BIBLIOTECA CENTRAL LUIS F LELOIR

BibliOteca Digital BIBLIOTECA CENTRAL]EJLOIR

F c E N - U B A FACULTAD DE CIENCIAS EXACTAS Y NATURALES UBA

Tesis de Posgrado

Analisis seroldgico de la variaciéon
antigénica del virus de la fiebre
aftosa del serotipo A12

Piatti, Patricia Gabriela

1994

Tesis presentada para obtener el grado de Doctor en Ciencias
Bioldgicas de la Universidad de Buenos Aires

Este documento forma parte de la coleccién de tesis doctorales y de maestria de la Biblioteca
Central Dr. Luis Federico Leloir, disponible en digital.bl.fcen.uba.ar. Su utilizacién debe ser
acompafiada por la cita bibliogréfica con reconocimiento de la fuente.

This document is part of the doctoral theses collection of the Central Library Dr. Luis Federico
Leloir, available in digital.bl.fcen.uba.ar. It should be used accompanied by the corresponding
citation acknowledging the source.

Cita tipo APA:

Piatti, Patricia Gabriela. (1994). Andlisis seroldgico de la variacion antigénica del virus de la
fiebre aftosa del serotipo A12. Facultad de Ciencias Exactas y Naturales. Universidad de Buenos
Aires. http://digital.bl.fcen.uba.ar/Download/Tesis/Tesis_2685_Piatti.pdf

Cita tipo Chicago:

Piatti, Patricia Gabriela. "Analisis seroldgico de la variacién antigénica del virus de la fiebre
aftosa del serotipo A12". Tesis de Doctor. Facultad de Ciencias Exactas y Naturales. Universidad
de Buenos Aires. 1994. http://digital.bl.fcen.uba.ar/Download/Tesis/Tesis_2685_Piatti.pdf

UBA

Universidad de Buenos Aires

EXACTAS:

Facultad de Ciencias Exactas y Naturales

Direccidn: Biblioteca Central Dr. Luis F. Leloir, Facultad de Ciencias Exactas y Naturales, Universidad de Buenos Aires. Contacto: digital@bl.fcen.uba.ar

Intendente Giiiraldes 2160 - C1428EGA - Tel. (++54 +11) 4789-9293



http://digital.bl.fcen.uba.ar
http://digital.bl.fcen.uba.ar
http://digital.bl.fcen.uba.ar/Download/Tesis/Tesis_2685_Piatti.pdf
http://digital.bl.fcen.uba.ar/Download/Tesis/Tesis_2685_Piatti.pdf
mailto:digital@bl.fcen.uba.ar

UNIVERSIDAD DE BUENOS AIRES
FACULTAD DE CIENCIAS EXACTAS Y NATURALES

ANALISIS SEROLOGICO DE LA VARIACION ANTIGENICA DEL VIRUS DE
LA FIEBRE AFTOSA DEL SEROTIPO A12

PATRICIA GABRIELA PIATTI

Director de Tesis: Dr. FRED BROWN

Lugar de trabajo: USDA, ARS, PLUM ISLAND ANIMAL DISEASE CENTER,
NEW YORK, U.S.A.

Tesis presentada para optar al titulo de Doctor de 1a Universidad de Buenos

Aires.

q
o g



FCEy N BIELIOTEGS

A mis queridos padres, quienes me dieron las "alas" necesarias para completar este
proyecto, como también las rafces que siempre nos mantendrén unidos.



AGRADECIMIENTOS

Mi estadfa en el Centro de Enfermedades Animales en Plum Island con el objeto
de concretar este trabajo de tesis, no se limit6 a ser una experiencia laboral o
profesional, sino que significé una extraordinaria experiencia de vida. Desde estar lejos
de mis seres queridos, la adaptacién a un nuevo estilo de vida con sus pro y sus contras,
hasta la oportunidad de conocer gente nueva, y de conocerme a mi misma, todo se
complementa con la gran experiencia que fué trabajar en Plum Island para hacer de esto
que alguna vez fué proyecto, una realidad. Es por esto que en esta seccién de
agradecimientos quiero llegar a toda la gente que estuvo cerca de mi, tanto en su
participacién a nivel laboral, como fuera del laboratorio. Nada de lo que esta tesis es
hoy hubiera sido posible sin ninguno de ellos. El orden en que aparecen es totalmente

aleatorio, ya que me es imposible darles algyin tipo de prioridad.

Al fallecido Dr. D.O. Morgan, con quien tuve mi primera experiencia de trabajo
en Plum Island y quien nos dejé a todos muy solos muy pronto.

Al Dr. Fred Brown, mi director de tesis. Recuerdo nuestra primera charla, cuando
le expresé mi necesidad de tener un director de tesis que estuviera mds cerca de mi
mesada del laboratorio que de los papeles de su oficina. Mi agradecimiento va primero,
a su compromiso en que fuera de ese modo, y segundo al cumplimiento de su promesa.
Siempre tuvo palabras de aliento y demostré interés sincero por cada simple y pequeiio
experimento que realiz€, y muchas veces su entusiasmo super6 el mio. Su visién
personal de la ciencia ha sido una gran ansefianza para mi, y creo, para todos los
jévenes cientfficos que compartimos este tiempo juntos.

Al Dr. John Newman por su apoyo y paciencia. Compartir el laboratorio con

John me ha dado el lujo de compartir su experiencia, su gran capacidad intelectual, el



amor por lo que hace, y sobre todo, de disfrutar la compaiifa de su maravillosa
persona.

A Analfa Berinstein, mi puerto y refugio de mucha tormentas, siempre presente
también para compartir la euforia de los buenos momentos. Gracias por todo, Ani.

A Elizabeth Rieder, por su compaiifa durante estos afios, y sus consejos y ayuda
en la concrecién de la tesis.

A Mary y Andy Ciupryck, por ser, segin sus propias palabras, un poco mis
padres adoptivos, y de quienes recibf gran apoyo durante los que fueron los duros
primeros meses en USA.

Al resto de la gente con quien comparti el laboratorio, tan solo por eso, por
dejarme compartir esos momentos. Gracias Traci, Juan, Stuart. Para Lee, también mil
gracias por los momentos dedicados a la explicacién de sus resultados en el andlisis de
estructura.

A todo el personal de Plum Island, desde su director, hasta la gente de
mantenimiento. La realizacién de sus propias tareas, hizo posible que yo realizara la
mia.

A Paul, por los buenos y no tan buenos momentos que compartimos. Such is life!



Los resultados presentados en esta tesis forman parte de las siguientes

publicaciones:

-.Circular dichroism, molecular modeling and serology indicate that the structural
basis of antigenic variation in foot-and-mouth disease virus is a-helix formation..
France, L.L., Piatti, P.G., Newman, J.F.E., Toth, I., Gibbons, W.A. and Brown, F.
(1994). Aceptado para su publicacién en PNAS.

-.Antigenic variants in a plaque-isolate of foot-and-mouth disease virus:
implications for vaccine production. P. Piatti, S. Hassard, J.F.E. Newman and F.

Brown. (1994). Aceptado para su publicacién en Vaccine.



INDICE

11

12
121
122
123
I3
1.3.1
132
133
1.4
14.1
14.1.1
14.1.2
I.5
L5.1
1.6

II.1
.2
I3
II.3.1
L4
L5

INTRODUCCION

Caracteristicas generales de los picornavirus

La fiebre aftosa

Un poco de historia

Sintomas clinicos, transmisién y estado de portador
Vacunas

El virus de la fiebre aftosa (VFA)

Caracterfsticas morfolégicas del VFA

Organizacién del genoma. Productos de la traduccién
Ciclo de replicacién del VFA

Variabilidad genética en virus ARN

Heterogeneidad de los genomas ARN

El concepto de cuasiespecie

Evidencias de la heterogeneidad de las poblaciones virales a ARN
Variabilidad del VFA

Bases moleculares de la variacién antigénica

Objetivos

MATERIALES Y METODOS

Células

Variantes utilizadas en este estudio

Péptidos

Acople de los péptidos a las proteinas carriers SAB y KLH
Animales

Yacunas

Indice i

Pagina

N A A

10
10
16
20
22
22
24
26
29
30
33

35
35
35
37
37
38
39



IL.5.1
I1.5.2
.6
.7
1.8
I1.8.1
I1.8.2
1.9

III.
1.1
1.1
I.1.2
1.2
1.2.1
I11.2.2
1.2.2.1
.2.2.2

1.3
1.4
11.4.1
111.4.2

Vacunas a virus inactivado

Vacunas a péptidos acoplados a SAB

ELISA

Seroneutralizacién (SN)

Radioinmunoprecipitacién (RIP)

Obtencién y purificacién de viriones marcados con 35S-Metionina
Ensayo de inmunoprecipitacién

Absorcién de anticuerpos neutralizantes

RESULTADOS

Estandarizacién de las técnicas de serologia

ELISA

Ensayo de radioinmunoprecipitacién (RIP)

Perfil serolégico de las variantes antigénicas del virus A12

Regién 132-159 como el principal sitio inmunogénico de VP1

Indice ii

39

42
42
43

48
48
52
53
53

Caracterizacién antigénica con antisueros anti-péptido 141-160 de VP1 56

Inmunizacién con péptidos acoplados a SAB con glutaraldehido (GA)

Inmunizacién con péptidos acoplados a SAB a través del extremo
C-terminal

Caracterizacién antigénica con antisueros anti-virus inactivado

56

62
69

Estudio de las caracteristicas antigénicas de la semilla de la variante SL 73

Propagacién a diferentes m.o.i. en ausencia de suero

Crecimiento bajo la presion selectiva de suero policlonal anti-péptido

75
78






INDICE DE TABLAS Y FIGURAS

Figura Titulo

6a

6b

Estructura de la cdpside del VFA.

Representacién esquemética del motivo "barril-8" que

adoptan VP1, VP2 y VP3

Protémero al cual le falta la zona del bucle GH, cuya estructura
no ha sido totalmente definida.

Mapa bioquimico de genoma del VFA

Secuencia correspondiente a la regién 141-160 de la proteina
viral VP1 de cada una de las seis variantes antigénicas utilizadas
en este trabajo.

Determinacién de la dilucién de conjugado anti-cobayo para

el ensayo de ELISA.

Determinacién de la dilucién de conjugado anti-cobayo para

el ensayo de ELISA.

Determinacién de la dosis de péptido libre necesaria para
sensibilizar las placas de ELISA.

Reactividad de dos antisueros anti-péptidos con sus péptidos

homélogos y con KLH activada con el agente acoplante SMCC.

Indice iv

Pagina

11

12

14

19

33

50

51

52



Tabla

b I - UV T N

10

11

12

Titulo

Propiedades fisicoquimicas de los picornavirus.

Variantes utilizadas en el estudio de variacién antigénica. Las
variantes se denominan de acuerdo a los amino4cidos en las
posiciones 148 y 153 de la proteina de la cdpside viral VP1.
Absorcién de anticuerpos dirigidos contra el sitio
inmunodominante de VP1 presentes en sueros anti-péptido

y anti-virus

Test de ELISA para antisueros anti-péptido~SAB

Test de ELISA para antisueros anti-péptido~SAB
Seroneutralizacién de las variantes con sueros anti-péptidos~SAB
Esayo de ELISA con antisuero anti-péptido~SAB unido

a través del grupo SMCC.

Radioinmunoprecipitacién de las variantes marcadas con 35s-
metionina con antisueros anti-péptido~SAB unido a través del
grupo SMCC.

Seroneutralizacién de las variantes con antisueros anti-
péptido~SAB unido a través del grupo SMCC.
ELISA indirecto de los antisueros provenientes de animales
vacunados con virus inactivado correspondiente a cada una de
las seis variantes.

RIP de la variante 35S-FenPro con antisueros provenientes de
animales vacunados con virus inactivado correspondiente a cada
una de las seis variantes.

Seroneutralizacién de las seis variantes con antisueros

provenientes de animales vacunados con virus inactivado.

Pagina

36

55
57
59

65

67

68

70

71

72



13

14

Indice vi

Caracterizacién serolégica y secuenciacién de la progenie obtenida

de propagar el virus semilla SL bajo diferentes m.o.i. 76
Caracterizacién serol6gica y secuenciacién de la progenie obtenida

al propagar el virus semilla SL en presencia de suero policlonal

anti-péptido. 80



Introduccioén 1

L INTRODUCCION

L1 Caracteristicas generales de los Picornavirus

Picomaviridae es una familia diversa, de virus pequefios, con genoma de
ARN(+) infeccioso de cadena simple, poliédricos y sin envoltura.

Sobre la base de sus propiedades fisicoquimicas como estabilidad en
condiciones 4cidas (Melnick et al., 1974) y densidad de flotacién, se los ha dividido
en cinco géneros principales: enterovirus, rinovirus, cardiovirus, aftovirus y
hepatovirus (el virus de la hepatitis A ha sido asignado a este nuevo género, Minor,
1991). Cada género es subdividido a su vez en tipos y subtipos mediante la
caracterizacion de sus antigenos de superficie (Cooper et al., 1978; Sangar 1979)
(Tabla 1).

Los picornavirus también pueden ser agrupados de acuerdo al receptor celular
que reconocen, aunque para algunos serotipos el receptor est4d ain por ser
identificado. La mayoria de los rinovirus, junto con algunos enterovirus
(coxsackievirus 13, 18 y 21), se unen a un mismo receptor conocido como molécula
de adhesién celular 1 (ICAM-1), proteina que se encuentra en la superficie de
muchos tipos de células (Greve et al.,, 1989, Stauton et al., 1989). ICAM-1 es
miembro de la superfamilia de las inmunoglobulinas, protefnas con estructura
similar a la de las inmunoglobulinas. El receptor celular de poliovirus, utilizado por
todos los serotipos, es un miembro previamente desconocido de la misma
superfamilia (Mendelsohn et al., 1989). Miembros del grupo B de los
coxsackievirus parecen reconocer otro receptor diferente, probablemente

compartido con algunos ecovirus, incluyendo el tipo 6 (Crowell et al., 1987).



Coxsackievirus A9 (CAV-9), aunque poseen alta homologia de nucle6tidos con el
grupo B, no reconoce el mismo receptor. Recientemente, se report6 al receptor de
vitronectina (integrina oyf33) como receptor para CAV-9 y VFA (Rovainen et al.,
1993; Berinstein et al., 1994).

La posibilidad de cristalizar picornavirus y la aplicacién de la cristalografia de
rayos X, ha generado datos adicionales muy importantes en cuanto a estructura y
caracteristicas antigénicas para rinovirus (Rossmann et al., 1985), poliovirus (Hogle
et al., 1985), mengovirus (Luo et al., 1987) y aftovirus (Acharya et al., 1989; Logan
etal., 1993).

Los picomavirus poseen una cipside de simetrfa icosaédrica compuesta de 60
copias de cada una de las proteinas estructurales virales: VP1, VP2, VP3 y VP4. El
ensamble de la particula viral se realiza a través de intermediarios pentaméricos
compuestos de copias de VP1, VP3 y una proteina precursora, VPO, en la cual VP4
y VP2 estidn covalentemente unidas.

Las proteinas de la cdpside encierran a la dnica molécula de ARN (+) de
cadena simple, con 7200 a 8500 nucleétidos que puede actuar como mensajero
tanto in vivo como in vitro (Colter et al., 1957, Alexander et al., 1958). El extremo
terminal 5' estd unido covalentemente a una pequena proteina viral, VPg. La
traduccién del ARN viral da como resultado una poliproteina cuyo procesamiento,
producido en varias etapas, da lugar a las protefnas estructurales y no estructurales
del virus (Kitamura 1981; Racaniello and Baltimore 1981; Grubman et al., 1984;
Rueckert and Wimmer, 1984). Las proteinas no estructurales incluyen una ARN
polimerasa ARN dependiente codificada por el virus que funciona en conjunto con
proteinas celulares para replicar el ARN genémico a través de un intermediario de

cadena(-).



Tabla 1:

Propiedades ffsicoquimicas de los picornavirus.

Género Virus Niamero de Estabilidad | Densidad de
serotipos al pH flotacién(CICs)
Enterovirus | Polio 3 estable 3-9 1.34
Coxsackie A 23
Coxsackie B 6
Eco 32
Cardiovirus | EMC* 1 estable 3-9 1.34
Rinovirus Rinovirus
humano >100 14bil 6 1.40
Rinovirus
equino 2
Aftovirus Fiebre aftosa 7 14bil 6.8 1.43
Hepatovirus | Hepatitis A 1 estable 3-9 1.34

Se incluye el nimero de serotipos presentes para dar una idea de la variabilidad

antigénica que muestra esta familia. * Encefalomiocarditis.




1.2. La fiebre aftosa

L2.1. Un poco de historia

La fiebre aftosa (FA) ha sido conocida por alrededor de cuatro siglos.
Fracastorius fue el primero en reportar un brote de la enfermedad en bovinos en
Italia en 1514 ( Fracastorius, 1546). La descripcién que hace de los sintomas en los
animales afectados ( anorexia, vesiculas en lengua que luego también aparecen en
las pezuias y la recuperacién de la mayoria de los animales enfermos) tiene una
similitud asombrosa con aquellos observados en la actualidad (Bachrach, 1968).
Sin embargo, no fue hasta 1897 que Loeffler y Frosh demostraron que la
enfermedad era causada por un agente filtrable (Loeffler and Frosh, 1897). En sus
experimentos con bovinos notaron la rdpida replicacién viral en el animal enfermo
y aplicando el método de dilucién limitante titularon el virus presente en tejido
infectado. También realizaron neutralizacién del virus con suero de animales
convalescientes. Avances significativos no fueron realizados hasta después de 25
afios, siendo el principal obst4culo lo costoso de trabajar con el hospedador natural.
Fueron entonces Waldman y Pape quienes reprodujeron la enfermedad en cobayos
inoculados en la base de la pata (Waldman and Pape, 1921).

