO HIS ARG VAL LEU ALA THR
C3 I B
c3 1 P
C1 Obb.

130 140
c3 clon THR TYR THR GLY THR THR THR TYR THR THR SER ALA ___ ___
c3 I B ALA ALA GLY VAL ________m
c3 I P ALA ALA ___ ___
C1 Obb. GLY ALA THR____

150
ca clon ___ ARG ARG GLY ASP LEU ALA HIS LEU ALA THR ALA HIS ALA
c3 I B ___ ALA
c3 I P ALA
C1 Obb. ___ THR ALA THR ARG

160 170
C3 clon ARG HIS LEU PRO THR SER PHE ASN PHE GLY ALA VAL LYS ALA
C3 I B
C3 I P
C1 Obb. GLY

180
C3 clon GLU THR VAL THR GLU LEU LEU VAL ARG MET LYS ARG ALA GLU
C3 I B ILE
C3 I P ILE
C1 Obb. ILE

190
C3 clon LEU TYR CYS PRO ARG PRO ILE LEU PRO ILE GLN PRO TYR GLY
03 I B VAL VAL ALA
C3 I P VAL VAL
C1 Obb.

200 210
C3 clon ASP ARC HIS LYS GLN PRO LEU ILE ALA PRO ALA LYS GLN LEU

C3 I P
C1 Obb.

VP1 P5

C3 clon SERIASN
C3 I B LEU
C3 I P LEU
Cl Obb. LEU
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PRI y PR2 descriptos en el punto 3.5 En la figura 20 se observa
la estrategia seguida para la obtención de las secuencias
nucleotidicas.

El RNAde las poblaciones virales de los pasajes 5 y 15
por células BHK-Zl. [HRS-2, RFB y TFB fueron purificados y
utilizados para seCUenciar el extremo carboxilo terminal de
la proteína VPl (Ver 2.14 y figura 20).

tn las figuras 21, 22 y 23 pueden observarse las autorradio
grafias de los geles de secuenciacinn de los distintos RNAgeno
micos sometidos a electroforesis en geles en gradiente (ver

2.14). En la figura 24 se observa las secuencias de los pasajes
lBRS 15, BHK 15, RFB 15 5/ TFB 15 cuya sintesis de CDNA fue
iniciada con el primador PR2 y sometido a electroforesis en
un gel lineal de acrilamida 8%, con el objeto de corroborar
mas fehacientemente la secuencia de la región hipervariable
entre los aminoácidos 130 y 170. Los pasajes ESpor todos los
sistemas celulares utilizados en el presente trabajo fueron
analizados en forma similar (no se muestra la autorradiografia).
Un analisis cuidadoso de las secuencias de todos estos geles
demostró que no existen diferencias en la region
carboxiloterminal de VP] de las poblaciones virales obtenidas
durante los pasajes seriados por los distintos sistemas
celulares. Por lo tanto los cambios en el comportamiento de
las poblaciones analizadas no se deben a cambios en la región
hipervariable carboxiloterminal de VP1. La evolución de las
poblaciones virales mediada por la celula huésped, en esta cepa
C Resende, no favoreceria cambios en la región hipervariable,3
como lo reportados para el tipo A (74).
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FIGUR¿_20.Esquema de la estrategia utilizada para obtener
las secuencias nucleotidicas del extremo carboxilo terminal
de_ Mi proteína VP1, (K2poblaciones virales producidas durante
los pasajes seriados por los diferentes sistemas celulares.

El RNAde viriones es utilizado como templada para la sintesis
de cDNA.Se utilizan dos iniciadores diferentes, PR] en el extre
mo 3' de VPl y' PR2 dentro de VP]. El CDNAes sintetizado en
presencia de LH]dideoxinucleótido que funciona como terminador
de cadena (ddNTP). Al separarse las 4 reacciones en un gel (para
cada una de las bases (i, A. 'r, y C) se obtiene la secuencia
deseada.
VPg indica la proteina covalentemente unida al extremo 5' del
genoma; (A)n indica el extremo 3' poliadenilado; C determinala localizaCIÓn del poli (C). La numeración corresponde al número
de bases.

