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Resumen

“Estudio de las propiedades replicativas in vitro de la cepa A663 de herpesvirus bovino

tipo 5 (BoHV-5) y de la funcion de la proteina Us3”

Resumen

Este trabajo de tesis contribuyd a la caracterizacion de la cepa argentina A663 de
Herpesvirus Bovino tipo 5 (BoHV-5) mediante el estudio de sus propiedades replicativas in

vitro y del rol de la proteina Us3.

En el primer caso se realizaron cinéticas de crecimiento y se evaluaron los tamanos de
las placas de lisis y de infeccién de las cepas A663 y N569 de BoHV-5. La produccion total de
particulas virales infectivas en funcion del tiempo fue similar entre ambas cepas, sin embargo
la cepa A663 resultdé menos eficiente en la liberaciéon de particulas virales al medio
extracelular y en la dispersion célula a célula, observandose para la cepa A663 una reduccion

del 90% y del 80% en el tamafio de la placa de lisis y de infeccidn, respectivamente.

Por otro lado, se secuencid la region codificante para la proteina Us3 de la cepa A663
de BoHV-5 y se observo un alto porcentaje de homologia con las secuencias correspondientes
a otras cepas de BoHV-5. Mediante las técnicas de Northern y Western blot se demostrd que el
gen us3 se expresa tempranamente (desde los 30 minutos post infeccién) y de manera
prolongada (hasta las 48 horas post infeccion). Los ensayos in vitro se realizaron utilizando
construcciones que expresaban la proteina Us3 wt o una version mutante de esta proteina
que carece de actividad de proteina quinasa, fusionadas a la proteina fluorescente ECFP
(US3-ECFP y Us3K261D-ECFP). Se observé que la proteina Us3 de BoHV-5 induce el
redondeamiento celular y provoca el desensamblado de las fibras de estrés, siendo estos
efectos independientes de su funcion de quinasa. Ademas, la proteina mutante Us3K261D
disminuy¢ la formacion de proyecciones de celulares y modificd la localizacion subcelular de
la proteina Us3 de BoHV-5.

En conjunto, los resultados obtenidos permitieron conocer las propiedades replicativas
in vitro de la cepa A663 de BoHV-5 y constituyeron el primer reporte sobre el estudio de la

funcion de la proteina Us3 de BoHV-5.

Palabras claves: Herpesvirus, BoHV-5, replicacion in vitro, proteina Us3, fibras de estrés, proyecciones celulares.
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Abstract

“In vitro growth properties of bovine herpesvirus type 5 (BoHV-5) A663 strain and study

of the Us3 protein function”

Abstract

This thesis contributed to the characterization of the Argentinean bovine herpesvirus
type 5 (BoHV-5) A663 strain by studying its in vitro growth properties and the function of the

Us3 protein.

Firstly, growth kinetics, lysis and infection plaque size assays were performed for
BoHV-5 A663 and N569 strains. The total amount of infection virus produced was similar
between both strains at each time assayed; however, A663 strain was less efficient than N569
strain in releasing infective viral particles to the extracellular media and in cell-to-cell spread,

as shown by a reduction of 90% and 80% in its lysis and infection plaque size, respectively.

On the other hand, the region encoding the Us3 protein of BoHV-5 A663 strain was
sequenced and high homology was observed between it and other sequences of BoHV-5
strains. Then, early (from 30 minutes post infection) and prolong (up to 48 hours post

infection) expression of us3 gene was demonstrated by Northern and Western blots assays.

Finally, in vitro studies were performed with genetic constructions to express wt Us3
protein or a mutated version of this protein lacking its kinase activity, fused to the
fluorescent protein ECFP (Us3-ECFP and Us3K261D-ECFP). In transient transfection assays it
was observed that Us3 BoHV-5 protein induced cell rounding and stress fiber breakdown
independently of its kinase activity. Besides, the point mutation in the Us3K261D protein
reduced cell projections formation and modified the subcellular localization of BoHV-5 Us3

protein.

Taken together, these results allowed the assessment of the in vitro growth properties
of BoHV-5 A663 strain and constituted the first report of the function of the BoHV-5 Us3

protein.

Key words: Herpesvirus, BoHV-5, in vitro growth properties, Us3 protein, stress fibers, cell projections.
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1. Familia Herpesviridae

La inclusion de cierto virus en la familia Herpesviridae esta basada en la arquitectura
del virién. La misma consiste en un core compuesto por ADN lineal doble cadena, una
capside icosaédrica de aproximadamente 100-110nm de didmetro compuesta por 162
capsomeros (150 hexdmeros y 12 pentdmeros), un material amorfo que rodea la capside
denominado tegumento y una envoltura que posee insertas glicoproteinas virales (Roizman
and Pellet, 2007). En la figura 1 se muestra un esquema de la particula viral de los herpesvirus
y una imagen obtenida por microscopia electrénica de un virion de herpesvirus bovino tipo 5

(BoHV-5).

Nucleocapside
Tegumento
Genoma
Membrana

Glicoproteina

Glicoproteina

Figura 1. A: Representaciéon esquematica de un viriéon de la familia Herpesviridae. Se sefialan sus
principales componentes: nucleocapside, tegumento, genoma, membrana y glicoproteinas. B:
Microscopia electrénica de transmision de un virion de BoHV-5. La barra indica 100 nm. Imagen
extraida de Del Médico Zajac ef al., 2009a.

Los herpesvirus comparten cuatro propiedades bioldgicas significativas:

1- El genoma codifica para un gran nimero de enzimas involucradas en el metabolismo

de los 4&cidos nucleicos (timidina quinasa, timidilato sintetasa, dUTPasa,
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ribonucledtido reductasa), en la sintesis de ADN (ADN polimerasa, helicasa, primasa)

y en el procesamiento de proteinas (proteinas quinasas).

2- La sintesis del ADN viral y el ensamblado de la cdpside ocurren en el ntcleo.

3- La produccion de la progenie viral esta siempre acomparada por la destruccion de la

célula infectada.

4- La capacidad de establecer un estado de latencia en su hospedador natural. En las
células que contienen virus latente, el genoma viral se encuentra circularizado y sélo

se expresan unos pocos genes virales.

Los miembros de la familia Herpesviridae fueron clasificados por el Grupo de Estudio de
Herpesvirus perteneciente al Comité Internacional de Taxonomia Viral (International
Committeé on the Taxonomy of Viruses, ICTV,
http//www.ncbi.nlm.nih.gov/ICTVdb/Ictv/index.htm) en tres subfamilias (Alfaherpesvirinae,
Betaherpesvirinae 'y Gamaherpesvirinae) basandose en las propiedades bioldgicas de los
miembros conocidos hasta ese momento (Roizman ef al.,, 1970; Roizman, 1979). Asimismo,
utilizando datos de homologia de secuencias de ADN, similitud en la organizacién gendmica
y estudios de proteinas virales mediante ensayos inmunoldgicos, se clasificaron dichos virus

en diversos géneros.

A continuacién se detallan las principales caracteristicas de las tres subfamilias de

herpesvirus y se mencionan los géneros que las integran.
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Los miembros de la subfamilia Alfaherpesvirinae se caracterizan por tener un rango
variable de hospedador, un ciclo viral de corto tiempo, una rapida diseminacion en cultivo
de tejidos, una alta eficiencia en la destruccidon de las células infectadas, la capacidad de
infectar células nerviosas y establecer latencia en ganglios sensoriales (generando un
reservorio del virus) e incluso, desarrollar enfermedades neuroldgicas severas. Esta

subfamilia contiene los géneros Simplexvirus, Varicellovirus, Mardivirus, e Iltovirus.

La subfamilia Betaherpesvirinae posee un rango restringido de hospedador. El ciclo viral es
de largo tiempo y el progreso de la infeccidén en cultivo celular es lento. El virus puede
mantenerse en estado de latencia en glandulas secretorias, células linforeticulares, rifiones y
otros tejidos. Esta subfamilia esta compuesta por los géneros Citomegalovirus,

Muromegalovirus y Roseolovirus.

El rango de hospedador experimental de los miembros de la subfamilia Gamaherpesvirinae
esta limitado a la familia u orden a la cual pertenece el hospedador natural. In vitro, todos los
miembros replican en células linfoblasticas y algunos también causan infecciones liticas en
células epiteliales y fibroblasticas. Los virus de esta subfamilia son usualmente especificos de
linfocitos T y B y se ha demostrado virus latente en tejidos linfoides. Esta subfamilia contiene

los géneros Limfocriptovirus y Rhadinovirus.

Los alfaherpesvirus constituyen la mayor subfamilia dentro de los herpesvirus y
contienen diferentes patdgenos relacionados de humanos y animales, algunos de los cuales se

detallan en la siguiente tabla:
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Alfaherpesvirinae
H dad
Género Especie Abreviatura Enfermedad ospecacor
Natural
Virus herpes simple 1 HSV-1 Herpes labial Hombre
Simplexvirus - - -
Virus herpes simple 2 HSV-2 Herpes genital Hombre
H id 1
. erpes sul . Prv Enfermedad de Aujesky Cerdos
(Virus de la pseudorrabia)
H i ino 1
erpesvirus bovino BoHV-1 Rinotraqueitis infecciosa bovina Bovinos
H irus bovino 5
erpesvirus bovino BoHV-5 Meningoencefalitis Bovinos
Herpesvirus equino 1 o .
. . EHV-1 Encefalitis y abortos Equinos
Varicellovirus
Herpesvirus equino 4 EHV-4 Rinoneumonia equina Equinos
: icel
Virus de varicela zoster vZV Varicela Hombre
Herpesvirus felino 1
FeHV-1 Rinotraqueitis viral felina Gato
Virus de la enfermedad de
Marek 1 MDV-1 Enfermedad de Marek Aves de corral
Mardivi i
ararowrus Virus de la enfermedad de MDV-2 Infeccién asintomatica Aves de corral
Marek 2
Herpesvirus de pavo . . -
HTV Infeccién asintomatica Pavos
Iltovirus . . . o .
Herpesvirus gallid 1 GaHV-1 Laringotraqueitis infecciosa Aves de corral

A continuacién se describen los eventos que ocurren durante el ciclo de replicacion de

los alfaherpesvirus. Los conocimientos existentes en su mayoria provienen de estudios

realizados con Virus Herpes Simple 1 (HSV-1), prototipo de los alfaherpesvirus. Asimismo,

se hard especial hincapié en los trabajos realizados con diversos alfaherpesvirus de

importancia ganadera como el Virus de la Pseudorrabia (PrV), Herpesvirus Bovino 1 (BoHV-

1), Herpesvirus Bovino 5 (BoHV-5) y Herpesvirus Equino 1 (EHV-1).
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La infeccion de células permisivas se inicia con el ingreso de la particula viral.
Inicialmente ocurre el pegado labil de las glicoproteinas virales B y C (gB y gC) a los
glicosaminoglicanos celulares (Li et al., 1995; Liang et al., 1992, 1994; Mettenleiter et al., 2002;
Okasaki et al., 1991, 1993, 1994). Luego, se produce la union estable de la glicoproteina D (gD)
a un receptor celular (herpesvirus entry mediator A, HveA, HveB, HveC, HveD y 3-O-sulfated
heparan sulfate, 3-O-S HS) (Campadelli-Fiume et al., 2000; Spear et al., 2003). Finalmente, la
fusion de la envoltura viral con la membrana celular lleva a la entrada definitiva del virion.
Este proceso es mediado por las glicoproteinas gB (Gerdts et al., 2000), el complejo formado
entre las glicoproteinas Hy L (gH/gL) (Meyer et al., 1998) y gD (Liang et al., 1995; Reske et al.,
2007). El mecanismo de fusion no ha sido completamente dilucidado, excepto que la union de
gD con receptores especificos debe ocurrir previamente a la fusion (Spear et al., 2006).

Una vez dentro del citoplasma ocurre el transporte de las capsides hacia el nucleo
celular. Segun estudios realizados con HSV-1, las cdpsides se unen a la dineina de los
microtibulos a través de las proteinas del tegumento UL34 y UL31 (Dhoner et al., 2002;
Reynolds et al., 2004; Ye et al., 2000) y/o VP26 (Antinone et al., 2006). La entrada del ADN viral
al nucleo ocurre a nivel de los poros de la envoltura nuclear, donde las capsides liberan el
ADN. Al ingresar al nucleo el ADN se circulariza sin necesidad de expresién de proteinas

virales (Fraefel et al., 1993; Garber et al., 1993).

Mientras las capsides son transportadas al ntucleo, algunas de las proteinas del
tegumento son vertidas en el citoplasma, donde tendrian un rol importante en las etapas
tempranas de la infeccion. La proteina VP8 es la mas abundante de BoHV-1 (Carpenter et al.,
1991; van Drunnen Littel-van der Hurk et al., 1995) y se dirige hacia el nticleo gracias a una
secuencia de localizacion nuclear (Zheng et al., 2004). Para HSV-1, se sugiere que esta
proteina tiene la capacidad de unirse a ARN, co-localiza en el ntcleo con bICP4 (bovine
infected cell protein 4), principal transactivador viral, y se comprob¢ in vivo que se une al
menos a un transcripto viral, bICPO (Donnelly et al., 2007). El producto del gen UL41, otra
proteina del tegumento, es responsable en BoHV-1 de la supresion de la sintesis de proteinas

celulares mediante la degradacion de los ARN mensajeros (Koppers-Lalic et al., 2001). La
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proteina VP16, conocida también como «-TIF (factor transactivador de genes o) es la
responsable de la iniciacion de la transcripcion de los genes virales, transactivando a los
genes inmediato-tempranos (inmediate early, IE, genes ). Sin embargo, no todas las proteinas
del tegumento se desprenden de la capside durante el ingreso y se demostr6 que al menos los
productos de los genes UL36, UL37 y Us3 se mantienen asociados a la capside hasta su
anclaje a la membrana nuclear (Granzow et al., 2005).

La transcripcién del ADN viral comienza en el nticleo por acciéon de la enzima ARN
polimerasa II de la célula hospedadora. La expresion génica estd regulada temporalmente a
lo largo de la infeccion por un sistema de “encendido y apagado” (on—off) que activa e
interrumpe la lectura secuencial de los genes (Honess and Roizman, 1974). Durante la cascada
de transcripcion pueden distinguirse tres grupos de genes virales dependiendo del momento
de la infeccidn en la cual se expresan: los genes a o genes inmediatos tempranos (inmediate
early, IE), los genes (3 o genes tempranos (early, E) y los genes vy o genes tardios (late, L), que
codifican proteinas involucradas principalmente en la regulacion del ciclo viral, en la
replicacion del ADN viral y en la morfogénesis de nuevos viriones, respectivamente.

Desde el momento en que el ADN viral entra al nucleo, ciertas proteinas del
tegumento, como la proteina VP6, interactian con componentes transcripcionales celulares
de manera de estimular la transcripcion de los genes IE bICPO, bICP4 y bICP22. Una vez
producidas en el citoplasma, estas proteinas son importadas al ntcleo donde provocaran la
disminucion de la expresion de los genes a y la activacion de los genes By y.

Las proteinas codificadas por los genes 3 presentan su pico de expresion entre las 4 y
8 horas post infeccion. Las mismas estan implicadas en el metabolismo de nucledtidos y en
los eventos ligados a la replicacién del ADN viral. Este tiltimo proceso origina concatémeros,
una gran molécula de ADN constituida por muchos genomas ligados covalentemente
cabeza-cola (Hammerschmidt et al., 1988). Los concatémeros poseen una estructura altamente
ramificada cuyo origen no puede explicarse por el modelo de replicaciéon de circulo rodante
(Bataille and Epstein, 1997). Se ha sugerido que eventos de recombinacion, muy frecuentes
dentro de los herpesvirus, participarian en la formacion de tal estructura (Severini et al.,

1996).
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Existen dos grupos de genes v, los genes y 1 o tardios precoces, que presentan una
expresion aumentada por la sintesis del ADN viral; y los genes y 2, o tardios propiamente
dichos, cuya expresion es totalmente dependiente de la sintesis de ADN viral. Las proteinas
estructurales (capside, tegumento, envoltura), codificadas por los genes vy, se producen en
gran cantidad en el citoplasma o en el reticulo endoplasmatico. Algunas de ellas migran
hacia el ntcleo donde se ensamblardn para formar las nuevas capsides. Los genes y codifican
para las glicoproteinas virales, de las cuales gB, gD, gH, gK y gL son esenciales para lograr
una infeccidn productiva en cultivo de tejidos y para la entrada de particulas virales
extracelulares a las células, mientras que gC, gE, gl, gG, gJ, gM y gN, son consideradas no
esenciales (Davison et al., 2002; Dingwell et al., 1995).

El ensamblaje de las capsides y el empaquetamiento del ADN ocurren en el nticleo de
las células infectadas. Este proceso es muy complejo e involucra diversos pasos ordenados: el
ensamblaje de los 162 capsdmeros ocurre sobre un esqueleto de proteinas de andamiaje
(scaffold) (Homa and Brown, 1997); luego, el ADN concatemérico es clivado en unidades
gendmicas por un complejo mecanismo y estas se empaquetan en la capside
simultdneamente con el desprendimiento de la estructura de andamiaje (Klupp et al., 2006;
Schynts et al., 2002), 1o cual estabilizaria las capsides virales (Roos et al., 2009).

La maduraciéon y la salida de los viriones del ntcleo se producen luego de la
encapsidacion del genoma viral. Se han sugerido tres hipdtesis para explicar los mecanismos
involucrados en el trayecto que realizan los viriones para atravesar la barrera
nucleocitoplasmatica asi como para la adquisicion del tegumento y la envoltura. La primer
hipotesis propone que los viriones conservan la envoltura adquirida en la membrana interna
nuclear durante todo el trayecto a través del reticulo endoplasmatico y el aparato secretorio
hasta el exterior celular (modelo luminal) (Campadelli-Fiume et al, 1991; Enquist et al, 1998).
El segundo modelo, llamado envelopment-deenvelopment-reenvelopment (revisado en
Mettenleiter, 2006a, b), propone que la envoltura primaria se adquiere cuando las capsides
conteniendo el ADN brotan por la membrana nuclear interna hacia el espacio periplasmico
(envelopment). Luego, se fusiona la envoltura primaria con la membrana nuclear externa

traslocando las capsides desnudas al citoplasma (deenvelopment). Una vez en el citoplasma las
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capsides adquieren el tegumento maduro y la envoltura final (con las glicoproteinas insertas)
al ingresar por brotacion a vesiculas del trans Golgi (reenvelopment) (Granzow et al., 2001;
Mettenleiter, 2002, 2004, 2006) (Fig. 2A). En los ultimos afos, se ha propuesto un tercer
mecanismo tanto para HSV-1 como para BoHV-1 (Leuzinger et al., 2005; Wild et al., 2005).
Estos trabajos sugieren que las capsides desnudas salen del nticleo por poros “ensanchados”
y adquieren la envoltura al ingresar a las cisternas del Golgi o vacuolas derivadas del Golgi.
En todos los casos, las vesiculas del Golgi conteniendo viriones maduros son trasportadas
hacia la membrana plasmatica y luego de fusionarse la membrana de la vesicula con la

membrana celular se liberan los viriones al medio extracelular.

Segin el modelo envelopment-deenvelopment-reenvelopment la morfogénesis de los
viriones ocurre en compartimientos subcelulares distintos e involucra distintas proteinas
virales (revisado en Mettenleiter, 2006) (Fig. 2B). Asi, en la adquisicién de la envoltura
primaria es necesaria la interaccion entre las proteinas UL31 y UL34, que forman parte de los
viriones primarios pero estan ausentes en las particulas maduras (Fuchs et al., 2002). En
ausencia de éstas proteinas las cdpsides intranucleares no alcanzan la membrana nuclear
interna para comenzar el proceso de adquisicion de la envoltura primaria. En HSV-1 también
es necesaria la fosforilacion de UL31 por Us3 para completar dicho proceso (Mou et al., 2009).
La proteina Us3, presente tanto en viriones primarios como maduros de PrV (Granzow et al.,
2004) y HSV-1 (Reynolds et al., 2002) esta involucrada en la pérdida de la envoltura primaria,
ya que en su ausencia viriones envueltos se acumulan en el espacio perinuclear (Klupp et al.,
2001). En HSV-1, gB y gH actiian de manera redundante para promover la fusion entre la
envoltura primaria viral y la membrana externa nuclear. La fosforilaciéon de la cola
citoplasmatica de gB por parte de Us3 seria el evento central del proceso de fusion en HSV-1

(Wisner et al., 2009).
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Figura 2: A: Esquema de la via de egreso de los herpesvirus propuesta por el modelo envelopment-
deenvelopment-reenvelopment. B: diagrama de las interacciones proteicas involucradas en la formacién
de viriones en HSV-1 y PrV. Las lineas solidas o contactos directos entre rectangulos indican
interacciones fisicas mientras que las flechas indican efectos funcionales. Las lineas punteadas y los
signos de pregunta indican interacciones o participaciones proteicas sugeridas. Paso 1: adquisicion de
envoltura primaria. Paso 2: pérdida de la envoltura. Paso 3: adquisicion de envoltura secundaria.
Figuras y leyendas extraidas y adaptadas de Mettenleiter, 2002.

Luego de la fusiéon entre la envoltura y la membrana nuclear externa, las
nucleocapsides son liberadas al citoplasma llevando las proteinas UL36, UL37 y Us3 (Fuchs
et al., 2002). La adquisicion del resto del tegumento y la envoltura secundaria por brotacion
en vesiculas del sistema trans Golgi depende de la interaccidon de varias proteinas virales. Alli
se incorporan otras dos proteinas del tegumento, UL11 y UL49. UL49 interactiia con la cola
citoplasmatica de gE y gM en PrV (Fuchs et al., 2002) y gH en HSV-1 (Gross et al., 2003) y su
ausencia produce la acumulacién de capsides en el citoplasma (Brack et al., 1999, 2000). Esto
mismo ocurre luego de la delecidon de UL11 y gM en PrV (Kopp et al., 2004) y en HSV (Leege
et al., 2009). Asimismo, este fenotipo se observa luego de la delecion de gE y gD en HSV-1
(Farnsworth et al., 2003), mientras que la delecion de sélo una de estas glicoproteinas no
muestra alteraciones en la adquisicion de la envoltura secundaria y en el egreso de los

viriones (Lee ef al., 2009).
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Finalmente, la adquisicion de la envoltura secundaria y el direccionamiento a las
membranas de las células infectadas se produce por la accion de glicoproteinas virales que se
encuentran en las membranas de las vesiculas derivadas del Golgi de manera aun no
esclarecida. Sin embargo, se supone que existe cierta redundancia en la participacion de

distintas glicoproteinas en este proceso.