En Europa la investigacién fu€ focalizada a la solucién de problemas en el
campo ya que la enfermedad se diseminaba rdpidamente. Brotes particularmente
severos en el Reino Unido llevaron a la apertura de institutos nacionales en toda
Europa: Insel Reims en Alemania en 1909, Pirbright en el Reino Unido en 1924 y
en Lindholm en Dinamarca en 1925 asi como la dedicacién de institutos

veterinarios ya existentes como en Alfort, Francia y en Brescia, Italia (Brooksby,
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1982). En cuanto a la situacién en el resto del mundo, el primer récord de la
enfermedad en América del Sur data de 1871, apareciendo primero en Argentina y
luego en Brasil, Chile y Uruguay tras la importacién de bovinos desde Europa
durante el amplio brote ocurrido alli en 1870. El primer récord de la enfermedad en
Peni, Bolivia y Paraguay es de 1910 y en Colombia y Venezuela de 1950. La
ocurrencia en Africa y Asia estd menos documentada, pero es probable que surgiera
del transporte de animales infectados desde Europa, aunque los serotipos son
diferentes a los "cldsicos” europeos ( Brown ,1986).

A pesar de ser una enfermedad conocida por mds de cuatro siglos, cuyo
agente causal fue descubierto hace casi cien afios, y a pesar de que los medios para
el crecimiento de virus en cantidades suficientes para la produccién de vacunas a
gran escala estdn disponibles desde 1950, la enfermedad ain esti presente en
muchos paises del mundo. La falla en el control puede deberse a varios factores
como la imposibilidad de aplicar las vacunas eficientemente en programas
organizados de control o también al uso de vacunas de baja potencia o de cobertura

insuficiente, debido a los elevados costos que implicaria su mejoramiento .

L2.2. Sintomas clinicos , transmision y estado de portador

La FA tiene la reputacién de ser una de las enfermedades mds temidas del
ganado doméstico, principalmente por su amplia distribucién y por ser altamente
contagiosa. Afecta al ganado bovino, porcino, ovino y caprino y su gran efecto es
debido mds a la disminucién de la produccién que a la muerte de los animales

infectados. La mortalidad en el bovino es menor que ¢l 5%, pero puede llegar al
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50% cuando el virus invade el misculo cardfaco en los animales jévenes (Bachrach,
1968).

La enfermedad se caracteriza por la formacién de vesfculas o aftas en las
mucosas de la boca, en la nariz y en la piel interdigitante de las pezuifias. Las llagas
bucales dificultan la ingestién de alimentos y las de las pezuiias hacen dificil el
traslado del animal , siendo frecuentes ademds los abortos de animales en gestacion.

El virus se transmite entre los animales por diversos mecanismos: contacto
directo (a través de saliva, leche y semen) o indirecto ( herramientas o ropa
contaminadas, animales salvajes, aerosol, etc). Como ejemplo puede citarse la
prediccién por modelos matematicos del drea de diseminacién por aerosol del virus
en el brote ocurrido en Inglaterra en 1981. Los célculos predijeron un 4rea de 250
km, desde Francia a la isla de Wight, Inglaterra (Donaldson et al., 1982).

Una vez que el virus de la fiebre aftosa (VFA) penetra en el animal
susceptible por la via respiratoria o a través de los epitelios de la boca y nariz, le
sigue un perfodo corto de incubacién de la enfermedad. Luego aparecen las aftas
primarias en el punto de entrada. Posteriormente es posible detectar viremia, fiebre
y aftas secundarias (pezuiias, lengua y paladar). La respuesta del sistema inmune
hace que desaparezca el virus de sangre pero no necesariamente de los tejidos.

Pasada la fase aguda los animales pueden aparecer como totalmente
recuperados, pero un nimero variable puede convertirse en portadores del virus,
estado durante el cual puede aislarse virus infeccioso de las secresiones es6fago-
faringeas cuando son inoculadas en animales susceptibles o en cultivo celular
(Sutmoller and Gaggero, 1965; Burrows, 1966; Straver et al., 1970; Fellowes and
Sutmoller, 1970; Augé de Mello et al., 1970). Se ha documentado aislamiento viral
hasta 560 dfas post inoculacién (Rossi et al., 1988; Gebauer et al., 1988) y persiste
aiin en presencia de anticuerpos neutralizantes (van Bekkum et al., 1959; Sutmoller

and Gaggero, 1965; Burrows, 1966). En animales infectados persistentemente con



Introduccién 7

virus C3 se detectaron variaciones en la secuencia nucleotidica del ARN viral lo
cual se correlacioné con cambios de antigenicidad detectables con anticuerpos
monoclonales (Gebauer et al., 1988). Estos estudios resaltan la importancia del
animal portador como reservorio natural para el virus y como fuente potencial de

nuevas variantes.

L2.3. Vacunas

La produccién de anticuerpos séricos repesenta el mecanismo de defensa més
importante del animal susceptible frente a la infeccién por el VFA. La respuesta
serolégica inducida luego de la infeccién o vacunacién con VFA ha sido bien
caracterizada en ¢l ganado bovino (Cowan, 1973) y en animales de experimentacién
como el cobayo (Waldmann and Pape, 1920; Knudsen et al., 1983) y el ratén
(Borca et al., 1984; Borca et al 1986; Ferndndez et al., 1986; Piatd et al., 1991).
Varios estudios han sugerido que la neutralizacién por anticuerpos y la agregacién u
opsonizacién de los viriones seguida de su fagocitosis, son probablemente los
efectores principales de la inmunidad contra el virus (Mc Cullough et al., 1987; Mc
Cullough et al., 1992).

El control de la enfermedad se realiza principalmente a través de tres métodos,
dependiendo de la situacién epidemiolégica de la regién. En aquellos paises que
normalmente no tienen FA, se toman todas las medidas necesarias para que todo
aquel material que pueda acarrear el virus no sea importado; y en la eventualidad de
un brote se aplica el rifle sanitario. En aquellas partes del mundo donde la
enfermedad es endémica, el control se realiza a través de la vacunacion sistemadtica,

con campaiias de vacunacién controladas en parte por el Estado.
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Para la produccién de las vacunas a virus inactivado actualmente en el
mercado (el uso de vacunas atenuadas fue abandonado rdpidamente al observarse
reversion a virulencia), el virus es crecido a gran escala en cultivo celular tanto en
monocapa como en suspensién. Luego es inactivado, generalmente con una imina,
y la vacuna se completa con el agregado de hidréxido de aluminio o una fase oleosa
de composicién establecida. Con vacunas de estas caracteristicas se logran buenos
tftulos protectores, aunque existen varios inconvenientes o desventajas, como son:
limitada vida itil, la necesidad de mantener la cadena de frio, la baja duracién de la
inmunidad inducida y los problemas asociados con la no contencién del virus
dentro de los perimetros de la planta productora (inactivacién incompleta del virién
o escape del virus debido a incompletas medidas de seguridad). Frente a estos
problemas se ha iniciado la bisqueda de otras tecnologias en el desarrollo y
produccidn de vacunas.

Para cllo se ha hecho uso de las caracterfsticas antigénicas del virion. Los
antigenos virales han sido identificados en la mitad carboxiterminal de la protefna
de la cdpside viral VP1, en particular las secuencias de amino4dcidos 140-160 y,
aunque menos importante, el segmento 200-213, ambos conteniendo epitopes
involucrados en la induccién de anticuerpos neutralizantes (Strohmaier et al., 1982;
Bittle et al., 1982; Geysen et al., 1984; Xie et al., 1987).

Se han desarrollado vacunas experimentales que utilizan VP1 o sus sitios
antigénicos relevantes expresados en E.coli. En el caso de aquellas que contienen
VP1, los mejores resultados han sido obtenidos con serotipo A tanto en bovinos
como en cerdos, logrindose proteccién frente al desafio con dosis altas del
inmunégeno o con vacunaciones repetidas (Kleid et al., 1981; Mc Kercher et al.,
1985). Cuando se utilizaron los sitios inmunogénicos de VP1 expresados como
proteinas de fusi6n, Broekhuijsen y colaboradores lograron proteccién en cobayos y

cerdos con la secuencia 137-162 de VP1 repetida en tindem ocho veces ( con 8ug
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para cobayos y 400ug para cerdos en formulacién oleosa) ( Broekhuijsen et al.,
1987). Un péptido con dos sitios (200-207)2-(140-153), incorporados a la protefna
PhoE de E.coli, indujo anticuerpos neutralizantes y protegié cobayos contra el
desaffo ( Agterberg et al., 1990). Con un dimero (200-213~141-158)-TrpE con la
secuencia correspondiente al serotipo O, también se logré proteccién frente al
desaffo (Giavedoni et al., 1991). Estos sitios fueron también incorporados a la
proteina del core del virus de la hepatitis B. Las partfculas virales asi formadas
tuvieron una inmunogenicidad similar a la del VFA tanto en cobayos como en
cerdos (Clarke et al., 1987).

Otro tipo de vacunas que utilizan sélo los sitios antigénicos de VP1, son
aquellas a péptidos obtenidos por sintesis quimica y posterior acople, o no, a una
proteina carrier. Resultados positivos fueron obtenidos con el péptido 141-160 tanto
acoplado a KLH como libre, cuando fue inoculado en cobayos (Bittle et al , 1982;
Pfaff et al., 1982).

Los experimentos en bovinos han sido generalmente desalentadores. Dimarchi
y colaboradores lograron inducir buen nivel de anticuerpos neutralizantes con un
dimero 141-158 y 200-213 con una alta dosis (5 mg) pero no la proteccién total
(Dimarchi et al., 1986). Estas diferencias en la respuesta a los péptidos encontradas
en diferentes especies pone de manifiesto la importancia de la restriccién de la
misma por los genes del Complejo Mayor de Histocompatibilidad (CMH). La no
respuesta frente a estos péptidos fue estudiada en ratén y se la pudo revertir
acoplando secuencias correspondientes a epitopes T pertenecientes a otras protefnas
( ovoalbiimina o mioglobina de ballena de esperma) que estdn bajo la restriccién
del mismo haplotipo del CMH (Francis et al., 1987).

En adicién a los inconvenientes ya mencionados no debe olvidarse también el
gran problema que acarrea la alta variabilidad del virus y que hace imposible la

proteccién cruzada de serotipos. Estos cambios de antigenicidad e inmunogenicidad
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del virus son de vital importancia en la lucha contra la enfermedad, ya que el grado
de proteccién de la poblacién vacunada depende entre otras cosas de la homologia
existente entre la cepa vacunal y la de campo. Estos cambios no s6lo repercuten en

la produccién y control de las vacunas, sino que también complican el diagnéstico.

L3. El virus de la fiebre aftosa (VFA)

L3.1. Caracteristicas morfolégicas del VFA

La particula viral consiste de una cdpside desnuda de 30 nm de didmetro que
aloja en su interior al genoma viral constituido por una cadena simple de ARN de
polaridad (+) (Vazquez et al., 1979).

La cépside posee una estructura icosaédrica de simetrfa 5:3:2 (Figura 1). Est4
formada por 60 copias de cada una de las cuatro proteinas estructurales VP1, VP2,
VP3 y VP4, més una o dos copias de VPO, precursor no clivado de VP2 y VP4
(Bachrach , 1977; Rueckert, 1976; Talbot et al., 1973; Dubra et al., 1981). Tanto
VP1 como VP2 y VP3 se hallan parcialmente expuestas en la superficie viral, en
cambio VP4, la m4s pequeiia de las protefnas estructurales, es interna y tiene unido
en su extremo amino terminal 4cido miristico (Boothroyd et al., 1982; Chow et al.,

1987).
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Figura 1: Estructura de la cdpside del VFA.

Diagrama representando la cdpside viral del VFA. Los cinco protémeros alrededor
del eje de simetria quintuple ( & ) se encuentran delineados con trazo grueso . Se
sefialan también los ejes de simetria 3 (triple) A , y 2 (doble) ®. Basado en Amold
etal., 1987
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Recientemente la estructura tridimensional de la cdpside del VFA de los
serotipos O y C fue determinada por la técnica de difraccién de rayos X del virus
cristalizado (Fox et al., 1987; Acharya et al., 1989; Lea et al, 1994). Estos estudios
predicen que aunque difieren en secuencia, VP1, VP2 y VP3 adoptan una misma
configuracién espacial denominada "barril 8" (Figura 2). Esta estructura consiste en
ocho cadenas de estructura B, plegadas unas sobre otras a manera de un sandwich:
cada hoja formada por cuatro cadenas, una sobre la otra conectadas por bucles que
sobresalen de la superficie. Son las cadenas B las que forman las paredes del barril
(BIDG la anterior y CHEF la posterior). Los bucles entre las cadenas son
identificados por las letras que denominan las cadenas que conectan; asf, el bucle

G-H conecta las cadenas 8 G y H.

Figura 2: Representacién esquemdtica del motivo "barril-8" que adoptan
VP1, VP2y VP3
bucle GH
—C \ l
<—H
HOOC
E —]
F
GDI B —
—
_—_—_ﬁ}’
—
L
NH2

Las cadenas B estdn representadas con flechas y rotuladas alfabéticamente (B a I).
Las hélices se representan como cilindros. ( Hogle et al., 1985).
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La subunidad biolégica o protémero comprende una molécula de VP1 y una
de VP2 més una de VP3 perteneciente al 4rea triangular adyacente (Figura 1). Asf,
el protémero posec forma de "barrilete” y no triangular, de acuerdo a célculos de
pérdida de drea accesible al solvente (Fry et al., 1990).

Las dos regiones de la protefna VP1 que determinan las propiedades
antigénicas e inmunogénicas del virus (aminoé4cidos 141-160 y amino4cidos 200-
213) estdn, como se esperaba, expuestas en la superficie de la particula viral. La
caracteristica mds sobresaliente es que la secuencia 141-160 (bucle GH) est4
altamente desordenada en lo que respecta a su densidad electrénica, lo que impidié
la determinacién de su estructura espacial en este primer andlisis. El mapa de
densidad electrénica es claro hasta el aa 134, pero luego se desordena y se hace
claro nuevamente en el aa 159. Los residuos 134 y 157 estdn situados muy
préximamente en la superficie de la cédpside, sugiriendo que la secuencia
desordenada que se encuentra entre ellos debe ser un bucle prominente y flexible
sobre la superficie (Acharya et al , 1990). No fue hasta muy recientemente que este
bucle pudo ser definido en estructura, aunque ain sigue siendo la regién més mévil
de la cdpside (Logan et al ,1993). Esto fue posible para el virus de serotipo O1 BFS
y luego de la reduccién del puente disulfuro que se forma en la base del bucle entre
los residuos Cis 134 y Cis 130 de VP2. Este puente no estd presente en todos los
virus del serotipo O. El andlisis de estructura a través de la difraccién de rayos X
realizado para el serotipo C (cepa C-S8c1) revel6 la regiébn amino terminal de la
protefna VP2, que, se especula, modifica su disposicién espacial durante la Gltima
etapa de la morfogénesis viral que resulta en el clivaje de VPO en VP2 y VP4 (Lea
et al., 1994)(Figura 3).
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Figura 3: Protémero al cual le falta la zona del bucle GH, cuya estructura no

ha sido totalmente definida.

Cédigo de colores: VP1: azul; VP2: verde; VP3: rojo y VP4: amarillo.

Aunque la secuencia del bucle (aa 140-160) es hipervariable no sélo en
secuencia sino en longitud entre distintos aislamientos, hay un triplete de

aminodcidos, Arg-Gly-Asp (RGD) altamente conservado en las posiciones 145-147
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. Esta secuencia ha recibido mucha atencién ultimamente ya que se ha reconocido
su unién a la protefna extracelular vitronectina, miembro de la familia de receptores
llamados integrinas (Berinstein et al, 1994). Si bien el RGD es de gran importancia
en la unién del VFA a las células (Mason et al., 1994), no seria el dnico elemento
involucrado, ya que removiendo el extremo C-terminal de VP1, la unién a las
células se ve afectada (Fox et al., 1989). Todo parece indicar que en el VFA el
mecanismo de unién al receptor es el opuesto al que ha sido propuesto para
rinovirus (Rossmann et al., 1985). En este virus el sitio de unién al receptor reside
en una profunda depresién o caiién en la superficie de la cdpside viral, escondido
del sistema inmune y por lo tanto no sometido a presiones para mutar y evitar asf la
neutralizacién por anticuerpos.

En 1966 Cowan y Graves dieron a conocer la presencia de un proteina que era
especifica de grupo en células infectadas con VFA, la cual fue denominada
"antigeno asociado a la infeccién" o VIA, identificada luego como la ARN
polimerasa viral o proteina 3D. Debido al hecho de que era imposible detectar
anticuerpos contra VIA en el suero de animales vacunados, Cowan y Graves
concluyeron que su presencia estaba asociada con el proceso de infeccién. Sin
embargo, se ha demostrado recientemente la presencia de anticuerpos contra este
antigeno y otras protefnas no estructurales en sueros de animales vacunados (Tesar
et al., 1989; Berger et al., 1990; Neitzert et al., 1991), y también habia sido
comprobado anteriormente en suero de animales inoculados con preparaciones de
virus altamente purificadas (Sangar et al., 1976; Rowlands et al., 1969). Basados en
estos antecedentes y con el uso de la protefna 3D expresada en E. coli, Newman y
colaboradores obtuvieron evidencias directas de que la polimerasa viral es un
componente de las particulas virales (Newman et al., 1994). En adicién y
confirmando trabajos previos realizados por Denoya y su grupo, se muestra que la

polimerasa 3D expresada en E.coli actia también como endonucleasa y su
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presencia en la particula viral explica la rdpida pérdida de infectividad que ocurre
cuando el virus es incubado a 37°C, hecho que se correlaciona con la degradacién
in situ del ARN gendémico (Denoya et al., 1978a; Denoya et al., 1978b; Brown et
al., 1963; Brown et al., 1966).

L3.2. Organizacion del genoma. Productos de la traduccién

El genoma del VFA consiste de una molécula de ARN monocatenario de
2.93X104 Da, que corresponde a 8450 pb. El extremo 3' se encuentra poliadenilado
y en ¢l extremo 5' presenta una pequeiia proteina unida covalentemente denominada
VPg. El ARN viral presenta un iinico marco de lectura abierto que codifica para una
poliprotefna cuya masa molar es de 258.9Kd y dos regiones no codificantes a
ambos extremos.