5 3.1000 3000 5000 100A; l 1 l l l J 40 l lv- \A)nVPg /¡ ¡\\\
// VP1 ‘\/ xz, \\/ \\\// \\

-¿-—-IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII-——l
0 639

Transcnptasa Reversa
ddNTPs
dATP o<

P81
W
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W
Electroforesis en gel
de Urea-Pohacrnanuda
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FIGURA21. Secuencia nucleotídica del extremo '3' de VP1
de las poblaciones virales obtenidas durante los pasajes RFB.
05, RFB 15 y TFB 15. '

Autorradiografia de un gel 69; de poliacrilamicla en gradiente
de buffer. G,VA, T. ,v ‘C indican la presencia de ddGTP, ddATP,
ddCTP y ddTTP respectivamente en cada una de las reacciones
de síntesis de cDNA. P121o PR2 indican la utilización de uno
u otro iniciador en la síntesis de cDNA.
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EIGURA22._ Secuencia nucleotídica del extremo 3' de VPl
de las poblaciones virales obtenidas durante los pasajes TFB
05, BHK O5 y BHK 15.

Alrltor"radiografía de un gel 6% de poliacrilamida en gradiente
(le buffer. Se usaron las mismas abreviacíones que en la figura
21.



116

FIGU_R_¿_2:3_._Secuencia nucleotídica del extremo 3’ de VP1
de las poblaciones virales obtenidas durante los pasajes XBRS
05 e IBRS 15.

Autorradiografía de un gel 6% de polienttrilamída en gradiente
de buffer. Se usaron las mismas abreviacúones que en la figura
21.

c3 RESENDE vnzF— * A' ' —-\

CLON ¡BVR75715_J_FB15 ¿HKJS TFB15
GATC GATCGATCGATCGATC



ELQURA24. Corrohoración de la secuencia nucleotídica de
la región hipervariable de VPI (aminoácidos 130 a 170) de los
pasajes IBRS 15. RFB 15, BHK 15 y TFB 15.

Se utilizo el iniciador PREen la sintesis de CDNA.
Autorradiografía de un gel de poliacrilamida 8%lineal. Se usaron
las mismas abreviaciones que en la figura 21.
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4. DISCUSIÓN
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4.1 EVOLUCIÓN DE LAS POBLACIONES VÍRALES DURANTE LOS PASAJES

SERIADOS POR LOS DISTINTOS SISTEMAS CELULARES.

Se ha evidenciado el alto grado de variabilidad que
presentan los genomas a RNAdesde los primeros estudios con
virus. Observaciones recientes sugieren que las poblaciones
de genomas a RNAestan compuestas por distribuciones complejas
de variantes. Las poblaciones de la mayoria de los virus a RNA
(esten o no clonadaS) no consisten en una sola especie genómica,
pues estan compuestas por una mezcla heterogénea de genomas
relacionados. constituyendo una cuasiespecie (A0). Esto se
produce principalmente por la alta tasa de mutación en la
replicación del RNA,debido a la falta de un sistema de fidelidad
de lectura (ver 1.1 a [.6). Muchos de los cambios fenotipicos
se deben a una o unas pocas alteraciones genómicas. Este es
aparentemente el caso de variantes resistentes a la
neutralización con anticuerpos monoclonales (265,266). Wunner
et al. (267) secuenciaron variantes antigénicas del virus de
la rabia, y observaron que utilizan un nuevo sitio de
glicosilación, resultante de una mutación puntual que genera
un cambio en un aminoácido de la glicoproteina. Variantes del
virus de la encefalomiocarditis (EMC)que generan o no diabetes.
difieren en uno o unos pocos oligonucleótidos resistentes a
la RNasa T1 (268). En otros sistemas virales la generación de
variantes patogénicas o nopatogenicas pueden involucrar una
o unas pocas mutaciones (269,270).

La generación y selección de variantes durante la replicaci
ón viral en cultivo de tejidos es un hecho ampliamente demostrado
(ver 1.5). Un limitado número de pasajes en cultivo celular
de un virus Coxackie generó un nuevo tropismo celular. como
resultado de la adquisición de un sitio para que los viriones
se adsorban a un receptor (271). Pocos pasajes del VFAen cultivo
de tejidos utilizando bajas m.o.i. (entre 0,01 y 0,04
UFP/celula), condujeron a la selección de variantes con una
mayorproducción de partículas durante las infecciones (50).