2. Herpesvirus bovino 5

El herpesvirus bovino 5 (BoHV-5) pertenece a la subfamilia Alfaherpesvirinae, género
Varicellovirus. Posee un genoma de ADN doble cadena, organizado en una region tnica larga
(UL) y una regién tnica corta (US) la cual se encuentra flanqueada por las repeticiones
invertidas interna (IR) y terminal (TR) (Roizman and Pellet, 2001) (Fig. 3). El genoma de
BoHV-5 contiene 138,4 kpb y codifica para 72 open reading frames (ORFs) (Delhon et al., 2003,
acceso GenBank AY261359) que son homodlogos a los de HSV-1 (prototipo de los
alfaherpesvirus). El genoma de BoHV-5 codifica para diez glicoproteinas; seis de ellas estan
en la region UL: gK (UL53), gC (UL44), gB (UL27), gH (UL22), gM (UL10), gL (UL1); y las
cuatro restantes se encuentran en la regién US: gG (US4), gD (US6), gl (US7) y gE (US8). La
proteina codificada por el gen UL49.5 (gN) es considerada como una falsa glicoproteina ya

que no esta glicosilada (Liang et al., 1996).
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Figura 3: Representacion esquematica del genoma de BoHV-5. Se muestran las regiones tnicas larga
(UL) y corta (US) y se indican con flechas sus posibles orientaciones. La region US esta flanqueada por
dos secuencias repetidas e invertidas (repeticiones interna y terminal, IR y TR, respectivamente). La
region UL tiene una longitud de 104.054 pb, la region US de 9.548 pb y las IR y TR tienen una longitud
de 12.109 pb cada una. Se indican la localizacion y orientacion de los genes codificantes para las
glicoproteinas. Figura extraida de Del Médico Zajac et al., 2009a.

BoHV-5 fue aislado de casos de meningoencefalitis fatal en bovinos (Bagust, 1972b;
French, 1962) y fue considerado inicialmente como el subtipo encefalitico de BoHV-1 (BoHV-
1.3). En el ano 1992, el Comité Internacional de Taxonomia Viral, basandose en la informacion
obtenida a partir de ensayos de mapeo del genoma viral con enzimas de restriccion (Brake and
Studert, 1985; Engels et al., 1986), de neutralizacidon cruzada (Bagust ef al., 1972a; Metzler et al.,
1986) y de reactividad frente a anticuerpos monoclonales (Friedli and Metzler, 1987; Metzler et
al., 1986), reconocio al BoHV-1.3 como un virus diferente, al cual se lo denominé BoHV-5
(Roizman et al., 1992).

Los brotes causados por BoHV-5 son esporddicos y presentan una distribucion
geografica limitada, detectandose principalmente en el hemisferio sur (D’Arce et al., 2002).
Pocos casos de encefalitis asociada a BoHV-5 han sido reportados en Australia (French, 1962;
Johnston et al., 1962), América del Norte (Barenfus et al., 1963; Eugster et al., 1974; Reed et al.,
1973) y Europa (Bartha et al.,, 1969; Moretti et al., 1964). En los ultimos afios sélo se han
reportado casos de meningoencefalitis asociada a BoHV-5 en Brasil y Argentina. En Brasil se
han presentado casos en las regiones Norte (Riet-Correa et al., 2006), Centro-Oeste (Colodel et
al., 2002; Salvador et al., 1998) Sud-Este (Gomes et al., 2002; Salvador et al., 1998) y Sur (Elias et
al., 2004; Halfen et al., 2000; Rissi et al., 2006). En cuanto a la Argentina, los datos disponibles

son escasos. En este sentido, el trabajo mas reciente pertenece a Pérez et al. (2003), en el cual

15



Introduccion

se analizaron muestras con diagnostico de necrosis cerebrocortical (1970-1999) y se encontrd
que el 47,4 % de los casos eran positivos a BoHV-5. Sin embargo, en los tultimos afios se han
reportado nuevos casos de meningoencefalitis en nuestro pais a partir de los cuales ha sido
posible aislar BoHV-5. El dltimo aislamiento de BoHV-5 realizado hasta el momento, se
obtuvo a partir de un caso de meningoencefalitis ocurrido en la provincia de Buenos Aires en
el afio 2007 (Romera, comunicacion personal).

La seroprevalencia real de BoHV-5 es desconocida tanto en Brasil como en Argentina
debido a la alta prevalencia de anticuerpos especificos contra BoHV-1 inducidos por la
vacunacion y/o infeccion, y la falta de un ensayo seroldgico que permita diferenciar entre
animales positivos a BoHV-1y a BoHV-5.

En base al patrén de restriccion generado por endonucleasas sobre el genoma viral,
BoHV-5 se clasifica en los subtipos a, b y no-a-no-b, siendo las cepas N569 (de origen
australiano), A663 (de origen argentino) y aislamientos brasileros de campo, los prototipos de
estos subtipos respectivamente (D’Arce et al, 2002). A pesar de la proximidad geografica
entre Argentina y Brasil, la mayoria de los aislamientos brasileros de campo recientemente
estudiados pertenecen al subtipo a (D’Arce et al., 2002). El escaso numero de aislamientos de
BoHV-5 obtenidos y caracterizados hasta el momento podria ser la causa de las discrepancias
entre los subtipos circulantes en Argentina y Brasil. Ademads, podria ocurrir que los
aislamientos que han sido analizados hasta el momento, no representen los subtipos de

prevalencia actual en estos paises.

Luego de ingresar por via intranasal, BOHV-5 replica en las mucosas respiratorias y en
las tonsilas durante aproximadamente 5 dias. Durante este periodo se produce la mayor
excrecion viral, la cual va disminuyendo hacia los 10-12 dias, aproximadamente. Luego el
virus se disemina a las conjuntivas y llega al ganglio trigémino por transporte axonal en
donde establece latencia. EI ADN viral se mantiene latente en las neuronas probablemente
durante todo el transcurso de la vida del animal. El estrés ocasionado por transporte o parto,

o la administraciéon de glucocorticoides, pueden inducir la reactivaciéon de la infeccién latente
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con la consecuente signologia y excrecion viral (Cascio et al., 1999; Meyer et al., 2001; Pérez et
al., 2002).

La infeccion de bovinos con BoHV-5 puede ocasionar enfermedad neuroldgica
denominada meningoencefalitis. Dependiendo de la cepa viral y de la edad y estado
inmunoldgico del animal infectado, el curso de la enfermedad puede ser subclinico, leve o
fatal. Los primeros signos detectados consisten en depresion, anorexia y debilidad general.
Luego se observan signos nerviosos como incoordinacion, ceguera, temblores musculares,
marcha en circulo, cabeza apoyada contra bebederos o alambrados, convulsiones, pedaleo y
muerte, que puede producirse luego de 5 dias de haber detectado los primeros signos
(Barenfus et al., 1963; Bartha et al., 1969; Carrillo ef al., 1983a, b; Del Médico Zajac et al., 2006;
Gardiner and Nairn, 1964; Riet-Correa et al., 1989). En algunos brotes de meningoencefalitis
asociada a BoHV-5, se observd secrecion nasal y ocular previa a la aparicion de signos
nerviosos (Bartha et al., 1969; Carrillo et al., 1983b; Schudel et al., 1986), y temperatura elevada
(entre 40°C y 42°C) (Carrillo et al., 1983a, b; Schudel et al., 1986). La tasa de mortalidad por
infeccion con BoHV-5 puede alcanzar el 10%, mientras que la tasa de letalidad
frecuentemente supera el 90% (Giraudo, 1989).

Hasta el momento no existen estudios sobre los factores que influyen en el contagio o
la incidencia de las infecciones con BoHV-5. Los bovinos son susceptibles desde el
nacimiento hasta aproximadamente los 18 meses (Schudel et al., 1986), pero la mayoria de los
casos fatales se observaron en animales de 5-7 meses (Barenfus et al., 1963; Carrillo et al.,
1983a). Las infecciones de animales menores de 6 meses pueden alcanzar una letalidad del
100% (Carrillo et al., 1983a; Meyer et al., 2001; Schudel et al., 1986), mientras que los animales
adultos pueden desarrollar signos leves o una infeccion subclinica (Ashbaugh et al. 1997;
Cascio et al.; 1999; Vogel et al., 2003) estableciendo una infeccion latente en los ganglios
sensoriales (Cascio et al., 1999; Pérez et al., 2002). Los procesos de latencia y reactivacion son
de fundamental importancia a nivel de la virulencia y la patogenia de los alfaherpesvirus
dado que el genoma viral latente no puede ser eliminado del hospedador infectado
(Muylkens et al., 2003). Un hospedador latentemente infectado constituye un reservorio

natural del virus. Asimismo, se han reportado casos de latencia doble: neuronas humanas
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portando infeccion latente con HSV-1 y VZV (Varicela Zoster Virus) (Theil et al., 2003) y

bovinos latentemente infectados con 2 cepas de BoHV-1 (Whetstone and Miller, 1989).

Una vez producida la infeccion primaria con BoHV-5, la primer respuesta del
hospedador esta constituida por reacciones inflamatorias y celulares no especificas (Babiuk et
al., 1996). Algunos de los mecanismos no especificos son constitutivos, como el sistema de
complemento, mientras que otros son inducidos por la replicacion del virus dentro de las
células, como la sintesis de interferones (a/[3), los cuales modulan el trafico y el reclutamiento
de células efectoras, como los macréfagos, neutrofilos polimorfonucleares (PMNs) y células
NK (natural killer) al sitio de infeccion (Bielefeldt Ohmann et al., 1991; Griebel et al., 1987,
1989). Estas células inducen la secrecion de citoquinas tempranas, las cuales inician la
respuesta inflamatoria, reclutan y activan las células inflamatorias, e inician y regulan la
respuesta inmune especifica (Campos et al., 1994).

Debido a la amplia similitud antigénica entre BoHV-5 y BoHV-1 y a la falta de
estudios sobre la respuesta inmune asociada a la infeccion con BoHV-5, se asume que para
ambos virus estarian involucrados los mismos mecanismos. La respuesta inmune celular
especifica es detectada a partir del dia 5 pi y alcanza la actividad maxima a los 7-10 dpi. Esta
respuesta correlaciona con la recuperacion de la infeccidn y es previa a la aparicion de niveles
significativos de anticuerpos (Babiuk et al., 1996, Romera et al., 2001). Los linfocitos T
colaboradores median la lisis de las células infectadas a través de la secrecion de IFN vy e IL-2
que activan a macréfagos y células NK, y reclutando e induciendo la proliferacion de
linfocitos T citotoxicos.

La respuesta inmune humoral puede ser detectada a partir del dia 10 pi
aproximadamente (Del Médico Zajac et al., 2006; Romera et al., 2001). La respuesta de
anticuerpos es considerada mas importante en la prevencion de la infeccion que en la
recuperacion de la misma (Babiuk et al., 1996). Los anticuerpos pueden neutralizar particulas
virales extracelulares e inhibir su dispersidon (por ejemplo en las superficies de mucosas), y,
por otro lado, participan en la citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos (ADCC)

(Rouse and Babiuk, 1974). Se presume que la inmunidad humoral persiste de por vida
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aunque no de manera protectiva, ya que los animales infectados pueden reinfectarse. Los
anticuerpos maternos se transfieren al ternero por el calostro y lo protegen de la enfermedad
(Mechor et al., 1991). Estos anticuerpos tienen una vida media de tres semanas aunque

pueden seguir detectandose hasta los seis meses de vida.

El diagndstico de la enfermedad causada por BoHV-5 puede presumirse sobre la base
de los signos clinicos, histopatologicos y epidemioldgicos. Sin embargo, el diagnostico
definitivo requiere la identificacion del agente infeccioso, de sus componentes, y/o la
deteccion de los anticuerpos especificos que éste induce. En la practica veterinaria de nuestro
pais ha comenzado recientemente a realizarse la diferenciacion entre BoHV-5 y BoHV-1
mediante la técnica de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) (Dus Santos, comunicacion
personal).

El aislamiento de BoHV-1 o BoHV-5 a partir de muestras de un animal no confirma
que el cuadro observado sea consecuencia de la accidén de estos agentes. Por lo tanto, la
serologia, en especial la seroconversidon, permitird completar el diagndstico, ya que las
pruebas disponibles actualmente, seroneutralizacion y ELISA, no discriminan entre
anticuerpos especificos contra BoHV-1 y BoHV-5, ni entre anticuerpos vacunales y
anticuerpos producidos durante la infeccion.

Debido a que el estado de latencia es una consecuencia de la infecciéon con estos
agentes, cualquier animal con anticuerpos debe considerarse como un portador y potencial
fuente de infeccion por la posible excrecion intermitente del virus al ambiente.

En regiones donde se registra un alto nimero de animales infectados con BoHYV, la
estrategia elegida para el control de las infecciones es la vacunacion. La vacunacion debe
lograr diferentes niveles de proteccion desde reduccion de la patogenia y la transmision del
virus, hasta la prevencion y la erradicacion (van Drunen Littel-van den Hurk, 2006).

Dado que los casos de infecciones con BoHV-5 estan acotados geograficamente y se
presentan con baja frecuencia, no existen estudios focalizados en el desarrollo de vacunas

contra este virus. Sin embargo, ha sido probado que la inmunidad conferida por la
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vacunacion contra BoHV-1 también protege a los animales frente a la infeccion con BoHV-5
(Del Médico Zajac et al., 2006).

Las vacunas para BoHV-1 se clasifican en cuatro tipos: vivas modificadas, inertes
(virus completo inactivado o subunidades), génicas y basadas en vectores. Asimismo, si se
plantea como objetivo la erradicacion del virus, es necesario contar con vacunas que sean
protectivas y que permitan diferenciar animales vacunados de infectados. Para ello, se
desarrollaron vacunas marcadoras o DIVA (differentiating infected from vaccinated animals),
basadas en subunidades virales (proteinas virales inmunogénicas) o cepas virales con
deleciones en genes no esenciales (por ejemplo las cepas BoHV-1gE-) (van Drunen Littel-van
der Hurk, 2006). En la actualidad, en EEUU y paises de Latinoamérica, se utilizan las vacunas
convencionales de BoHV-1, es decir, virus completo inactivado, mientras que en la mayoria
de los paises europeos, se utilizan vacunas marcadoras (van Drunen Littel-van der Hurk,

2006).

3. Interaccion de virus con el citoesqueleto

Los virus son parasitos celulares obligados que utilizan la maquinaria de la célula
hospedadora durante su ciclo de vida. A continuacién se ejemplifica la utilizacion de los
sistemas activos de transporte de actina y microtibulos de la célula durante el ciclo de
replicacion viral. Para ello se describe en primer lugar la composicion y funciéon del
citoesqueleto de las células eucariotas y finalmente se ejemplifica la interaccién de grupos

diversos de virus con el citoesqueleto.

La capacidad de las células eucariotas de adoptar una gran variedad de formas y
llevar a cabo movimientos direccionales y coordinados depende de una red compleja de
filamentos proteicos que se extienden a través del citoplasma. Esta red recibe el nombre de
citoesqueleto, aunque es una estructura sumamente dindmica que se reorganiza

continuamente mientras la célula cambia de forma, se divide y responde a su entorno.
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Las actividades del citoesqueleto dependen de tres tipos de filamentos proteicos: los
filamentos de actina, los microttibulos y los filamentos intermedios. Cada tipo de filamento
estd formado por una subunidad proteica distinta: actina para los filamentos de actina,
tubulina para los microtiibulos y una familia de proteinas fibrosas relacionadas, entre ellas

las laminas, para los filamentos intermedios.

En cada uno de los tres principales tipos de proteinas del citoesqueleto, miles de
moléculas proteicas se ensamblan formando un filamento lineal. Estos filamentos conectan
complejos proteicos y organelas de distintas regiones de la célula y permiten el transporte
entre ellos. Ademas, forman el soporte mecdnico de las células, importante especialmente en

las células animales que carecen de pared celular externa.

Tanto los filamentos de actina, como los microtibulos y los filamentos intermedios
son polimeros helicoidales con una posiciéon y funcion diferente en la célula. Sin embargo,
éstos por si mismos no son responsables ni de la forma ni de la longitud de la célula. Sus
funciones dependen de un gran numero de proteinas accesorias que unen los filamentos
entre si o con otros componentes celulares. Estas proteinas accesorias son esenciales para el
ensamblado de los filamentos proteicos y proporcionan los motores que mueven las

organelas a lo largo de los filamentos, o mueven los filamentos unos respecto de otros.

Los filamentos intermedios son fibras proteicas resistentes y duraderas de un
didmetro aproximado de 10 nm. Su principal funcién es soportar la tensiéon mecanica. En la
mayoria de las células animales, una extensa red de filamentos intermedios rodea al ntcleo y
se extiende desde ésta zona hasta la periferia celular, donde interacciona con la membrana
plasmatica. Ademads, la ldmina nuclear, un armazon densamente tejido de filamentos

intermedios, se encuentra debajo de la envoltura del ntcleo (Fig. 4).

Los microtubulos estdn constituidos por moléculas de tubulina, cada una de las cuales

es un heterodimero formado por dos subunidades globulares fuertemente unidas entre si,
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llamadas a-tubulina y (-tubulina. La polimerizaciéon y despolimerizacion de los
microtubulos es compleja e interviene en procesos de gran importancia biologicas, como por
ejemplo la divisién celular. En la mayoria de las células animales el centrosoma es el centro

organizador de microtubulos mas importante.

Los filamentos de actina, también llamados microfilamentos, son polimeros
helicoidales de la proteina actina. Aparecen como estructuras flexibles de 5 a 9 nm de
didmetro que estan organizadas en una gran variedad de haces, redes bidireccionales y geles
tridimensionales. Aunque los filamentos de actina estan dispersos por todo el citoplasma de
la célula, estan altamente concentrados en el cortex, por debajo de la membrana plasmatica

(Fig. 4).
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Figura 4: Componentes del citoesqueleto. Se esquematizan como estan formados a partir de sus
subunidades y cémo se distribuyen en la célula los filamentos intermedios, los microtabulos y los
filamentos de actina. Adaptado de Alberts et al., 1996.

Al igual que los microtbulos, los filamentos de actina son estructuras polares, con un
extremo “menos”, relativamente inerte y de crecimiento lento, y un extremo “mas”, de

crecimiento rdpido. El comportamiento dindmico de los filamentos de actina requiere la
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hidrodlisis de ATP. Esta hidrdlisis debilita los enlaces del polimero favoreciendo la
despolimerizacion.

Las drogas que estabilizan o desestabilizan los filamentos de actina constituyen
herramientas importantes para investigar el comportamiento dindmico de éstos filamentos
en las células. Las faloidinas son toxinas aisladas de hongos pertenecientes a la familia
Amanita, éstas se unen muy fuertemente a los filamentos de actina y los estabilizan,

impidiendo su despolimerizacion (Cooper, 1987).

En las células animales, los filamentos de actina corticales estan organizados en tres
tipos generales de disposiciones: i) en haces paralelos, como en las microespinas y en los
filopodios, encontrandose los filamentos orientados con la misma polaridad y espaciados
muy regularmente (10-20 nm); ii) en haces contrdctiles, encontrados en las fibras de estrés y en
el anillo contractil que divide a la célula en dos durante la mitosis, en los cuales los
filamentos se orientan con polaridades opuestas, mucho mas espaciados (30-60 nm) y
presentan la proteina motora miosina Il y iii) en redes parecidas a geles del cortex celular, en las
cuales los filamentos se encuentran en forma mas relajada, en disposiciones abiertas con
interconexiones ortogonales. Estas distintas disposiciones de los filamentos de actina se
generan y se mantienen debido a la presencia de las proteinas de entrecruzamiento de los
filamentos de actina (como la fimbrina, la a-actinina y la filamina).

En las células eucariotas superiores se forman transitoriamente haces contractiles
organizados de filamentos de actina y miosina que cumplen una funcién especifica y luego se
deshacen. Un ejemplo son las fibras de estrés, componentes mayoritarios del citoesqueleto de
los fibroblastos en cultivo. Las fibras de estrés se insertan por uno de sus extremos en la
membrana plasmatica, mediante unas uniones especiales llamadas contactos focales, lugar
donde la cara externa de la célula esta intimamente unida a la matriz extracelular. Por el otro
extremo se insertan en un segundo contacto focal o en una red de filamentos intermedios que
rodea el ntcleo celular. Las fibras de estrés se forman en respuesta a la tensién generada a
través de la célula y se desensamblan cuando la célula se redondea y pierde sus uniones al

sustrato.
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La presencia de organelas y del citoesqueleto, en particular de los filamentos de
actina, asi como una alta concentracién de proteinas, restringe la difusion libre de moléculas
mayores de 500 KDa en el citoplasma. Por lo tanto, los virus deben utilizar los sistemas de
transporte activo de actina y microtiibulos de la célula hospedadora. En la periferia celular, y
probablemente en el ntcleo, el transporte es mediado por el sistema de actina, ya sea por la
polimerizacion de nuevos filamentos que actian “empujando” las particulas, o por el
movimiento a través de miosinas a lo largo de los filamentos de actina. Las proteinas motoras
citoplasmaticas, dineina y kinesina, catalizan el transporte a lo largo de los microtibulos,

comunicando asi la periferia con el centro de la célula.

A continuacion se ejemplifican las interacciones de virus con el citoesqueleto en

distintas etapas del ciclo de replicacion viral:

i. Unidn de la particula viral:

La union del virus a los receptores celulares puede inducir un cambio conformacional
en los mismos, disparando la internalizacion del virus ya sea por endocitosis, fusién o
penetracion de la membrana plasmatica.