En el extremo 5' se encuentra una regién no codificante de variada longitud en
los picornavirus, y que en el VFA consiste en 1200 nucleétidos y posee un alto
grado de estructura secundaria (Figura 4). Esta regién presenta estructuras
conservadas comunes para afto y cardiovirus (Pilipenko et al., 1989; Kiihn et al.,
1990). Por un lado se encuentra un segmento de citidinas, poli(C), cuya longitud en
el VFA es de unos 100 a 420 nucle6tidos ( Black et al., 1979; Escarmis et al., 1992;
Harris and Brown, 1976). Basados en el hecho de que una cepa virulenta del
serotipo SAT1 tenfa un poli(C) de longitud mayor que el de la cepa atenuada
derivada, Harris y Brown sugirieron que el segmento poli(C) podia tener un rol en
la determinacién de la virulencia. Adn asi hay varios reportes que hacen incierta
esta afirmacién (Costa Giomi et al., 1988; Escarmis et al.,, 1992). Clones

infecciosos de cDNA correspondientes a los serotipos O (Zibert et al., 1990) y A
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(Rieder et al., 1993), han sido utilizados, entre otros aspectos, para dilucidar el rol
del poli(C) en la virulencia del VFA. Estos trabajos reportan que no habrfa relacién
entre la longitud del poli(C) y la virulencia.

Dentro de esta regién se encuentra también una secuencia que dirige la
traduccién (sitio interno de entrada del ribosoma, IRES) presente en el genoma de
los picornavirus y en otros mensajeros eucariotes (Jang et al., 1988; Jackson et al
1990; Molla et al., 1992; Belsham et al., 1990; Pelletier and Sonemberg, 1988;
Trono et al., 1988).

La proteina VPg, unida covalentemente al extremo 5' mediante el residuo
pUpUp del ARN y el grupo hidroxilo fenélico de un residuo tirosina dela misma, se
cree pueda estar involucrada en la sintesis del ARN viral. Esto fue estudiado
especialmente en poliovirus (Crawford y Baltimore, 1983; Flanegan et al , 1977;
Lee et al., 1977; Takeda et al., 1987). Ademds de su rol en la replicacién del ARN
genémico, se piensa que VPg pueda estar también implicada en la encapsidacién
del ARN viral (Nomoto et al., 1977 y 1977a), debido a que en los viriones s6lo es
posible encontrar VPg unida al ARN viral, mientras que el mismo ARN sin VPg
unida covalentemente es hallado en células infectadas. El rol de VPg en el VFA
parece ser mds complejo que el que tiene en otros picornavirus. Andlisis de la
secuencia del genoma revelaron tres genes de VPg ordenados en tdndem vy
denominados VPgl, VPg2 y VPg3 (Forss y Schaller, 1982). Los genes estdn
relacionados pero son distinguibles unos de los otros y se encuentran en los viriones
en cantidades equimolares. Falk y colaboradores analizaron las implicancias del
mimero de copias de VPg en la replicacién del VFA y encontraron una gran
tolerancia en el nimero de copias de la protefna, aunque la 6ptima viabilidad fue
obtenida cuando el genoma codificaba para tres copias de VPg (Falk et al., 1992).
Otro punto para destacar es el hecho de que no se encontraron diferencias

significativas entre las moléculas de VPg con respecto a su rol para promover la
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sintesis del ARN viral, lo que sugiere que las tres VPgs actian de forma similar en
la replicaci6n viral.

Otra caracteristica interesante del genoma del VFA es que existen dos
codones de iniciacién AUG en el mismo marco de lectura (Clarke et al., 1985). Esto
tiene como consecuencia que la protefna lider (L), el primer componente de la
poliproteina, es producida en dos formas, Lab, cuando el primer AUG es utilizado
como codén de iniciacién y Lb, que posee 28 aa menos y que es la forma
mayoritaria en los sistemas de traduccién in vitro y también in vivo.. Medina y
colaboradores demostraron que las dos formas, expresadas individualmente, poseen
la misma actividad, incluyendo el clivaje del componente p220 del complejo de
iniciacion de la traducciéon (Medina et al., 1993).

El extremo 3' poliadenilado presenta un nimero variable de residuos por
molécula de ARN, y se ha visto que la heterogeneidad en la longitud de este
segmento no es eliminado por purificacién por plaqueo de la poblacién viral
(Chatterjee et al., 1976; Polatnick et al., 1980; Rueckert et al., 1985). Si bien la
funcién del poli(A) no es totalmente conocida, se ha visto que moléculas de ARN
con segmentos cortos de poli(A) poseen menor infectividad especifica (Sarnow et
al., 1989).

Con el conocimiento de la estructura primaria del genoma del VFA sumado a
la caracterizacién bioquimica de los polipéptidos inducidos por el virus, fue posible
mapear las zonas que codifican para los distintos productos genémicos como asi

también asignar las funciones a las cuales est4n asociados los mismos (Figura 4).
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Figura 4: Mapa bioquimico de genoma del VFA
1 2 3 4 5 6 7 8 Kb
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La iniciacién de la traduccién tiene un sitio principal y uno alternativo, dando como
producto la protefna Lab o Lb (L o L' respectivamente en Vakharia et al., 1987). La
nomenclatura de las protefnas corresponde al sistema propuesto por Rueckert and
Wimmer (1984). IRES: Sitio interno de entrada de los ribosomas.



Introduccién 20

L33. Ciclo de replicacion del VFA

El ciclo de replicacién del VFA tiene como evento inicial la adsorsién del
virién a receptores especificos ubicados en la membrana plasmadtica de células
susceptibles. Este proceso es reversible y su etapa inicial estd gobernada por fuerzas
electrostdticas y por la presencia de cationes divalentes (Catt, Mg*+) (Brown et al.,
1962).

En aftovirus el sitio de reconocimiento al receptor celular est4 representado
por la secuencia Arg-Gly-Asp (RGD) correspondiente a las posiciones 145-147 de
VP1 (Fox et al., 1989). Recientemente se ha identificado al receptor de vitronectina
como una de las moléculas receptoras para el VFA (Berinstein et al., 1994), sin
embargo, estudios de competicién han demostrado previamente la existencia de
inhibicién solo parcial de la unién al receptor entre diferentes cepas del virus, ain
cuando todas ellas poseen la misma secuencia RGD (Sekiguchi et al., 1982; Baxt
and Bachrach, 1980). Esto podrfa significar la existencia de mds de un receptor en
células susceptibles; de este modo diferentes cepas virales tendrian algunos
receptores que serian comunes 0 compartidos y otros que serian unicos.

Luego de la adsorsién, la entrada del virién al citoplasma tiene lugar a través
de endocitosis mediada por receptor. El desnudamiento tiene lugar dentro de los
endosomas, cuyo pH 4cido proporciona el medio necesario para la ruptura del
virién en las subunidades proteicas 12S, dejando asf el ARN genémico libre para
iniciar su replicacién (Carrillo et al., 1984; Carrillo, 1985; Baxt, 1987).

El genoma viral liberado en el citoplasma se une a la maquinaria biosintética
celular para producir una poliproteina que es rdpidamente procesada. Por otro lado,
la replicacién del ARN viral involucra la sintesis de una cadena complementaria de

polaridad (-) que es utilizada para amplificar el nimero de cadenas de ARN(+). La
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elongacién de ambas cadenas tiene lugar gracias a la actividad de la enzima viral
ARN polimerasa ARN dependiente (3D) (Newman et al., 1979; Robertson et al.,
1983).

El ensamble de las proteinas virales y el ARN es un proceso que consta de
varias etapas y que va generando intermediarios con diferentes caracteristicas
morfolégicas y también antigénicas. El primer paso implica la formacién de
subunidades de 13S, compuestas por un agregado de cinco protémeros inmaduros;
ésto es VPO, VP1 y VP3. El ensamble de estas subunidades de 13S en agregados de
doce da lugar a los intermediarios llamados proc4psides. La incorporacién del ARN
a las procédpsides resulta en la formacién de los proviriones. El virién maduro de
1468 se genera gracias al clivaje proteolitico de casi la totalidad de las cadenas VPO
en VP2 y VP4, hecho que también tiene como consecuencia un reordenamiento
espacial de la cdpside viral. Finalmente se produce la liberacién de los viriones
infecciosos por lisis de las células infectadas. Esta descripcién del ensamble de la
particula viral para el VFA es en realidad considerada regla general para los
picomnavirus, sin embargo ciertos pasos ain generan controversia, como lo es el
hecho de que es mds facil visualizar las subunidades de 13S ensambldndose
alrededor del ARN que a éste siendo incorporado o internalizado dentro de la

procipside formada en un paso previo (Rueckert, 1976).
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L4. Variabilidad genética en virus ARN

Los virus ARN han sido objeto de extensiva investigacion debido a que son
los responsables de una variedad de enfermedades de importancia médica y
econémica tanto para el hombre como para plantas y animales. Su extraordinario
éxito evolutivo se atribuye a su habilidad para utilizar diferentes estrategias de
replicacién y a la capacidad de adaptarse al amplio espectro de nichos biol6gicos
que encuentran al replicar en uno o diferentes huéspedes.

Estudios realizados en la década del '40 con influenza y con el virus del
mosaico de tabaco (Burnet and Bull, 1943; Kunkel, 1947) mostraron que los virus
ARN eran altamente mutables. En afios recientes, técnicas de biologia molecular y
celular mds modernas han permitido estudios detallados de virus provenientes de
aislamientos naturales y también de cepas de laboratorio. Estos estudios muestran a
los virus ARN como poblaciones extremadamente heterogéneas, lo que les permite

desarrollar una gran adaptabilidad y rdpida evolucién.

L4.1. Heterogeneidad de los genomas ARN

La variabilidad genética de los virus ARN es el resultado de la generacion de
genomas mutantes durante la replicacion viral. Esto es consecuencia del alto nivel
de error en el proceso de copiado del templado que es inherente a las ARN
polimerasas y a las transcriptasas reversas de los retrovirus (Holland et al., 1982;

1992).
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Las tasas de mutacién (definida como el nimero de eventos de incorporacién
errénea de nucleétidos por sitio por ronda de replicacién) para genomas ARN estdn
en el rango de 10-3 a 104 (Weissman et al., 1973). En el caso de las ADN
polimerasas virales, procariotas y eucariotas, ha sido demostrado un mecanismo
capaz de corregir la incorporacién incorrecta de bases durante la sintesis de ADN,
por lo cual la tasa de mutacién para virus ADN se estima en 10-7 a 10! por
nucleétido incorporado (Kornberg, A., 1980, Drake, J.W., 1969). Curiosamente, la
tasa de mutacién para el ADN de los genes que codifican la regién variable de las
moléculas de inmunoglobulinas puede ser tan alta como 10-3 por ciclo celular en
ciertos estadfos de desarrollo de los linfocitos B. Este hecho muestra que cuando el
objetivo es generar variabilidad, el mecanismo de correccién de errores de las
polimerasas es suprimido y la fidelidad de copia del ADN se hace comparable a la
del ARN (O'Brien et al., 1987; Sickevitz et al., 1987).

En adicién a la alta frecuencia de mutaciones puntuales, los virus ARN tienen
a su disposicién otros mecanismos que originan variabilidad, como son la
generacién de reasortantes en el caso de virus con genomas segmentados, y la
recombinacién genética.

Como ejemplo de la generacién de reasortantes, se pueden citar algunos
episodios de pandemia que son causados periédicamente por influenza tipo A como
resultado del reordenamiento de segmentos gendémicos entre cepas humanas y
aviares o entre diferentes cepas humanas, lo cual genera virus antigénicamente
diferentes y nuevos (Bean et al., 1980; Desselberger et al., 1978; Webster et al.,
1982; Young, J.F., and Palese, P., 1979).

La recombinacién genética ha sido demostrada s6lo para un nimero limitado
de virus fuera de la familia de los retrovirus donde es mis frecuente. Ha sido

demostrado para picornavirus como el VFA (Kirkegaard, K. and Baltimore, D,



Introduccién 24

1986; King et al., 1982) y poliovirus (McCahon et al., 1977; Minor et al., 1986;
Tolskaya et al., 1983).

La alta tasa de mutacidn que se observa en los virus ARN determina que estas
poblaciones virales consistan de una mezcla heterogénea de genomas (Domingo et
al., 1980, 1985; Sobrino et al., 1983; Martinez-Salas et al., 1985; Martinez et al.,
1988). Esto les confiere una alta adaptabilidad a nuevos ambientes debido a las
miltiples variantes ya presentes en la poblacién y a la gran facilidad de producir

nuevas mutantes (Holland et al., 1982).

L4.1.1. El concepto de cuasiespecie

La definicién standard de especie biol6gica no es aplicable a las poblaciones
de virus con genomas ARN. Tampoco es posible hablar de un "tipo salvaje” como
la forma que predomina en una poblacién y que estd particularmente adaptada al
ambiente en el cual vive. Estas definiciones y conceptos son aplicables sélo a
poblaciones con genomas ADN que replican con alta precision. Pero en el caso de
las poblaciones virales con genomas ARN, donde el proceso de replicacién es
altamente imperfecto, se define a la cuasiespecie como una poblacién de secuencias
genémicas relacionadas que se reproducen imperfectamente pero suficientemente
bien como para retener su identidad en el tiempo. Biolégicamente la cuasiespecie es
el verdadero blanco del proceso de seleccién. El "tipo salvaje" se refiere al
promedio de un conjunto de secuencias que son las mejores adaptadas.

Este concepto de cuasiespecie fue desarrollado sobre bases puramente tedricas
por Manfred Eigen (1971) al estudiar el conjunto de individuos que formaban parte

de un clon de 4cidos nucleicos. Experimentos posteriores realizados con el ARN de
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clones del fago QB de E.coli demostraron que estos clones reflejaban una
distribucién de genomas tipico de una cuasiespecie y as{ se extendié el concepto
para virus ARN (Domingo et al., 1978, 1980, 1985; Weissman et al, 1973).

La cuasiespecie debe considerarse como una poblacién en equilibrio
dindmico, con variantes genémicas surgiendo a alta velocidad (debido a las
caracterfsticas replicativas de los genomas ARN discutidas anteriormente) y
factores selectivos afectando la eficacia biolégica o adaptabilidad de cada genoma.

Basdndose en estos conceptos, la variacién genética en los virus ARN puede
explicarse como el resultado de un proceso en dos pasos. Primero es la generacién
de genomas mutantes como consecuencia de la naturaleza proclive de la ARN
polimerasa y la transcriptasa reversa a cometer errores de copia . Posteriormente a
la generacién de las variantes, se establece la competencia entre las mismas, lo que
se refleja en la eficacia de todos los procesos en el ciclo de vida del virus
(replicacion del genoma, sintesis de proteinas y procesamiento, ensamblado, etc).

Una nueva mutante no podra dominar sobre la distribucién de genomas inicial
si esta ultima estd mejor adaptada. Esta situacién en la cual una poblacién de
variantes genOmicas produce la misma secuencia promedio o consenso
repetidamente se denomina poblacién en equilibrio, aunque hay una constante
generacién de mutantes. El equilibrio serd perturbado tan pronto como surjan
mutantes mejores adaptadas como resultado del proceso de mutacién (Domingo et
al., 1993). No importa cuén alta sea la tasa de mutaciones, en una situacién de
equilibrio como el descripto no se producird evolucion.

Este proceso de generacién de variacién genética en dos pasos (generacién de
mutantes seguido de la competencia) tiene una influencia importante en la

diversificacion genética de los virus ARN.
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L4.1.2. Evidencias de la heterogeneidad de las poblaciones virales con

genomas ARN

El primer reporte de las caracterfsticas de cuasiespecie de las poblaciones
virales ARN fue realizado utilizando el fago Q8 (Domingo et al., 1978). Basados
en experimentos que comprendieron curvas de crecimiento y mapeo de
oligonucleé6tidos generados por la nucleasa T1, este grupo concluyé que la
poblacién en estudio existfa en equilibrio dindmico con mutantes viables que por un
lado se generaban con elevada frecuencia, y por el otro estaban siendo
seleccionadas unas contra otras.

La variabilidad en virus animales es un fenémeno reconocido y el ejemplo del
virus influenza es probablemente el mejor estudiado.

El virus influenza se clasifica en tres tipos: A, B y C sobre las bases de
antigenos especfficos de tipo que se encuentran en las protefnas de matriz y
nucleoprotefnas. El tipo A se subdivide a su vez en subtipos de acuerdo a las
caracterfsticas antigénicas de los antfgenos de superficie: hemaglutinina (HA, 13
subtipos diferentes) y neuraminidasa (NA, 9 subtipos diferentes) (Webster et al.,
1982; Palese and Young, 1982). Dos tipos de mecanismos distintos de generacién
de variabilidad genética han sido demostrados para influenza. Uno es el llamado
shift antigénico e implica el reemplazo de un gen codificante para una HA por otro
que codifica una HA diferente, pudiendo estar o no acompaifiado también por el
reemplazo del gen de la NA. Desde que el primer virus influenza fue aislado en
1933, shifts antigénicos han ocurrido en 1957 cuando el subtipo H2N2 reemplaz6 al
HI1N1; en 1968 cuando aparecié el virus H3N2 y en 1977 cuando reaparecio el
virus HIN1. La base molecular del shift antigénico es la generacién de virus

reasortantes como consecuencia del reordenamiento o intercambio de fragmentos
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genémicos entre virus diferentes que co-circulan al mismo tiempo o bien con la
reapariciéon de virus que causaron epidemias en el pasado y se mantienen
"escondidos" por varios afos (Nakajima et al., 1978).

El otro mecanismo se conoce como drift antigénico y consiste en pequeiios
cambios que son el resultado de la acumulacién gradual de mutaciones puntuales
que ocurren naturalmente o bien como variantes seleccionadas en el laboratorio en
ausencia o presencia de anticuerpos (Brand et al., 1980; Lubeck et al., 1980).

A partir de andlisis de secuencia, se ha observado que los genes que codifican
tanto las proteinas internas como las de superficie del virus influenza tipo A
evolucionan con frecuencias que son aproximadamente 106 veces mayores que
aquellas de genes eucariotas (Buonagurio et al., 1986; Palese, 1986). Parvin y
colaboradores (1986) midieron de forma directa las tasas de mutacién in vitro del
gen de la NA y las compararon con aquellas del gen VP1 de poliovirus tipo 1.
Como resultado este grupo muestra que la tasa de mutacién para el gen de la NA
del virus influenza A es significativamente mayor que la del gen VP1 de poliovirus
tipo 1 (1.5x10"5 versus menos de 2.1x10-6 mutaciones/nucleétido/ciclo infeccioso).
Las razones que explicarian estas diferencias no son claras y pueden incluir desde el
resultado de una mayor fidelidad de la replicasa en la replicacién de poliovirus
como también el hecho de que tal vez el gen VP1 tolere mucho menos las
mutaciones y por lo tanto, si éstas ocurren, la mayoria serian letales y por lo tanto
no detectables por la metodologia utilizada en este trabajo.