En el trabajo presentado en esta tesis. se realizaron pasa
jes seriados del CS clon, una población del VFAobtenida por

clonado mediante tres aislamientos en placa. Los pasaje seriados
en distintos sistemas celulares (BHK—21, lBRS-Z, RFB y TFB)

utilizando m.o.i. entre l y’ lo DlC‘.T__)Upor celula, condujeron
a la aparicion de variantes fenotipicas tomando en cuenta los
siguientes parametros: i) Tiempo de efecto citopatico total,
ii) Infectividad para células de RFBy BME-21.iii) Patogenicidad
para ratón lactante y iv) Masa de viriones producida durante
la infección. En general la tendencia evolutiva de las
poblaciones condujo hacia la selección de variantes que
presentaron ciclos de vida más cortos que el del clon inicial,
es decir,disminuyeron el tiempo necesario para producir efecto
citopático total (ver 3.1). Esto probablemente se correlaciona
con la tendencia a producir una masa viral menor con una mayor
infectividad específica (ver 3.1.4). Asi se seleccionaron
aquellas poblaciones que produjeron un rapido efecto citopatico.
probablemente debido a la mayor citotoxicidad de los productos
génicos cuya acumulación indujo una rapida lisis celular. Esta
observación, distinta a la hecha por sobrino et al. (50), es
posible que se deba a las m.o.i. con que se realizaron los
pasajes seriados. En el primer caso, con bajas m.o.i. se
seleccionaron aquellas poblaciones que produjeron mayor número
de partículas, mientras que en el segundo caso,con altas m.o.i.
(en donde todas- las celulas se infectan al mismo tiempo) se
produjo un solo ciclo de Inultiplicación viral y se indujo la
seleccion de aquellas poblaciones virales capaces de lisar mas
rapidamente a la celula huésped. Si bien las m.o.i en otros
sistemas virales parecerían determinar la variabilidad del virus
(ver 1.5). el comportamiento del VFAparecería ser indiferente,
generandose variantes en pocos pasajes seriados a ambasm.o.i..

Las variantes generadas durante los pasajes seriados por
los sistemas celulares poseen fenotipos diferentes, de acuerdo
al sistema celular utilizado. Durante los pasajes seriadas por
células IBRS-2 se produjo una población viral con una menor
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infectividad para celulas BHK-21. en los pasajes por celulas
de TFB se produjo(en el pasaje 10)una población atenuada para
la patogenicidad en raton lactante. mientras que en los pasajes
por celulas BHK-21la atenuación para la patogenicidad en ratón
lactante apareció en el pasaje 15. En los pasajes por celulas
de RFB no se produjeron modificaciones fenotipicas en cuanto
a la infectiVIdad 3/ patogenicidad (ver 3.1.2 a 3.1.4), debido
a que probablemente en este sistema celular (similar al huésped
natural del viruS) se BJEFCRHpresiones selectivas que tienden
a mantener el Fenotipo observado en el clon inicial.

Contrariamente a la alta variabilidad que se observa en
algunos sistemas virales, en) otros su! encuentra ini alto grado
de estabilidad. El extremo 3' del RNAde doble cadena M1. de
virus "killer" de diferentes cepas de levaduras, se mantiene
constante (272) contrastando con la considerable heterogeneidad
en las secuencias internas de distintos aislamientos (273).
Además se ha observado un cierto grado de conservacion en
segmentos de RNAque codifican para algunas proteinas en virus
a RNAanimales o vegetales (274-278). Esto sugiere una fuerte
seleccion para mentener algunas secuencias del genoma, y
probablementeesto dependa del sistema virus-celula utilizado.

4.2 ¿TODOS LOS SEROTIPOS DEL VFA EVOLUCIONAN TAN RAPIDAMENTE?.

La mejor forma de evaluar esto es observar lo que sucede

en el campo. La cepa o1 Campos aislada en 1958. todavia protege
a los animales vacunados con ella. luego de ser utilizado por
mas de un cuarto de siglo. Esto sugiere que el serotipo O es
el más estable, debido probablemente a ha mayor dificultad en
la producción de anticuerpos neutralizantes contra el serotipo
O que contra los serotipos A y C (279). Por lo tanto la presion
selectiva sobre los determinantes antigénicos debe ser menor
en 0 que en A y C.