El cortex de actina restringe la difusion de los viriones del virus del simio 40 (SV40)
unidos a sus receptores, de forma tal que estos se mueven lateralmente y de forma aleatoria
hasta que son atrapados en las caveolas (invaginaciones de la membrana plasmatica
revestidas por la proteina caveolina) (Pelkmans et al., 2002). En este sentido, ha sido
reportado que la despolimerizaciéon de la actina incrementa también el movimiento de las
vesiculas transportadoras recubiertas de clatrina (Gaidarov et al., 1999), sugiriendo una
funcion de andamiaje para el coértex de actina que orquesta tanto el movimiento de las

caveolas como el de las vesiculas recubiertas de clatrina.
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ii. Internalizacion de la particula viral:

Durante la penetracion de las particulas virales a la célula también ocurren
interacciones entre virus y citoesqueleto. Un ejemplo es el reclutamiento de fibras de actina
hacia las caveolas conteniendo viriones de SV40. Este reclutamiento ocurre mediante la
despolimerizacion de las fibras de estrés de actina debido a la fosforilacion de residuos

especificos de tirosina llevada a cabo por el mismo virus (Pelkmans ef al., 2002).

iii. Replicacion del genoma viral:

Luego de la internalizacion, el virus alcanza el sitio de replicacion genémica. Ha sido
demostrado que diversos virus utilizan los microtibulos y la proteina motora dineina para
alcanzar el nucleo celular. El poliomavirus murino es transportado a lo largo de los
microtibulos como una carga citosélica luego de salir de la vesicula endocitica (Seisenberger
et al., 2001). Por otro lado, HSV y HIV que entran a la célula por fusién de su membrana con
la membrana plasmatica, requieren dineina para el transporte de las cépsides o de los

complejos de preintegracion (Dohner et al., 2002, McDonald et al., 2002, Petit et al., 2003).

iv. Ensamblado de la particula viral:

Después de la replicacion del genoma y de la sintesis de proteinas, los componentes
del virion son transportados al sitio de ensamblado del virus. En el caso del virus de
influenza o de HIV, luego de la replicacion en el ntcleo las particulas subvirales conteniendo
el genoma son exportadas a través de los poros nucleares, mientras que en los herpesvirus,
adenovirus y baculovirus, el genoma es empaquetado dentro de la capside en el nucleo
celular (Dohner and Sodeik, 2004; Whittaker, 2003; Whittaker and Helenius, 1998). Un estudio
reciente sugiere que las cdpsides nucleares de HSV pueden ser activamente transportadas a
la membrana nuclear por gemacion primaria, un proceso que es abolido cuando se utilizan
drogas que inducen la despolimerizacion de los filamentos de actina o inhiben la proteina

motora miosina (Forest et al., 2005).
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v. Egreso de las particulas virales:

Finalmente, luego de haberse completado el ensamblado de la particula viral, el virus
es liberado de la célula ya sea por exocitosis, por gemacion a partir de la membrana
plasmatica, o por lisis celular.

La salida por exocitosis o gemacion requiere nuevamente atravesar el cortex de actina
para llegar a la membrana plasmatica. Como ocurre durante la entrada del virus a la célula,
las membranas que contienen viriones formados pueden modificar el cortex de actina por
mecanismos similares a los que operan en las vias secretorias y de exocitosis de la célula. El
caracter dual del citoesqueleto de actina actuando a veces como barrera y otras veces
facilitando el transporte, permite explicar por qué el uso de drogas despolimerizantes de
actina incrementa la dispersion del virus de la anemia infecciosa equina (Chen et al., 2004),

mientras que pueden inhibir la gemacion de HIV (Sasaki et al., 1995).

La gemacién del virus de influenza también se ve afectada por la accion de drogas
despolimerizantes de actina, probablemente debido a que el cortex de actina mantiene la
correcta estructura de los parches lipidicos (lipid rafts) que seran luego incorporados en la

envoltura viral (Simpson-Holley et al., 2002).

4. La proteina Us3 de los alfaherpesvirus

El locus del gen codificante para la proteina Us3 se encuentra en posiciones
equivalentes dentro de la region US del genoma de los alfaherpesvirus, lo que indica que este
gen fue adquirido por un progenitor comun de los alfaherpesvirus actuales. Tal adquisicion
pudo haber sido directa, a partir de un genoma celular, o indirecta, mediada por retrovirus.
La variabilidad presente entre proteinas Us3 de distintos alfaherpesvirus indica que ésta ha
sufrido cambios importantes desde su incorporacion al genoma de los herpesvirus. Por ello,

es dificil encontrar proteinas celulares con secuencia similar a Us3, a diferencia de lo que
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ocurre por ejemplo con los genes onc de los retrovirus, que aun tienen contrapartes cercanas
en los genomas celulares (McGeoch and Davison, 1986).

Hasta el momento, la presencia del gen codificante para la proteina Us3 es
caracteristica de la subfamilia Alfaherpesvirinae, ya que no se encontrd en miembros de otras
subfamilias de herpesvirus. Mas aun, ninguno de los genes codificados en la regién US del
genoma de los alfaherpesvirus presenta homologos en el genoma de los gamaherpesvirus, a
diferencia de lo que ocurre con los genes codificados por la region UL. Es por esto que se cree
que la pérdida o ganancia de la regién US, incluyendo el gen codificante para Us3, pudo
haber sido un evento significativo en la evolucion divergente de las subfamilias alfa y

gammaherpesvirinae (McGeoch and Davison, 1986).

La regulacion de la transcripcion del gen us3 ha sido estudiada para los virus PrV y
HSV. En estos virus, los genes us3 y gG (us4) se transcriben como una tnica unidad
transcripcional, encontrandose la sefial de poliadenilacion rio abajo del gen ¢G. (Leung-Tack
et al., 1994 ; Rea et al., 1985; Rixon et al., 1985) (Fig. 5). Ademas, ha sido reportada para estos
virus la presencia de mas de un ARN mensajero especifico para Us3, codificante en ambos
casos para dos isoformas de esta proteina (Fig. 5). Estas isoformas se denominan larga y corta
en el caso de PrV y representan el 5% y el 95% de la proteina Us3, respectivamente. En el caso

de HSV las isoformas se denominan Us3 y Us3.5.

R — e S
Us3 )—L—. gG(Us4) ‘—i:)——h—' gD(Us6) —f—)
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Senal de Sefial de

poliadenilacion poliadenilacion

Figura 5: Esquema de la unidad transcripcional Us3/Us4 en PrV. Se indican los transcriptos esperados
tras la infeccion de cultivos celulares con PrV. Adaptado de Demmin et al., 2001.
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Estudios de caracterizacion bioquimica y funcional llevados a cabo principalmente
con la proteina Us3 de HSV-1 y PrV, revelaron que ésta es una proteina quinasa (Frame et al.,
1987; Purves et al., 1987; Zhang et al., 1990). Los herpesvirus codifican, ademas, otras dos
proteinas quinasas en sus genomas, codificadas por los genes UL13 y UL39, las cuales se
encuentran presentes en las subfamilias alfa, beta y gammaherpesvirinae. A diferencia de lo que
ocurre con UL13 y UL39, y segin lo mencionado anteriormente, la proteina Us3 es una

proteina quinasa conservada presente inicamente en la subfamilia alfaherpesvirinae.

Las proteinas quinasas son enzimas que catalizan la fosforilacion de proteinas segtn la

siguiente reaccion:

i
R—o—F|>—o' + ADP+ H'
s

R——OH + ATP

La fosforilacion es el tipo mas comun de modificacién covalente reversible y permite
regular la actividad de numerosas enzimas y proteinas diana. Una clase de proteinas quinasas
transfiere el grupo fosforilo terminal (y) del ATP a residuos especificos de serina y de treonina
de la proteina diana y otra clase lo transfiere a los residuos de tirosina. Los aceptores del
grupo fosforilo en las reacciones de fosforilacion de proteinas estan localizados dentro de las
células, donde el ATP es abundante. Las proteinas extracelulares no son reguladas por
fosforilacion reversible.

Las proteinas fosfatasas revierten el efecto de las quinasas catalizando la hidrdlisis de
los grupos fosforilo unidos a las proteinas. La cadena lateral que contenia un grupo hidroxilo

no modificado se regenera y se produce ortofosfato (Pi).

R—OH ++ Pi
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Algunas proteinas quinasas fosforilan una tnica proteina diana, mientras que las
proteinas quinasas multifuncionales modifican covalentemente a diversos sustratos. Las
sefiales bioquimicas pueden ser muy amplificadas mediante cascadas de fosforilacién, debido

a que una sola quinasa puede actuar sobre muchas moléculas diana.

Por ser una proteina quinasa caracteristica de los alfaherpesvirus y presentar la
potencial capacidad de modificar la actividad de proteinas tanto virales como celulares
regulando asi el ciclo de replicacion viral, numerosas investigaciones estan siendo llevadas a
cabo con la proteina Us3 de diversos alfaherpesvirus, en particular de HSV-1 y PrV. En base a
estos estudios se determino, ademas, que la proteina quinasa Us3 se encuentra implicada en el
fendmeno de apoptosis, en el egreso de las capsides virales del ntcleo celular y en el
desensamblado del citoesqueleto. Todos estos aspectos constituyen temas de relevancia actual

en la biologia de los herpesvirus y seran desarrollados a continuacion.

En cuanto a su rol como proteina quinasa, trabajos realizados en HSV demostraron
que Us3 reconoce la misma secuencia de fosforilacion que la proteina quinasa A (PKA),
fosforila sustratos de PKA e inclusive, es capaz de fosforilar la subunidad reguladora de PKA
(Benetti and Roizman, 2004). Entre los sustratos conocidos directamente fosforilados por Us3,
se encuentran las proteinas virales UL34, ICP22, Us9 y UL31 asi como la proteina celular Bad
(Kato et al., 2005).

La actividad de las proteinas quinasas celulares se encuentra altamente regulada: en la
célula estas proteinas se activan o inactivan por fosforilacion, por la unién de subunidades
reguladoras o dependiendo de su localizacién subcelular en un momento determinado (Roux
and Blenis, 2004). En este aspecto, se identificO recientemente un sitio fisiologico de
autofosforilacion en la proteina Us3 de HSV-1, la serina 147 (Kato et al., 2008). La sustitucion
de esta serina por alanina (S147A) atentia la actividad de quinasa de la proteina Us3 in vitro y
modifica algunas de sus funciones durante la infeccion viral. Estos autores también
observaron que, in vitro, PKA es capaz de fosforilar a Us3 en la serina 147. Este aminoacido de

la proteina Us3 se encuentra conservado entre distintas cepas de HSV-1, pero no esta presente
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en la proteina Us3 de otros alfaherpesvirus como HSV-2 y PrV, sugiriendo que este sitio de

regulacion seria especifico para HSV-1 (Kato et al., 2008).

Por otro lado, se ha demostrado un fuerte rol antiapoptotico para la proteina Us3 de
HSV y de PrV, el cual se pone de manifiesto en distintos aspectos del ciclo de replicacién viral.
La proteina Us3 de HSV contrarresta la apoptosis inducida por: i) la infeccién viral, ya sea con
cepas wild type (wt) o con mutantes de replicacién incompetentes (Leopardi et al., 1997); ii) la
sobre expresion de miembros de la familia bcl-2 (Benetti et al., 2003; Cartier et al., 2003a;
Cartier et al., 2004; Ogg et al., 2004); iii) las células T CD8+ (Cartier et al., 2003b); o, iv) por
varios inductores exdégenos como el shock osmotico, la radiacion ultravioleta, el sorbitol y la
estaurosporina (Geenen ef al., 2005 Murata et al., 2002). En contraposicién con estos trabajos,
no se le ha podido atribuir un rol anti-apoptético a la proteina Us3 de BoHV-1 (Takashima et
al., 1999).

En cuanto a la apoptosis inducida por la infeccion viral, ensayos de TUNEL vy
microscopia electronica de ganglio trigémino de ratones infectados con una cepa salvaje de
HSV-2 y una cepa recombinante que no expresa la proteina Us3, sugieren que la proteina Us3
tiene un rol importante en la proteccion de estas neuronas frente a la apoptosis (Asano et al.,
2000).

Como se menciond previamente, existen varios estudios que confirman que la proteina
Us3 de HSV y de PrV es capaz de bloquear la apoptosis inducida por la sobre expresion de
Bad, Bid y Bax, proteinas pertenecientes a la familia bcl-2 (Ogg et al., 2004). Los miembros de
esta familia de proteinas se caracterizan por tener actividad pro o anti apoptdtica. Los
miembros pro apoptdticos, como Bax, Bid y Bad, inician la apoptosis por liberacion de
citocromo ¢ desde la mitocondria. Los factores anti apoptoticos, como bcl-2, antagonizan la
actividad de los factores pro apoptdticos por unién a los mismos, inactivandolos (Antonsson,
2001; Scorrano and Korsmeyer, 2003). Ha sido demostrado que la fosforilacion de Bad no seria
esencial para que la proteina Us3 ejerza su rol antiapoptdtico (Benetti et al., 2003). La actividad
antiapoptdtica de Us3 correlaciona con la inhibicion proteolitica de Bad, sugiriendo que esta

proteina podria actuar rio arriba de Bad, a nivel de las caspasas.
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Respecto a los inductores exogenos, ha sido reportado que altas concentraciones de
sorbitol inducen apoptosis por alteracion de la membrana plasmatica, secuestrando receptores
de la superficie celular y activando la cascada de transduccién de sefiales (Rosette and Karin
1996). Asimismo, la estaurosporina, un inhibidor de la proteina quinasa C (PKC), induce
apoptosis dependiente de caspasa-3 por via mitocondrial (Jacobsen et al., 1996; Khan et al.,
2000). La infeccion de células ST (swine testicle) con PrV genera resistencia a la apoptosis
inducida por sorbitol y estaurosporina siendo la expresion de Us3 indispensable para tal
efecto (Geenen et al., 2005). Ademads, ha sido demostrado que una mutaciéon puntual en el
putativo sitio de unidon a ATP de la proteina Us3 de PrV inhibe su actividad protectiva frente a
la apoptosis inducida por estaurosporina, poniendo de manifiesto el requerimiento de la

actividad de quinasa de Us3 para este fenémeno ( Deruelle et al., 2007).

Para analizar el rol de la proteina Us3 en el egreso de las capsides virales del ntcleo
celular es necesario resaltar ciertos aspectos de la morfogénesis de los herpesvirus. Como se
menciono previamente, el genoma viral replica y se empaqueta en capsides preformadas en el
nucleo celular. Luego, las nucleocdpsides son traslocadas al citoplasma por un proceso que
pareciera implicar la envoltura y desenvoltura secuencial de las mismas. Las capsides
intranucleares obtienen su envoltura y tegumento primario al gemar de la cara interna de la
membrana nuclear. Al fusionarse luego con la cara externa de la membrana del nucleo, las
nucleocapsides son liberadas al citoplasma. La envoltura final, asi como las proteinas del
tegumento, son obtenidas por gemacion con las vesiculas del trans Golgi y posterior fusion
con la membrana plasmatica (Mettenleiter, 2002).

Ha sido demostrado que las proteinas UL31 y UL34 de PrV y HSV-1 juegan un rol
importante en la formacion de los viriones primarios (Chang et al., 1997; Fuchs et al., 2002;
Klupp et al., 2000; Muranyi et al., 2002; Roller et al., 2000). En ausencia de las mismas, la
obtencion de envoltura primaria en la cara interna de la membrana nuclear se encuentra
bloqueada y las nucleocdpsides se acumulan en el nticleo. Asimismo, se ha observado que la
proteina Us3 de PrV juega un rol importante en la fusion de los viriones que poseen
envoltura primaria con la cara externa de la membrana del ntcleo. En ausencia de Us3 estos

viriones se acumulan en el espacio perinuclear (Klupp et al., 2001; Reynolds et al., 2002). Sin
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embargo, durante este proceso, el estado de fosforilacion de UL34 permaneceria inalterado
tanto en presencia como en ausencia de la proteina Us3 (Klupp et al., 2001). Esto llevd a
sugerir que la actividad de proteina quinasa de Us3 no seria relevante para la morfogénesis
viral, sino que esta proteina estaria cumpliendo un rol principalmente estructural en este

proceso (Granzow et al., 2004).

Estudios realizados en los ultimos afios han revelado que la proteina Us3 de HSV y
PrV se encuentra involucrada en el desensamblado del citoesqueleto (Murata et al., 2000;
Schumacher et al., 2005, Van Minnerbruggen et al., 2002). Para completar su ciclo de
replicacion, los virus utilizan la maquinaria celular del hospedador. Se ha sugerido que el
desensamblado del citoesqueleto podria favorecer tanto la replicacion como la dispersion
viral (Favoreel et al., 2005). La infeccion de lineas celulares con HSV-1 y EHV-1 lleva a un
desensamblado de los microtibulos (Avitabile et al., 1995; Walter and Nowotny, 1999),
mientras que la infeccién con PrV induce el desensamblado de los filamentos de actina pero
no altera los microtibulos (Van Minnerbruggen et al., 2002). Ademas, se determiné que la
proteina Us3 de PrV se encuentra involucrada en este proceso (Van Minnerbruggen et al.,
2003). Us3 no produce disminucion en los niveles de expresion de actina y sélo causa el
desensamblado de las fibras de estrés cuando se encuentra en el nuicleo (Van Minnerbruggen
et al., 2003). Asimismo, la proteina Us3 de PrV se encuentra involucrada en la formacién de
proyecciones celulares de actina y tubulina (Calton et al., 2004; Favoreel et al., 2005) a través
de las cuales las particulas virales se diseminan hacia otras células evadiendo de este modo la
respuesta de anticuerpos neutralizantes (Favoreel et al., 2006). Por otra parte, estudios
realizados con la proteina Us3 de HSV-2 demostraron que esta proteina también induce el

redondeamiento celular y el desensamblado de las fibras de estrés (Murata et al., 2000).

La actividad de quinasa de la proteina Us3 de PrV es necesaria para la reorganizacion
del citoesqueleto de actina (Van den Broeke et al., 2009a). Mediante ensayos de infecciéon y de
transfeccion transitoria, estos autores demostraron que mutaciones en el sitio activo de
quinasa de la proteina Us3 de PrV inhiben la formacion de proyecciones celulares asi como el

desensamblado de las fibras de estrés. Por otra parte, el rol de la proteina Us3 en el
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desensamblado del citoesqueleto ha sido también estudiado en el virus de la enfermedad de
Marek (MDV) (Schumacher et al., 2005). Estos autores determinaron que la proteina Us3 se
encuentra involucrada en el desensamblado de las fibras de estrés de actina, sin embargo, y a
diferencia de lo que ocurre con PrV, este efecto es temporal y las fibras de estrés se
reorganizan entre las 24 y 48 horas. Estudios mas recientes revelaron que la actividad de
quinasa de la proteina Us3 de MDV no es necesaria para inducir la reorganizacion de actina
(Schumacher et al., 2008). Ensayos de transfeccion realizados con la proteina Us3 de MDV
mutada en su sitio activo de quinasa resultan en el desensamblado de las fibras de estrés de
actina (Schumacher et al., 2008). En conjunto, el desensamblado transitorio del citoesqueleto
de actina y la falta de requerimiento de la actividad de quinasa de la proteina Us3 de MDV
para llevar a cabo esta funcién, indicarian que esta proteina difiere de las estudiadas en otros
alfaherpesvirus. Por otra parte, la induccidén de proyecciones celulares de actina no ha sido
reportada para la proteina Us3 de MDYV, lo cual, sumado a lo mencionado previamente,
podria sugerir que la actividad catalitica de la proteina Us3 de PrV podria ser mas robusta

que la actividad no catalitica de la proteina Us3 de MDV.

Los cambios morfologicos observados en células transfectadas con plasmidos
codificantes para las proteinas Us3 de HSV-2 o de PrV resultan similares a los efectos
observados al inhibir las proteinas celulares pertenecientes a la familia de proteinas Rho
(Murata et al., 2000). Esta familia de proteinas estd formada por pequenas GTPasas
relacionadas involucradas en el control de la reorganizacion de la actina y de la division
citoplasmatica. En base a estas observaciones fue posible avanzar en el entendimiento sobre
el mecanismo mediante el cual la proteina Us3 ejerce sus efectos sobre el citoesqueleto.
Ademads, estos autores demostraron que la proteina Us3 de HSV-2 afecta la via de
sefalizacion Cdc42/Rac, importante en la regulacion del ensamblado y desensamblado de las

fibras de estrés (Murata et al., 2000).

El mecanismo de accién de la proteina Us3 de PrV ha sido recientemente dilucidado
(Van den Broeke et al., 2009b). Estos autores encontraron que el grupo A de proteinas

quinasas activadas por p21 (PAK) se encuentra involucrado en los cambios en el
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citoesqueleto de actina mediados por Us3, y que Us3 puede unirse y fosforilar PAK 1 y PAK
2. Ademas, observaron que PAK 2 resulta crucial para el desensamblado de las fibras de
estrés de actina mediado por Us3, mientras que PAK 1 es relevante principalmente en la
formacién de proyecciones inducidas por Us3.

Virus pertenecientes a otras familias, como el virus de la inmunodeficiencia humana,
HIV (retroviridae) y el Virus Vaccinia, VV (poxviridae), también provocan el desensamblado de
las fibras de estrés de actina y la formacion de proyecciones celulares que contienen actina
(Fackler et al., 1999; Fackler and Krausslich, 2006; Greber and Way, 2006, Valderrama et al.,
2006). Sin embargo, en el caso de estos virus, las proteinas virales involucradas, Nef (HIV) y
F11L (VV), no presentan actividad de quinasa. La proteina Nef induce la reorganizacion de
actina por unién y activaciéon indirecta de PAKs del grupo A, via las GTPasas Rho Cdc42 y
Racl (Fackler et al., 1999; Lu et al., 1996; Renkema et al., 1999). En tanto que para VV, la
proteina F11L induce rearreglos en el citoesqueleto por interaccion e inactivacion de la

proteina RhoA (Valderrama et al., 2006).

El modo de accién de la proteina Us3 de PrV mostro, por primera vez, un mecanismo
catalitico de desensamblado de las fibras de estrés y formacién de proyecciones inducidas
por virus (Van den Broeke et al., 2009b). Siendo que diferentes virus han desarrollado
diferentes mecanismos para inducir rearreglos de actina, estos rearreglos tendrian gran

importancia en el ciclo de vida de los virus.

La identificacion de proteinas celulares y virales involucradas en los rearreglos del
citoesqueleto de actina, y por ende, en la dispersion y egreso de las particulas virales durante

la infeccidn, abre las puertas al desarrollo de nuevas estrategias antivirales.

34



Hipotesis



Hipotesis

Hipétesis

1. La propiedades replicativas in vitro de la cepa A663 de BoHV-5 son similares a

las de otras cepas de BoHV-5.
2. La proteina Us3 de BoHV-5 induce modificaciones sobre el citoesqueleto de

actina, siendo su dominio predicho de proteina quinasa esencial para estos

efectos.
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Objetivo general

Contribuir a la caracterizacion de la cepa argentina A663 de BoHV-5 a través del

estudio de sus propiedades replicativas in vitro y de la funcion de la proteina Us3.

Objetivos particulares

1. Estudiar la replicacion in vitro de la cepa A663 de BoHV-5.

2. Secuenciar el gen codificante para la proteina Us3 de la cepa A663 de BoHV-5.

3. Evaluar la cinética de expresion de la proteina Us3 durante la infeccién in vitro con

BoHV-5.