El virus de la inmunodeficiencia humana tipo 1 (HIV-1) constituye otro
ejemplo interesante de la naturaleza variable de los virus ARN.

La familia Retroviridae, a la cual pertenece el HIV-1, es una familia de virus
muy particular por el hecho de utilizar tres sistemas enzimdaticos completamente
diferentes para la replicacién: la transcriptasa reversa, la cual sintetiza

intermediarios virales; la ARN polimerasa II del huésped, responsable de la sintesis
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de nuevos genomas y la DNA polimerasa celular, la cual replica el provirus junto
con el DNA del huésped. Estas enzimas tienen frecuencias de error muy diferentes
y por lo tanto van a contribuir en la tasa de mutacién de acuerdo a como es
replicado el virus en estudio, tanto in vivo como in vitro (Coffin, 1986).

En uno de los primeros estudios realizados, Hahn y colaboradores (1986)
mostraron que virus aislados de forma secuencial de humanos infectados con HIV-
1 habfan evolucionado en el mismo individuo de forma paralela a partir de un
ancestro comiin, es decir que la secuencia dominante al comienzo de la infeccién
fue seguida por cambios aditivos con el paso del tiempo. Basados en sus datos,
estimaron una tasa de evolucién de entre 1.58x10-2 y 3.17x103
sustituciones/sitio/afio para el gen que codifica la proteina de envoltura (env).

Recientemente, Wolfs y colaboradores (1991) presentaron un ejemplo més de
la variabilidad del HIV-1 en muestras aisladas de un mismo individuo a lo largo del
curso de la infeccién. Aunque no se calcularon tasas de mutacién, los aislamientos
hechos al tiempo de la seroconversién mostraron poblaciones virales altamente
homogéneas. Con el paso del tiempo las sustituciones se acumulan, llevando a un
drift de la secuencia consenso, la cual difiere de aquella hallada al principio.

Otro retrovirus puede servir como ejemplo de variacién génica, en este caso la
que se genera durante la infeccién persistente del virus de la anemia infecciosa
equina (VAIE). La naturaleza recurrente de la enfermedad ha sido atribuida a la
seleccién de variantes durante infecciones persistentes como resultado de la
constante presién inmunolégica. Montelaro et al (1984) demonstraron por ensayos
de neutralizacién que los aislamientos virales realizados en cada episodio febril en
un mismo poni experimentalmente infectado, consistian en cepas antigénicamente
diferentes. Los resultados serolégicos fueron confirmados a nivel bioquimico
cuando se observaron cambios en los patrones electroforéticos de las protefnas de

superficie de los viriones aislados.
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La elevada tasa de error inherente a la sintesis de cualquier ARN le confiere a
los virus con genomas ARN tasas de mutacién extremadamente altas. Como
consecuencia todas las poblaciones de virus ARN son cuasiespecies, una coleccién
de genomas relacionados pero diferentes. Estas poblaciones altamente mutables
pueden permanecer estables bajo ciertas condiciones de replicacién. Si estas
condiciones cambian, el equilibrio de la poblacién es afectado, lo que resulta en
una rdpida evolucién. Esta extrema variabilidad y la rdpida evolucién pueden causar
grandes problemas, como lo es el disefio de vacunas efectivas para el control de

enfermedades causadas por poblaciones virales ARN que evolucionan rdpidamente.

LS. Variabilidad del VFA

Una de las caracteristicas mds notables del VFA es su gran diversidad
antigénica. Las primeras observaciones permitieron reconocer varios tipos
serolégicos. Los tipos A y O fueron identificados por Vallée y Carré en 1922, el
tipo C por Waldmann y Trautwein en 1926, y posteriormente Brooksby y
colaboradores (Brooksby and Rogers, 1957) diagnosticaron los serotipos Asia 1,
SAT 1, 2 y 3. Infeccién o vacunacién con un serotipo no confiere proteccién contra
virus de otros serotipos. A través de tests de fijacion de complemento y
neutralizacién cruzada generalmente llevados a cabo con sueros de cobayos
obtenidos contra cepas de referencia y de campo, se han podido identificar més de
65 subtipos que muestran un variado grado de relacion serol6gica (Pereira, 1977).

Ademis de la utillizacién de los ensayos serolégicos, el conocimiento de
secuencias genémicas para un gran nimero de aislamientos naturales del VFA, ha

dado prueba de la enorme variabilidad del virus. Este fenémeno es de tal magnitud,
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que cada aislamiento de VFA secuenciado hasta el presente puede ser considerado

genética y antigénicamente Gnico.

LS.1. Bases moleculares de la variaci6n antigénica

Se ha sugerido que debido a que el segmento 140-160 de la protefna VP1 es el
mds heterogéneo entre serotipos y subtipos, éste pueda ser el determinante de la
especificidad de tipo, mientras que la regién 40-60 de VP1 conferirfa especificidad
de serotipo (Beck et al., 1983). El hecho de que parte de la diversidad antigénica del
VFA es determinada por la secuencia y estructura del segmento 140-160 de VP1 es
sugerido por la especificidad de los anticuerpos obtenidos contra péptidos sintéticos
representando la secuencia de esta region de virus pertenecientes a diferentes
serotipos y subtipos (Bittle et al., 1982; Clarke et al., 1983). Sin embargo, otras
regiones de la cdpside viral deben estar también involucradas. Por ejemplo, algunas
cepas dentro del serotipo O (Ouldridge et al., 1986; Krebs et al., 1993) o dentro del
serotipo C (Piccone et al., 1988; Feigelstock et al., 1992) son serolégicamente
diferentes a pesar de compartir la misma secuencia en la region 140-160.

Estudios con anticuerpos monoclonales bien caracterizados y aislamientos de
campo del VFA indican una gran variabilidad en los epitopes involucrados en la
neutralizacién del virus. Esto incluye tanto a epitopes continuos localizados dentro
de la regi6én 140-160 de VP1, como a los epitopes discontinuos que involucran otras
regiones de la cépside viral.

La variabilidad en el VFA estd bien documentada entre serotipos, subtipos
(Grubman et al., 1987), entre diferentes representantes de un mismo subtipo (Stave

et al,, 1988), como también entre aislamientos virales realizados durante epidemias
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o brotes de la enferrnedad (Mateu et al., 1989). Durante el curso de la infeccién
persistente establecida experimentalmente con virus del tipo C fueron seleccionadas
mutantes con reactividad decreciente con anticuerpos monoclonales neutralizantes
que definen epitopes en la regién 140-160 (Gebavuer et al., 1988).

Conocer los cambios aminoacidicos responsables de estos cambios
antigénicos en virus obtenidos en aislamientos de campo es muy importante para el
diseno de nuevas vacunas. Mateu y colaboradores (1989, 1990) detectaron una
sustitucién conservativa en las posiciones 137 y 147 a ambos lados de la secuencia
RGD en aislamientos realizados durante el curso de una epidemia causada por un
virus del serotipo C1. Estos cambios afectaron varios epitopes en el loop de VP1,
viéndose reflejados en el cambio de la reactividad de estas variantes con
anticuerpos monoclonales neutralizantes. En adicién, se detect6 otra mutacién
conservativa en la posicién 146 de VP1 capaz de anular todos los epitopes del loop
del virus C-S8 (Mateu et al., 1990). Martinez y colaboradores (1991) estudiaron los
cambios en aminoicidos que acompaiiaron la diversificacién del sitio antigénico A
(residuos 138-150 de VP1) en virus del serotipo C en aislamientos naturales
obtenidos desde 1926 hasta 1989. Aquf también se detectaron cambios puntuales
(particularmente Ala 145 por Val 145 o bien His 146 por Gln 146) que causaron
cambios antigénicos abruptos manifestdndose en la pérdida de varios epitopes. Esto
muestra que cambios genéticos muy modestos pueden resultar en un importante
drift antigénico, y ésto puede explicar la extensiva heterogeneidad observada entre
aislamientos naturales.

De estos estudios se desprende que serfa poco probable que los serotipos y
subtipos serolégicos se correspondan con secuencias de amino4cidos definidas en
cada sitio antigénico en particular de la cdpside viral. Por el contrario, varias
combinaciones de secuencias pueden dar como resultado el mismo comportamiento

serol6gico "promedio”. Algunos reemplazos de secuencia pueden eliminar uno o
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varios epitopes definidos por anticuerpos monoclonales, mientras que otros pueden
generar nuevos epitopes o no tener ninguna consecuencia aparente.

Para complicar los hechos ain m4s, cada poblacién del VFA, tal como los
aislamientos naturales, no es s6lo genéticamente heterogénea pero probablemente

también lo es a nivel antigénico (Rowlands et al., 1983; Mateu et al., 1989).
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L6. Objetivos

La caracterfstica mds sobresaliente de la regién inmunodominate de VP1 es su
alto grado de variabilidad entre distintos aislamientos tanto en secuencia como en
antigenicidad, lo que permite utilizarla para estudiar las bases estructurales de esta
variabilidad y correlacionarlas con las caracteristicas antigénicas de las variantes en
estudio.

El objetivo de este trabajo de tesis es utilizar seis variantes pertenecientes
alserotipo A12 como un modelo interesante para el estudio de la variabilidad
antigénica del VFA desde el punto de vista serolégico y hacerlo extensivo al estudio
de las bases estructurales de dicha variabilidad.

Para cumplir con el objetivo planteado se utilizaron las seis variantes

detalladas a continuacién:

Figura §: Secuencia correspondiente a la regién 141-160 de la proteina viral
VP1 de cada una de las seis variantes antigénicas utilizadas en este
trabajo.

Variante 141 148 153 160

SL GS GVRGDSGSLALRVYARGLYP

LP L P

FP F P

FL F L

FS F S

FQ F Q
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SL, LP: Variantes aisladas por Rowlands y colaboradores (1983).
FP: Virus utilizado por Kleid y colaboradores (1981).
FL: Variante derivada de FP (Cedida por el Dr. D. Moore, Plum Island)(Moore et

al., 1989)
FS, FQ: Mutantes que escapan a la neutralizacién, derivadas de FP (Baxt et al.,

1989).

Este trabajo de tesis estd compuesto de dos partes:

- En la primera parte se analizan las variantes desde el punto de vista de la
respuesta serolégica obtenida en animales inmunizados con las variantes previamente
inactivadas o con los péptidos representando la regién 141-160 de VP1. Las técnicas
elegidas fueron los ensayos de ELISA indirecto, radioinmunoprecipitacién y
seroneutralizacion .

- En la segunda parte, y como concecuencia de los resultados obtenidos en la
primera con la variante SL, que indicaban la presencia de mis de un virus en la
semilla de dicha variante, se realiza un estudio de sus caracteristicas antigénicas. Para
ello se analiza la progenie de esta semilla cuando es crecida, por un lado, bajo la
presién selectiva de suero policlonal anti-péptido, y por el otro, en ausencia de
presion inmune , pero con diferentes multiplicidades de infeccién (m.o.i.) . El andlisis
se realiz6 a través de la secuenciacion de la regién del genoma que codifica para VP1

y también a través de la seroneutralizacién de dicha progenie con sueros anti-

péptidos.



Materiales y Métodos 35

II. MATERIALES Y METODOS

II.1. Células

Se utilizaron células BHK-21 propagadas en el laboratorio a partir de la
semilla obtenida de ATCC (American Type Culture Collection). Las mismas fueron
crecidas en monocapas en medio basal Eagle (BME) suplementado con 10% suero
bovino (GIBCO), 10% caldo triptosa fosfato (DIFCO) y mezcla de antibiéticos y
antimic6tico en dilucién 1/100 (Penicilina, Estreptomicina y Anfotericina B,

GIBCO).

11.2. Variantes utilizadas en este estudio

Las variantes pertenecen al serotipo A, subtipo 12 (Tabla 2). De las variantes
analizadas, dos fueron obtenidas de epitelio lingual bovino obtenido de un animal
enfermo en un brote ocurrido en el Reino Unido en 1953 (Rowlands et al., 1983).
Estas son las variantes denominadas SL y LP y fueron aisladas por plaqueo en
células BHK. Otras dos variantes fueron obtenidas luego del pasaje en presencia de
anticuerpos monoclonales neutralizantes (Baxt et al., 1989) de la variante de Plum
Island denominada FP. Estas variantes son FS (crecida en presencia del monoclonal
B6FF.3) y FQ (crecida en presencia del monoclonal B7SF.3). El laboratorio de
Pirbright cedié sobrenadante de cultivo de tejido luego del pasaje en células IBRS-2

de las variantes inglesas (SL y LP), asf como de la variante americana FP en la
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forma de suspensiones al 50% en glicerol que fueron conservadas a -20°C. Las

semillas de las variantes resistentes a la neutralizacién por anticuerpos

monoclonales y de FL fueron cedidas por el Dr. Barry Baxt del laboratorio de Plum

Island, las cuales fueron pasadas una sola vez en células BHK-21 y conservadas

como se mencioné anteriormemte.

Laregién del genoma que codifica para la protefna viral VP1 (en el caso de

las variantes SL y FL ) o bien la que codifica la regién P1 (en el caso de las

variantes FP, LP, FS y FQ) fueron secuenciadas y se encontré que las siete

variantes s6lo difieren en dos posiciones de la proteina viral VP1: los residuos 148

y 153.

Tabla 2: Variantes utilizadas en el estudio de variacién antigénica. Las

variantes se denominan de acuerdo a los amino4cidos en las

posiciones 148 y 153 de la proteina de la cdpside viral VP1.

AMINOACIDO EN
POSICION

VARIANTE 148 153
SL Serina Leucina
LP Leucina Prolina

|| FP Fenilalanina Prolina

FL Fenilalanina Leucina
FS Fenilalanina Serina
FQ Fenilalanina Glutamina
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3. Péptidos

Los péptidos utilizados tanto en la preparacién de vacunas como en los
ensayos de ELISA fueron sintetizados con la ayuda del sintetizador automético ABI
430A, con protocolos basados el 1a quimica del t-Boc, en The School of Pharmacy,
Department of Pharmaceutical Chemistry, London, England. Los mismos fueron
purificados a traves de HPLC semi-preparativa de fase reversa (Siligardi et al.,
1991). Los péptidos fueron enviados al PIADC en forma de liofilizados. Se
prepararon soluciones madres de 0.1 mg/ml en PBS que fueron guardadas a -20°C.

Los péptidos representan la secuencia de la regién 141-160 de la protefna de
la cdpside viral VP1 de las variantes pertenecientes al serotipo A12 mencionadas
anteriormente (Fig. 5), con la inclusién de una séptima secuencia, Leul48 Leul53,
variante que fue encontrada posteriormente en un aislamiento natural del serotipo
A12. Ademais de la secuencia nativa, una cisteina fue adicionada en el extremo C-
terminal con el objetivo de utilizar este extremo para acoplar los péptidos a

proteinas carriers.

o.3.1. Acople de los péptidos a las proteinas carriers
seroalbiminabovina (SAB) y keyhole limpet haemocyanin

(KLH).

Los péptidos fueron acoplados a proteinas carrier tanto para la preparacién de
las vacunas como para la preparacién del antigeno para el test ELISA. Para la

preparacién de vacunas el péptido se acopl6 a SAB utilizando glutaraldehido (GA)
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o bien, en una segunda instancia, utilizando SAB activada con el grupo
heterobifuncional sulfo-SMCC [Sulfo-succinimidil4-(N-maleimidometil)
ciclohexano-1-carboxilato] (Pierce). Este grupo posee la propiedad de reaccionar
covalentemente con haptenos que contengan grupos sulfhidrilos libres, que en el
caso de los péptidos estd aportado por el residuo cistefna agregado al extremo C-
terminal . Los péptidos utilizados como antigeno del ensayo de ELISA fueron

acoplados a KLH activada con el grupo sulfo-SMCC.

11.4. Animales

Cobayos machos de aproximadamente 500g de peso fueron utilizados para la
obtencién de los sueros inmunes. Los animales fueron sangrados por puncién
cardiaca y la sangre obtenida fué dejada a temperatura ambiente hasta la formacién
del cudgulo. Luego de una noche a 4°C, el suero fue separado de los glébulos rojos
por centrifugacién a 3000rpm por S minutos. Los sueros fueron guardados a -20°C

hasta el momento de su uso.
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IL.5. Vacunas

5.1, Vacunas a virus inactivado

El antigeno vacunal fué obtenido creciendo las correspondientes semillas
almacenadas en glicerol en botellas rollers (m.o.i ~ 0.2). El virus cosechado luego
de 18 horas (100 ml) fué precipitado con un volumen igual de una solucién saturada
de sulfato de amonio a 4°C por una hora. El precipitado se recogié centrifugando a
4000 rpm por 30 min y se resuspendié en 10 ml de buffer NET (50mM Tris-HCI,
pH7.5, 0.2mM NaCl, 5 mM EDTA, pH final 7.6). El virus fué luego peleteado por
centrifugacién a 40000 rpm por 2 horas (Rotor SW28, Sorvall). El pellet se
resuspendi6 en buffer fosfato 0.04M pH7.6 y se sembr6 en un gradiente de sacarosa
15-45% en buffer NET(50 mM Tris-HCl, 150 mM NaCl, S nM EDTA) luego de
agregar SDS (concentracién final 0.1%). Luego de centrifugar 3 horas a 40000 rpm,
se recogi6 el gradiente en fracciones de 0.5 ml y se establecié el pico de virus
midiendo la absorbancia a 260 nm. El virus purificado (pool de fracciones) fué
inactivado con acetiletilenimina (AEI) (concentracién final 0.05%).

Las vacunas se prepararon mezclando partes iguales de virus y gel de
aluminio. Los cobayos recibieron 2 ml de vacuna por ruta subcutidnea. Los sueros se

recogieron a los 30 dias de la inoculacién.
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I1.5.2. Vacunas a péptidos

Para acoplar los péptidos a SAB a través de GA éstos se disolvieron en 0.8 ml
de una solucién de SAB de 4 mg/ml (Cantidades pesadas: SL: 0.85 mg; LP: 0.5 mg;
FP: 0.9 mg; FL: 1.1 mg; FS: 0.85 mg; FQ: 0.75 mg y LL: 0.67 mg). Se llevé el
volumen a 1 ml con agua destilada y se agregaron gota a gota 0.5 ml de una
solucién fresca de 0.25% de glutaraldehfdo (Sigma). Los péptidos se dejaron en la
oscuridad por 4 horas. Se agregé luego adyuvante oleoso (dilucién 1:5) y cada
cobayo recibi6 1/3 del total de péptido por la ruta subcutédnea.