Las secuencias de rumleótidos de distintas cepas del VFA
(ver 1.8.9) permitió deducir la secuencia de aminoácidos,
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estableciendose que la variación entre las cepas del serotipo
0 era menor que la observada entre las cepas del Serotipo C,
y a su vez mucho menor que la observada para el serotipo A (242).

Otro de los hechos que sugieren una mayor variabiiidad
para el serotipo A es que la mayoria de los subtipos conocidos
del VFApertenecen a este serotipo (mas de 35 ).

En base a lr) antes enunciado pouria sugerirse que existe
en el serotipo A algún mecanismo adiCIUnal que permite la alta
variabilidad. Algunos investigadores han propuesto la existenCIa
de una estructura secundaria en el RNAcercana a la región
hipervariable de VPl (7A). sin embargo para el serotipo C no
se ha aclarado todavia si este mecanismo sería el causante de
el grado intermedio de variabilidad; esto sera discutido mas
adelante.

4.3 ¿POR QUÉ LOS CAMBIOS FENOTÍPICOS N0 SE MANIFESTARON EN LOS

MAPAS BIDIMENSIONALES DE OLIGONUCLEÓTIDOS RESISTENTES A LA RNasa

T]?.

Domingoet al. (43) trabajando sobre la variabilidad del
VFAestimaron que solo un 7% de los nucleotidos genomicos podian
ser analizados en los mapas bidimensionales. Por lo tanto la
información obtenida mediante este método es muy restringida,
pues si se asume que las mutaciones se distribuyen en todo el
genoma, solo 1 de cada 14 se manifiestan en los mapas. Las muta
ciones ocurridas durante los pasajes seriados por los distintos

sistemas celulares, en este trabajo. evidentemente no se
encuentran dentro de los oligonucleótidos resistentes a la RNasa
T1 analizables por mapas bidimensionales.

Sobrino et al. (50) al realizar pasajes seriados con bajas
m.o.i. observaron cambios en los mapas de oligonucleótidos.
En estas condiciones, el número de dnplicaciones es por lo menos
100 veces mayor que al utilizar altas m.o.i. basandose en la
estimación (hecha por los autortes antes citados) de que se
producen alrededor de 50 a 100 particulas infectivas por célula.
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En condiciones de bajas m.o.i las pocas celulas infectadas al
inocular el virus. son las que producen partículas infectivas
para el resto de las celulas de la monocapa. Al utilizar altas
m.o.i. se infectan todas las células al mismotiempo, produciendo
un solo ciclo de replicación. Por lo tanto al IJtilizar bajas
m.o.i. en los pasajes seriados se producen muchas mas mutaciones,
ya que ellas se generan durante la replicación genómica. Otros
aspectos deben ser tomados en cuenta al comparar infecciones
con altas o bajas m.o.i. como ser: i) la segregación de las
poblaciones al diluir el stock viral con que se infecta a bajas
m.o.i, enriqueciendo auqelias variantes que producen mayor número
de particulas. ii) el efecto de las particulas DI y iii) la
complementación (ha genomas que infectan El una misma celula al
mismo tiempo (ver 1.5). Es por todo ello que al variar las m.o i
se producen importantes cambios en los sistemas y en las
presiones de selección. Estas pueden ser algunas de las razones
por las cuales no se observaron cambios en los mapas
bidimensionales de oligonucleótidos, mientras que en los
realizados por Sobrino et al.. si se observaron.

Durante los pasajes seriados por los distintos sistemas
celulares se produjeron cambios fenotlpicos en las poblaciones
virales. cuyos mapas bidimensionales de oligonucleótidos no
presentaron cambios. Sin embargo dentro de estas poblaciones
virales deberian existir genomas con cambios en los mapas de
oligonucleótidos, pero pasaron desapersividos debido a que
son componentesminotitarios de la población viral. Con el objeto
de analizar esta posibilidad, se segregaron las distintas
subpoblaciones del pasaje BHK15,mediante purificación por ensayo
de placa (ver 3.2.2). Se tomaron 3 clonas al azar con el mismo
fenotipo que las población del pasaje BHK15, y se analizaron
los mapas bidimensionales de (Higonucleótidos resistetes a la
RNasa T1. En uno de los mapas se observó la aparición de un
oligonucleótido de más. comprobandoseque la especie mayoritaria
de la población tiene' un mapa igual al del C3 clcui a pesar
de tener un fenotipo distinto. pero que existen otras especies
minoritarias con el mismo fenotipo pero con un mapa distinto.