4. Estudiar las modificaciones del citoesqueleto inducidas por la proteina Us3 de BoHV-5.

5. Estudiar la relevancia de la funciéon de quinasa de la proteina Us3 de BoHV-5 en las

modificaciones del citoesqueleto inducidas por esta proteina.
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1. Virus y células

En este trabajo se utilizaron las cepas A663 (aislamiento argentino de campo) (Schudel
et al., 1986) y N569 (aislamiento australiano de campo) (French et al., 1962) de BoHV-5. Esta
ultima fue provista por el Dr. Thiry del Departamento de Enfermedades Infecciosas y
Parasitarias, Virologia e Inmunologia, Facultad de Medicina Veterinaria, Universidad de
Liege, Bélgica.

Ambas cepas virales fueron propagadas en la linea celular de rifiéon bovino Mardin
Darby (MDBK) a 37°C con 5% CO:. Como medio de mantenimiento se utilizé6 medio de
cultivo minimo esencial de Eagle (MEM-E, Gibco), suplementado con 2% de suero fetal
bovino (SFB, Gibco) y antibidtico/antimicdtico [100 unidades/ml de penicilina, 100 ug/ml de
estreptomicina y 0,25 pg/ml de anfotericina B, (Gibco)].

Los ensayos de transfeccion transitoria fueron realizados en las lineas celulares BHK-
21 (rindn de hamster) y VERO (rifidn de mono verde) a 37°C y con 5% de COz. Como medio
de mantenimiento se utiliz6é MEM-D (medio minimo esencial de Eagle modificado por
Dulbecco) para la linea BHK-21 y una relaciéon 50:50 MEM-E:MEM-D para la linea celular
VERO.

Las lineas de cultivo celular fueron provistas por la seccion de Cultivos de Tejidos de

Instituto de Virologia, INTA Castelar.

2. Titulacion viral

La cuantificacion de virus infectivo se realizo por titulacion a punto final. Para ello se
realizaron diluciones seriadas en base 10 de las muestras a titular en medio MEM-E
(comenzando por la dilucién 1:10) y luego se inocularon por cuadriplicado sobre monocapas
de células MDBK crecidas en placas de 96 pocillos. Se incubd durante 1 hora a 37°C y luego
se reemplazo el indculo viral por medio MEM-E 2% SFB. Las células fueron observadas al
microscopio optico luego de 48-72 horas para analizar la presencia de efecto citopatico (ECP).

El titulo viral fue calculado por el método de Reed y Muench (Reed and Muench, 1938).
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3. Purificacion de virus

Monocapas de células MDBK fueron crecidas en botellas de cultivo celular de 150 em’
de superficie (T150) e infectadas con las cepas A663 y N569 de BoHV-5 a multiplicidad de
infeccion (MOI) 1. Cuando el ECP fue extensivo, las botellas fueron congeladas a -70°C.
Luego de dos rondas sucesivas de congelado (-70°C) y descongelado (a temperatura
ambiente), se realizo el clarificado a 3.000 rpm durante 20 minutos a 4°C. El sobrenadante fue
ultracentrifugado a 100.000 x g durante 1 hora a 4°C y el pellet obtenido fue resuspendido en 1
ml de buffer TE (Tris 200 mM pHS8, EDTA 20 mM) NP-40 0,1 % v/v e incubado a 56°C por 1
hora. Luego se llevd a 30 ml con TE, se agregaron 5 ml de sacarosa 30% p/v en el fondo del
tubo y se ultracentrifugd a 100.000 x ¢ durante 2 horas a 4°C. Se volcé el sobrenadante y el
pellet fue resuspendido en 500 pul de buffer de extraccion (TE pH 8, SDS 1%, proteinasa K 0,5
mg/ml). Para lograr la disolucion del pellet, se incubd a 56°C por 2 horas. Las muestras se

conservaron a -20°C hasta realizar la extraccion de ADN (seccién 7.1).

4. Caracterizacion in vitro de las cepas A663 y N569 de BoHV-5
4.1. Obtencion de un stock viral de nimero de pasaje conocido

La obtencion de un stock viral de BoHV-5 cepa N569 de numero de pasaje conocido se
realizo por pasajes sucesivos en monocapas de células MDBK. Se utilizéd como indculo viral
inicial una secrecion nasal de un bovino inoculado con BoHV-5 cepa N569 que presentd
excrecion viral (pasaje cero). Las monocapas de células MDBK infectadas fueron incubadas a
37°C por 24 horas o hasta observarse ECP extensivo. Luego fueron sometidas a tres rondas
sucesivas de congelado (-70°C) y descongelado. Finalmente se clarifico el virus por
centrifugacion a 3.000 rpm a 4°C durante 20 minutos. El sobrenadante fue alicuotado y
almacenado a -70°C hasta su utilizacion como indculo viral para la obtenciéon del pasaje

siguiente. Este procedimiento se repiti6 hasta obtener un stock viral de nimero de pasaje 8.

Al inicio de esta tesis se contaba con un stock viral pasaje 5 de BoHV-5 cepa A663, a

partir del cual se obtuvo el pasaje 8, seguin se describio para la cepa N569.
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4.2. Cinética de replicacion viral

Monocapas de células MDBK crecidas en placas de 60 mm de didmetro (p60) fueron
infectadas, en ensayos independientes, con BoHV-5 cepas A663 y N569 a MOI 0,1 y 5
(cinética de multiples pasos y de un unico paso, respectivamente). Se utilizd en primera
instancia un stock viral de la cepa N569 de nimero de pasaje desconocido, pero luego se
repitio el ensayo utilizando un stock viral pasaje 8 (seccion 4.1). Para la cepa A663 se trabajo
con un stock viral pasaje 8. Luego de la infeccidn, las placas fueron incubadas 2 horas a 4°C
para sincronizar la adsorcion y posteriormente, 2 horas a 37°C. Luego, fueron tratadas con
solucion acida (acido citrico 40mM, KCI 10 mM, NaCl 135 mM) durante 2 minutos, con el fin
de inactivar las particulas virales que no hubieran penetrado en las células, y lavadas con
buffer fosfato salino 1X (PBS 1X). Finalmente, se agregé medio MEM-E SFB 2% vy las placas
fueron incubadas a 37°C durante distintos tiempos. Los tiempos ensayados fueron: 0; 3; 6; 12;
24; 36 y 48 horas post infeccion (hpi) para la MOI 0,1 y 0; 3; 6; 12; 15; 18 y 24 hpi para la MOI
5. Para cada uno de los tiempos se obtuvieron, separadamente, las fracciones total, intra y
extra celular. Para obtener la fraccidn total se colectaron juntos el sobrenadante de cultivo y
las células. La fraccidon extracelular se obtuvo por centrifugacion a 2000 rpm durante 20
minutos del sobrenadante de cultivo de las células infectadas, mientras que las células que
quedaron adheridas en la placa fueron cosechadas en 1 ml de medio MEM-E SFB 2% y
constituyeron la fraccién intracelular. Estas fracciones fueron tituladas en células MDBK
segun lo detallado anteriormente. Cada tiempo se realizé por duplicado y cada fraccion fue

titulada dos veces.

4.3. Ensayo de tamaiio de placa de lisis

Monocapas de células MDBK fueron crecidas en placas de 12 pocillos e infectadas con
diluciones seriadas en base 10 de las cepas virales A663 y N569 de BoHV-5. Luego de 2 horas
de incubaciéon a 37°C el inéculo viral fue removido y se agregaron 2 ml de carboximetil
celulosa (CMC) SFB 1,5% (CMC 7,5 g/L, MEM-D 2X 480 ml/L, SFB 20 ml/L) por pocillo. Las
placas fueron incubadas a 37°C durante 72 horas. Luego, las placas de lisis generadas por la
infeccion fueron fijadas y tefiidas con cristal violeta, segin se describe a continuacion (4.3.1).

Finalmente 100 placas de lisis aisladas y elegidas al azar fueron fotografiadas y el calculo de
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sus superficies fue realizado con el programa Image] (http://rsb.info.nih.gov/ij). El analisis

estadistico de los datos se realiz6 con el test Rank Sum (Mann-Whitney).

4.3.1. Tincién de las placas de lisis con cristal violeta

A las 72 hpi se extrajo el medio semisdlido de la placa de 12 pocillos por volcado, se
agrego 1 ml de formol 10% (formol 10% preparado en PBS) por pocillo y se incubé durante 10
minutos a temperatura ambiente. Luego, se descarté el formol y se incub6é durante 20
minutos con 1 ml de solucién de cristal violeta por pocillo (cristal violeta 1%, etanol 10% en
PBS, filtrado). Se retiro el colorante y se lavo bajo agua de canilla. Se dejo secar sobre papel

durante 24 horas y se fotografiaron las placas de lisis bajo un microscopio 6ptico.

4.4. Ensayo de tamafio de placa de infeccion

La infeccion se realiz6 segin lo descrito en 1 seccion 3.3. A las 72 hpi, las células
fueron fijadas con paraformaldehido (PFA) 4% (2 g PFA en 50 ml de PBS 1X) durante 10
minutos a temperatura ambiente. Posteriormente se realizdo un lavado con PBS 1X y las
células fueron incubadas con un anticuerpo especifico contra BoHV conjugado con
isotiocianato de fluoresceina (FITC) (VMRD, Inc.) durante 1 hora a 37°C en oscuridad. Luego,
las células fueron lavadas con PBS 1X y las placas de infeccién fueron fotografiadas con una
camara digital (Olympus C-7070) acoplada a un microscopio de fluorescencia. El drea de las
placas de infeccion fue calculada con el programa Image]. El andlisis estadistico de los datos

se realizo con el test Rank Sum (Mann-Whitney).

5. Plasmidos

El clonado de los productos de amplificaciéon por PCR se realizd en el vector de
clonado pGEM-T easy (Promega).

Para la expresion de proteinas en el sistema procariota se utilizo el plasmido de
expresion bacteriana pRSET-A (Invitrogen), que permite la expresion de proteinas con un

tracto de histidinas fusionado en su extremo amino terminal.
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Para la expresion de proteinas en células eucariotas se utilizo el plasmido pECFP-N1
(Clontech). Este plasmido permite la expresion de la proteina de interés fusionada en su
extremo carboxilo terminal a la proteina ECFP (enhance cyan flourescent protein).

Ademas se utilizo el plasmido no comercial de expresion eucariota pTrip, codificante
para la proteina GFP (green fluorescent protein). Este plasmido fue cedido por el Dr. Favoreel
del Departamento de Virologia, Parasitologia e inmunologia, Facultad de Medicina
Veterinaria, Universidad de Ghent, Bélgica.

Los esquemas e informacién relevante de los plasmidos utilizados se detallan en el

Anexo I (Plasmidos).

6. Cepas bacterianas

En este trabajo se utilizaron las cepas bacterianas de clonado Escherichia coli DH5 a y
TOP 10 F’ y la cepa de expresion E. coli Rosetta-gami 2 (DE3 pLysS) (Novagen). Todas las
cepas fueron crecidas en medio de cultivo LB (triptona 10 g/L, extracto de levadura 10 g/L,
NaCl 5 g/L) a 37°C con agitacion constante a 200 rpm. Para el crecimiento en un medio
semisdlido se utilizé LB-agar (LB suplementado con agar 15 g/L).

Se utilizaron los antibidticos ampicilina (100 pg/ml), cloranfenicol (20 pg/ml) y
kanamicina (10 pg/ml) segin correspondiera. Para identificar bacterias lacZ+ se agrego al
medio semisélido 20 pg/ml de X-gal (5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-galactdsido), de forma
que las colonias lacZ+ presentaran coloracion azul. Para la induccién de la expresion de
proteinas se empled IPTG (isopropil-1-tio-pB-D-galactdsido) a una concentracion de 0,1 mM

final.

Para la conservacion de las bacterias, un volumen de cultivo bacteriano en fase

estacionaria se mezcld con 0,5 volumenes de glicerol 70% y se almaceno a - 70°C.

7. Oligonucleétidos
Los oligonucledtidos utilizados para las distintas reacciones de amplificacion por PCR
realizadas se detallan en la siguiente tabla. La temperatura de fusién de los mismos fue

estimada utilizando la siguiente formula,
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Tf=4°C x n°(G+C) + 2°C x n° (A+T)

donde n° representa el niumero de nucleotidos.

Oligonucleodtido Amplicon Secuencia del oligonucledtico Tf Tamafio
Us3-F@ 5" ATGGAGCGCGCGGCGGAG 3’ 64°C
Us3-R @ Us3 5 TACCCCAAGGCCGCGCTGA 3'. 64°C 1335/1377 pb !
Us3F1-F ® 5 GGATCCGAGCCGAGCGGAGAGC 3’ 76°C
Us3F1-R ® Us3F1 5" AAGCTTTTACGCGGCGTCCTCGGC 3’ 78°C 338 pb
Us3F2-F© 5 GGATCCGAGAACGTCTTCCTCAAC ¥ 74°C
Us3F2-RO Us3F2 5 AAGCTTTTAGTCGGTGGGGCTAGG 3’ 74°C 353 pb
EcoRI-Us3f-F@ 5’ AGAATTCATGGAGCGCGCGGCGGAG 3 | 82°C
BamHI-Us3f-R@ Us3f 5' GGATCCAACCCCAAGGCCGCGCTG 3 82°C 1348 pb
EcoRI-Us3{-F®) 5’AGAATTCATGGAGCGCGCGGCGGAG 3 | 82°C
Sall-Us3m-R®© Us3Nm | 5 GTCGACGTCCCGATGGGC 3’ 62°C 789 pb
Sall-Us3m-F® 5 GTCGACACGGAGAACGTCY¥ 58°C
BamHI-Us3{-R® Us3Cm | 5 GGATCCAACCCCAAGGCCGCGCTG 3' 82°C 563 pb
GAPDH-F 5 GCATCGTGGAGGGACTTATGA 3’ 64°C
GAPDH-R GAPDH 5" GGGCCATCCACAGTCTTCTG 3’ 64°C 250 pb
gG-F® 5" ATGCCCGCCGCCGCTCAA 3 62°C
gG-R® gG 5 CTAGACGCGGAGCATGGGC ¥ 64°C 1323 pb

@y ® Diseflados en base a la secuencia de la cepa SV507/99 de BoHV-5 (GenBank acceso n°

AY261359).

ITamafio del producto de PCR correspondiente a la cepa A663 y N569, respectivamente.

® Amplifican un fragmento interno comprendido entre los nucledtidos 79 y 417 de la secuencia

codificante para la proteina Us3, que corresponde a las posiciones aminoacidicas 27-139.

© Amplifican un fragmento interno comprendido entre los nucledtidos 787 y 1140 de la secuencia

codificante para la proteina Us3, que corresponde a las posiciones aminoacidicas 263-380.

® y © Los sitios de reconocimiento para las enzimas de restriccion BamHI y HindIIl (subrayados) en

los oligonucléotidos sentido y antisentido respectivamente permiten el clonado direccionado de los

fragmentos Us3F1 y Us3F2.
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@ Amplifican el gen codificante para Us3 y permiten su clonado direccionado en el plasmido de
expresion eucariota pECFP-N1, rio arriba y en marco de lectura continuo con la secuencia nucleotidica
codificante para ECFP. Los sitios de reconocimiento para las enzimas de restricciéon EcoRI y BamHI
(subrayados) en los oligonucléotidos sentido y antisentido respectivamente permiten el clonado

direccionado de Us3f en pECFP-N1.

© Amplifican el fragmento Us3Nm comprendido entre los nucledtidos 1 y 783 de la secuencia
codificante para la proteina Us3, que corresponde a las posiciones aminoacidicas 1-261 (region N-
terminal de la proteina Us3). Los sitios de reconocimiento para las enzimas de restricciéon EcoRI y Sall
presentes en los oligonucledtidos sentido y antisentido respectivamente permiten el clonado
diseccionado de Us3Nm en el plasmido de expresion eucariota pECFP-N1. Ademas, el oligonucleétido
Sall-Us3m-R genera una mutacion puntual por sustitucién del codon AAG presente en la secuencia
nucleotidica codificante para Us3, por el codéon GAC presente en el oligonucleétido. Esta sustitucion se
traduce en el cambio del aminoacido lisina (K) en la pocision 261 de la proteina Us3 por el aminoacido

acido aspartico (D).

@ Amplifican el fragmento Us3Cm comprendido entre los nucleétidos 781 y 1332 de la secuencia
codificante para la proteina Us3, que corresponde a las posiciones aminoacidicas 261-444 (regién C-
terminal de la proteina Us3). Los sitios de reconocimiento para las enzimas de restricciéon Sall y BamHI
presentes en los oligonucledtidos sentido y antisentido respectivamente permiten el clonado
diseccionado de Us3Cm en el plasmido de expresion eucariota pECFP-N1. El oligonucledtido Sall-

Us3m-F genera la misma mutacion puntual que el oligonucleétido Sall-Us3m-R.

©® Amplifican el gen codificante para la glicoproteina G (gG) de BoHV-5.

8. Extraccion de acidos nucleicos

8.1. Extraccion de ADN a partir de virus purificado

Para la extraccion de ADN viral a partir de virus purificado, se agregé un volumen de
fenol: cloroformo: isoamilico (24:25:1), se mezcld por inversidn, se centrifugd a 13.000 rpm
por 10 minutos a 4°C y se recupero la fase acuosa. La misma fue nuevamente tratada con
fenol: cloroformo: isoamilico, mezclada y centrifugada a 13.000 rpm por 10 minutos a 4°C.
Luego se agregaron 1/10 de volumen de acetato de sodio (AcNa) 3M y 2 volumenes de etanol
absoluto, y se incub6 1 hora a -70°C. Posteriormente se centrifugd a 13.000 rpm por 10

minutos a 4°C, se descarto el sobrenadante y el pellet fue lavado 2 veces con 600 pul de etanol
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70%. Luego el pellet fue secado a temperatura ambiente y resuspendido en 50 pl de agua
deionizada por 16 horas a 4°C. Finalmente se corrobor¢ la integridad del ADN obtenido
mediante electroforesis en gel de agarosa 1% (seccion 9.3.1.) y se cuantific la muestra por

absorbancia a 260 nm utilizando un espectrofotémetro UV Nanodrop ND-1000.

8.2. Extraccion de ARN a partir de células eucariotas

Se realizo la extracciéon de ARN a partir de células MDBK infectadas con BoHV-5 a
MOI 0,5. Los tiempos ensayados fueron: 0,5; 1; 2; 4; 6; 8; 16; 20 y 24 hpi. Se utiliz6 el kit
comercial Total RNA Isolation NucleoSpin RNA II, segin las indicaciones del fabricante

(Clontech).

9. Metodologia del ADN recombinante

Las técnicas de ADN recombinante se realizaron de acuerdo con los métodos

estandares (Sambrook et al., 1989; Ausubel et al., 1994).

9.1. Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

Las reacciones de amplificacion por PCR se llevaron a cabo en un volumen final de
12,5 pl. Se utilizaron 5 ng de ADN viral o 40 ng de ADN plasmidico, segun correspondiera,
buffer de la enzima Taq ADN polimerasa Green Go Tag 5X (Promega), dNTPs 200 uM (cada
uno), 100 ng de oligonucledtidos sentido y antisentido y 1 unidad de Taq DNA polimerasa
(Invitrogen).

Debido al alto contenido de GC del genoma de los herpesvirus (72 % en BoHV-5) fue
necesario, en todos los casos, utilizar un programa de ciclado del tipo touch-down. Los

programas utilizados se detallan en el Anexo I I (Condiciones de reaccion y ciclado de PCR).

9.2. Retrotranscripcion-PCR (RT-PCR)

Para la reaccion de transcripcion reversa (RT), 0,3 ug de oligodT15 (0,5 pg/ul) fueron
incubados con 7 pul de ARN extraido en cada uno de los tiempos de infecciéon ensayados

(seccién 8.2.) a 70°C por 10 minutos. Luego se agrego el buffer 5X de la enzima M-MLVRT,
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dNTPs (5mM de cada uno), 40 unidades (U) de RNA sin y 200 U de M-MLVRT (Promega). El
volumen final de la reaccion se llevo a 25 pl con H20 libre de ARNsas, se incub6 1 hora a
42°C y luego 15 minutos a 70°C. E1 ADN copia (ADNCc) obtenido se almacend a -20°C hasta
su utilizacion.

A partir del ADNc obtenido para cada uno de los tiempos ensayados, se amplificd por
PCR un fragmento interno del gen codificante para la enzima gliceraldehido-3-fosfato
dehidrogenasa (gen gapdh), gen celular de expresidon constitutiva (control de extraccion de
ARN y RT), y un fragmento interno de 336 pb del gen us3 (Us3F1). Para la amplificacion del
gen gapdh se utilizo 1 pl del ADNc obtenido, buffer de la enzima Taq ADN polimerasa Green
Go Tag 5X (Promega), dNTPs 200 pM, 100 ng de oligonucledtidos sentido y antisentido
(GAPDH-F y GAPDH-R) y 1 unidad de enzima Taq DNA polimerasa (Invitrogen). El

programa de ciclado se detalla a continuacion:

Amplificacion del gen gapdh

Templado Ciclado
ADN copia Desnaturalizacién inicial: 95°C 5 min.
Oligonucledtidos

Desnaturalizacion: 95°C, 1 min
GAPDH-F 30 Hibridacién: 53°C, 1 min
ciclos | Elongacién: 72°C, 1 min
GAPDH-R

Pares de bases amplificadas

250 Elongacion final: 72°C 10 min

Para la amplificacién especifica del fragmento interno del gen us3 se utilizaron los
oligonucleotidos Us3F1-F y Us3F1-R y se llevo a cabo lo reacciéon de amplificacion por PCR
segun se detalla en el Anexo II (Amplificacion del fragmento Us3F1).

Ademas, se incluyeron controles de reacciones de amplificacion por PCR directas
sobre el ARN total purificado (sin el paso de RT) para eliminar la posibilidad de

amplificacion a partir de ADN gendmico viral.
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9.3. Electroforesis para muestras de acidos nucleicos
9.3.1. Electroforesis en geles de agarosa nativos

Las muestras de ADN y ARN se analizaron mediante electroforesis en geles de
agarosa de concentraciones entre 0,8 % y 1,5 % en buffer TAE 1X (Tris-acetato 10 mM, EDTA 1
mM) a 5-10 V/cm? Para visualizar las bandas de ADN se utilizd bromuro de etidio a una
concentracion de 0,5 pg/ml de gel y un transiluminador de luz UV. Las muestras se
sembraron con buffer de siembra de concentracion 10X (glicerol 50 %, TAE 5X, azul de bromo-
fenol 1%).