Para acoplar los péptidos a SAB activada con sulfo-SMCC se siguieron las
instrucciones del fabricante (Pierce). Se pesaron las siguientes cantidades de
péptido: SL: 1.32 mg; LP: 1.07 mg; FP: 1.28 mg; FL: 1.36 mg; FS: 1.49 mg; FQ:
1.44 mg y LL: 1.48 mg. Las vacunas fueron preparadas en adyuvante oleoso
(dilucién final 1:2). Cada cobayo recibié 1/9 de la cantidad de péptido pesada. Los

sueros fueron obtenidos a los 30 dias de la inoculacién.

I1.6. ELISA

El test de ELISA se llevé a cabo para analizar la antigenicidad de los
antisueros provenientes de animales inmunizados tanto con las preparaciones de
virus inactivado como con los péptidos 141-160 acoplados a la proteina carrier
SAB. Para ello se realizé un test indirecto basado en el protocolo descripto por
Murdin y colaboradores, 1987, con algunas modificaciones. (Ver la puesta a punto

del ensayo de ELISA en la seccién Resultados).
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Placas de 96 pocillos (Maxisorp, Nunc) fueron sensibilizadas por 18 horas a
4°C en cdmara hiimeda con 0.1pg por pocillo de péptido libre o bien acoplado a la
proteina carrier KLH, en buffer carbonato/bicarbonato pH9.6 (15mM carbonato de
sodio/35mM bicarbonato de sodio). Las placas se lavaron cuatro veces en buffer
fosfato 0.04M, 0.05% Tween 20(buffer de lavado). El bloqueo se realiz6 durante
una hora a 37°C en cdmara himeda, en buffer fosfato 0.04M, 3% gelatina (Bio
Rad), 1% Tween, pH7.4. Luego de lavar las placas, se las incub6 con diluciones al
medio por duplicado de los antisueros en buffer fosfato 0.04M, 1% gelatina, 1%
Tween 20 por una hora a 37°C. Luego de lavar las placas nuevamente, se las incub6
por una hora a 37°C con una dilucién 1/5000 de anticuerpo policlonal de cabra
contra inmunoglobulina G de cobayo conjugado a fosfatasa alcalina (Kirkegaard
and Perry Lab.) en buffer fosfato salino (PBS) 1% gelatina. El exceso de conjugado
se removié lavando como se hizo anteriormente. La reaccién final se realizé
agregando el substrato p-nitrofphenyl phosphate disodium (PPD, Sigma), 1 mg/ml
por 30 minutos a 37°C y otros 30 minutos a temperatura ambiente. La reaccién fue
cortada adicionando NaOH 3N. La densidad 6ptica a 405 nm fue medida en un
lector de ELISA (Molecular Devices).

Los titulos se expresan como el logaritmo de la inversa de la dilucién que
triplica la densidad éptica obtenida con el suero negativo (suero normal de cobayo)

dilufdo 1/20 (minima dilucién probada para todos los antisueros en todos los casos).
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o.7. Seroneutralizacion

El ensayo de seroneutralizacién se llevé a cabo en monocapas
semiconfluentes (80%) de células BHK crecidas en microplacas de 96 pocillos
(Costar). Se utilizé el método suero fijo-virus variable para determinar el fndice
seroneutralizante (ISN). El stock de virus utilizado para esta prueba proviene de
pasar la semilla al 50% en glicerol una vez en células BHK.

Una dilucién 1/50 de los antisueros inactivados por 30 minutos a 56°C en
medio BME 1% suero bovino, fue mezclada con un volumen igual de diluciones al
décimo de la suspensién viral de titulo conocido en el mismo medio. La mezcla fue
incubada por 30 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente, 0.2 ml de esta
mezcla fueron agregados por duplicado a los pocillos de las microplacas.
Paralelamente se realizé la titulacién del stock viral. Las placas fueron incubadas

por dos a tres dias a 37°C en atmésfera al 5% de CO; y tefiidas con cristal violeta

(0.1% en formaldehido al 20%).

Los ISN se determinaron por la férmula:

ISN = Titulo virus - Titulo mezcla suero-virus

I.8. Radioinmunoprecipitacion
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I.8.1. Obtenci6n y purificacién de viriones marcados con 35S-

Metionina

Para llevar a cabo el ensayo de inmunoprecipitacién primeramente se
procedi6 a obtener stocks virales marcados con 35S-Metionina de las distintas
variantes antigénicas. Para ello se creci6 la semilla al 50% en glicerol en
monocapas de BHK. El sobrenadante se utiliz6 para realizar un infeccién con alta
multiplicidad de infeccién nuevamente en monocapa de BHK. Se incub6 el virus a
37°C hasta que fue posible visualizar la aparicién de efecto citopdtico (ECP). En
ese momento se descarté el inéculo y la monocapa fue lavada tres veces con 10 ml
de BME sin metionina conteniendo mezcla de antibi6ticos (Gibco). Se agregaron
entonces 200uCi de 35S-Metionina (New England Nuclear) y se prosiguié la
infeccién en medio sin metionina hasta obtener ECP evidente en toda la monocapa
y desprendimiento de la misma.

Para la purificacién de los viriones se sigui6 el protocolo descripto por Brown
y Cartwright, 1963. Los sobrenadantes celulares se clarificaron a 10.000 rpm por 10
minutos. Los viriones se pelletearon de estos sobrenadantes clarificados
centrifugando a 40.000 rpm por una hora a 4°C (rotor SW41, Sorvall). El pellet fue
resuspendido en 0.5 ml de buffer NET, sembrado sobre un gradiente 15-45% de
sacarosa en buffer NET y centrifugado a 40.000 rpm por dos horas a 4°C. La
ubicacién del pico viral se realiz6 midiendo la radioactividad de una alicuota de 20
pl de cada fraccién en contador de centelleo liquido (Beckman LS S000TA). El
virus asf purificado fue alicuotado y congelado a -70°C con la adicién de suero

normal de cobayo para ayudar en su preservacién.
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I1.8.2. Ensayo de inmunoprecipitacion

Se siguié6 el protocolo descripto por Cartwright y colaboradores, 1982 con
algunas modificaciones.

Se realizaron diluciones al medio de los antisueros en buffer NET 0.05%
Nonident P40 (NETN) 0.05% suero normal de cobayo . Un volumen de 20 pl de
cada dilucién fue mezclado con una cantidad constante de virus (medida en cpm) y
el volumen llevado a 250 pl con el mismo buffer. La mezcla fue incubada por dos
horas a 37°C con agitacién. Luego, 50 ul de una suspensién al 10% de S..aureus
(The Enzyme Center) previamente lavada en NETN fue agregada y la mezcla
incubada por una hora a 4°C. Los pellets fueron lavados tres veces con NETN
0.05% suero normal de cobayo y finalmente disueltos en una solucién
solubilizadora (50 mM Tris-HCl, 150 mM NaCl, 5 mM EDTA) y la radioactividad
medida en contador de centelleo liquido (Beckman LS 5000TA).

Los titulos se expresan como el logaritmo de la inversa de la dilucién que

precipita el 50% de las cuentas agregadas al medio de reaccion.

IL9. Absorcién de anticuerpos neutralizantes

El experimento fue realizado con el fin de eliminar los anticuerpos dirigidos
hacia la regién 141-160 de VP1 presentes en sueros de cobayo vacunados con virus
inactivado y purificado o con péptido 141-160. Con este fin se acoplaron 19 mg de
péptido correspondiente a la variante FP a un gel de agarosa (Affigel-10, Pharmacia).

El gel fue lavado dos veces con agua destilada. Luego del lavado, se le agreg6 el
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péptido disuelto en un volumen igual a 1:3 del volumen del gel en buffer Hepes 0.1M
pH7.0 y se dej6 reaccionando a 4°C por 18 hr con rotacién continua. Luego de
centrifugar por algunos segundos, se descarté el sobrenadante y se agregé
etanolamida-HCl 1M pH8.0 (dilucién final 1:10) por 1 hr a temperatura ambiente con
el fin de bloquear aquellos sitios que no fueron ocupados por péptido. Para la reaccién
de absorcién, se tomaron (.25 ml del gel~péptido y se mezclaron con 1 ml de suero
(dilucién 1:50 para el suero anti-péptido FP y 1:100 para el suero anti-virus FP). Se
los incub6é una noche a 4C°en rotacién. Como control, los mismos antisueros se

incubaron con gel sin péptido acoplado (pero bloqueado).
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L RESULTADOS

Una de las caracteristicas mds notables del virus de la Fiebre Aftosa es su gran
diversidad antigénica, hecho que se ve reflejado en la existencia de siete serotipos
(A, O, C, SATI, SAT2, SAT3, y ASIA1). En adicién hay también considerable
variacién dentro de los serotipos (mds de 65 subtipos identificados) como también
variantes naturales y aquellas obtenidas en el laboratorio como lo son las mutantes
que escapan a la neutralizacién por anticuerpos monoclonales.

Esta heterogeneidad genética y antigénica presenta grandes problemas en
aquellos paises en los que la vacunacién de los animales susceptibles es el método
elegido para el control de la enfermedad . Vacunas preparadas con virus de un
serotipo no confieren proteccién contra la infeccién con virus pertenecientes a otro
serotipo. Mds aidn, vacunas preparadas con virus de un aislamiento en particular
pueden no proteger frente a la infeccién con virus del mismo serotipo.

Las vacunas utilizadas actualmente son preparadas con virus que ha sido
crecido en cultivo de células y es luego quimicamente inactivado. El principal
inmunégeno presente en los sobrenadantes de cultivos celulares infectados es la
particula viral intacta, la cual posee el sitio inmunodominante en la proteina de la
cdpside VP1, sobre un bucle expuesto y altamente flexible. Esta regién comprende
28 amino4cidos (132-159), y debido a su gran flexibilidad no ha podido ser resuelta
por cristalografia de rayos X. Péptidos correspondientes a esta regién de todos los
siete serotipos son inmunogénicos y pueden otorgar proteccién en animales
experimentales. Es ésta region la que presenta una alta variabilidad y 1a responseble
de la no proteccién cruzada entre serotupos.

En un trabajo previo (Rowlands et al., 1983), se describe el aislamiento e

identificacién de tres variantes a partir de una muestra de virus perteneciente al
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serotipo A subtipo 12 tomada de epitelio lingual bovino. El genoma de estas
variantes fué secuenciado y se encontré que éstas solo diferfan entre s{ y de un stock
derivado del mismo epitelio lingual y utilizado por Kleid y colaboradores (1981) en
dos posiciones dentro de la regién del bucle GH de VP1, las posiciones 148 y 153.
Utilizando estas variantes, se analizaron las bases quimicas de la variabilidad
antigénica utilizando los viriones y los péptidos correspondientes a la regién 141-
160 de VP1.

Posteriormente y de forma independiente en el laboratorio de Plum Island, se
aislan a partir del stock utilizado por Kleid y col. (1981) dos mutantes que escapan
a la neutralizacién de dos anticuerpos monoclonales: 148Fen 153Ser y 148Fen
153GIn (Baxt et al., 1989) y una tercera variante natural del mismo stock, 148Fen
153Leu (Moore et al., 1989).

En la siguiente seccién se detallan los resultados obtenidos en la
caracterizacién antigénica de las seis variantes como parte del estudio que tiene

como objetivo tratar de correlacionar las caracterfsticas antigénicas con las

estructurales.
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1.1, Estandarizacion de las técnicas de serologia

Para el procesamiento de los sueros de cobayos inmunizados tanto con las
vacunas a virus inactivado como con las vacunas a péptidos, se debieron
estandarizar las pruebas seroldgicas elegidas para el estudio de las antigenicidad de

las variantes.

IIL.1.1. Ensayo de ELISA

Para la prueba de ELISA (ver Materiales y Métodos) fué necesario determinar
las concentraciones Optimas de antigeno para cubrir las placas de ensayo (péptido
libre), 1a dilucién adecuada del conjugado anti-cobayo unido a fosfatasa alcalina, y
también el tiempo 6ptimo de sensibilizacién de las placas.

Para determinar la dilucién 6ptima del conjugado, se utiliz6 0.1pg/pocillo de
virus purificado como antigeno. Antisuero anti-virus, proveniente de cobayos
vacunados con virus A12 variante FP inactivado con AEI, fue utilizado como suero
positivo. La dilucién finalmente elegida fue aquella que presenté una amplia
diferencia entre la reaccién del suero positivo y la de un suero normal, ademads de
permitir un buena reactividad con el antisuero positivo. Las curvas presentadas en
las figuras 6a y 6b muestran los resultados obtenidos para las diluciones 1:500,
1:1.000, 1:5.000 y 1:10.000. La dilucién de trabajo elegida fue 1:5.000.

Para determinar la cantidad éptima de péptido para cubrir las placas se utilizé
péptido correspondiente a la variante FP sin unir a proteina carrier (péptido libre).

La figura 7 muestra las curvas obtenidas con 0.5; 0.2 y 0.1 pg de péptido/
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pocillo. De éstas se desprende que 0.1 pg/pocillo es suficiente para detectar la
reaccién con un antisuero especifico, y no difiere mucho de las cantidades
mencionadas en la literatura para ensayos de la misma naturaleza. La reactividad
hallada luego de 24 6 48 horas de sensibilizacién de las placas con péptido no
mostraron diferencias significativas, y en concecuencia, los ensayos se realizaron

con 24 hs como tiempo de incubacién.
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Figura 6a : Determinacién de la dilucién de conjugado anti-cobayo
para el ensayo de ELISA.
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Figura 6b : Determinacién de la dilucién de conjugado anti-cobayo para el
ensayo de ELISA.
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Figura 7: Determinaci6n de la dosis de péptido libre necesaria para

sensibilizar las placas de ELISA.
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II.1.2. Ensayo de radioinmunoprecipitacién (RIP)

El protocolo elegido fue tomado de Cartwright y colaboradores, 1982 con
algunas modificaciones. Para calcular los titulos, se graficaron las cpm precipitadas
por cada una de las diluciones de antisuero (anti-péptido o anti-virus) versus el
logaritmo de la inversa de las diluciones, y se calculé el punto final al 50%
respecto de la totalidad de cuentas agregadas a la mezcla de reaccién. En las Tablas

presentadas en este trabajo los resultados se expresan como porcentaje de cuentas
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precipitadas para cada antisuero, toméndose como 100% a la reaccién homéloga

(por ejemplo, titulo del suero anti-FP versus virus FP).

oL2. Perfil serolégico de las variantes antigénicas del virus

Al2

Debido a que el andlisis serolégico de las variantes antigénicas aqui
estudiadas se basa en gran parte en larespuesta inmune a los péptidos
correspondientes al sitio inmunodominante de VP1, conocido también como el
bucle GH, se crey6 necesario preceder los resultados con un pequeiio experimento
introductorio que mostrara que los péptidos contienen los principales epitopes
involucrados en la respuesta a las particulas virales intactas. En la presente seccién

se muestran los resultados obtenidos en dichos experimentos.

IIL.2.1. Evidencia de que el bucle GH en la proteina VP1 es el

principal sitio inmunogénico

Trabajos llevados a cabo hace mds de veinte afios atrds han provisto
evidencias que muestran que las caracteristicas inmunogénicas de las particulas
virales estdn asociadas con aquellas de la protefna de la cdpside VP1. Wild y
colaboradores (1969) demostraron la marcada reduccién de la inmunogenicidad de
algunas cepas del serotipo O luego de que éstas fueran tratadas con la proteasa

tripsina. Posteriormente se conoce que €l uinico cambio ocurrido luego del clivaje
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con tripsina es el clivaje de la proteina VP1. M4s aiin, VP1 aislada y purificada era
capaz de inducir anticuerpos neutralizantes y de conferir proteccién contra el
desaffo viral, mientras que las otras protefnas de la cdpside no tenfan ningiin efecto
(Laporte et al., 1973; Bachrach et al., 1975).

En base a estas observaciones, varias estrategias fueron utilizadas para poder
identificar los sitios antigénicos en VP1 (Strohmaier et al., 1982; Bittle et al., 1982;
Geysen et al., 1984; Xie et al., 1987). Todas ellas muestran claramente que la
secuencia de amino4cidos 146-154 es el principal sitio inmunogénico, aunque no el
inico. De hecho, hay evidencias de la existencia de otros sitios en las proteinas VP2
y VP3 en adici6n a los encontrados en VP1 (Xie et al., 1987; Thomas et al., 1988;
Stave et al., 1988; Mc Cahon et al., 1989).

En la Tabla 3 se describen resultados que demuestran que la regi6n del bucle
GH en VP1 es el sitio inmunodominante. Cuando suero policlonal proveniente de
cobayos vacunados con virus de serotipo Al2 (variante FP) es incubado con
Affigel-10 al cual se ha acoplado péptido correspondiente a la region
inmunodominante de la variante FP, el ISN disminuye al menos 1.5 logs. Cuando la
reaccién se realiza con suero anti-péptido, la reduccién es méds dramdtica (de 4.5 a

1.5 logs).
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Tabla 3: Absorcién de anticuerpos dirigidos contra el sitio
inmunodominante de VP1 presentes en sueros anti-péptido

y anti-virus

TRATAMIENTO

ANTISUERO (DILUCION) GEL~PEPT. GEL CONTROL

anti-péptido FP (1:100)* 1.5 24.5 245
anti-virus FP (1:200) 1.0 225 >2.5

Para cada tratamiento se indican los indices seroneutralizantes (ISN) obtenidos

seglin se detalla en Materiales y Métodos. La columna control corresponde a los
antisueros sin tratamiento con el gel.

* Este antisuero proviene de los mismos cobayos que se utilizan en este estudio, los
cuales recibieron una segunda inoculacién antes de sangrarlos a blanco.