Esto sugiere que el CS clon no posee un fenotipo antimutador,
y que el fenómeno aqui observado es comparable al descripto
por Sobrino et al. (50) tomando en cuenta las diferencias de
los sistemas utilizados.

4.4 ¿QUÉ PRESIONES ACTÚAN EN LA SELECCION DE VARIANTES DEL VFA?.

Algunos autores sugieren que las variantes dei VFA son
seleccionadas por el sistema inmune durante las rupturas de
inmunidad que se producen en el campo. debido a que no son
efectivamente neutralizadas en animales parcialmente inmunizados.
o en animales convalescientes (43. 231n2BQ.235). Esta selección
inmune podria ser la causante de la deriva antigénica del VFA.
sin embargo en Ocaciones como la descripta por Weddell et al.
(74) para las cepas Aven76 y Aarg79 existen Cepas estables en
las que no se producen cambios eu la región inmunogenica
hipervariable' de VP1 durante largos lapsos , que en
este caso se prolongó por un período de 3 años entre los
aislamientos.

Por otra parte. poblaciones virales de los subtipos A5
(74) y' A12 (240) con una diferente historia de pasajes en el
laboratorio. presentaron variaciones en ha región inmunogenica
hipervariable de VP1. como lo sucedido con la cepa C3 Indaial
secuenciada en Pirbright 3/ en Ginebra (242). Estos cambios se
produjeron sin presión del sistema inmune debido a que los
pasajes se realizaron en cultivos de tejidos.

Si bien se pueden producir cambios importantes en las
secuencias genómicas que provocan diferencias en la
inmunogenicidad 5' virulencia durante las rupturas de inmunidad

(por selección del sistema inmune ), muchos otros cambios
significativos se producen cuando el virus se muevede un sistema
celular a otro. Ejemplos de estos cambios se han establecido
cuando el VFApasa de bovinos a porcinos y nuevamente a bovinos
(233,280). o cuando virus adaptado y crecido en celulas BHK
21 infecta el ganado (281). Comofuera sugerido para la influenza



B. esta selección no inmunede variantes antígenicas conformaria
un mecanismo potencial para la deriva antígenica (232). Ademas.
Holland et al. (73) observaron cambios en la reaceiun de
anticuerpos contra mutantes (Mi vsv reeobradas despues (HPaños
de infección persistente (H1cultivos the celulas y (H1ausencia
de anticuerpos. Esto es otra evidencia que la deriva antígeniCa
no necesita de la presión selectiva del sistema inmune.

1.5 ¿POR QUÉ BUSCAR CAMBIOS EN VP1?.

La alta variabilidad antígenica que presenta el vFA no
se debe a una mayor frecuencia de mutación de este virus. ya
que en experimentos "in vitro" con mutantes condicionales letales
se observó una frecuencia de mutación semejante a la de otros
virus a RNA(283, 232). Las mutaciones no se distribuyen unifor
memente a lo largo del genoma dado que un 83% se producen en
las proteinas de la cápside, de las cuales el 90%se producen
en VP1 y VP2 (283).

Mediante la aplicación de tecnicas de biologia molecular
y clonado moleculaq se estableció que dentro de VPl existe una
zona inmunigénica hipervariable entre los aminoácidos 130 y
170 (ver 1.8.4 y 1.8.9). Si bien dentro de VP1 existen zonas
muy conservadas y zonas variables, al comparar las secuenciasde
distintas cepas, se _sugirió que las diferencias entre los
serotipos estaban dadas por los residuos en las regiones
variables entre los aminoácidos ¿2-60 y 130-170. Las diferencias
entre los subtipos son atribuibles a la región variable 130
170 (región hipervariable), porque dentro de un mismo serotipo
existen aminoácidos idénticos entre las regiones variables 42
60 de los distintos subtipos que lo componen(242).