Los geles se fotografiaron utilizando el equipo Fotodyne y el programa Quantity One

(Bio-Rad).

9.3.2 Electroforesis en geles de agarosa desnaturalizantes
Las muestras de ARN se resolvieron en geles de agarosa 1,2 % con formaldehido. Se
fundi6 la agarosa en un volumen adecuado de H20O deionizada y se dejo enfriar hasta 55-
60°C. Se agregaron formaldehido y buffer MOPS 10X (MOPS 0,2 M, acetato de sodio 50 mM y
EDTA 10 mM, pH 7) hasta una concentracion final de 6% y 1X respectivamente. Las muestras
a sembrar se resuspendieron en 50% de formamida, conteniendo 6% de formaldehido y buffer
MOPS 1X. Se calentaron a 55°C durante 10-15 minutos, se enfriaron 2 minutos en hielo, se les
agrego 1,5 pl de bromuro de etidio 0,1% y 2 pl buffer de siembra (azul de bromo-fenol 1%,
glicerol 50%). La corrida electroforética se realizé en buffer MOPS 1X conteniendo 6% de
formaldehido, a 100 V en frio (bandeja con hielo).
Los geles se fotografiaron utilizando el equipo Fotodyne y el programa Quantity One

(Bio-Rad).

9.4. Purificacion de ADN a partir de geles de agarosa

Los productos de amplificacion por PCR y de reacciones de digestion enzimatica
fueron purificados a partir de geles de agarosa. Para ello, se realiz6 una electroforesis en gel
de agarosa (secciéon 9.3.1) y la banda del tamano esperado se escindié del gel utilizando un

bisturi. La purificacion se realizé con el kit comercial Illustra GFXTM PCR DNA and gel band
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purification kit (GE Healthcare). El ADN obtenido fue resuspendido en 20 ul de Tris 10 mM
pH 8.

9.5. Digestion con enzimas de restriccion

Para las digestiones plasmidicas se utilizaron 100 a 500 ng de ADN, 1-5 U de enzima
(Promega), buffer de restriccion correspondiente 10X y albimina sérica bovina 100x (BSA 10
mg/ml) en un volumen final de 20 pl. Las reacciones se incubaron 3 horas a la temperatura
recomendada para cada enzima. En caso de ser necesario, las enzimas se inactivaron luego de

la digestion segtin las recomendaciones del fabricante.

9.6. Desfosforilacion de extremos 5" del ADN

A partir de un fragmento de ADN linealizado, previamente digerido con una enzima
de restriccidn, se llevd a cabo la reaccidn de defosforilacion. Se utilizaron 5 U de la enzima
fosfatasa alcalina de calamar (shrimp alkaline phosphatase, SAP, Promega) y el buffer de
reaccion correspondiente. La incubacion se realizdé durante 45 minutos a 37°C. Luego la

enzima fue inactivada por calentamiento a 65°C durante 15 minutos.

9.7. Ligacion de ADN

Las reacciones de ligacidn se realizaron en un volumen final de 10 pl. Se utilizaron 50
ng de vector, 1 pl de buffer de la enzima T4 DNA ligasa 10X (Promega), 0,5-1,5 U de T4 DNA
ligasa (Promega) e inserto en relacion 3:1 con el vector. La cantidad de inserto para cada

reaccion se calcul6 utilizando la siguiente férmula:

ng inserto = ng vector x Kpb inserto x 3
Kpb vector 1

Se incluyd un control de vector sin inserto para estimar el aporte de vector sin digerir
o vector religado al niumero de colonias transformantes.
Las reacciones se incubaron 48 horas a 4°C y luego se utilizaron para transformar

bacterias competentes.
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9.8. Transformacion de bacterias competentes

Cincuenta pl de bacterias competentes (seccion 9.8.1.) fueron transformadas con 5 ul
del producto de ligacion o con 50 ng de vector circularizado, segun correspondiera. Luego de
incubar 30 minutos en hielo, se realizdé un shock térmico incubando las bacterias a 42°C
durante 1,5 minutos e inmediatamente incubando en hielo por 3 minutos. Posteriormente se
agregaron 800 ul de medio LB y se incubd a 37°C durante 1 hora en agitacion. Finalmente se
centrifugd a 13.000 rpm por 30 segundos, se volco el sobrenadante y el pellet de bacterias fue
resuspendido en 50 pl de medio LB y sembrado en medio LB agar en presencia del
antibiotico apropiado. Se sembré la totalidad del volumen de bacterias cuando se transformé
con un producto de ligacién y una dilucién al décimo cuando se transformo con un vector no
digerido. Para los vectores pGEM-T easy, pRSET-A y sus derivados se utilizéo ampicilina
como agente selector y para el vector pECFP-N1 y sus derivados kanamicina.

A partir de las colonias crecidas en placa se inocularon cultivos liquidos de 3 a 5 ml de

LB con antibidtico adecuado.

9.8.1. Preparacion de bacterias competentes

Las bacterias competentes se obtuvieron mediante el método de Hanahan (1985).
Brevemente, se pico una colonia de la cepa bacteriana correspondiente a partir de un cultivo
de 24 horas en medio sélido y se incubd en 2 ml de medio LB liquido a 37°C en agitacion por
16 horas. Luego se diluyé el indculo bacteriano 1:200 en 200 ml finales de medio LB y se
incubo a 37°C en agitacion hasta que la DOsso alcanzo un valor de 0,48.

El cultivo bacteriano se enfri¢ en hielo durante 5 minutos y se centrifugd 15 minutos a
4.000 rpm a 4°C. El pellet obtenido se resuspendié en 80 ml de soluciéon TFB I (KAc 30 mM,
RbCl1 100mM, CaCl2 10 mM, MnCl. 50 mM pH 5,8). Este se enfrid en hielo durante 5 minutos
y se centrifugd 15 minutos a 4.000 rpm a 4°C. Luego el pellet se resuspendid en 8 ml de
solucion TFB II (MOPS 10 mM, CaCl: 75 mM, RbCl 10 mM, 15% glicerol, pH 6,5). Se incubo
en hielo 15 minutos y finalmente se fracciond y almacené a -70°C hasta el momento de su

utilizacion.
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9.9. Preparacion de ADN plasmidico
9.9.1. Purificacion rapida de ADN plasmidico para el analisis de construcciones

Se utilizéd una modificacion del método descripto en el kit comercial Plasmid Mini-
Prep (Qiagen). Se parti6é de 1,5 ml de cultivo bacteriano crecido en medio LB con antibiotico
durante 16 horas a 37°C en agitacion. Las bacterias se cosecharon por centrifugacion a 13.000
rpm y se resuspendieron utilizando vortex en 300 pl de solucién P1 (Tris-HCI 25 mM pH §,
EDTA 10 mM). Se agregaron 300 pl de solucién P2 (SDS 1%, NaOH 0,2 N), se mezcl6 por
inversion y se incubo durante 5 minutos a temperatura ambiente. Se agregaron 300 pl de
solucion P3 (AcK 3 M, pH 5,2), se mezclo por inversion y se centrifugé a 13.000 rpm durante
15 minutos. El sobrenadante fue transferido a un tubo de microcentrifuga limpio, se
agregaron 0,6 volumenes de isopropanol, se incubd en hielo durante 30 minutos y se
centrifugd a 13.000 rpm durante 15 minutos. El precipitado se lavo con 500 pl de etanol 70% y
se centrifugd 5 minutos a 13.000 rpm. El precipitado de ADN se seco al aire y se resuspendid
en 50 pl de H20 deionizada. Se tomaron 3 pl para analizar por digestion con enzimas de

restriccion.

9.9.2. Preparacion de ADN plasmidico de alta calidad
Se utilizd el kit comercial Micro Plasmid Prep (Amersham) siguiendo las indicaciones
del fabricante y resuspendiendo el ADN en 50 pl H2O deionizada estéril. Se obtuvo un

rendimiento de 50-100 ng/ul.

La purificaciéon de ADN plasmidico de alta calidad para los ensayos de transfeccion
de células eucariotas se realizo con el kit HiSpeed Plasmid Midi Kit (Qiagen). Se siguieron las
indicaciones del fabricante y finalmente el ADN se resuspendié en 500 ul H2O bidestilada

estéril. Se obtuvo un rendimiento de 500-800 ng/pl.

En todos los casos, la concentracion de ADN se determind a 260 nm en un

espectrofotometro UV Nanodrop ND-1000.

10. Secuenciacién automatica

La secuenciaciéon de los productos de amplificaciéon por PCR y de las construcciones

plasmidicas obtenidas se realiz6 en el Servicio Interno de Genotipificacion y Secuenciacion-

49



Materiales y Métodos

Ibiotec (Instituto de Biotecnologia, CICVyA, INTA, Castelar). Se utilizd el kit Big Dye
Terminator v3.1 (Applied Biosystems) y el secuenciador 3130 xI Genetic Analizer (Applied
Biosystems).

Todas las secuencias se realizaron en ambas cadenas de ADN.

11. Herramientas bioinformaticas

El acceso a la secuencia gendmica de BoHV-5 (GenBank acceso n® AY261359) se
realiz6 utilizando el sitio web de NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov).

La edicion, el analisis y alineamiento de las secuencias de acidos nucleicos y de
proteinas se realizo con los programas VectorNTI version 8.0 (InforMax, Inc, 1994-2002),
BioEdit version 7.0.5.3 (Hall, 1999) y con las herramientas del sitio web JustBio.com de acceso
libre a través de internet (www.justbio.com).

El porcentaje de GC del gen codificante para Us3 se calcul6 utilizando la consulta Oligo
Calculador, ~ Molecular ~ Biology =~ Core  Facilities, ~ Dana-Farber, ~ Cancer  Institute
(http://mbcf.dfci.harvard.edu/docs/oligocalc.html).

La prediccion de dominios funcionales en la proteina Us3 de BoHV-5 se realizé con la
consulta Prosite, disponible on line (www.expasy.ch/prosite).

El analisis de regiones de alta hidrofilicidad y la presencia de epitopes B en la proteina
Us3 de BoHV-5 se realizd utilizando las consultas Hopp&Woods Antigenic/Hydrophilic
(http://www justbio.com/plots/index.php) y predicted antigenic peptides,
(http://immunax.dfci.harvard.edu/Tools/antigenic.html).

La prediccion de sitios de fosforilacion en la proteina Us3 de BoHV-5 se realiz6 con la
consulta NetPhos 2, disponible on line en el sitio expasy (www.cbs.dtu.dk/services/NetPhos).

El formato pdb y la estructura terciaria de la proteina Us3 de BoHV-5 se obtuvieron
por homologia de secuencias a partir del sitio http:// swissmodel.expasy.org.

La formacion de homodimeros de la proteina Us3 se predijo utilizando la herramienta
Symmdock (http://bioinfo3d.cs.tau.ac.il/SymmDock) Los resultados obtenidos se visualizaron

con el programa ViewerLite Version 4.2 (http://www.accelrys.com/viewer).
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12. Analisis de la expresion del gen us3
12.1. Analisis de transcriptos del gen us3 por Northern Blot

Las muestras de ARN (10 pl) se resolvieron electroforéticamente en geles de agarosa
desnaturalizantes, tal como se describi6 en la seccion 9.3.2. Una vez finalizada la
electroforesis, el gel se lavo y equilibrd en solucion SSC 10X (NaCl 87,65 g/L, citrato de sodio
44,1 g/L, pH 7) durante 30 minutos. El gel se transfiri6é por capilaridad a una membrana de
nylon equilibrada en la misma solucidn, como se describe en Ausubel et al. (1994). Luego, la
membrana de nylon se lavé 1 vez utilizando solucion SSC 10X, se secd a temperatura
ambiente y los acidos nucleicos se fijaron durante 2 minutos utilizando 0,12 jouls/cm? de
radiacion UV. La membrana se almacendé a temperatura ambiente hasta realizar la
hibridacién.

En los ensayos de Northern Blot se utilizaron como sondas un fragmento interno del
gen us3 de 338 nt comprendido entre las posiciones 79 y 417 y el gen ¢G completo de BoHV-5
de 1323 nt.

12.1.1. Hibridacion de las membranas de Nylon

Para el andlisis por hibridacion de las membranas de nylon transferidas, éstas se
prehibridaron con 10 ml de solucién comercial Ultra Hyb (Ambion) durante 1 hora a 42°C en
horno de hibridacion rotatorio. Luego, la sonda marcada radiactivamente (seccion 12.1.2.) se
desnaturaliz6 y se agregd en el mismo tubo donde se reemplazé la solucion por otros 10 ml
de Ultra Hyb precalentados a 42°C. Se incubd en el horno de hibridacion rotatorio durante 16-
18 horas a 65°C. Luego, se descartd la solucion de hibridacion y la membrana se lavo dos
veces con SSC 2X/SDS 0,1% y una vez con SSC 0,5X/SDS 0,1 %, durante 20 minutos a 42°C.
Las autorradiografias se realizaron con pelicula X-O-Mat (Kodak) y pantalla intensificadora a
-70°C por periodos de tiempo variables.

Para poder re-hibridar la membrana de nylon con una sonda diferente, se elimind la
primera sonda unida (strip-off) realizando 3 lavados con una solucion de SDS 0,1%
precalentada a 100°C. La membrana se incubd en la solucion hasta alcanzar temperatura

ambiente.
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!Preparada a partir de una solucion madre SSC 20X: NaCl 175,3 g/L, citrato de sodio 88,2 g/L,
pH?7.

12.1.2. Marcacién de sondas de ADN con fdésforo radiactivo

La marcacion de las sondas se realizd6 mediante el método de iniciacion al azar de la
polimerizacion empleando el kit Mega Prime DNA Labelling System (Amersham), siguiendo las
instrucciones descriptas por el fabricante. En general, la muestra de ADN se amplificd por
PCR a partir de templados previamente caracterizados y el fragmento amplificado se
purificd a partir de geles de agarosa. Cada reaccion se realizé a partir de 25 ng de ADN
desnaturalizado y 50 pCi de [a-*> P[dCTP. La sonda se prepard y utilizé el mismo dia. Antes
de hibridar, se desnaturaliz6 la sonda por el agregado de 1 volumen de NaOH 0,4 N e

incubacién durante 15 minutos a temperatura ambiente.

12.2. Analisis de la expresion de la proteina Us3
12.2.1. Cinética de expresion de la proteina Us3 durante la infeccion con BoHV-5

Para estudiar la cinética de expresion de la proteina Us3, monocapas de células
MDBK crecidas en p60 fueron infectadas con BoHV-5 a MOI 1. Las células se incubaron a
37°C durante 2; 4; 6; 8; 16; 20; 24 y 48 horas y se procedio6 luego a la extraccion de proteinas

tal como se indica a continuacion (seccion 12.2.1.1.).

12.2.1.1. Extraccion de proteinas a partir de células infectadas con BoHV-5

Monocapas de células MDBK crecidas en p60 fueron infectadas con BoHV-5aMOI 1 e
incubadas a 37°C durante distintos tiempos (seccion 12.2.1) o durante 24 horas segun
correspondiera. Luego, se descartd el sobrenadante, se lavéd la monocapa una vez con PBS 1X
y se cosecharon las células en 1 ml de PBS 1X. Se centrifugd 5 minutos a 5.000 rpm, se
descarto el sobrenadante y el pellet se resuspendio en 50 ul de buffer de lisis (Tris-HCl 50 mM
pH 8, NaCl 150 mM, Nonidet P-40 1%). Se incubd en hielo por 45 minutos agitando
vigorosamente cada 10 minutos. Finalmente se centrifugé 3 minutos a 8.000 rpm y el
sobrenadante se utiliz6 para sembrar geles SDS-PAGE (seccion 13.1). El mismo

procedimiento se realizé con células MDBK sin infectar, utilizadas como control negativo.
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13. Analisis de proteinas
13.1 Electroforesis de proteinas en geles de poliacrilamida

Las proteinas se resolvieron mediante electroforesis en geles desnaturalizantes de
poliacrilamida (SDS-PAGE) de concentraciones 10% o 15%, dependiendo del tamafo de la
proteina a analizar. En general, se utilizaron minigeles (Mini Protean 3 System, Bio-Rad). Para

el armado de cada gel se utilizo:

Reactivo Gel concentrador | Gel separador
(2ml) (5ml)
10% 15%

Acrilamida-bisacrilamida (29:1) 0,33 ml 1,7ml | 2,5ml
Tris-HCI 1,5 M pH 8,8 - 1,3ml | 1,3ml
Tris-HCI 1 M pH 6,8 0,25 ml - —
SDS 10% 20 ul 50l | 50l
H0 1,4 ml 2ml 1,2 ml
Persulfato de amonio 10% 20 pl 50 pl 50 ul
TEMED 2l 2l 2l

Las muestras de proteinas se resuspendieron en 1 volumen de buffer de siembra CB
2X (Tris-HC1 100 mM, glicerol 20%, SDS 4%, ditiotreitol 200 mM, azul de bromo-fenol 0,2%) o
en 1/5 volumen de buffer de siembra CB 5X (Tris-HCI 250 mM, glicerol 50%, SDS 10%,
ditiotreitol 500 mM, azul de bromo-fenol 0,5%), y se hirvieron durante 5 minutos. Las
muestras provenientes de extractos celulares se sonicaron a intensidad media. En el caso de
los geles analiticos se sembraron 10-20 ul de muestra por calle y para los geles preparativos
400 pl totales. La electroforesis se realizé en buffer Tris-glicina-SDS (Tris-HCl 25 mM pH 8§,8,
glicina 190 mM, SDS 0,1%) a 60 V durante la primer hora y a 100 V durante las dos horas
restantes.

Una vez finalizada la corrida electroforética, se desmontaron los geles y las proteinas
se tiferon con el colorante azul de Coomassie (seccion 13.2.1.) o se electrotransfirieron a
membranas de nitrocelulosa para su andlisis mediante ensayos de Western blot (seccion

13.2.2).
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13.2. Deteccion de proteinas
13.2.1. Tincién con el colorante azul de Coomassie

Los geles se incubaron con una solucion de azul de Coomassie 0,05% (Coomassie Brillant
Blue R 250 0,05%, metanol 50%, acido acético 10%) por 1 a 2 horas con agitacién suave. Se
retiro la solucion de tincidn y se elimind el exceso de colorante mediante incubacion en
solucion de lavado (metanol 50%, acido acético 10%), que se reemplazd periddicamente. Este
procedimiento se repitié hasta que el fondo del gel quedara incoloro y las bandas proteicas se

visualizaran con nitidez.

13.2.2. Identificacion de proteinas mediante Western blot

Luego de efectuada la electroforesis, los geles de poliacrilamida se equilibraron por 20
minutos con buffer de transferencia (Tris-HCl 25 mM pH 8,8, glicina 190 mM, metanol 20%).
La membrana de nitrocelulosa (0,2 pm), de tamafio semejante al gel a transferir, se sumergio
5 minutos en buffer de transferencia. Posteriormente se procedié al armado del cassette de
transferencia (Bio-Rad) conteniendo: 1 esponja del tipo Scotch Brite (Bio-Rad), 2 papeles de
filtro Whatmann 3MM, el gel de poliacrilamida, la membrana de nitrocelulosa, 2 papeles de
filtro Whatmann 3MM y 1 esponja del tipo Scotch Brite. Se montd el cassette dentro de la cuba
de transferencia (Bio-Rad), se llend con buffer de transferencia y se transfirieron las proteinas
del gel a la membrana de nitrocelulosa aplicando una corriente constante de 400 mA durante
75 minutos, en frio.

Se verifico la correcta transferencia de las proteinas por tincion de la membrana de
nitrocelulosa con una solucion de Rojo Ponceau 0,1% (en acido acético 5%) durante 5 minutos

y decolorando con agua.

El bloqueo de la membrana de nitrocelulosa se realizé con una solucion de PBS-Tween
20 0,05% (PBS-T) leche descremada 10%, durante 1 hora a temperatura ambiente. Como
anticuerpos primarios se utilizaron diluciones apropiadas de los sueros especificos o la
dilucién recomendada por el fabricante (1/3000) del anticuerpo comercial contra el tracto de
histidinas (anti His) (Amersham). Luego se emplearon los anticuerpos antiespecie,

conjugados a fosfatasa alcalina (ALP, alcaline phosphatase -Kirkegaard & Perry Laboratories,
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KPL) o peroxidasa de rdbano (HRP, horse radish peroxidase, KPL). Todos los anticuerpos se
diluyeron en PBS-T-leche descremada 10% y las incubaciones con la membrana fueron de 16
horas a 4°C en agitacion para los anticuerpos primarios y de 1 hora a temperatura ambiente
en agitacion para los anticuerpos secundarios. Los lavados se realizaron con solucion de
lavado PBS-T. El revelado se realizo en 10 ml de buffer de revelado de fosfatasa alcalina (Tris-
HCI 100 mM pH 9,5, NaCl 100 mM, MgCl. 5 mM) que contenia 66 ul de nitroazul-tetrazolio
(50 mg/ml en dimetilformamida 70%, Gibco) y 33 pl de bromo-cloro-indoil-fosfato (60 mg/ml
en dimetilformamida 100 %, Gibco). Se incubé durante 3-30 minutos en oscuridad. La
reaccion se detuvo con H20 y la membrana de nitrocelulosa se seco sobre papel de filtro.
Cuando se utilizaron anticuerpos antiespecie conjugados a HRP, se revel6 la proteina
especifica por quimioluminiscencia utilizando el kit ECL Plus Western Blotting Detection

Reagents (Amersham) segun las indicaciones del fabricante.

14. Expresion de proteinas en bacterias

14.1. Obtencion de los plasmidos pRSET-Us3F1 y pRSET-Us3F2

Los fragmentos Us3F1 y Us3F2 se encuentran comprendidos entre las posiciones
nucleotidicas 79-417 y 787-1140 respectivamente, de la secuencia codificante para la proteina
Us3. Ambos fragmentos fueron amplificados por PCR, purificados a partir de geles de
agarosa y clonados en el vector pGEM-T easy, obteniéndose los plasmidos pGEM-Us3F1 y
pGEM-Us3F2. La identidad de ambos pldsmidos fue corroborada por secuenciacion
automatica. Luego, los fragmentos Us3F1 y Us3F2 fueron escindidos de los plasmidos
pGEM-Us3F1 y pGEM-Us3F2 por digestién con las enzimas de restriccion BamHI y HindIIL
Los productos de digestion fueron purificados a partir de geles de agarosa.