Estos resultados destacan una vez m4s la importancia de la regién 141-160 de
VP1 en la generacién de anticuerpos neutralizantes, el Unico tipo de anticuerpos
responsables de la proteccién frente el desafio experimental o en el campo. Estos
resultados, en conjunto con evidencias descriptas en la literatura, hicieron que fuera
apropiado encarar el estudio de la variacién antigénica en el VFA a través del
estudio del perfil serolégico de los péptidos representando la regién 141-160
correspondientes a cada una de las variantes naturales derivadas de un aislamiento
natural. También fueron utilizados para llevar a cabo el andlisis estructural en

condiciones que permiten realizar la correlacién entre antigenicidad y estructura.
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III.2.2. Caracterizacién antigénica de las variantes con antisueros

anti-péptidos correspondientes a la regién 141-160 de VP1

II1.2.2.1. Inmunizacién con péptidos acoplados a SAB con
glutaraldehido (GA)

El principal y més importante interrogante fué saber en qué medida las
diferencias en secuencia entre las diferentes variantes eran reflejadas en su
antigenicidad.

En una primera etapa, los péptidos que se utilizaron para inmunizar los
cobayos fueron unidos a la protefna carrier SAB con GA como agente acoplante.
Los antisueros obtenidos fueron analizados en ensayos de ELISA indirecto, donde
se utiliz6 péptido libre o acoplado a KLLH como antigeno en la fase s6lida. Esta
protefna carrier es diferente a la acoplada a los péptidos utilizados en la vacunacién
de los cobayos (SAB) para evitar generar anticuerpos que reaccionen con la
protefna carrier y que enmascaren la reaccién del péptido con sus anticuerpos
especfficos.

Los resultados son expresados como porcentajes respecto de la reaccién
homdloga, debido a que de esta manera se minimiza el efecto de cualquier suero
que fuera pobre en su reactividad. En las Tablas 4 y 5 es posible observar las
reactividades de cada uno de los antisueros frente a los péptidos SL, LP, FP, FL,

FS y FQ.
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A partir de los datos presentados en la Tabla 4 es posible agrupar a las

variantes segin su reactividad. Este agrupamiento confirma resultados previos con

algunas de estas variantes (SL, LP, FP; Rowlands et al., 1983) y los amplfa

agregando otras (FL, FS, FQ).

Cuando péptido libre es utilizado como antigeno en ELISA, la separaci6n en

dos grupos es clara y nitida. Es posible agrupar las variantes en aquellas que poseen

el residuo prolina en la posicién 153 (LP y FP), y en aquellas sin prolina 153 (SL,

FL, FS y FQ). Con la excepcién de la reaccién del antisuero FP con el péptido LP,

todas las reacciones homoélogas son siempre mejores que las heterélogas.

Tabla 4: Test de ELISA para antisueros anti-péptido~SAB
Péptido libre

ANTISUERO {148 Ser Leu Fen Fen Fen Fen

148 153 153 Leu Pro Pro Leu Ser GIn
SER LEU ND ND ND ND ND ND
LEU PRO ND 100 22 ND ND ND
FEN PRO ND 175 100 ND ND ND
FEN LEU ND ND ND 100 37 77
FEN SER ND ND ND 68 100 43
FEN GLN ND ND ND 41 39 100

Los resultados son el promedio de tres determinaciones (anti-FL son sélo dos). Los

mismos se expresan como el pocentaje de reactividad tomando como 100% a la del

suero con su péptido homélogo. ND: no detectable.
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Con el objeto de permitir una mejor y mds libre conformacién espacial del
péptido cuando es presentado sobre la placa de ELISA se repitié el mismo ensayo
con péptido acoplado a la proteina carrier KLH. En estos resultados, el péptido LL
es incluido como representante de una variante mis. Aunque serd explicado
detalladamente més adelante, fué en este momento en que se hizo evidente que la
semilla del virus SL era una mezcla de variantes y que una de ellas era LL. En
consecuencia, se decidi6 incluir el péptido 141-160 de esta nueva variante en los
ensayos realizados de aquf en adelante, aunque el virus LL no es inclufdo en
ningina prueba.

Debido tal vez a una diferente orientacién espacial de los epitopes en le
péptido pegado a la placa , el patrén de reactividades es diferente al observado en la
Tabla 4. Aun asf, es posible agrupar a las variantes de acuerdo a la presencia o
ausencia del residuo prolina en la posicién 153 (Tabla 5 ), con una superposicién
representada por la reaccién de los sueros anti-FL, FS, FQ y LL con el péptido FP.
Esta reactividad, sin embargo, no se da entre el antisuero anti-FP y los péptidos
FL, FS, FQ y LL, lo cual hace que no pueda establecerse con certeza una similitud
antigénica entre dichas variantes.

Una observacién que se repite en ambos sistemas de ensayo (péptido libre y
péptido~KLH) es la falta de reactividad del suero anti-SL.. Cuando es presentado
libre, el péptido SL no es reconocido por nigiin antisuero, pero su reactividad se ve
en parte restaurada cuando es presentado acoplado a KLH (reaccién con anti-FS y
ant-LL). Por otro lado el suero ant-LL reacciona, aunque en baja proporcién, con
todas las variantes. Estos hechos hicieron que no fuera posible incluir a estas dos

variantes en ninguno de los dos grupos.
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Tabla § : Test de ELISA para antisueros anti-péptido~SAB
Péptido unido a KLH

ANTISUERO 148 Ser Leu Fen Fen Fen Fen Leu

148 153 153 Leu Pro Pro Leu Ser Gin Leu
SER LEU ND ND ND ND ND ND ND
LEU PRO ND 100 153 ND ND ND ND
FEN PRO ND 44 100 ND ND ND ND
FEN LEU ND ND 96 100 129 236 65
FEN SER 19 ND 16 45 100 69 18
FEN GLN ND ND 31 36 48 100 ND
LEU LEU 15 9 6 9 17 15 100

Los resultados son el promedio de tres determinaciones (anti-FL son sélo dos; anti-
LL son cuatro). Los mismos se expresan como ¢l pocentaje de reactividad tomando
como 100% a la del suero con su péptido homélogo. ND: no detectable.

Los mismos antisueros fueron analizados en ensayos de seroneutralizacién
para estudiar la influencia que estas sustituciones en VP1 pudieran tener en los
epitopes neutralizantes. Como se observa en la Tabla 6, el agrupamiento de las
variantes no es tan definido como lo es en el ensayo de ELISA. Esto puede deberse
a que existen epitopes neutralizantes que involucran residuos comunes a todas las
variantes, dando como resultado una mayor reactividad cruzada entre las mismas.

Se observan reacciones heter6logas que son mejores que las correspondientes

homélogas (por ejemplo, anti- péptido FL versus virus ES).
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Tabla 6 : Seroneutralizacién de las variantes con sueros anti-péptidos~SAB.
Virus

ANTISUERO | 148 Ser Leu Fen Fen Fen Fen
148 153 153 Leu  Pro Pro Leu  Ser GIn

SER LEU ND ND ND ND ND ND

LEU PRO ND 100 100 ND ND ND

FEN PRO <1 1 100 1 1 1

FEN LEU 3 ND 100 100 320 32

FEN SER 3 3 10 100 100 32

FEN GLN ND 3 320 100 320 100

Los porcentajes se calculan a partir de los indices seroneutralizantes expresados
como DICT50%, tomando como 100% a la reaccién homéloga.
ND: no detectable.

Una observacién interesante es el hecho de que antisuero contra el péptido SL

no neutraliza virus proveniente de pasar la semilla SL en glicerol una vez en

células BHK. M4s aiin, también se observé que antisuero producido en respuesta a

la vacunacién con virus SL inactivado, neutraliza muy pobremente virus obtenido

de pasar la misma semilla. Estos hechos hicieron que fuera necesario analizar esta

semilla en detalle para poder determinar sus caracterfsticas antigénicas. Para este

proposito se dedica la seccién I11.4 de este trabajo de tesis, en el que se detallan los

procedimientos seguidos para caracterizar la semilla de la variante SL. Es debido a
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esta incertidumbre en cuanto a la homogeneidad de la semilla SL que ésta no es
incluida en los ensayos de seroneutralizacién o radioinmunoprecipitacién.

El problema de la no reactividad del antisuero anti-péptido SL por un lado, y
la del péptido SL por el otro, debia ser resuelto. Revisando la bibliograffa con mds
detalle, se descubrié que la utilizacién de GA como agente acoplante podia
explicar este problema. GA reacciona primariamente con los amino4cidos lisina y
cisteina y con el grupo NH2 terminal de protefnas o péptidos (Habeeb and
Hiramoto, 1968). Esto implica que los péptidos pueden unirse a la protefna carrier
tanto por el extremo C-terminal (a través del residuo cisteina) como por el N-
terminal. Dyrberg and Oldstone (1986) mostraron que antisueros contra un péptido
de la cadena alfa perteneciente al receptor humano de acetilcolina, conjugado a
través de los extremos N- o C-terminales, no reaccionaban de forma cruzada. Fué
entonces necesario elegir otro agente acoplante, uno que fuera mdés selectivo y que
por lo tanto diera una reaccién de acople mdés ficil de controlar o predecir. Para
ello, y aprovechando el hecho de que todos los péptidos habian sido sintetizados
con una cistefna agregada en el extremo C-terminal, se eligi6 el grupo
heterobifuncionalsulfo-SMCC[Sulfo-succinimidil4-(Nmaleimidometil)ciclohexano-
1carboxilato] (Pierce,.IL). Este grupo posee la propiedad de reaccionar
covalentemente con haptenos que contengan grupos sulfhidrilos libres. En el caso
particular de estos péptidos, este grupo es aportado dnicamente por el residuo
cistefna agregado al extremo C-terminal.

Con los detalles incluidos en la seccién Materiales y Métodos, se preparé una
nueva serie de vacunas a péptidos acoplados a SAB a través del grupo SMCC, y los
antisueros obtenidos al mes de la primera inoculacién fueron analizados por

ELISA, RIP y seroneutralizacion.
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II1.2.2.2. Inmunizacién con péptidos acoplados a SAB a través del

extremo C-terminal

Los resultados obtenidos con las vacunas a péptidos muestran claramente las
caracterfsticas antigénicas de las variantes y permiten agruparlos de acuerdo a su
reactividad en ELISA y seroneutralizaciones.

Con el objeto de obtener un producto final hapteno-carrier que fuera mejor
inmunégeno, los siete péptidos fueron acoplados a través del residuo cistefna
adicionado en el extremo C-terminal a SAB previamente unida al grupo sulfo-
SMCC.

Para los ensayos de ELISA, los péptidos utilizados para sensibilizar las
placas fueron aquellos sin conjugar a protefna carrier (péptidos libres). Esto fue
necesario ya que ambas proteinas carriers son acopladas a los péptidos con el
mismo agente acoplante y se esperaba obtener anticuerpos que reaccionaran con
SMCC y que por lo tanto interfiriesen en la determinacién de los anticuerpos
especificos anti-péptidos.

La generacion de anticuerpos que reaccionan con el grupo de acople estd bien
documentedo en la bibliografia. Briand y colaboradores (1985) lo demuestran
claramente utilizando una serie de péptidos sintéticos correspondientes a histonas
de eritrocitos de pollo, los que acoplan a diferentes proteinas carriers, a través de
diferentes grupos de acople. Los datos indican que en los antisueros anti-péptidos
no s6lo hay anticuerpos que reaccionan fuertemente con la misma protefna carrier
tratada con el agente acoplante en ausencia de péptido, sino también con otras no
relacionadas que han sido tratadas con el mismo agente acoplante.

Fué interesante entonces, verificar este hecho con los antisueros anti-péptidos

acoplados a SAB a través de SMCC. Para ello, se compar6 la reactividad en ELISA
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de un determinado antisuero anti-péptido en placas sensibilizadas con KLH
activada con SMCC o con péptido libre. De las gréficas representadas en la Figura
8, tomando sélo dos antisueros como ejemplo, es clara la presencia de anticuerpos
que reaccionan especificamente con el grupo SMCC, ya que la presencia de

anticuerpos que reaccionen con KLH es virtualmente imposible.
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Figura 8: Reactividad de dos antisueros anti-péptidos con sus péptidos

homélogos y con KLH activada con el agente acoplante SMCC.
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Utilizando entonces péptido libre para sensibilizar las placas de ELISA, en la

Tabla 7 puede verse la reactividad de cada antisuero con las diferentes variantes.
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Tabla 7: Esayo de ELISA con antisuero anti-péptido~SAB unido a través
del grupo SMCC.
Péptido libre

ANTISUERO | 148 Ser Leu Fen Fen Fen Fen Leu

148 153 153 Leu Pro Pro Leu Ser GIn  Leu
SER LEU 100 55 6 81 105 178 2
LEU PRO 14 100 8 10 12 17 11
FEN PRO 25 126 100 15 17 34 13
FEN LEU 141 25 11 100 74 166 95
FEN SER 95 7 13 38 100 155 33
FEN GLN 89 3 9 32 39 100 19
LEU LEU 363 10 21 126 72 95 100

Los resulados se expresan como el pocentaje de reactividad tomando como 100% a
la del suero con su péptido homélogo. ND: no detectable.

Aunque los resultados no son tan claros y definidos como los obtenidos
previamente (Tablas 4 y 5), las variantes atin pueden ser divididas en dos grupos,
distinguibles por la presencia o ausencia del residuo prolina en la posicién 153. Los
péptidos LP y FP, aunque diferentes uno del otro, forman un grupo serolégicamente
diferente de aquel que incluye a SL, FL, FQ y LL. La reactividad cruzada entre el
antisuero anti-SL con los péptidos FL, FS y FQ es >80% respecto de la homéloga
(en ambos sentidos), y la media es ~1.6 veces mayor que la reaccién cruzada

andloga entre el sucro anti-LL y los mismos péptidos. Este resultado sugiere que el
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péptido SL es muy similar a los péptidos FL, FS y FQ, mientras que el péptido LL
no lo es tanto.

Con el propésito de determinar si estas diferencias en reactividad halladas en
ELISA también reflejaban la configuracién de la misma secuencia en la particula
viral, se realizaron radioinmunoprecipitaciones de las diferentes variantes marcadas
con 35S-metionina con los antisueros anti-péptido (Tabla 8). En este andlisis no se

incluy6 la variante SL, por las razones ya explicadas (ver II1.2.2.1.).
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Tabla 8: Radioinmunoprecipitacién de las variantes marcadas con 358-
metionina con antisueros anti-péptido~SAB unido a través del
grupo SMCC.

Virus marcado (355 )
ANTISUERO | 148 Leu Fen Fen Fen Fen
148 153 153 Pro Pro Leu Ser Gln
LEU PRO 100 50 2 2 2
FEN PRO 11 100 7 5 6
FEN LEU 8 3 100 45 63
FEN SER 4 <1 32 100 155
FEN GLN 3 <1 89 35 100

Los resulados se expresan como €l pocentaje de reactividad tomando como 100% a
la del suero con su péptido homélogo. ND: no detectable.

Una vez mds, las variantes FL, FS y FQ comprenden un grupo
antigénicamente similar, siendo cada reaccién heter6loga >32% de la homologa.

En concordancia con el ensayo de ELISA, FP y LP parecen ser
serologicamente diferentes a FL, FS y FQ, como lo son uno del otro. Atin asf, el
valor promedio para la reaccién heter6loga entre FP y LP (~30%) es
significantemente mayor que aquel para la reaccién entre FP con FL, FS y FQ
(~5%) o entre LP con FL, FS y FQ (~4%).

Para tener una idea més completa de la reactividad de los sueros anti-péptidos

con las particulas virales, se llevaron a cabo ensayos de seroneutralizacién en
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microplacas de células BHK. En la Tabla 9 se observan los resultados obtenidos. Es
posible una vez m4s la separacién de las variantes en dos grupos antigénicamente
diferentes. La reactividad de las variantes FL, FS y FQ no es tan destacada como en
los ensayos de ELISA o RIP, pero son claramente distinguibles de los miembros del

otro grupo, LP y FP.

Tabla 9: Seroneutralizacion de las variantes con antisueros anti-

péptido~SAB unido a través del grupo SMCC.

Virus
ANTISUERO | 148 Leu Fen Fen Fen Fen
148 153 153 Pro Pro Leu Ser Gin
LEU PRO 100 10 <1 <1 <1
FEN PRO 32 100 3 3 <1
FEN LEU <1 3 100 10 10
FEN SER <1 10 32 100 32
FEN GLN <1 1 10 10 100

A partir de los titulos en DICT50%, se calcularon los porcentajes de reactividad para
cada antisuero, tomando como 100% a la reaccién homéloga.

La caracterizacién seroldgica de las variantes realizada con antisueros anti-

péptidos hace posible agrupar dichas variantes de acuerdo a sus reactividades. Pero
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para tener una imagen més completa de la interrelacién entre las variantes era
necesario completar el anélisis con la inclusi6n de antisueros obtenidos de animales
vacunados con particulas virales intactas. Para ello se vacunaron cobayos con virus
correspondientes a cada una de las variantes que fueron purificados en gradientes de
sacarosa y posteriormente inactivados . La siguiente seccién detalla los resultados

obtenidos en la caracterizacion de las variantes con antisueros anti-virus.

IOL2.3. Caracterizacién antigénica con antisueros anti-virus

inactivado

Para completar el estudio de las propiedades antigénicas de las variantes, era
necesario también el andlisis de antisueros dirigidos contra viriones intactos.

Grupos de tres cobayos cada uno fueron inoculados con vacunas elaboradas
con cada una de las seis variantes purificadas e inactivadas con AEI. Los sueros
obtenidos luego de un mes de la primera inoculacién fueron reunidos en un pool y
analizados en ELISA indirecto utilizando péptido unido a KLH como antigeno de la
fase s6lida (Tabla 10).
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Tabla 10: ELISA indirecto de los antisueros provenientes de animales

vacunados con virus inactivado correspondiente a cada una de las

seis variantes.
Péptido unido a KLH

ANTISUERO 148 Leu Fen Fen Fen Fen Leu

148 148 153 §153 Pro  Pro Leu Ser GIn  Leu
LEU PRO 100 4 ND ND ND ND

FEN PRO 89 100 ND ND ND ND

FEN LEU ND 135 100 42 34 ND

FEN SER ND 168 85 100 52 ND

FEN GLN ND 98 81 35 100 ND

Los resultados se expesan como porcentaje de reactividad respecto de la reaccién

homéloga para cada antisuero.
ND: No detectable.