Al no encontrar cambios en los mapas bidimensionales de
las poblaciones virales obtenidas durante los pasajes seriados
por los distintos sistemas celulares,se optó por buscar cambios
en la región carboxilo terminal de VP1 utilizando el sistema
de secuenciación rapida del cDNA(ver 2.14). En esta región



se encuentra la zona hipervariable de VPI, en la cual previamente
se observaron cambios de secuencias importantes en el serotipo
A, tanto por la seleccion del sistema inmune como por la de
la celula huésped (74).

weddell et sal. <7a> sugirierori que existiria un mecanismo
adicional al cn: la poca fidelidad de la replicasa viral, que
contribuiria con la proliferación de tipos subtipos del VFA.
Al comparar las secuencias de VP1de distintas cepas del serotipo
A. algunas de las cuales fueron aisladas del campo y otras
obtenidas por pasajes en Sistemas celulares. se observo que
la region entre los codones 130 y 170 esta sometida a un gran
número de mutaciones. La secuencia uucleotidica de esa ¿ona
posee la potencialidad de formar una estructura secundaria
estable que puede contribuir aumentando la frecuencia de mutación
del gen. La polimerasa tendria dificultad en replicar esos sitios
que codifican para los determinantes antígenicos principales
de la partícula viral, generando variantes. Esta ineficiente
replicación del RNAen regiones de estructura secundaria) ha
sido previamente reportada en el bacteriofago QB (241). Otra
observaciOn que contribuye con esta hipotesis es que en un solo
pasaje por células BHK_21de ¡ni VFA del subtipo A12, aislado
de un bovino, se seleccionaron variantes con cambios en los
aminoácidos 148 3/ 153 de VP]. Estas variantes presentaron una
escasa habilidad de inducir anticuerpos neutralizantes cruzados
(240). Esta observación apoyaria la hipótesis de que se
produciría un mayor número de mutaciones en esa región, y que
no sería necesaria la presión del sistema inmunepara seleccionar
nuevas variantes antigénicas. Cabria preguntarse si este fenomeno
observado en el serotipo mas variable del VFA(el serotipo A)
podria generalizarse a los otros serotipos.

Diferencias significativas fueron observadas entre las
secuencias de dos aislamientos de la .cepa Cq Indaial, una
obtenida por el grupo de Pirbright de un aislamiento hecho en
1978. y la otra obtenida por Biogen de un aislamiento de 1971.
Noesta claro si las diferencias ocurrieron en el campoo durante
el mantenimiento de las cepas en el laboratorio. Sin embrago,



en la cepa secuenciada por Biogen se encontró una región con
simetría bilateral, que potencialmente formaría una estructura
secundaria de vástago-bucle en la región hipervariable (H! VPl
(242) (ver 3.5 v figura 18). Esta estructura podria
correlacionarse con la estructura secundaria inductora de
mutaciones del serotipo A.

Al secuenciar la región carboxiloterminal de VP] del C3
clon,Fue posible establecer que a pesar de exisrir cambios en
algunos nucleótidos. la estructura de vástago-bucle tenderia
a conservarse (ver 3.5 y figura 18) y por lo tanto se trataría
de una ventaja adaptativa (ver 1.6) de esta cepa.

4.6 ¿SE ENCUENTRAN RELACIONADOS LOS MECANISMOS DE VARIACION

POR DERIVA ANTIGÉNICA Y POR SELECCIÓN DE LA CÉLULA HUÉSPED?

En estudios donde se utilizó virus tratado con tripsina,
enzima que cliva especificamente la region inmunogenica de VP1
(285), y anticuerpos monoclonales contra secuencias de esa misma
región, fue posible demostrar que ha región inmunogenica está
involucrada en la interacción entre la partícula viral y la
celula (en la adsorción a la membrana celular) (285.286). El
receptor viral probablemente cambia permitiendo que el virus
se pegue y prolifere en un nuevo tipo celular con un receptor
distinto. caso que debe suceder durante la transmisión de una
especie animal a otra.

Esta hipótesis de que al producirse variaciones en el sitio
antigénico principal de la partícula viral, tambien se producen
variaciones en el sitio viral para el receptor celular, y que
estas variantes, seleccionadas por el sistema inmune,no sólo
se producen por errores al azar que comete la replicasa viral,
sino que esos errores son provocados por la estructura secundaria
del RNA. podria explicar la habilidad "del VFA de adaptarse
rapidamente a diferentes presiones selectivas y de crecer en
un amplio rango de huespedes.