Los insertos Us3F1 y Us3F2 fueron ligados en reacciones independientes al vector de
expresion bacteriana pRSET-A, previamente digerido con las enzimas BamHI y HindIII y
desfosforilado.

Luego se transformaron bacterias E. coli DH5 o competentes segun lo detallado en la
seccion 9.8. Se realiz6é una extraccion de ADN plasmidico a partir de 10 cultivos liquidos
provenientes de colonias transformadas con pRSET-Us3F1 y pRSET-Us3F2 y se corroboro por

digestion con las enzimas BamHI y HindIIl la presencia del inserto en los plasmidos
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obtenidos. La correcta insercion de las secuencias codificantes para Us3F1 y Us3F2 fue

corroborada por secuenciacion automatica.

14.2. Analisis de la expresion de los fragmentos Us3F1 y Us3F2

Se transformaron bacterias E. coli Rosetta-gami 2 competentes con los plasmidos
pRSET-Us3F1, pREST-Us3F2 y pRSET-A (control negativo). Con el fin de seleccionar los
clones de bacterias que expresaran las proteinas recombinantes, se realizé un ensayo
cualitativo de expresion. Para ello, 10 clones de bacterias transformadas con los plasmidos
PRSET-Us3F1 y pRSET-Us3F2 y 1 clon de bacterias transformadas con pRSET-A fueron
inoculados en 3 ml de medio LB liquido con ampicilina a 37°C en agitacion. Cuando los
cultivos alcanzaron una DOew igual a 0,6 fueron divididos en dos fracciones (1,5 ml cada
una). A una fraccién de cada cultivo se le agregé IPTG en concentracion final de 1mM
(cultivo inducido) mientras que a la otra no (cultivo no inducido). Se incub¢ a 37°C y a las 2
horas post induccién (hpi) los cultivos fueron centrifugados a 13.000 rpm por 2 minutos. El
pellet fue resuspendido en 200 ul de buffer de siembra CB 2X. Luego, 16 ul de cada muestra
fueron sembrados en un gel de poliacrilamida 10% y sometidos a SDS-PAGE.
Posteriormente, se transfirieron las proteinas a una membrana de nitrocelulosa y se procedio
a la deteccion inmunoldgica de la proteina de interés. Se utiliz6 como anticuerpo primario un
anticuerpo especifico contra el tracto de histidinas comercial en una dilucién 1:3000 en PBS-
T-leche 10% y como anticuerpo secundario un anticuerpo especifico contra ratén hecho en
cabra (KPL) conjugado a ALP en una dilucién 1:2000. Finalmente se reveld tal como se

explico anteriormente (seccién 13.2.2).

14.3. Analisis de la expresion del fragmento Us3F2 en el tiempo

Para determinar el tiempo dptimo de expresion del fragmento recombinante se realizo
una curva de tiempo a partir de los clones seleccionados. Se inoculd una dilucion 1:50 del
cultivo crecido durante 16 horas a 37°C en agitacion en un volumen final de 20 ml de medio
LB con antibidtico y se crecié a 37°C en agitacion hasta alcanzar una DOsw de 0,6. La mitad de
cada cultivo se indujo con IPTG y el resto se dejé como control sin inducir. Se tomaron

muestras de 1,5 ml de cultivo cada 30 minutos. Considerando una tasa de replicacién
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bacteriana de 30 minutos, las muestras se centrifugaron y los pellets se resuspendieron en CB

2X segun lo detallado a continuacién:

Tiempo (min) |30 60 90 120 150 180

CB 2X (ul) 43 86 129 172 216 258

Las muestras se sometieron a electroforesis, se electrotransfirieron a una membrana

de nitrocelulosa y finalmente se procedi6 a la deteccion inmunoldgica del fragmento Us3F2.

14.4. Analisis de la solubilidad del fragmento Us3F2 recombinante

Un cultivo de 1,4 ml de bacterias transformadas con pREST-Us3F2 fue inducido con
IPTG durante 30 minutos. Se obtuvo el pellet bacteriano por centrifugaciéon y se lo
resuspendid, en ensayos independientes, en: a) buffer de lisis (buffer fosfato conteniendo
Tween 20 y mercaptoetanol); b) Urea 8M y c¢) Guanidinio 6M. El homogenato se congeld y
descongel6 una vez, se sonico a intensidad media y se centrifugd 20 minutos a 9.000 x g. Se
separaron los sobrenadantes (fraccién soluble) y los pellets (fracciéon insoluble) se
resuspendieron en buffer de lisis. Se analiz6 la presencia de la proteina recombinante en todas

las fracciones mediante Western blot y se determind la solubilidad del fragmento Us3F2.

14.5. Extraccion secuencial de Us3F2

Luego de haber determinado cémo solubilizar el fragmento Us3F2 (seccion 14.4) se
trabajé con un cultivo de bacterias transformadas con pREST-Us3F2 de mayor volumen. Un
cultivo de 15 ml fue inducido con IPTG durante 30 minutos y el pellet proveniente del mismo
fue resuspendido en 1,8 ml de buffer de lisis, agitado con vortex 2 veces y congelado a -20°C
por 30 minutos. Luego fue sonicado 2 pulsos a intensidad media y centrifugado a 12.000 rpm
durante 5 minutos a 4°C. El sobrenadante (S1) fue almacenado a -20°C para su posterior
analisis. El pellet fue resuspendido en 1,7 ml de Urea 8M y centrifugado a 12.000 rpm durante
5 minutos a 4°C. El sobrenadante (52) fue almacenado a -20°C para su posterior analisis por

Western blot.
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14.6. Purificacion del fragmento Us3F2 por columna de Ni-NTA

El fragmento Us3F2 fue purificado a partir de la fraccion S2 utilizando la resina Ni-
NTA agarosa (Qiagen), en condiciones desnaturalizantes, segin las indicaciones del
fabricante. Previo a su utilizacion, la resina fue lavada 3 veces con H20 destilada y 2 veces
con buffer de unién desnaturalizante pH 8 (NaH2POs 100 mM, Tris Cl 10 mM, urea 8 M). Los
lavados se realizaron por centrifugacion a 1.500 rpm durante 2 minutos a temperatura
ambiente. Luego, 500 pl de la fraccidon S2 y 500 ul de buffer de unién desnaturalizante fueron
agregados a la resina. Se incubd durante 10 minutos en agitacion a temperatura ambiente.
Posteriormente se centrifugoé a 1.500 rpm durante 2 minutos a temperatura ambiente. Se
junté el percolado (1 ml), el cual fue almacenado a -20°C para su posterior analisis. Luego se
realizaron elusiones con concentraciones crecientes de histidina: 50, 75, 100, 150 y 200 mM
(tres elusiones con 200 pl de cada una de las soluciones de histidina). Todas las fracciones
fueron almacenadas a -20°C para su posterior andlisis por Western blot. Las fracciones en las
que se detecté el fragmento Us3F2 recombinante fueron unificadas. Para estimar la
concentracion del fragmento Us3F2 purificado, 16 pul de muestra fueron sembrados en un gel
de poliacrilamida 15% junto a una curva patrén de BSA (50; 100; 200; 400; 600; 800 y 1000 ng
de BSA). Se realiz¢ la electroforesis y se tifi6 el gel con azul de coomassie. La estimacion de la
concentracion del fragmento Us3F2 se realizo por comparacion de la intensidad del color

azul con los puntos de la curva de BSA.

15. Produccion de suero de raton especifico contra el fragmento Us3F2

Se utilizaron ratones hembras de la cepa BALB/c de 3 meses de edad, los cuales
fueron provistos por el bioterio de la Facultad de Veterinaria de la Universidad Nacional de
La Plata. El manejo de los animales se realiz6 bajo normas de bienestar animal (Guia para el
cuidado y uso de animales de experimentacion, INTA; Guide for the Care and use of laboratory

animals, Natural Research Council. National Academy Press, 1996. Washington USA).
Cinco ug por dosis del fragmento Us3F2 purificado fueron formulados en adyuvante

incompleto de Freund e inoculados en seis ratones BALB/c por via intraperitoneal,

aplicandose tres dosis de refuerzo a intervalos de 15 dias. A los 7 dias de la ultima
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inoculacion, los animales fueron sangrados, se obtuvo el suero por centrifugacion de la

sangre durante 1 minuto a 13.000 rpm y éste fue conservado a -20°C hasta su utilizacion.

16. Analisis del suero de raton especifico contra el fragmento Us3F2
16.1. Western Blot para deteccion de anticuerpos dirigidos contra la proteina Us3F2
recombinante

Diesciseis pul por calle de la proteina Us3F2 purificada fueron diluidos en buffer de
siembra CB 5X y sembrados en un gel de poliacrilamida 15%. Se realiz6 la electroforesis y la
electrotransferencia segin lo descripto anteriormente.

Para analizar la presencia de anticuerpos dirigidos contra la proteina Us3F2 en el
suero de raton obtenido se realizaron diluciones 1:50; 1:75 y 1:100 en PBS-T-leche 10% de
dicho suero y se incubd la membrana durante 16 horas a 4°C en agitacion. Luego se
realizaron tres lavados de 5 minutos cada uno con PBS-T y se incub6 la membrana durante 1
hora a temperatura ambiente con el anticuerpo secundario. Se utiliz6 un anticuerpo
especifico contra ratén conjugado con HRP en una diluciéon 1:2000 en PBS-T- leche 10%.
Luego se realizaron tres lavados de 5 minutos cada uno con PBS-T y finalmente se reveld por

quimioluminiscencia, utilizando el Kit ECL.

16.2. Inmunocitoquimica para deteccion de anticuerpos dirigidos contra la proteina Us3F2
recombinante

Monocapas de células MDBK crecidas en placas de 24 pocillos sobre laminillas fueron
infectadas con BoHV-5 cepa A663 a MOI 1y 0,01. A las 16 hpi (MOI 1) y a las 24 hpi (MOI
0,01), las células fueron fijadas con PFA 4% durante 10 minutos, permeabilizadas con tritrén
X-100 0,1% durante 2 minutos e incubadas 16 horas a 4°C con el suero de ratén especifico
contra la proteina Us3F2 obtenido en diluciones 1:50 y 1:100. Posteriormente, las células
fueron incubadas 10 minutos a temperatura ambiente con un anticuerpo especifico contra
ratén biotinilado (Dako) y luego incubadas 10 minutos a temperatura ambiente con
estreptevidina-HRP (Dako). Finalmente se revel6 por tratamiento con una solucién de 3-

amino-9-etilcarbazol (AEC) (AEC 0,1 M, H202 3% en buffer acetato pH 5) durante 20 minutos
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a 37°C y las laminillas fueron montadas sobre un portaobjetos con glicerina para su

visualizacion al microscopio Optico.

17. Expresion de las proteinas Us3 y Us3K261D en células eucariotas

17.1. Construccion del plasmido pECFP-Us3

El fragmento Us3f, correspondiente al marco abierto de lectura completo de la
proteina Us3, fue amplificado por PCR, purificado a partir de gel de agarosa y clonado en el
vector pGEM-T easy, obteniéndose el plasmido pGEM-Us3f, cuya identidad fue corroborada
por secuenciacion automatica.

El plasmido pGEM-Us3f fue digerido secuencialmente con las enzimas de restriccion
BamHI y EcoRI. El inserto liberado fue purificado a partir de geles de agarosa y clonado en el
vector pECFP-N1, previamente digerido con las enzimas BamHI y EcoRI y desfosforilado por
tratamiento con la enzima SAP. Se obtuvo el plasmido pECFP-Us3 y la correcta insercion del

inserto fue corroborada por secuenciacion.

17.2. Construccion del plasmido pECFP-Us3K261D

Los fragmentos Us3Nm y Us3Cm, codificantes para los fragmentos comprendidos
entre los aminodcidos 1-261 y 261-444, respectivamente, fueron amplificados por PCR,
purificados a partir de geles de agarosa y clonados en el vector pGEM-T easy. Asi, se
obtuvieron los pldsmido pGEM-Us3Nm y pGEM-Us3Cm, cuya identidad fue corroborada
por secuenciacion.

El plasmido pGEM-Us3Nm fue digerido secuencialmente con las enzimas de
restriccion EcoRI y Sall. El inserto liberado fue purificado a partir de geles de agarosa y
clonado en el vector pECFP-N1, previamente digerido con las enzimas EcoRI y Sall y
desfosforilado por tratamiento con la enzima SAP, obteniéndose el plasmido pECFP-Us3Nm.
Posteriormente, el fragmento Us3Cm obtenido por digestion secuencial del plasmido pGEM-
Us3Cm con las enzimas Sall y BamHI fue subclonado en el plasmido pECFP-Us3Nm,
previamente digerido con las enzimas Sall y BamHI y desfosforilado por tratamiento con la

enzima SAP. Se obtuvo el plasmido pECFP-Us3K261D y la correcta insercion de los
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fragmentos UsB3Nm y Us3Cm y la presencia de la mutacion generada fueron corroboradas

por secuenciacion.

17.3. Ensayos de transfeccion transitoria

Monocapas de células BHK-21 y VERO fueron crecidas al 70% de confluencia en
placas de 24 pocillos o en p60. Las transfecciones se realizaron con lipofectamina segun las
indicaciones del fabricante (Invitrogen) y como medio de cultivo se utilizé OPTI-MEM
(Gibco). Se utilizaron 0,5 pg de ADN plasmidico y 2,5 ul de lipofectamina por pocillo en
placas de 24 pocillos y 1 pg de ADN plasmidico y 22,5 pl de lipofectamina por p60. En los
ensayos de co-transfeccion (pTrip + pECFP-N1, pECFP-Us3 o pECFP-Us3K261D) se
utilizaron 0,4 pug de cada uno de los plasmidos por pocillo en placa de 24 pocillos. Las células
fueron lavadas dos veces con OPTI-MEM vy se incubaron con la mezcla ADN + lipofectamina
durante 3 horas a 37°C. Luego, se retir6 la mezcla, se lavd dos veces con OPTI-MEN vy se
agregd medio fresco conteniendo 2% de SFB (MEM-D para la linea celular BHK-21 y 50:50
MEM-E:MEM-D para la linea celular VERO). Las células fueron incubadas a 37°C por 24 o 48
horas. A partir de las transfecciones realizadas en p60 se analizé la expresion de las proteinas
Us3-ECFP y Us3K261D-ECFP (seccidon 17.4.), mientras que las transfecciones realizadas en
placas de 24 pocillos se utilizaron para los ensayos de microscopia de fluorescencia y

microscopia confocal (seccion 18).

17.4. Analisis de la expresion de las proteinas de fusion Us3-ECFP y pECFP-Us3K261D
17.4.1. Inmunodeteccion por Western Blot

Monocapas de células BHK-21 y VERO crecidas en p60 fueron transfectadas en
ensayos independientes con los plasmidos pECFP-N1, pECFP-Us3 y pECFP-Us3K261D. A las
24 y 48 hpt se realiz6 la extraccion de proteinas tal como se describe en la seccion 12.2.1.1.

Dieciséis ul por calle del extracto proteico obtenido a partir de las células
transfectadas con pECFP-N1, pECFP-Us3 y pECFP-Us3K261D, fueron diluidos en buffer de
siembra CB 5X y sembrados en un gel de poliacrilamida 10%, se realiz6 la electroforesis y la

electrotransferencia como se describid anteriormente.
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La deteccion inmunolégica de las proteinas Us3-ECFP y Us3K261D-ECFP se realizd
por Western Blot. Como anticuerpo primario se utilizé una dilucion 1:75 en PBS-T-leche 10%
del suero especifico contra Us3F2 obtenido en ratén. Como anticuerpo secundario se utilizé
un anticuerpo especifico contra ratén conjugado con HRP en una dilucién 1:2000 en PBS-T-

leche 10%. El revelado se realiz6 por quimioluminiscencia.

18. Estudio de la funcidn de la proteina Us3 de BoHV-5 en células eucariotas
18.1. Visualizacidn por microscopia de fluorescencia

Para estudiar la localizacion subcelular y los efectos de las proteinas Us3-ECFP y
Us3K261D-ECFP en la morfologia celular, las células transitoriamente transfectadas con los
plasmidos pECFP-N1, pECFP-Us3, pECFP-Us3K261D y pTrip fueron visualizadas en un

microscopio de epifluorescencia Olympus LH50A con lampara UV.

18.2. Marcacion del citoesqueleto de actina

Para evaluar los efectos de las proteinas Us3-ECFP y Us3K261D-ECFP sobre el
citoesqueleto de actina, monocapas de células BHK-21 y VERO crecidas sobre laminillas en
placas de 24 pocillos (1.10* células/ml) fueron co-transfectadas con los plasmidos pECFP-N1 +
pTrip, pECFP-Us3 + pTrip o pECFP-Us3K261D + pTrip segun lo descripto en la seccion 17.3.
A las 24 hpt las células fueron lavadas con 500 pl de PBS 1X y fijadas con 500 ul de PFA 4%
durante 10 minutos. Luego fueron lavadas con 500 ul de PBS 1X y permeabilizadas con 500 ul
de tritrén X-100 0,1% durante 2 minutos. Posteriormente, las células fueron lavadas con 500
ul de PBS 1X y la marcacion del citoesqueleto de actina se realiz6 por incubaciéon con 5 U de
faloidina-Texas Red (Invitrogen) en 250 ul de PBS 1X durante 1 hora a 37°C en oscuridad.
Finalmente las células fueron lavadas 2 veces con 500 ul de PBS 1X y montadas sobre un

portaobjetos con glicerina para su posterior visualizacion al microscopio confocal.

18.2.1 Microscopia confocal
Las células transitoriamente transfectadas con los plasmidos pECFP-N1, pECFP-Us3, pECFP-
Us3K261D y pTrip y marcadas con faloidina-Texas Red, fueron visualizadas y fotografiadas

con un microscopio confocal Leica TCS SP2 (del Departamento de Virologia, Parasitologia e
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inmunologia de la Facultad de Medicina Veterinaria de la Universidad de Ghent, Bélgica) o
TCS SP5 (del Instituto de Biotecnologia, CICVyA-INTA Castelar). Se utiliz6 un laser Gre/Ne
543 nm para excitar Texas Red y un laser de Argén 488 nm para excitar las diferentes

variantes de proteinas fluorescentes verdes (GFP o CFP) .
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1. Estudios comparativos in vitro entre las cepas A663 y N569 de BoHV-5

Con el objetivo de conocer los parametros relacionados con la replicacion in vitro de la
cepa A663 de BoHV-5 se estudid la cinética de replicacion y el tamarfio de la placa de lisis y
de infeccion que esta cepa produce luego de la infeccion de monocapas de células MDBK.
Paralelamente, los mismos ensayos fueron realizados con la cepa de referencia N569 de
BoHV-5. Las cepas N569 y A663 son cepas de referencia pertenecientes a los subtipos a y b

de BoHV-5, respectivamente.

Con el proposito de establecer la cinética de crecimiento de las cepas A663 y N569 de
BoHV-5, monocapas de células MDBK fueron infectadas a MOI 5 y 0,1 (cinética de un tnico
paso y de multiples pasos, respectivamente) e incubadas a 37°C por distintos tiempos, segin
se detalla en la seccion 4.2 de Materiales y Métodos. Las cinéticas de un tinico paso permiten
evaluar la produccion de particulas virales infectivas y la salida de virus al medio
extracelular, mientras que en las cinéticas de multiples pasos es también posible evaluar la

dispersion célula a célula.

En la cinética de replicacion de un tnico paso, los titulos virales alcanzados por las
fracciones totales indican que la produccion de particulas virales infectivas fue similar para
ambas cepas en todos los tiempos ensayados (Fig. 1), alcanzdndose la produccién méaxima a
las 18 horas post infeccion (hpi) (10 7° DICTso/ml) y 24 hpi (10 DICTs0/ml) para A663 y N569,
respectivamente.

La salida de particulas virales infectivas al medio extracelular ocurrié primero en la
cepa A663, detectandose a las 6 hpi (107 DICTso/ml) (Fig. 1). La salida al medio extracelular
de la cepa N569 estuvo retrasada ya que fue detectable recién a las 12 hpi, sin embargo, a
partir del tiempo 15 hpi se observd que el titulo de esta fraccion era mayor que el de la cepa
A663 (1048, 10>*y 105" DICTso/ml para N569 y 10%¢, 104>y 1052 DICTs0/ml para A663 a las 15, 18

y 24 hpi, respectivamente) (Fig. 1).
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Figura 1: Cinética de crecimiento de un tinico paso de las cepas A663 y N569 de BoHV-5 (MOI 5). A:
titulos virales de las fracciones totales. B: titulos virales de las fracciones extracelulares. Los titulos
virales se expresaron como logio DICT50/ml. hpi: horas post infeccién.

Estos resultados indicarian que ambas cepas fueron capaces de replicar produciendo
cantidades similares de particulas virales infectivas y que, si bien ocurri6 mas
tempranamente, la salida de las particulas virales al medio extracelular fue menos eficiente
para la cepa A663 que para la cepa N569, sugiriendo que la cepa A663 tendria una menor

capacidad litica que la cepa N569.

La cinética de crecimiento de multiples pasos mostrd que a tiempos tempranos, antes
de las 12 hpi, los titulos virales de las fracciones total y extracelular fueron similares entre
ambas cepas de BoHV-5 (Fig. 2), mientras que a las 24 y 36 hpi los titulos alcanzados por la
fraccién total de N569 fueron mayores que los alcanzados por la misma fraccion de A663
(107" y 107 DICTso/ml para N569 y 10 y 10% DICTso/ml para A663 a las 24 y 36 hpi,
respectivamente). Esta diferencia fue ain mas notable para la fraccion extracelular (10%° y
107? DICTso/ml para N569 y 10% y 10> DICTso/ml para A663 a las 24 y 36 hpi,

respectivamente).
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Figura 2: Cinética de crecimientos de multiples pasos de las cepas A663 y N569 de BoHV-5 (MOI 0,1).
A: titulos virales de las fracciones totales. B: titulos virales de las fracciones extracelulares. Los titulos
virales se expresaron como Logio DICT50/ml. hpi: horas post infeccién.

En concordancia con lo observado en la cinética de un tinico paso, estos resultados
indicarian una salida menos eficiente de las particulas virales al medio extracelular para la
cepa A663. Ademads, por tratarse de una cinética de multiples pasos realizada a baja
multiplicidad de infeccién la cual permite evaluar la dispersion célula a célula, estos
resultados indicarian que también esta forma de diseminacién viral seria menos eficiente

para la cepa A663 respecto de la cepa N569.