Los resultados muestran que las variantes son distinguibles antigénicamente
en base a la reactividad de los péptidos correspondientes a la regién
inmunodominante y los antisueros anti-virus. Se observa una superposicion de los
dos grupos representada por la reactividad de los antisueros anti-FL, FS y FQ con el
péptido FP. La misma observacién fué posible cuando se analizaron también por
ELISA, antisueros anti-péptidos unidos a SAB através de GA con péptidos unidos
a KLH (Tabla 5). Esto podria indicar que cuando el péptido estd acoplado a la
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proteina carrier puede adoptar una configuracién que se asemeja a aquella adoptada
por la misma secuencia cuando ésta forma parte de la particula viral intacta.

Estos mismos antisueros fueron analizados por RIP y seroneutralizacién
(Tablas 11 y 12). Debido al hecho de que las variantes comparten la mayorfa de los
epitopes que se encuentran en VP1 y la totalidad de los que se encuentran en el
resto de la cépside, no fue posible diferenciarlas en base a su inmunoprecipitacién
con antisuero anti-virus. En la Tabla 11 se muestran los resultados con la variante

FP como ejemplo.

Tabla 11: RIP de la variante 35S-FenPro con antisueros provenientes de
animales vacunados con virus inactivado correspondiente a cada

una de las cinco variantes.

Virus (35S)
ANTISUERO | 148 Fen
148 153 153 Pro
LEU PRO 3.6
FEN PRO 3.8
FEN LEU 3.7
FEN SER 4.1
FEN GLN 3.6

Los resultados estdn expresados como el logaritmo de la inversa de la dilucién
correspondiente al 50% punto final. Los sueros corresponden a los 45 d.p.v.
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Con respecto a las seroneutralizaciones (Tabla 12), aunque se esperaba cierta

especificidad, (Rowlands et al., 1983), nuestros resultados no repiten el patrén de

reactividad visto con el test de ELISA, y no es posible por lo tanto agrupar las

variantes de acuerdo a su reactividad.

Tabla 12: Seroneutralizacién de las cinco variantes con antisueros
provenientes de animales vacunados con virus inactivado.
Virus

ANTISUERO | 148 Leu  Fen Fen Fen Fen

148 153 153 Pro  Pro Leu  Ser GIn
LEU PRO 2.0 2.5 2.5 2.5 2.0
FEN PRO 2.5 3.0 2.5 2.5 3.5
FEN LEU 2.0 2.0 2.0 2.5 3.5
FEN SER 2.5 2.5 3.0 3.0 4.5
FEN GLN 1.5 1.5 3.0 3.0 3.0

Los resultados estdn expresados como indices seroneutralizantes: ISN = Titulo
virus - Tftulo mezcla suero-virus. Los titulos se calculan como DICT50%.
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II1.4. Estudio de las caracteristicas antigénicas de la semilla de la

variante SL

Antes de entrar en los detalles del estudio de la semilla de la variante SL, es
necesario refrescar los conceptos relacionados con los origenes y la historia de este
virus, descriptos en parte en la seccién Materiales y Métodos (I11.2.).

Los origenes de este virus se remontan al afio 1982, cuando en el laboratorio
del Instituto de Investigacion de Enfermedades Animales, en Pirbright, Rowland y
colaboradores analizaban las bases quimicas de la variacion antigénica del VFA
(Rowland et al., 1983). Para ello utilizaron virus del serotipo A subtipo 12
proveniente de pasar material infeccioso (epitelio lingiial bovino) de un aislamiento
de un brote ocurrido en Inglaterra en 1932, una sola vez en células BHK. A su vez,
material proveniente de este mismo aislamiento fue utilizado en Plum Island para
obtener la secuencia del ARN por métodos moleculares de clonado luego de pasarlo
varias veces en diferentes cultivos de tejido (Kleid et al., 1981; referido aquf como
variante FP).

Con sorpresa, Rowland y colaboradores vieron que anticuerpos inducidos por
un péptido que comprendfa los residuos 141-160 de VP1 y cuya secuencia
correspondia a aquella deducida por Kleid, no neutralizaban su stock de virus A12
que, como se dijo, provenia del mismo aislamiento. En contraste, el virus utilizado
para los estudios de secuencia, sf era neutralizado eficientemente por este suero
anti-péptido (Rowland et al., 1983).

Fué entonces cuando se realizé la secuenciacién del virus producido en
Pirbright y se encontraron ambigiiedades en las posiciones 148 y 153 de la proteina
de la cédpside viral, VP1. Esto era una indicacion de la presencia de mds de un virus

en este stock. La secuenciacién de virus crecidos a partir de diez placas aisladas en
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células BHK confirmé esta sospecha. De los diez virus, tres variantes fueron
identificadas, las cuales diferfan entre sf y del virus secuenciado por Kleid en las
posiciones 148 y 153 de VP1: Ser148 Leul53; Leul48 Prol53 y Ser148 Ser153
(ademés, todos los clones tenfan Vall71 comparado con Glu en esta posicién en el
virus de Kleid). Las secuencias del resto de las proteinas de la cdpside eran
idénticas.

Para la realizacién de este trabajo de tesis, las variantes SL, LP y FP (esta
iltima variante es la utilizada por Kleid en los trabajos de secuenciacién) fueron
pasados una vez en células IBRS-2, y el virus cosechado se mezcl6 con glicerol
para hacer suspenciones al 50%. Estas son las preparaciones referidas aqui como
semillas para el estudio serolégico desarrollado anteriormente, junto con el resto de
las otras variantes.

Fué durante la produccién de virus para inmunizar cobayos con el fin de
obtener sueros anti-virus que se identific6 un nuevo problema. La semilla SL fué
pasada una vez en una botella roller conteniendo aproximadamente 108 células
BHK a una m.o.i. de 0.01 con el propésito de producir la vacuna experimental. El
antisuero producido en los cobayos en respuesta a esta vacuna neutraliz6 muy
pobremente virus que habfan sido crecido a partir de l1a misma semilla en células
BHK a una m.o.i de 1.0. M4s ain, anticuerpos contra el péptido 141-160 que
contenfa Ser148 Leul53 no neutralizaban la progenie de esta semilla (Tabla 6).

Estas observaciones llevaron a examinar la secuencia del virus utilizado en la
preparacion de la vacuna, la cual indicé que el amino4cido en la posicién 148 y
también aquel en la posicién 153 era Leu (la secuenciacién fué realizada por el Dr.
P.W. Mason, cuya colaboracién en esta etepa del proyecto es enormemente
apreciada).

Con esto datos que sefialaban casi inequfvocamente que la semilla SL era una

mezcla de al menos dos virus (SL y LL), se disefiaron una serie de experimentos
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con el prop6sito de caracterizarla antigénicamente. Estos experimentos se resumen
en:
1- Pasaje de la semilla a diferentes m.o.i.
2- Pasaje de la semilla en presencia de suero policlonal anti-péptido SL
yLL
3- Estudio de las progenies obtenidas en los puntos 1 y 2 a través de ensayos
de neutralizacién y secuenciacién del ARN de la regién que codifica VP1
(ésta 1iltima técnica fué realizada por el Dr Stuart Hassard, miembro del

grupo de trabajo bajo la direccién del Dr. F. Brown).

II1.4.1. Pasajes sucesivos del virus semilla a diferentes m.o.i. en

ausencia de suero

En un primer experimento, la semilla almacenada en glicerol fue pasada tres
veces sucesivas a una m.o.i de aproximadamente 0.01. En un segundo experimento,
la m.o.i fue de 0.5 a 1.0 en cinco pasajes sucesivos. Alicuotas de cada pasaje fueron
reservadas para realizar ensayos de seroneutralizacién y para la extraccién del ARN
y posterior secuenciacion.

En la Tabla 13 se observan los resultados obtenidos al pasar la semilla bajo las

dos diferentes condiciones de crecimiento.
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Tabla 13: Caracterizacién serolégica y secuenciacién de la progenie obtenida
de propagar el virus semilla SL bajo diferentes m.o.i.
VIRUS HISTORIA SEROLOGIA2 SECUENCIAb
SL LL | 148 153
SEMILLA }Virus clonado por
plaqueo y propagado una
vez en células IBRS-2 25 ND | Ser Leu
Alta m.o.i
1X Primer pasaje del virus
semilla, m.o.i 0.5-1.0 NE NE | Ser Leu
2X Segundo pasaje del virus
semilla, m.0.1 0.5-1.0 2.0 ND | Ser Leu
X Tercer pasaje del virus
semilla, m.o.i 0.5-1.0 1.5 2.0 Leu Leu
Baja m.o.i
1X a 5X |Cinco pasajes sucesivos
del virus semilla.
m.o.i 0.01 NE NE | Leu Leu*

a Esta columna corresponde a los indices neutralizantes de los virus recobrados luego
de cada uno de los pasajes, cuando son titulados con los sueros anti-péptido SL y LL.

b Amino4cidos codificados en las posiciones 148 y 153 de VPI en los ARN
correspondientes a cada uno de los virus aislados.

* . . .
Secuencia encontada en cada uno de los cinco pasajes.
NE: No estimado ND: No detectable
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La secuencia obtenida para la semilla concuerda con la determinada
originalmente, o sea Ser148 Leul53. Cuando se la analiza en ensayos de
seroneutralizacion, la semilla es neutralizada por el antisuero anti-péptido SL, pero
no por el ant-péptido LL.

Cuando se analiza la progenie del virus luego de haber sido pasado a una
m.o.i de 0.5-1.0, se ve que es neutralizada mejor por el antisuero anti-péptido SL
luego del segundo pasaje. Si se lo propaga una vez mds, bajo las mismas
condiciones, se obtiene una poblacién que es neutralizada mejor por el suero anti-
péptido LL y cuyo ARN codifica para Leu en las posiciones 148 y 153. Esta
poblacién es también neutralizada por el suero anti-péptido SL, de hecho la
diferencia entre ambos fndices neutralizantes cae dentro del error del método. Aun
asf, la secuenciacién de esta progenie es clara y no deja lugar a dudas respecto de lo
amino4cidos codificados para las posiciones 148 y 153. Esta ambigiiedad puede
deberse al hecho de que exista algo de reactividad cruzada entre estas dos variantes,
que la semilla posea una tercer variante que cruza con SL y LL, o bien al hecho de
que la progenie obtenida luego de tres pasajes sucesivos sea de hecho heterogénea,
pero aquella variante presente en menor proporcién (SL) no es detectada por las
técnicas de secuenciacién utilizadas (Ver Discusién).

Si la propagacién de la semilla se realiza a una m.o.i mucho menor (~0.01), la
progenic obtenida en cada uno de los cinco pasajes posee Leu en las posiciones
148 y 153. Es importante recordar lo que se mencioné anteriormente en la seccién
I1.4., cuando se describi6 el hecho de que el virus crecido a una baja m.o.i a partir
de esta misma semilla para preparar una vacuna experimental poseia esta misma
secuencia.

Estos resultados parecen indicar que el virus semilla, el cual proviene de pasar

una sola vez virus clonado por plaqueo en células IBRS-2, es de hecho una
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poblacién heterogénea, en la cual la variante Leu148 LeulS3 se hace predominante

bajo ciertas condiciones de crecimiento.

IIL4.2. Crecimiento bajo la presion selectiva de suero policlonal

anti-péptido

Para obtener progenie del virus semilla en presencia de antisuero anti-péptido,
se realizaron ensayos de seroneutralizacién de la misma siguiendo el protocolo
detallado en Materiales y Métodos. A las 48 horas, y a través de la inspeccién de las
microplacas bajo el microscopio 6ptico, se determiné el punto final de la titulacién
(dltima dilucién de virus que no es neutralizada por la dilucién utilizada de
antisuero). El virus progenie se toma del sobrenadante de los pocillos
correspondientes a esta dilucién. Para su posterior andlisis por seroneutralizacién y
secuenciacion, esta progenie es pasada una vez en células BHK.

Cuando el virus progenie es el obtenido de la titulacién de la semilla en
presencia de suero anti-péptido SL (virus 1la), éste es neutralizado mds
eficientemente por el suero anti-péptido LL. Concordante con estos resultados, la
secuencia del ARN muestra que las posiciones 148 y 153 estdn ocupadas por el
amino4dcido Leu (Tabla 13).

Si el antisuero utilizado en la titulacién es anti-péptido LL, el ARN de la
progenie (virus 1b) tiene la secuencia Ser148 Leul53, indicando que la variante LL
presente en la semilla fué neutralizada por el antisuero, sin afectar a la variante SL.

Cuando el virus semilla es incubado con una mezcla de los antisueros anti-Sl1
y anti-LL antes de ser pasado, la sequencia del virus que se recupera en la dilucién

del punto final es predominantemente Ser148 Leul53, resultado que reafirma que
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este virus es la especie predominante en la mezcla; el virus LL, por su parte, habrd
sido neutralizado completamente por su antisuero homélogo. (e



Tabla 14:
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Caracterizacion serolégica y secuenciacién de la progenie obtenida

al propagar el virus semilla SL en presencia de suero policlonal

anti-péptido.

VIRUS

1a

1b

1c

HISTORIA

Virus cosechado en la
dilucién del punto final
de la titulacién de la
semilla con suero
anti-péptido SL y luego
pasado una vez en células
BHK.

Virus cosechado en la

dilucién del punto final

de la titulacién de 1la
semilla con suero
anti-péptido LL y luego
pasado una vez en células
BHK.

Virus cosechado en la
dilucién del punto final
de la titulacién de la
semilla con la mezcla de
sueros anti-péptido SL y
LL.

SEROLOGIA2
SL LL

<0.5 2.5

22.5 1.5

Ser Leu

Ser Leu

SECUENCIADP
148 153

Leu

2 Esta columna corresponde a los indices neutralizantes de los virus recobrados luego
de cada uno de los pasajes, cuando son titulados con los sueros anti-péptido SL y LL.

b Aminoécidos codificados en las posiciones 148 y 153 de VP1 en los ARN

correspondientes a cada uno de los virus aislados. NE:No estimado.
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Iv. DISCUSION

La variabilidad antigénica del VFA es un ejemplo mds de la gran diversidad
que muestran los virus ARN. La bibliograffa es abundante en casos que
demuestran este hecho, con los primeros reportes aparecidos en 1922 (Valleé y
Carré, 1922), cuando se describe por primera vez la existencia de distintos
serotipos. Posteriormente, en 1927, Bedson y colaboradores (Bedson et al., 1927)
demuestran que dos cepas pertenecientes al serotipo A podian ser diferenciadas por
ensayos de neutralizacién cruzada. Menos de veinte afios més tarde, la importancia
que estas diferencias serolégicas podian tener en el campo se haria clara durante un
brote importante ocurrido en Méjico durante 1946-1954, en el cual cepas de campo
que pertenecfan al serotipo A rompieron la inmunidad inducida por una vacuna
hecha con otra cepa del mismo serotipo (Galloway et al., 1948). Debido a la
importancia econémica que tiene la FA para muchos pafses donde es endémica, esta
gran diversidad constituye el principal problema para su erradicacién, y adn
también para su control y diagnosis.

El principal problema encontrado en el control de 1a enfermedad a través de la
vacunacién es la ocurrencia de siete serotipos. Debido al hecho de que no existe
proteccién cruzada entre los mismos, las vacunas son en general polivalentes, pero
la existencia de variabilidad dentro de un mismo serotipo puede volver inefectivas
las vacunas disponibles. En adicién, la existencia de subtipos dentro de un serotipo
también puede causar problemas si la antigenicidad de las variantes es
suficientemente diferente. Como consecuencia, debe tenerse mucho cuidado en la
seleccién de las cepas vacunales que serdn apropiadas para contener un
determinado brote. Ailin mds, también es necesario seleccionar virus que crezcan

con altos rendimientos en cultivos de células, de forma de obtener suficiente masa
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antigénica. Para lograr ésto dltimo, generalmente se necesita pasar varias veces el
virus aislado en el campo en el sistema de cultivo de células elegido para la
produccién de las vacunas. Esta adaptacién tiene sus inconvenientes y esconde
serios peligros, ya que es aparente que los aislamientos de campo no son entidades
dnicas, sino que pueden contener varios virus, los cuales difieren entre sf
antigénicamente, siendo la adaptacién a condiciones de crecimiento en gran escala
un mecanismo de seleccién de una/s variante/s sobre otras.

Este trabajo de tesis describe el caso particular de un virus del serotipo A,
subtipo 12 aislado de un brote ocurrido en Inglaterra en 1932. A partir de este virus,
y por diferentes procedimientos, se han identificado hasta la fecha nueve variantes.
Una caracterfstica interesante es que estas variantes difieren entre sf solamente en
los residuos en las posiciones 148 y 153 de la proteina de la cdpside viral VP1,
siendo el resto de las proteinas de la cdpside idénticas en secuencia.

El estudio serolégico se ha concentrado en siete de las variantes: SL, LP, FP,
FL, FS, FQ y LL, siendo el principal objetivo el poder establecer una correlacién
entre las caracterfsticas antigénicas que poseen dichas variantes y las propiedades
estructurales del principal sitio inmunogénico (amino4cidos 141-160 de VP1), bajo
condiciones que permiten definir su estructura.

El andlisis serolégico se llev6 a cabo entonces utilizando para ello los
antisueros contra ¢l péptido 141-160 de VP1 representando la secuencia de cada
una de las variantes, y también los antisueros contra los viriones intactos.

Si bien no es la dnica que genera anticuerpos neutralizantes, la regién 141-
160 sf es inmunodominante y por lo tanto representativa de las caracteristicas
antigénicas de la particula viral intacta. Ademds, como se mencioné anteriormente,
estas variantes difieren entre s{ solamente en la secuencia en las posiciones 148 y
153 de VP1, por lo tanto ésta serfa la tnica regién responsable de las caracterfsticas

serolégicas de las variantes. Esto hace que los sueros anti-péptidos y los péptidos
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comrespondientes a la regién 141-160 sean herramientas vilidas para el estudio de la
variacioén antigénica. Por otro lado, los péptidos permitieron a su vez el estudio de
las bases estructurales de las diferencias halladas a nivel serolégico a través del
andlisis por dicrofsmo circular (DC) y modelado molecular (MM). Este aspecto del
estudio de la variacién antigénica del virus A12 fue desarrollado por la Dra. Lee
France, integrante del grupo de trabajo bajo la direccién del Dr. F. Brown.