Por lo tanto en base a_la teoria esbozada anteriormente,



128

se produciría un mayor numero de mutaciones en la región variable
de VP1,que serian seleccionadas indistintamente por la presion
del sistema inmune o por la presión que ejerce el huésped. Como
la presión es sobre la Inisma zona genómica. al ejercerse la
debida a ¡a celula huésped, se seleccionarian variantes
antígenicas (hecho demostrado experimentalmente). y al eJercerse
la del sistema inmune,se seleccionarian variantes referentes
al rango de huespedes. o todas las combinaciones posibles entre
los factores antes enunciados. Sin embargo esto ru; se produce
en el C3 clon (ver mas adelantei.

3.7 ¿QUE SUCEDE DURANTE LA EVOLUCIÓN DEL C3 CLON A TRAVES DE

LOS PASAJES SERIADOS POR LOS DISTINTOS SISTEMAS CELULARES?.

Durante los pasajes del C3 clon por los distintos sistemas
celulares,las poblaciones virales evolucionan independientemente
en cada uno de ellos. Esto se manifesta por los cambios
fenotipicos observados (ver 3.1). Estos cambios no pudieron
ser correlacionados con cambios en los mapas hidimensionales
de oligonucleótidos resistentes a la RNasa T1, probablemente
debido a que las mutaciones ocurridas no se produjeron en ese
7% de los nucleótidos genómicos que pueden ser analizados por
esta técnica (43). Por lo tanto,se optó por analiza la región
carboxilo terminal de VPl mediante secuenciación rapida del
cDNA, pues cambios en esta zona fueron relacionados con
variaciones en el rango de huéspedes y variaciones antigénicas
(ver 4.5 y 4.6).

Al analizar las secuencias nucleotidicas de la región carbo
xiloterminal de VPI del C3 clon, se comprobó la existencia de
oligonucleótidos complementarios que originarian una estructura
secundaria con simetría bilateral del tipo vástago-bucle (ver
3.5, ¿.5 y Figura 18). Esta estructura, previamente observada
en la cepa 03 lndaial. podria ser analoga con la observada
en e] serotipo A cuya consecuencia, en el ciclo de vida del
virus, seria el incremento en los errores que cometeria la
polimerasa viral durante la replicación (74) (ver 4.5).



Al comparar las secuencias de la región carboxilo terminal
de VPI de las poblaciones virales obtenidas durante los pasajes
seriados por los distintos sitemas celulares, pudo comprobarse
que no se produjeron cambios. Por lo tanto no habria una
tendencia a seleccionar variantes autigénicus por parte de los
distintos sistemas huespedes utilizados en este trabajo. Lo
que sucede con este clon del serotipo U podria se: un mecanismo
distinto al observado para el serotipo A. Pese a la existencia
de una zona con estructura secundaria estable en la región
hipervariable de VPl, que favoreceria la producción de errores
cometidos por la replicasa viral, no se obserVH la aparicion
de variantes antigénicas.

La estrecha relación entre la seleccion de variantes por
el sistema inmune y por la celula huesped, con ln mayor producci
ón de mutaciones en la región hiperveriable de VP1 (teoria
esbozada en el punto 4.7) confieren al serotipo A un fenotipo
mutador (ver 1.2),que no sería compartido por los otros serotipos
del VFA.que por cierto son mas estables que el A (ver 4.2).

Pese a la estructura secundaria que presenta la región
hipervariable de VPI del C3 clon, no se seleccionaron variantes
antigénicas, pero sf se produjeron mutaciones y selecciones
de variantes con otros fenotipos (ver 3.1). Esto pone en duda
que este sea un mecanismo generalizado en el VFA. Sin embargo
no puede descartarse que otras cepas del serotipo C puedan tener
un fenotipo mutador de la clase presente en el serotipo A.
Solamente el analisis de la distribución de mutaciones en otras
cepas,actuales o que sean aisladas en el Futuro,podra aclarar
este aspecto.





De la presente resis Doctoral se desprenden las siguientes
conclusiones:

1) En pocos pasajes seriados,de un virus clonado (C3 clon),por
distintos sistemas celulares, se pone de manifiesto el efecto
de la célula huésped en la producción y seleccion de variantes
virales. Las distintas poblaciones obtenidas presentan nn
fenotipo ¡listinto al del virus que les dio origen (C3 clon),
encuanto a cambios en el tiempo necesario para que se produzca
el c.p.e. total. en la patogenicidad para RL. en la infectividad
para celulas BHK-21y en las masas virales producidas.