El porcentaje de virus total liberado al medio extracelular se definié como el cociente
entre la fraccion extracelular y la suma de las fracciones intra y extracelulares ([extracelular/
(intracelular + extracelular)]). Este porcentaje fue siempre mayor para la cepa N569, excepto
para el tiempo 6 hpi a MOI 5, y ademas se observaron mayores diferencias entre ambas cepas

en la cinética de multiples pasos (Fig. 3).
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Figura 3: Porcentaje de liberacion viral para las cepas A663 y N569 de BoHV-5. A: a MOI 5. B: a MOI
0,1. % de liberacion = [extracelular/ (intracelular + extracelular)].

En conjunto, los datos obtenidos a partir de las cinéticas de un tnico y maultiples
pasos indicarian que la liberacion de particulas virales al medio extracelular y la dispersiéon

célula a célula serian menos eficientes para la cepa A663 que para la cepa N569.

Para comprender mejor los resultados obtenidos a partir de las cinéticas de
crecimiento y eliminar el componente poblacional propio de esa metodologia, se analizaron
los tamanos de placa de lisis y de infeccion generados al infectar monocapas de células

MDBK con las cepas A663 y N569.

La determinacion del tamafio de placa de lisis es un parametro importante para la
caracterizacion in vitro de los virus. Esta caracteristica es una medida directa del potencial

litico de un virus asi como una medida indirecta de la dispersion célula a célula del mismo.

Se realizaron ensayos para comparar el tamafno de placa de lisis generado por ambas
cepas de BoHV-5 al infectar monocapas de células MDBK. Se observd que el tamafio de las
placas de lisis generadas por la cepa A663 era 90% mas pequefio que el generado por la cepa
N569 (Fig. 4).

El tamano de placa depende de la lisis generada sobre monocapas de células
infectadas con particulas virales presentes en el medio extracelular, ya sea indculo o progenie
viral, o con particulas dispersadas célula a célula. Debido a la gran diferencia observada

entre ambas cepas de BoHV-5, ademas de un potencial litico mayor y una liberaciéon mas
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eficiente de particulas virales al medio extracelular de la cepa N569, se podria sugerir que

existe una mayor dispersion célula a célula para ésta cepa.

160 +
120 -
100 -
80 -
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40 ~
20

Area de placa de lisis (%)

Figura 4: Placas de lisis generadas por las cepas A663 (A) y N569 (B) de BoHV-5. Aumento 40x. C:
Relacion entre el tamarfio de placa de lisis generado por ambas cepas. El promedio de las areas de lisis
correspondientes a N569 se establecio como el 100%. N569 y A663 difieren significativamente: p < 0,01.

Debido a la gran diferencia de tamafio de placa de lisis observada entre ambas cepas
de BoHV-5 y teniendo en cuenta que este pardmetro podria estar relacionado con la
adaptacion viral al crecimiento en cultivos celulares, se plante6 el siguiente interrogante:
(podria la diferencia en el nimero de pasajes por células entre ambas cepas ser causal de las
diferencias observadas en el tamafio de placa de lisis?

El nimero de pasajes del stock viral de la cepa N569 utilizado en los ensayos
anteriormente descriptos es desconocido (cepa cedida por el Dr. Thiry del Departamento de
Enfermedades Infecciosas y Parasitarias, Virologia e Inmunologia, Facultad de Medicina
Veterinaria, Universidad de Liege, Bélgica), mientras que el stock viral de la cepa A663
utilizado correspondi6 a un pasaje 8. Para responder el interrogante planteado
anteriormente, se obtuvo el pasaje 8 de la cepa N569 por sucesivos pasajes en la linea celular
MDBK partiendo de un stock viral denominado “cero” que correspondi6 al virus excretado
por un bovino experimentalmente infectado con la cepa N569 de BoHV-5 cedida por el Dr.

Thiry. Luego se realizo el ensayo de tamano de placa de lisis.
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No se observaron diferencias significativas en el tamafno de placa de lisis entre las
cepas N569 de nimero de pasaje desconocido y la cepa N569 pasaje 8 (Fig. 5) evidenciando
que las diferencias observadas en el tamano de placa de lisis entre las cepas N569 y A663 se
deben a caracteristicas propias de las mismas y no dependerian de las diferencias en el

numero de pasajes.
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Figura 5: Placas de lisis generadas por la cepa N569 pasaje 8 (A) y N569 numero de pasaje
desconocido (B) de BoHV-5. Aumento 40x. C: Relacién entre el tamafio de placa de lisis generado por
ambas cepas. El promedio de las dreas de lisis correspondientes a N569 pasaje 8 se establecié como el
100%. No hay diferencias significativas entre N569 pasaje 8 y N569 niimero de pasaje desconocido.

Finalmente se analizé la dispersion célula a célula a través de la medicion del tamatio
de la placa de infeccion. Esta metodologia consiste en la deteccion por inmunofluorescencia
de antigenos virales presentes en la superficie de las células infectadas y, a diferencia de las
cinéticas de multiples pasos, permite la observacion directa del fendmeno de dispersion

célula a célula a través del andlisis de placas de infeccion individuales.

Se comparo el tamafio de la placa de infeccion generada por las cepas A663 y N569 de
BoHV-5 luego de infectar monocapas de células MDBK y detectar antigenos virales por
inmunofluorescencia. Se observd que el tamafio promedio de las placas de infeccién

generadas por la cepa A663 era 80% mas pequeno que el generado por la cepa N569 (Fig. 6).
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Esto indicaria que, ademas de la capacidad litica, la dispersion célula a célula se encuentra

disminuida en la cepa A663 respecto de la cepa N569.
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Figura 6: Deteccion de las placas de infeccion generadas por las cepas A663 (A) y N569 (B) de BoHV-5
sobre monocapas de células MDBK por inmunofluorescencia contra antigenos virales. Aumento 40x. C:
Relacion entre el tamafio de placa de infeccion generado por ambas cepas. El promedio de las dreas de
infeccion correspondientes a N569 se establecié como el 100%. N569 y A663 difieren significativamente:
p <0,01.

En conjunto, los resultados obtenidos al comparar in vitro las propiedades replicativas
de las cepas A663 y N569 de BoHV-5 sugieren que la cepa A663 posee una menor capacidad
litica y una dispersion célula a célula menos eficiente que la cepa N569. La liberacion de
particulas virales infectivas al medio extracelular seria menor para la cepa A663 mientras que

la produccion total de particulas virales infectivas seria similar para ambas cepas.

El estudio comparativo de las propiedades replicativas de las cepas A663 y N569
permitié conocer aspectos basicos de la replicacion in vitro, poniendo de manifiesto diferencias
entre estas cepas pertenecientes a dos subtipos diferentes de BoHV-5 y brindando una
herramienta de trabajo para continuar con la caracterizacion de estas cepas. En este sentido, se
decidid caracterizar la proteina Us3 de ambas cepas virales. En base a estudios realizados con
otros alfaherpesvirus, la proteina Us3 es una proteina multifuncional implicada en diversos
aspectos del ciclo de replicacion de los alfaherpesvirus, por lo cual, el estudio de esta proteina

permitiria dilucidar aspectos atin desconocidos sobre la biologia de BoHV-5.
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2. Estudios tendientes a la caracterizacion de la proteina Us3 de BoHV-5
2.1. Obtencion y secuenciacion de los genes codificantes para la proteina Us3 de las cepas

A663 y N569 de BoHV-5

Se amplificaron por PCR los genes codificantes para las proteinas Us3 (gen us3) de las
cepas A663 y N569 de BoHV-5 utilizando ADN gendmico viral como templado y
oligonucleotidos especificos. El genoma de los herpesvirus se caracteriza por poseer un alto
contenido de GC (72% aproximadamente), por tal motivo fue necesario ajustar las
condiciones de reaccion para lograr la amplificacion del gen codificante para la proteina Us3.
Las variables evaluadas fueron, entre otras, buffers de reaccién (con y sin el agregado de
agentes desnaturalizantes) y programas de ciclado. Las condiciones finales de reaccion se
describen en la seccion 9.1 de Materiales y Métodos y los programas de ciclado en el Anexo II
(Condiciones de reaccion y ciclado de PCR). Se obtuvieron los productos de amplificacion de
1335 pb para A663 y 1374 pb para N569 (Fig. 7), que fueron clonados en el vector comercial
PGEM-T easy, obteniéndose de esta manera los plasmidos pGEM-Us3 A663 y pGEM-Us3

N569. La identidad de ambos insertos fue confirmada por secuenciacion.

1650 pb

1650 pb
1000 pb

1000 pb

Figura 7: Amplificacion por PCR del gen codificante para la proteina Us3 de la cepa A663 (A) y N569
(B) resueltos mediante electroforesis en gel de agarosa 1%, tefiidos con bromuro de etidio y
visualizados con luz UV. A: Calle 1: Us3 A663 (1335 pb). B: Calle 1: Us3 N569 (1374 pb). M: Marcador
de peso molecular (1 Kb plus, Invitrogen).
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Las secuencias obtenidas se compararon con la secuencia del gen codificante para la
proteina Us3 de la cepa SV507/99 de BoHV-5 (Delhon et al., 2003), tinica cepa de BoHV-5 cuyo
genoma ha sido completamente secuenciado (GenBank AY261359). El porcentaje de identidad
a nivel de nucledtidos fue del 99% al comparar los genes codificantes para Us3 de las cepas
A663 y SV507/99, y del 97% al realizar la comparacion entre N569 y SV507/99. El %GC del gen
us3 fue del 74% tanto para A663 como para N569. Este valor resulté comparable al porcentaje
general de GC del genoma de BoHV-5 (72%).

La secuenciacion del gen codificante para la proteina Us3 de las cepas A663 y N569 de
BoHV-5 constituye el primer dato gendmico de acceso libre para estas cepas (GenBank
GQ386987 y GQ415411 para las secuencias codificantes para Us3 de las cepas A663 y N569,
respectivamente).

La proteina Us3 de la cepa A663, cuya secuencia primaria fue obtenida a partir de la
traduccion de su secuencia nucleotidica, tuvo una longitud de 444 aminoacidos y un peso
molecular estimado de 48 KDa. Presentd un porcentaje de positividad del 97,5 % con la
proteina Us3 de SV507/99 (BoHV-5) y del 79,1; 44,5 y 43,5 % con las proteinas Us3 de BoHV-1
(cepa Cooper, GenBank: CAA06143.1), PrV (cepa Kaplan, GenBank: BAA(00581.1), HSV-1
(cepa 17, GenBank: ACM62292.1) y HSV-2 (cepa HG52, GenBank: CAB06710.1),
respectivamente (Tabla 1).

Por su parte, la proteina Us3 de la cepa N569 tuvo una longitud de 458 aminodacidos y
un peso molecular estimado de 49 KDa. Presenté un porcentaje de positividad del 96% con la
proteina Us3 de SV507/99 (BoHV-5) y del 82,1; 43,8; 43,1 y 42,7 % con las proteinas Us3 de
BoHV-1 (cepa Cooper), PrV (cepa Kaplan), HSV-1 (cepa 17) y HSV-2 (cepa HG52),

respectivamente (Tabla 1).

% de positividad

BoHV-5 5V507/99| BoHV-1 Cooper| PrV Kaplan| HSV-1 st 17| HSV-2 HG52

BoHV-5 A663 97,5 79,1 44,5 43,1 41,3

BoHV-5 N569 96,0 82,1 43,8 43,1 42,7

Tabla 1. Porcentaje de positividad entre las secuencias aminoacidicas de las proteinas Us3 de las cepas
A663 y N569 y proteinas Us3 pertenecientes a alfaherpesvirus relacionados.
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El andlisis in silico de dominios proteicos presentes en las proteinas Us3 predichas para
las cepas A663 y N569 de BoHV-5 identific la presencia de un dominio de proteina quinasa
comprendido entre los aminoacidos 144 y 439 para A663 y los aminoacidos 158 y 453 para
N569 (Fig. 8). Este andlisis predijo también un putativo sitio activo de serina/treonina quinasa,
comprendido entre los aminodcidos 255 a 267 para A663 y los aminoacidos 269 a 281 para
N569 (Fig. 8). Tanto el dominio como el sitio activo de quinasa han sido identificados

previamente en las proteinas Us3 de virus relacionados.

1 144 255-267 439 444 Us3 A663

1 158 269-281 453 458 Us3 N569

Figura 8: Representacion esquematica de las proteinas Us3 de BoHV-5. La linea negra indica la longitud
de la proteina, el rectangulo blanco el dominio de proteina quinasa y el rectangulo gris el sitio activo de
proteina quinasa. Los nimeros en la parte superior e inferior del esquema corresponden a los
aminoacidos delimitantes de las regiones mencionadas para la proteina Us3 de la cepa A663 y N569,
respectivamente.

Las secuencias aminoacidicas de las proteinas Us3 de la cepa A663 y N569 fueron
alineadas utilizando el programa Vector NTI y se determind que el porcentaje de positividad

entre ambas proteinas era del 94,3 %.

La figura 9 muestra el alineamiento entre las proteinas Us3 de las cepas A663 y N569.
La diferencia mas relevante se observa hacia el extremo carboxilo del aminoacido 116,
posicién en la cual aparece una insercién de 14 aminodcidos en la secuencia de Us3
correspondiente a la cepa N569 respecto de la secuencia de A663. Esta insercion esta
compuesta tinicamente por los aminoacidos glicina (G), glutamina (E) y serina (S) y no

genera un cambio en el marco de lectura de la proteina.
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Figura 9: Alineamiento de la secuencia aminoacidica de la proteina Us3 de las cepas A663 y N569. El
recuadro azul indica la insercién de 14 aminoacidos y el recuadro rojo el sitio activo de proteina
quinasa.

Encontrandose el dominio de proteina quinasa rio abajo del sitio de insercién de la
secuencia de 14 aminoacidos mencionada previamente y estando el sitio activo de quinasa
perfectamente conservado entre las proteinas Us3 de ambas cepas, dificilmente las pequenas
diferencias en la secuencia primaria de estas proteinas tengan un correlato en su funcion.
Debido a esto, se utilizo la cepa A663 para continuar con la caracterizacion de la proteina Us3

de BoHV-5.
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2.2 Obtencion y evaluacion de un suero policlonal especifico contra la proteina Us3 de la

cepa A663 de BoHV-5.

Para realizar los estudios de caracterizacion de la proteina Us3 de BoHV-5 resultd
indispensable obtener un suero especifico contra esta proteina. Debido a que se presentaron
dificultades en la expresion de la proteina Us3 completa en el sistema procariota, se optd por la

expresion de fragmentos de la misma.

Teniendo en cuenta que las regiones hidrofilicas tienden a estar expuestas en las
proteinas aumentando la posibilidad de inducir anticuerpos contra las mismas, se realizé un
analisis con herramientas bioinformaticas para identificar regiones dentro de la proteina Us3
de BoHV-5 que tuvieran alta hidrofilicidad. Se identificaron dos regiones comprendidas
entre las posiciones aminoacidicas 27-139 y 263-380 (Us3F1 y Us2F2, respectivamente) (Fig.
10). Las secuencias codificantes para los dos fragmentos mencionados fueron amplificadas
por PCR y clonadas en vectores tipo T (Fig. 10). Luego de confirmarse su identidad por
secuenciacion, ambos fragmentos fueron clonados en el vector de expresion bacteriano
PRSET-A de manera tal de generar una proteina de fusidon a un tracto de histidinas en su
extremo N-Terminal. En ambos casos el clonado se realizd de forma direccionada, utilizando
las enzimas de restriccion BamHI y Hindlll, cuyas secuencias de reconocimiento fueron
incluidas en los oligonucledtidos correspondientes utilizados en las reacciones de
amplificacion por PCR. Se obtuvieron las construcciones denominadas pRSET-Us3F1 y

PRSET-Us3F2.
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Figura 10: Fragmentos Us3F1 y Us3F2 de la proteina Us3 de la cepa A663 de BoHV-5. A: Perfil
hidrofilico (arriba). Con rosa y verde se indican las secuencias correspondientes a los fragmentos
Us3F1 y Us3F2, respectivamente, sobre la secuencia completa de la proteina Us3 (abajo). B: Productos
de amplificacién por PCR resueltos mediante electroforesis en gel de agarosa 1%, tefiidos con bromuro
de etidio y visualizados con luz UV. Calle 1: Us3F1 (336 pb), calle 2: Us3F2 (351 pb) y M: Marcador de
peso molecular (1 Kb plus, Invitrogen).

Posteriormente se obtuvieron mediante transformacion bacterias E. coli Rosetta Gami 2
que portaban los plasmidos pRSET recombinantes (pRSET-Us3F1 o pRSET-Us3F2) y se
evalud la expresion de la proteina de interés por Western Blot utilizando anticuerpos
dirigidos contra el tracto de histidinas. Si bien se utilizaron distintas condiciones de
expresidn, bajo ninguna de ellas fue posible detectar la expresion del fragmento Us3F1. En
cambio, en la figura 11 se muestra la expresion del fragmento Us3F2 en funcién del tiempo
para uno de los clones ensayados, observandose que la maxima expresion ocurre a los 30

minutos post induccion.
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Figura 11: Expresion del fragmento Us3F2 a distintos tiempos post induccion (indicado en minutos).
C+: proteina recombinante no relacionada expresada en sistema pRSET/ Rosetta Gami 2; M: marcador
de peso molecular (PageRuler Prestained Protein Ladder, Fermentas), los valores indicados a la derecha
se expresan en KDa. La flecha indica el producto esperado de aproximadamente 19 kDa.

Ademas, se determind que la proteina Us3F2 recombinante se encontraba en la fraccién
insoluble y se logro solubilizar con el tratamiento con urea 8M. Luego se realiz6 una
extraccion secuencial segiin el esquema detallado en la figura 12. Las fracciones obtenidas
fueron analizadas por Western blot utilizando anticuerpos dirigidos contra el tracto de
histidinas presentes en la proteina Us3F2 y se determind que ésta se solubilizaba

mayoritariamente en la fraccion S2 (Fig. 12).
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Figura 12: Semipurificacién del fragmento Us3F2. A: Esquema de la extraccion secuencial. B: Analisis
por Western blot de las fracciones de la extraccion secuencial utilizando un anticuerpo especifico contra
el tracto de histidinas M: Marcador de peso molecular (PageRuler Prestained Protein Ladder, Fermentas),
los valores indicados a la derecha se expresan en KDa.
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Luego, la fraccion S2 fue purificada por columna de Ni-NTA. Se realizaron elusiones
con concentraciones crecientes de histidina (50, 75, 100, 150 y 200 mM) y se determiné que la

proteina Us3F2 eluia mayoritariamente a una concentraciéon 50 mM de histidina (Fig. 13).

M 50 mM 75 mM 100 mM
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Figura 13: Purificacion del fragmento Us3F2 por columna de Ni-NTA. Se muestran las calles
correspondientes a la elusién con 50, 75 y 100 mM de histidina. M: Marcador de peso molecular, los
valores indicados a la izquierda se expresan en KDa. La flecha indica el producto esperado de
aproximadamente 19 kDa.

Luego, para obtener un suero policlonal especifico contra la proteina Us3 se
inocularon ratones BALB/c con la proteina Us3F2 segun se detalla en la seccion 15 de

Materiales y Métodos.

La presencia de anticuerpos especificos dirigidos contra la proteina Us3 en el suero de
los ratones fue analizada por Western blot contra el fragmento Us3F2 purificado y contra un
extracto proteico obtenido a partir de células MDBK infectadas con BoHV-5 (Fig. 14).
Ademas, se evalud la reactividad de éste suero mediante la técnica de inmunocitoquimica
sobre células MDBK infectadas con BoHV-5 (Fig. 15). Los resultados obtenidos indican que

se obtuvo un suero especifico dirigido contra la proteina Us3 de BoHV-5 (cepa A663).
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Figura 14: Analisis por Western blot de los sueros anti Us3 de los ratones inmunizados con el
fragmento Us3F2 purificado a partir de bacterias. A: frente a Us3F2 purificado (calle 1: suero anti
Us3F2 1/50 y calle 2 suero anti Us3F2 1/100). B: frente a células MDBK infectadas con BoHV-5 (calle 1
y 2: MDBK sin infectar, suero anti Us3F2 1/50 y 1/100, respectivamente; calles 3 y 4 MDBK infectadas
con BoHV-5, suero anti Us3F2 1/50 y 1/100, respectivamente y calle 5: MDBK infectadas con BoHV-5,
suero anti gD 1/100). Las flechas indican los productos esperados de aproximadamente 19 kDa (A,
calle 1y 2), 48 KDa (B, calle 3) y 70 KDa (B, calle 5).
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Figura 15: Inmuocitoquimica sobre células MDBK infectadas con BoHV-5. A: células MDBK sin
infectar. B: células MDBK infectadas con BoHV-5 a MOI 0,01 (24 hpi). C: células MDBK infectadas con
BoHV-5 a MOI 1 (16 hpi). Se muestran los resultados obtenidos utilizando el suero anti-Us3F2 en una
diluciéon 1:100. Las células positivas presentan coloraciéon marrén intensa. A y B: Aumento 40x. C:
Aumento 100x.

2.3 Expresion del gen us3 durante la replicacion de BoHV-5
Con el fin de conocer la cinética de expresion de la proteina Us3 de la cepa A663 de

BoHV-5 se infectaron monocapas de células MDBK y se realiz6 un analisis a nivel

transcripcional y proteico a distintos tiempos post infeccion.
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Se evalu6 mediante RT-PCR la expresion a nivel transcripcional (ARN mensajero) del
gen codificante para Us3 utilizando ARN total purificado que fue extraido a partir de células
MDBK infectadas con BoHV-5 durante distintos tiempos (0,5; 1; 2; 4; 6; 8; 16; 20; y 24 hpi).
Previo a la amplificacion especifica del gen us3 se realizé la amplificacion del gen gapdh, de
expresion constitutiva en las células MDBK, para confirmar la presencia de ADN copia en
todas las muestras a analizar.

Los resultados obtenidos al realizar la amplificacion especifica del gen wus3
confirmaron que este gen se transcribe durante la infeccién con la cepa A663 de BoHV-5y de
manera temprana, ya que se detecta a los 30 minutos post infeccion (Fig. 16). También se
observo que la transcripcion del gen us3 fue prolongada en el tiempo, detectandose desde los

30 minutos hasta las 24 hpi (Fig. 16).

Figura 16: Expresion del ARN mensajero del gen us3. Visualizacion de los productos de amplificacion
por RT-PCR resueltos mediante electroforesis en gel de agarosa 1%. Se utilizaron los oligonucléotidos
Us3F1-F y Us3F1-R que amplifican un fragmento interno del gen us3 de 336 pb. Calle 1: ADN copia
obtenido a partir de células sin infectar (control —), calles 2-10: ADN copia obtenido a partir de células
infectadas con BoHV-5a 0,5; 1; 2; 4; 6; §; 16; 20 y 24 hpi, respectivamente.