En ELISA, ambos sistemas de ensayo descriptos (uso de péptido libre o
acoplado a KILH como antigeno de la fase s6lida) permiten distinguir entre aquellas
variantes con el residuo prolina en la posicién 153 (LP y FP) de aquellas sin prolina
153 (SL, FL, FS, FQ y LL). Aunque al separacién en dos grupos en base a la
presencia o ausencia de prolina 153 es clara, es importante sefialar que las variantes
LP y FP aunque m4s similares entre sf que con el resto de las variantes, pueden ser
distinguibles serol6gicamente. Si bien la media de la reaccién cruzada que
involucra a estas dos variantes es alta (98% Tablas 4 y 5), la reaccién ocurre en un
solo sentido (anti-péptido FP vs péptido LP, en Tabla 4; o anti-péptido LP vs
péptido FP, en Tabla 5).

De la observacién de los datos presentados en las Tablas 4 y 7 se desprende
que la forma en que el péptido es presentado en la formulacién de las vacunas
puede influir enormemente en las caracteristicas de la respuesta inmune. Cuando los
péptidos son acoplados a SAB con GA, la reaccién puede ocurrir en varios puntos
de la protefna carrier (extremo N-terminal, lisinas, cisteinas) y en dos puntos sobre
el péptido (extremo N-terminal y cistefna del extremo C-terminal). Esto hace que el
producto final hapteno-carrier no tenga una composicién uniforme o predecible.

Aunque los resultados presentados en la Tabla 4 estdn por un lado de acuerdo
con datos previos y por ¢l otro apoyados por el andlisis estructural, presentan el

problema de la no reactividad del antisuero anti-SL, lo cual puede ser una
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indicacién de una orientacién desfavorable para este péptido cuando es acoplado a
SAB a través de GA.

Debido a que estos péptidos pueden unirse a SAB por cualquiera de sus
extremos, la orientacién adquirida cuando lo hacen a través del N-terminal puede
ser no inmunogénica. Dyrberg y Oldstone (1986) describen su experiencia con un
péptido correspondiente a la cadena alfa del receptor humano de acetilcolina unido
a KLH a través de su extremo C o N-terminal (C-péptido o N-péptido). Lo
interesante de la observacion es el hecho de que los antisueros sélo reaccionan con
el péptido homélogo, es decir suero anti-C-péptido no reconoce al N-péptido o al
péptido libre en ELISA. Si en el caso del péptido SL, éste se une a SAB por el
extremo N-terminal, es entonces posible que el anticuerpo correspondiente no
reaccione en ELISA con péptido libre (Tabla 4) o con péptido acoplado a KLH por
el extremo C-terminal (Tabla 5).

Aunque pareciera que éste es un problema particular del péptido SL, se
decidié acoplar los péptidos a la proteina carrier utilizando un método més
facilmente controlable. Fué asf que se eligi6é SAB a la cual se le unié el grupo
funcional SMCC, el cual a su vez reacciona solamente con el grupo SH- presente
dnicamente en la cistefna del extremo C-terminal de estos péptidos. Con estos
conjugados se inmunizaron nuevos animales y los antisueros se analizaron por
ELISA, RIP y SN.

Los resultados se presentan en las Tablas 7, 8 y 9. El agrupamiento de las
variantes es establecido nuevamente por el residuo en la posicién 153, aunque se
observa una leve reactividad de los antisueros anti-LP y FP con los péptidos del
otro grupo (media 13% para anti-LP y 21% para anti-FP) y la reactividad entre estas
variantes es menor (67%) que la observada anteriormente (Tabla 7). De hecho la
reaccion entre el suero anti-LP con el péptido FP no es significativamente mds alta

a las observadas para este mismo antisuero con los péptidos del otro grupo,
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apoyando el hecho de que LP y FP aunque diferentes de las otras variantes, también
lo son entre si. En los ensayos de RIP de estos mismos antisueros (Tabla 8) la
media de la reaccion heteréloga entre LP y FP es de un 30%, mds alta que aquella
entre anti-FP (5%) o anti-LP (4%) con los péptidos del otro grupo.

La presencia del residuo fenilalanina en la posicién 148 parece influenciar la
antigenicidad de las variantes cuando Pro no estd presente en la posicién 153. La
reactividad cruzada entre FL, FS y FQ es notable y la variante SL parece estar més
cerca de este grupo de lo que lo estd LL si se toma en cuenta el hecho de que el
promedio de las reacciones heterélogas que involucran a SL con FL, FS y FQ es
aproximadamente 1.6 veces mayor que las que involucran LL con el mismo grupo
(Tabla 7).

Cuando el andlisis serolégico se realizé utilizando antisueros provenientes de
animales vacunados con virus inactivado (Tablas 10 y 11) la caracterizacién de las
variantes fué posible nicamente a través de los ensayos de ELISA. Los resultados
obtenidos con RIP eran los esperados de acuerdo a lo publicado por Rowlands y
colaboradores (1983). Es dificil de explicar la imposibilidad de caracterizar las
variantes en los ensayos de seroneutralizacién, ya que los antisueros sf son capaces
de diferenciar a las variantes en ELISA. La existencia de epitopes comunes a todas
las variantes puede ser el origen de una elevada reactividad cruzada que enmascara
aquella dirigida a la regién inmunodominante, que es aquella que contiene los
cambios entre las variantes.

La similitud antigénica entre las variantes LP y FP puede explicarse a nivel
estructural. Datos obtenidos por DC, cuando los siete péptidos son analizados en
condiciones tales que se favorecen conformaciones biolégicamente activas, indican
que los mismos presentan diferente contenido de a-hélices. La presencia del
residuo prolina en la posicién 153 hace que este contenido sea menor para las

variantes LP y FP debido al efecto terminador de a-hélices que caracteriza a
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esteaminodcido. Los otros residuos presentes en la posicién 153 parecen no tener
influencia o efecto en las propiedades de formacién de a-hélices de los péptidos en
solucién. Los estudios por MM también indican similitud en la estructura que
posee la regién 152-154 para LP y FP. Las diferencias serolégicas, por otro lado,
entre LP y FP también son el resultados de diferencias estructurales ocasionadas por
fuerzas atractivas de van der Waals entre los residuos Leul48 y Leul51 en el
péptido LP, las cuales no pueden establecerse entre Fen148 y Leul51 en FP.

Fué durante la caracterizacién antigénica de las variantes cuando surgi6 la
necesidad de establecer con certeza la identidad de la semilla de la variante SL. El
disefio y realizacién de los experimentos para llevarlo a cabo se describieron el la
seccion IT1.4. Los resultados obtenidos indicaron que el virus semilla SL, el cual
proviene de purificar por plaqueo un aislamiento de campo y pasarlo una vez en
células IBRS-2, es de hecho una mezcla en la cual el componente en menor
proporcién (virus LL) se hace predominante bajo ciertas condiciones de
crecimiento. La ventaja que tiene el virus LL cuando 1a mezcla es propagada a baja
m.o.i. puede deberse a que esta variante replique m4s rapidamente de lo que lo hace
SL. Para comprobarlo se deben realizar curvas de crecimiento de ambas variantes
en forma paralela.

Estas observaciones apuntan claramente a los problemas que pueden
presentarse cuando el VFA es crecido a partir de material aislado de placas y ain
luego de varias rondas de clonado o purificacién por plaqueo. La existencia de
variantes en este tipo de preparaciones ya fué descripta por Xie y colaboradores
(Xie et al., 1987), cuando aislan variantes resistentes a la neutralizacién a partir de
un virus que habfa sido purificado por plaqueo tres veces.

Son varios los trabajos que reportan la deteccién de especies antigénicamente
diferentes luego del pasaje seriado de VFA, tanto en presencia como en ausencia de

presi6n inmunolégica (Dinter et al., 1959; Mc Vicar and Sutmoller, 1972; Rieder
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Rojas et al., 1992; Sobrino et al., 1983; Borrego et al., 1993). Bolwell y
colaboradores (Bolwell et al., 1989) muestran que el pasaje en células BHK en
suspensién de un virus purificado por plaqueo del serotipo A22 y crecido en
monocapa de células BHK produce un virus con propiedades fisico-quimicas
alteradas. No fué determinado, sin embargo, si este cambio era debido a mutacién
o0 a seleccién a partir de una poblacién mixta en la placa. Ain asf, enfatiza el hecho
de que la purificacién o clonado por plaqueo no garantiza el pedigree de un virus.
Es posible que la variacién exista en la poblacién viral desde un principio y que la
infeccién en el cultivo celular involucre un mimero considerable de diferentes
genomas. El aislamiento o clonado por placas o la seleccién de variantes por
cualquier método (resistencia a la neutralizacién, por ejemplo) de la progenie
obtenida puede dar la impresién de que una poblacién homogénea de virus ha
mutado rdpidamente, cuando en realidad la variabilidad existfa en el material de
partida.

La plasticidad del genoma del VFA también es ilustrada por las observaciones
de Gonzilez y colaboradores (Gonzédlez et al., 1991) con dos variantes resistentes a
la neutralizacién aisladas de un virus del serotipo AS. Luego de someter las
mutantes a varios pasajes sucesivos , la poblacién viral que emerge es antigénica y
genéticamente indistinguible de aquella poblacién parental. Estas observaciones
sugieren que una diminuta sub-poblacién del virus parental sobrevivié en la
poblacién original de cada una de las mutantes. La co-replicacién de variantes
presentes en un aislamiento de campo fue demostrada recientemente para virus de
los serotipos O1 y O3 (Leister et al., 1993).

La seleccién de variantes antigénicas como resultado del pasaje en cultivos
celulares ha sido descripto para otros virus. Un ejemplo en relacién a la produccién
de vacunas es ilustrado por las observaciones que indican que la propagacién de

virus influenza en huevos puede conducir al aislamiento de virus que difieren tanto
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en sus caracterfsticas antigénicas como en la secuencia de amino4cidos de aquella
progenie aislada luego de pasar el mismo virus en cultivo de células de mamiferos
(Schild et at, 1983; Robertson et al., 1987; Rocha et al., 1993, Gubareva et al.,
1994). Esto presenta un gran problema ya que el virus propagado en huevos es el
utilizado en la preparacién de las vacunas, y puede no ser representativo de aquél
predominante en humanos. En el caso del virus influenza equino (H3NS), lo
opuesto se ha demostrado recientemente y de los datos se desprende que el virus
propagado en huevos es el preferido para la produccién de antigeno vacunal debido
a su baja heterogeneidad comparado con aquel propagado en células MDCK (Llobi
etal, 1994).

El ejemplo presentado en este trabajo de tesis también apunta al problema que
puede surgir de la suposicién que una poblacién viral aislada por plaqueo es
homogénea y la secuenciacién de su ARN también indica que se trata de una
poblacién homogénea. Como se ha visto (Tablas 12 y 13) hay instancias en las
cuales la secuencia obtenida para un determinado virus no coincide con el
comportamiento esperado de éste en ensayos de seroneutralizacién (virus 3X, Tabla
13; virus 1c, Tabla 14). Es importante indicar que la secuenciacién de éstos y el
resto de los virus no presenté ambigiiedades en las posiciones 148 y 153, y también
que s6lo fue secuenciada la regién codificante para VP1, quedando la posibilidad
de que existan mutaciones en otros puntos del genoma. Esta falta de correlacién
entre secuencia y serologia puede también ser el resultado de los limites de
deteccién propios de cada técnica, sobre todo si se tiene en cuenta que si estos virus
son en realidad una mezcla de dos o mds variantes, las propociones de unas u otras
en la mezcla son desconocidas. En un articulo publicado recientemente, Wiesner y
colaboradores remarcan los peligros de asumir que con la técnica de PCR
competitiva, la acumulacién de dos productos a partir de una mezcla conocida de

secuencias similares, estard necesariamente en la misma proporcion que la de la
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mezcla original (Wiesner et al., 1993). Ain mds, en ¢l Symposium on Genetic
Stability and Recombinant Product Consistency (Horaud et al., 1993) se ha
reportado que cuando DNA de una secuencia parental es mezclado con cantidades
conocidas de DNA mutante conteniendo una mutacién puntual, el limite de
deteccién es 215% cuando se realiza secuenciacién directa, y 225% cuando se
introduce amplificacién por PCR previo a la secuenciacién (es esta dltima técnica la
utilizada en este trabajo para la secuenciacién de las variantes). De estos datos se
concluye que la secuenciacién de los productos obtenidos por RT-PCR es itil para
asignar la secuencia de los productos predominantes en una mezcla de genomas.

Como consideracién final, es interesante que en las nueve variantes que han
sido descriptas para el virus A12, de las 18 posibilidades para las posiciones 148 y
153, cinco son ocupadas por Ser, cinco por Leu, cuatro por Fen y tres por Pro.
Ademds, se tienen evidencias de que en el epitelio lingual original est4 presente una
variante con Ser148 y Prol153 (Dr. P.Mason, comunicacién personal). Los codones
que codifican para estos cuatro aminodcidos (Ser, Leu, Fen y Pro) tienen todos una
C o una U en la primera y segunda posicién. M4s aiin, el codén que codifica para
Ser148 es siempre UCG, y para Leu es siempre UUG en la posicién 148, y CUG
en la 153. Siendo la regi6n donde se encuentran las sustituciones un elemento
dominante en la unién del virus a células susceptibles, estas observaciones pueden
ser significantes en términos de mejor adaptacién y seleccién para el
reconocimiento y unién del virus al receptor celular.

El propésito principal de investigar la correlacion entre las caracteristicas
serolégicas y las bases estructurales de la variacién antigénica en un VFA de
serotipo A12 fue el disefio de un péptido que pudiera inducir anticuerpos que
reaccionaran de forma cruzada con diferentes variantes antigénicas. Para el VFA ha
sido demostrado que sueros anti-péptido poseen una mayor reactividad cruzada que

aquellos sueros anti-virus, y se ha propuesto que ésto es el resultado de la mayor
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diversidad de conformaciones que un péptido puede adquirir en solucién
(Ouldridge et al., 1986; Geysen et al., 1985). Esto sugiere que el uso de vacunas a
péptidos disefiadas de manera tal que sean capaces de inducir anticuerpos que
reaccionen de forma cruzada con todos los virus, reemplazando la actual vacuna a
virus inactivado, podria resolver el problema que presenta la existencia de una gran
variacién antigénica en el control y/o erradicacién de 1a FA.

Las caracteristicas estructurales de este péptido hipotético puedrian ser
definidas a través de los datos serolégicos detallados en este trabajo en conjunto

con la informacién completa del andlisis estructural (Lee et al., 1994).
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V. RESUMEN

Son varios los factores que se combinan para hacer da la fiebre aftosa una de las
mds desvastadoras enfermedades infecciosas animales. Estos incluyen su extremo
grado de contagio, amplia distribucién geogréfica, gran espectro de animales
susceptibles, relativamente corta duracién de inmunidad hacia un dado serotipo, el
establecimiento del estado de portador en varias especies, y tal vez el mds
problemético de todos, la existencia de siete serotipos y més de 65 subtipos frente a
los cuales no es posible desarrollar una inmunidad cruzada protectora.

La alta variabilidad antigénica en el VFA hace que el control y la erradicacién
de la enfermedad a través de la vacunacién sea una tarea dificil, llegando al extremo
de la necesidad de l1a produccién de vacunas basadas en las cepas que surgen en los
brotes cuando la divergencia antigénica entre éstas y las cepas vacunales es muy
grande. Esta préctica puede acarrear serios problemas, ya que se ha hecho evidente
que las cepas aisladas en el campo no siempre son entidades wnicas, sino que podrfan
tratarse de poblaciones mixtas, siendo el proceso de obtencién de masa antigénica
para la fabricacién de las vacunas, un proceso selectivo que favorece a cierta/s
variante/s. Esto hace que el antigeno presente en las vacunas no sea representativo de
lo aislado en el campo.

Este trabajo detalla el caso particular de un aislamiento de virus A12 (epitelio
lingual bovino) obtenido en un brote ocurrido en Inglaterra en 1932. Hasta la fecha,
nueve variantes, las cuales sélo difieren en la secuencia de las posiciones 148 y 153
de VP1, han sido detectadas por diferentes métodos.

El objetivo de este trabajo fue estudiar las caracteristicas antigénicas de siete de
estas variantes a través del andlisis serolégico utilizando para ello péptidos

representando la regién 141-160 de VP1I, viriones inactivados, y los antisueros contra
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estos dos antfgenos obtenidos en cobayos. Los ensayos serolégicos fueron ELISA
indirecto, RIP y SN.

A mavés de estas pruebas, es posible diferenciar a las variantes de acuerdo a la
reactividad serolégica que expresan los antisueros correspondientes. Las variantes
pueden ser de esta forma separadas en dos grupos principales, a través de la
reactividad cruzada de sus antisueros especificos. Este agrupamiento reflejado en la
serologia estd apoyado por, y se corresponde con la existencia de diferencias
estructurales en los péptidos 141-160, diferencias que han sido analizadas por la Dra.
L. France y completan el proyecto disefiado para el estudio de la variabilidad de este
virus.

También se describen los procedimientos seguidos para tratar de definir la
homogeneidad antigénica de la semilla de la variante SL. Los resultados indicaron
que se trataba de una mezcla de al menos dos variantes (SL/LL), las cuales pueden ser
seleccionadas bajo ciertas condiciones de crecimiento.

En conjunto, este trabajo de tesis tiene claras implicancias para la fabricacién de
vacunas contra la FA. Si el virus causante de un brote es una mezcla de variantes
antigénicas, como lo es el virus descripto en este trabajo de tesis, y las diferencias
antigénicas son importantes en términos de proteccién cruzada, es necesario
asegurarse de que el virus utilizado para la produccién de vacunas es suficientemente
cercano antigénicamente al que ocaciona el brote, de forma de conferir proteccién. En
la préctica ésto se hace determinando si los anticuerpos inducidos por la vacuna
neutralizan la cepa de campo, idealmente, tan eficientemente como neutralizan el
virus utilizado para la produccién de la vacuna. Pero se ha visto aqui que cambios en
las condiciones de crecimiento pueden llevar a la preponderancia de diferentes
variantes presentes en la cosecha. En consecuencia, tanto la especificidad serolégica

como la habilidad de conferir proteccién contra la cepa de campo responsable del
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