2) La rapida evolucion que sufre el VFA durante los pasajes
seriados por los distintos sistemas celulares. es independiente
de la m.o.i. empleada. ya que tanto con bajas m.o.i (50) como
con altas m.o.i (en este trabajo),se produce una rapida aparición
de variantes virales.

3) Durante los pasajes seriados del C3 clon por los distintos
sistemas celulares, se evidencia una tendencia generalizada
a reducir el tiempo en que se produce el c.p.e.. disminuir la
masa de viriones producida durante el ciclo de infección y aumen
tar la infectividad especifica. Esta adaptación del virus al
sistema Celular podria interpretarse comouna ventaja selectiva
de aquellas poblaciones virales capaces de inducir un rapido
c.p.e con una menor masa de particulas producidas. Esto podría
deberse a la mayor toxicidad de los productos génicos virales.

A) No se observaron cambios en los mapas bidimensionales de
oligonucleótidos resistentes a la RNasa T1, de los genomas
pertenecientes a las distintas poblaciones virales, producidas
durante los pasajes seriados por los cuatro sistemas celulares
empleados en este trabajo, a pesar de existir cambios Fenotípicos
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en las poblaciones analizadas.

5) Es necesario segregar las poblac¡ones virales para encontrar
cambios en los componentes minoritarios de la misma. Esto fue
utilizado para demostrar" que el C3 clon no posee un fenotipo
antimutador, ya que al segregar las subpoblaciones del pasaje
BHK 15 se detecto un cambio en un mapa de oligonucleótidos.
Este cambio no se correlacxono con el fenotipo de atenuación
para RL. ya que todas las subpoblaciones analizadas poseían
el mismo fenotipo que la población sin segregar.

6) Al comparar las secuencias nucleotidicas de la región

carboxilo terminal de VP1, de las cepas Cl Obb. y C3 indaial
con las del C3 clon, se determinó que el mayor número de cambios
se produjo entre los aminoácidos 130 5/ 170. Se establece una
vez mas que esta es la región hipervariable de VP1, en la que
residen los cambios que determinan las diferencias de subtipo
y cepa .

7) La conservaciOn de la estructura secundaria de tipo vástago
bucle, en la region carboxilo terminal de VPl del C3 clon,
previamente observada en la cepa C3 Indaial (Biogen). sugiere
que aporta ventajas selectivas. Esto podra ser confirmado cuando
se analicen otras cepas de este subtipo.

8) El aminoácido carboxilo terminal de VPl del C3 clon es una
serina, en vez de una leucina. como la encontrada en las
aproximadamente 15 cepas del VFAhasta ahora secuenciadas. Esto
sugiere que la enzima proteolítica que cliva la unión
LEU(VP1)/ASN(P52> también cliva la unión SER(VP1)/ASN(P52).
Sin embrago el hecho de que estos dos aminoácidos se encuentren
conservados en la mayoría de las cepas del VFA,también sugerirle
la posibilidad de un clivaje alternativo en alguna otra parte
de P52, o la existencia de una proteasa capaz de clivar también
la unión SER/ASN.



9) No se produJeron cambios en la región carbox1lo terminal
de VPI de las distintas poblaciones virales obtenidas durante
los pasajes seriados. Esto sugiere que el fenómenode selección
de variantes antigénicas por la celula huésped, observado en
el serotipo A del VFAy en otros virus, no se produce al utilizar
el P3 clon. Por lo tanto se trataría de una caracteristica propia
del serotipo A del VFA,no extrapolable a los otros serotipos.

10) Las secuencias del la región hipervariable de VPI se
mantuvieron constantes en las poblaciones virales obtenidas
durante los pasajes seriados por los distintos sistemas
celulares. Esta región se comporto establementelzi pesar de la
presencia de una estructura secundaria del tipo vástago—bucle.
que aumentaria el número de errores que normalmente comete la
replicasa viral en esa zona. Esto sugiere que a parte «de la
presencia de estructura secundaria y de los errores que
normalmente comete la replicasa, debería existir algún otro
mecanismo o caracteristica responsable del Fenotipo mutador
del serotipo A del VFA.



Dr. Eduardó L. Palma
Director de Tesis
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