Para confirmar que la amplificacion especifica observada por PCR se debiera a la
presencia de ADN copia y no de ADN genoémico viral, se realiz6 la reaccion de amplificacion
por PCR para Us3 utilizando como templado el ARN extraido. En ninguno de los casos se

observo banda de amplificacion, confirmando el resultado de la RT-PCR especifica para Us3.
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Posteriormente se realizo un ensayo de Northern Blot a partir de ARN total extraido
de células MDBK infectadas con BoHV-5 durante distintos tiempos para analizar la presencia
de transcriptos del gen us3. Se utilizé como sonda un fragmento interno del gen us3 de 336 nt
comprendido entre las posiciones 81-417.

Se detectd una banda reactiva correspondiente a un ARN mensajero de
aproximadamente 2500 nt a partir de las 2 hpi y hasta las 20 hpi (Fig. 17). En base a la
relacion de intensidad del ARN ribosomal 28S y las bandas reactivas Us3 especificas se
observa que la expresion del transcripto del gen us3 es maxima entre las 2 y 4 hpi (Fig. 17,
calles 4 y 5, respectivamente), en concordancia con lo reportado para la expresion de genes

tempranos en el ciclo de replicacion de los alfaherpesvirus.

123 45 6 7 8 910

--w 288

Figura 17: Evaluacion de la expresion del gen us3 a distintos tiempos post infeccién. Panel superior,
autorradiografia del ensayo de Northern blot. Panel inferior, ARN ribosomal 28S tefiido con bromuro
de etidio y visualizado con luz UV. Calle 1: ARN mensajero obtenido a partir de células sin infectar
(control -), calles 2-10: ARN mensajero obtenido a partir de células infectadas con BoHV-5a 0,5; 1; 2;
4; 6; 8; 16; 20 y 24 hpi, respectivamente. Se utilizé como sonda un fragmento interno del gen us3.

En los alfaherpesvirus PrV y HSV-1 la sefial de poliadenilacion del ARN mensajero
codificado por el gen us3 se encuentra rio abajo del gen ¢G (us4), expresdindose un ARN
mensajero bicistronico codificante para las proteinas Us3 y gG. Ademas se expresa un ARN
mensajero monocistronico codificante para gG. Con el fin de estudiar este aspecto de la
expresion del gen us3 en BoHV-5, la membrana de nylon utilizada para el ensayo de Northern

blot descripto previamente fue re-hibridada con una sonda correspondiente al gen ¢G de
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BoHV-5. Este gen fue amplificado por PCR utilizando como templado ADN viral de la cepa
A663 y fue secuenciado con el fin de confirmar su identidad.

En la figura 18 se observa la presencia de dos bandas reactivas, la de menor tamafio
(aproximadamente 1100 nt) corresponderia al ARN mensajero monocistronico codificante
para la proteina gG mientras que la de mayor tamafio corresponderia al ARN mensajero
bicistronico, codificante para ambas proteinas (2500 nt). La superposicion de las
autorradiografias obtenidas al hibridar la membrana de nylon con las sondas
correspondientes a la fraccién interna del gen us3 y al gen ¢G permitié confirmar la

expresion bicistronica de estos genes.

123 45 6 78910

Us3 +gG

gG

Figura 18: Evaluacion de la expresion bicistronica del gen us3 a distintos tiempos post infeccion. Panel
superior, autorradiografia del ensayo de Northern blot. Panel inferior, ARN ribosomal 28S tefiido con
bromuro de etidio y visualizado con luz UV. Calle 1: ARN mensajero obtenido a partir de células sin
infectar (control —), calles 2-10: ARN mensajero obtenido a partir de células infectadas con BoHV-5 a
0,5;1; 2; 4; 6; 8; 16; 20 y 24 hpi, respectivamente. Se utilizé como sonda el gen ¢G completo de BoHV-5.

Los resultados obtenidos por la técnica de Northern Blot indicarian la presencia de un
unico ARN mensajero para Us3. Este ARN mensajero se expresaria en forma mas abundante
en las primeras horas del ciclo de replicacion de BoHV-5 y su expresion iria disminuyendo
hacia el final del mismo. Ademads, fue posible determinar la expresion bicistrénica de los

genes us3 y gG.

Luego se evalud la expresion de la proteina Us3 en células MDBK infectadas con

BoHV-5 a distintos tiempos post infeccion. Los extractos proteicos fueron resueltos por SDS-
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PAGE 10% y analizados por Western blot utilizando como anticuerpo primario el suero de

raton dirigido contra la proteina Us3F2.

En la figura 19 se observa que la expresion de la proteina Us3 se detecta
tempranamente, a partir de las 2 hpi y que contintia detectandose hasta las 48 hpi. También
se observo un bandeo especifico multiple que podria deberse a modificaciones post
traduccionales de la proteina Us3. Asimismo, la presencia de un doblete de
aproximadamente 35 KDa sugiere la posibilidad de una isoforma de menor peso molecular,
de manera similar a lo que sucede con las proteinas Us3 de HSV y PrV. Esta isoforma podria
deberse a la presencia de un sitio interno de iniciacion de la traduccién. En este sentido, la
segunda metionina presente en la secuencia lineal de la proteina Us3 se encuentra en la
posicién aminoacidica 186 y de iniciarse a partir de alli la traduccién se generaria un

producto de aproximadamente 30 KDa, en concordancia con lo observado.

} Bandeo multiple

} Doblete

Figura 19: Cinética de expresion de la proteina Us3. Western blot sobre extractos proteicos de células
infectadas con BoHV-5 a distintos tiempos. Se utiliz6 como anticuerpo primario el suero anti Us3F2 de
raton. Calle 1: células MDBK sin infectar. Calles 2 a 9: 2; 4; 6; 8; 16; 20; 24 y 48 hpi, respectivamente. M:
Marcador de peso molecular (PageRuler Prestained Protein Ladder, Fermentas), los valores indicados se
expresan en KDa.

Con el fin de interpretar el bandeo multiple recién mencionado para la proteina Us3
en los ensayos de Western blot se analizd in silico la presencia de putativos sitios de

fosforilacion y dominios de dimerizacion en la secuencia aminoacidica de la proteina Us3.
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La prediccion de sitios de fosforilacion en la secuencia aminoacidica de la proteina
Us3 se realizdo con la consulta NetPhos 2. Esta herramienta bioinformatica predijo la
fosforilacion de 12 serinas, 5 treoninas y 2 tirosinas presentes en la proteina Us3. En el Anexo
III se detalla la posicion aminoacidica de las serinas, treoninas y tirosinas mencionadas y su
probabilidad de fosforilacion. En la figura 20 se muestra el potencial de fosforilacion de la

proteina Us3.

HetPhos 2.8! predicted phosphoryglation sites in Sequence

Serine
Threonine
Tyrosine

Fhosphorylation potential

a : - |.|‘I "l‘ |||||.||‘ : .||||
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Segquence position

Figura 20: Prediccién del potencial de fosforilacion de la proteina Us3 de la cepa A663 de BoHV-5.

Por otra parte, para predecir la presencia de dominios de dimerizacion en la
secuencia aminoacidica de la proteina Us3 de la cepa A663 de BoHV-5 se obtuvo en primer
lugar la estructura terciaria de dicha proteina por homologia de secuencias. Debido a que
hasta el momento no ha sido cristalizada la proteina Us3 de ningun alfaherpesvirus, el
modelado de la proteina Us3 de la cepa A663 comprendid desde el aminodacido 143 hasta el
438, region que corresponde al dominio de proteina quinasa para el cual existe informacion
cristalografica disponible (http://pfam.sanger.ac.uk/; dominio Pfam 00069). En la figura 21 se

observa el resultado obtenido y se visualizan las estructuras secundarias predichas.
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Figura 21: Prediccidon de la estructura terciaria de la proteina Us3 de la cepa A663 de BoHV-5. Las
laminas 3 y las a-hélices estdn indicadas por flechas planas y hélices, respectivamente.

Luego se predijo in silico la formacién de homodimeros de la proteina Us3
utilizando la herramienta Symmdock. Se analizaron los resultados més probables (con mejor
score) y se observo que la proteina Us3 tendria la capacidad de dimerizarse a través de una a-
hélice y una zona de enlace entre dos a-hélices sin estructura definida. En la formacion de
este dimero se observd que el sitio activo de la proteina Us3 no se encuentra impedido
estéricamente ni comprometido en la interaccidn entre ambos mondmeros, quedando
disponible para llevar a cabo su actividad catalitica. Esto sugiere que tal conformacion
podria ser adoptada en la célula. En la figura 22 se observa una de las interacciones

mencionadas.
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Figura 22: Formacion de homodimeros de la proteina Us3 de la cepa A663 de BoHV-5. Una de las dos
moléculas de Us3 en el homodimero se identifica con color rojo y la otra con color verde. En ambas
moléculas se identifica con negro el sitio activo. NH2 y COOH indican los extremos amino y carboxilo,
respectivamente. Se muestran dos vistas diferentes de la interaccién mas probable.

El analisis de la expresion de la proteina Us3 en células MDBK infectadas con BoHV-5
mostréd que esta proteina se expresa temprana y prolongadamente durante el ciclo de
replicacion viral. Ademas, se observé un bandeo especifico multiple que podria deberse a la
formacién de homodimeros, a distintos estados de fosforilacién de la proteina Us3 o a otras
modificaciones post traduccionales. También se observd la presencia de un doblete de menor

peso molecular que podria corresponder a una isoforma de la proteina Us3.

2.4. Estudio de las modificaciones inducidas por la proteina Us3 de BoHV-5 sobre el

citoesqueleto

Con el fin de estudiar la funcidon de la proteina Us3 de la cepa A663 de BoHV-5 en
células eucariotas, ésta fue fusionada a la proteina ECFP (enhanced cian fluorescent protein).

Se disenaron los oligonuclétidos especificos denominados EcoRI-Us3f-F y BamHI-
Us3f-R para amplificar el gen codificante para Us3 y clonarlo en el pldsmido de expresion

eucariota pECFP-NI1, rio arriba y en marco de lectura continuo con la secuencia nucleotidica
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codificante para ECFP. La reaccién de amplificacién por PCR se llevé a cabo utilizando como
templado ADN gendmico viral y un programa de ciclado del tipo touch-down. Las condiciones
finales de reaccién se describen en la seccion 9.1 de Materiales y Métodos y los programas de
ciclado en el Anexo II (Condiciones de reaccion y ciclado de PCR).

El producto de amplificacion obtenido, denominado Us3f (de 1348 nt), fue clonado en
el vector pGEM-T easy, obteniéndose el plasmido pGEM-Us3f el cual fue secuenciado. A
partir de este plasmido se realizd el subclonado de Us3f en el vector pECFP-NI1, obteniéndose
asi el plasmido pECFP-Us3 (Fig. 23). Este clonado se realiz6 de forma direccionada, utilizando
las enzimas de restriccion EcoRI y BamHI. La correcta insercion del producto de PCR fue

confirmada por secuenciacion.

A B
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Figura 23: A: Amplificacion por PCR del producto Us3f (calle 1). B: Productos de la digestién
enzimatica del plasmido pECFP-Us3f con las enzimas EcoRI y BamHI (calles 1 a 5, corresponden a
distintos clones). Fragmento Us3f (calle 6). A y B fueron resueltos mediante electroforesis en gel de
agarosa 1%, tefiidos con bromuro de etidio y visualizados con luz UV. M: Marcador de peso molecular
(1 Kb plus Invitrogen).

La expresion de la proteina de fusion Us3-ECFP en células BHK-21 transfectadas

transitoriamente con el plasmido pECFP-Us3 fue analizada por Western blot (Fig. 24).
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Figura 24: Analisis por Western blot de la expresion de la proteina de fusiéon Us3-ECFP en células BHK-
21 transitoriamente transfectadas con pECFP-N1 (calle 1) y pECFP-Us3 (calle 2). Como anticuerpo
primario se utilizd el suero policlonal de ratén especifico dirigido contra la proteina Us3F2. M:
Marcador de peso molecular (PageRuler Prestained Protein Ladder, Fermentas), los valores indicados a la
izquierda se expresan en KDa. La flecha indica el producto esperado de aproximadamente 76 kDa.

Con el fin de evaluar los efectos de la proteina Us3 sobre la morfologia celular se
realizaron transfecciones transitorias con los plasmido pECFP-Us3 y pECFP-N1 en células
BHK-21 y VERO y se evalu6 la expresion de la proteina de fusion mediante la visualizacion

de las monocapas transfectadas al microscopio de fluorescencia.

La expresion de la proteina Us3-ECFP se detecté a partir de las 16 horas post
transfeccion (hpt) y fue maxima a las 48 hpt. En las dos lineas celulares utilizadas se observo
que solo las células transfectadas con pECFP-Us3 presentaban redondeamiento, caracteristica
indicadora de alteraciones en el citoesqueleto (Fig. 25). Ademas, se observé un patrén de
distribucion subcelular diferente en las células transfectadas con el plasmido pECFP-Us3
respecto del pldsmido control pECFP-N1. La proteina ECFP present6 una distribucion
uniforme en las células transfectadas, mientras que la proteina Us3-ECFP se localizé en
acumulos discretos, sugiriendo que la proteina Us3 tendria sefales especificas de localizacion

subcelular (Fig. 25).
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pECFP-N1

N - -

VERO

F
pECFP-N1
- - -

Figura 25: Transfecciones transitorias en las lineas celulares BHK-21 (A-D) y VERO (E-H) con los
plasmido pECFP-N1 (A, B, Ey F) y pECFP-Us3 (C, D, G y H). Aumento: 100x.
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Luego se realizaron co-transfecciones transitorias en células BHK-21 y VERO con los
plasmidos pECFP-N1 + pTrip y pECFP-Us3 + pTtrip. El pldsmido pTrip codifica para la
proteina GFP, que se distribuye uniformemente dentro de la célula. A las 24 hpt las
monocapas transfectadas fueron observadas al microscopio de fluorescencia. En ambas lineas
celulares se observd que las células co-transfectadas con pECFP-Us3 + pTrip presentaban
prolongaciones que se extendian hacia células vecinas (Fig. 26 y 27). Estas prolongaciones, de
longitud variable, presentaban fluorescencia verde intensa, mientras que las células que ellas
contactaban presentaban fluorescencia verde mas tenue, sugiriendo que la proteina GFP
podria estar transportdndose a través de dichas prolongaciones. En las células co-
transfectadas con pECFP-N1 + pTrip no se observd la formacion de prolongaciones,

indicando que la formacién de las mismas es inducida por la proteina Us3 (Fig. 26).

pECFP-N1 pECFP-Us3
-
Figura 26: Co-transfecciones transitorias en las lineas celulares BHK-21 (A y B) y VERO (C y D) con los
plasmidos pECFP-N1 + pTrip (A y C) y pECFP-Us3 + pTrip (B y D). Aumento: 100x.
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Figura 27: Ampliacion del recuadro realizado en la figura 26 B en donde se visualizan con mayor
claridad las prolongaciones emitidas por las células transfectadas con los plasmidos pECFP-Us3 +

pTrip.

Posteriormente, se analizd el efecto de la proteina Us3 de BoHV-5 sobre el
citoesqueleto de actina. Para ello se realizaron co-transfecciones transitorias en células VERO
y BHK-21 con los plasmidos pECFP-N1 + pTrip y pECFP-Us3 + pTtrip. A las 24 hpi las
células fueron fijadas y el citoesqueleto de actina fue marcado por agregado de faloidina
conjugada con Texas Red, y se visualiz6 al microscopio confocal.

Como se muestra en las figuras 28; 29; 30 y 31, en las células co-transfectadas con
pECFP-N1 + pTtrip no se observaron alteraciones morfologicas. En cambio, las células co-
transfectadas con pECFP-Us3 + pTtrip presentaron prolongaciones largas y delgadas que
culminaban en células vecinas (Fig. 28-31). Estos resultados indicarian que las
prolongaciones observadas serian causadas por la expresion de la proteina Us3.

Al visualizar el citoesqueleto de actina se observé que las células co-transfectadas con
pECFP-N1 + pTtrip no presentaban alteraciones morfoldgicas. A diferencia de esto, se
observéd pérdida de las fibras de estrés en las células co-transfectadas con pECFP-Us3 +
pTtrip (Fig. 28-31). Estos resultados indicarian que la expresion de la proteina Us3 induce el

desensamblado del citoesqueleto de actina.
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Ademas, debido a la coloracion roja que presentaron las células co-transfectadas con

pECFP-Us3 + pTtrip, se determind que las proyecciones emitidas contenian actina (Fig. 28,

panel inferior y Fig. 30, panel medio).

Figura 28: Co-transfecciones transitorias de los plasmidos pECFP-N1 + pTrip (panel superior) y
pECEP-Us3 + pTrip (panel medio e inferior) en células VERO. La fluorescencia verde corresponde a
las células co-transfectadas (primer columna) y la roja al citoesqueleto de actina (segunda columna).
En la tercer columna se observa la superposicion de ambas fluorescencias. Aumento: 200x.
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Figura 29: Ampliacién de los recuadros realizados en la figura 28 en donde se visualizan con mayor
claridad las prolongaciones emitidas por las células VERO transfectadas con los plasmidos pTrip +
pECFP-Us3 (A), las fibras de estrés en una célula VERO (sefialada por la flecha) transfectada con los
plasmidos control pECFP-N1 + pTrip (B) y la ausencia de fibras de estrés en una célula VERO
(sefialada por la flecha) transfectada con los plasmidos pECFP-Us3 + pTrip (C).
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Figura 30: Co-transfecciones transitorias de los plasmidos pECFP-N1 + pTrip (panel superior) y
pECFP-Us3 + pTrip (panel medio e inferior) en células BHK-21. La fluorescencia celeste corresponde a
las células co-transfectadas y la roja al citoesqueleto de actina. En la tercer columna se observa la
superposicion de ambas fluorescencias. Aumento: 200x.
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Figura 31: Ampliacién de los recuadros realizados en la figura 30 en donde se visualizan con mayor
claridad las prolongaciones emitidas por células BHK-21 transfectadas con los plasmidos pTrip +
pECEP-Us3 (A y B), las fibras de estrés (sefialadas por flechas) en células BHK-21 transfectadas con los
plasmidos control pECFP-N1 + pTrip (C) y la ausencia de fibras de estrés en células BHK-21
transfectadas con los plasmidos pECFP-Us3 + pTrip (D).

2.5. Evaluacion de la relevancia de la funcion de quinasa de la proteina Us3 de BoHV-5 en

los efectos de esta proteina sobre el citoesqueleto de actina.

Para determinar si la funciéon de quinasa de la proteina Us3 de BoHV-5 se encuentra

implicada en las alteraciones del citoesqueleto observadas en los experimentos de
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transfeccion, se realizaron estudios similares a los descriptos anteriormente pero con una

version de la proteina Us3 que tenia mutado el sitio activo de quinasa.

Ha sido reportado para los alfaherpesvirus MDV y BoHV-1 que la sustitucion de la
lisina (K) presente en el sitio activo de quinasa de la proteina Us3 lleva a la pérdida de su
funcion enzimatica (Labiuk et al., 2009b; Schumacher et al., 2008). En base a esto, se
sustituyeron los nucledtidos codificantes para la lisina correspondiente a la posicion
aminoacidica 261, perteneciente al sitio activo de la proteina Us3 de BoHV-5, mediante
mutagénesis dirigida por PCR. El aminoacido lisina fue reemplazado por acido glutamico

(D) y la proteina mutada se denominé Us3K261D.

A continuacion se detallan las mutaciones a nivel nucleotidico introducidas por PCR
que codifican para la proteina Us3K261D (Fig. 32) y un esquema de la estrategia de clonado

secuencial utilizada para la obtencién del plasmido pECFP-Us3K261D (Fig. 33).

A

766 781 783 798
Us3 wt ... GCCCATCGGGACGTCAAGACGGAGAACGTCTTC...
Us3K261D ... GCCCATCGGGACGTCGACACGGAGAACGTCTTC...

Sall

B

248 261 277
Us3 wt ... AYLHSRRIAHRDVKTENVELNGPDDVCLGD...
Us3K261D ... AYLHSRRIAHRDVDTENVFLNGPDDVCLGD...

Sitio activo

Figura 32: Alineamiento de las secuencias nucleotidicas comprendidas entre las posiciones 776 y 798
codificantes para las proteinas Us3 wild type (wt) y Us3K261D (A). En color azul se sefialan los
nucledtidos mutados (781 y 783) y en gris el codon codificante para K (Us3 wt) o D (Us3K261D).
Subrayado se muestra el sitio Sall generado por mutagénesis dirigida. (B) Alineamiento de las
secuencias proteicas comprendidas entre las posiciones aminoacidicas 248 y 277 de las proteinas Us3
wild type (wt) y Us3K261D. En gris se sefala el sitio activo de proteina quinasa y en color azul se indica
el aminoacido mutado.
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Figura 33: Esquema de la estrategia de clonado secuencial para la obtenciéon del plasmido pECFP-
Us3K261D. Los fragmentos Us3Nm y Us3Cm fueron amplificados por PCR utilizando los
oligonucledtidos que incorporan la mutacidon y clonados en vectores de clonado, obteniéndose los
plasmidos pGEM-Us3Nm y pGEM-Us3Cm. Luego, el fragmento Us3Nm fue subclonado
direccionalmente en el pldsmido pECFP-N1 digerido con las enzimas EcoRI y Sall, obteniéndose el
plasmido pECFP-Us3Nm. Finalmente, el fragmento Us3Cm fue subclonado direccionalmente en el
plasmido pECFP-Nm con las enzimas Sall y BamHI, obteniéndose el plasmido pECFP-Us3K261D.
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Como se detalla en la figura 34, el fragmento Us3Nm fue amplificado por PCR con los
oligonucleotidos EcoRI-Us3{-F y Sall-Us3m-R y el fragmento Us3Cm con los oligonucledtidos
Sall-Us3m-F y BamHI-Us3{-R. Ambos fragmentos fueron clonados en el vector pGEM-T easy,
obteniéndose los plasmidos pGEM-Us3Nm y pGEM-Us3Cm (Fig. 34). La identidad de los
fragmentos amplificados y la presencia de la mutacion especifica se corroboraron por

secuenciacion.
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Figura 34: Amplificacion por PCR de los fragmentos Us3Nm (calle 1, 789 pb) y Us3 Cm (calle 2, 563
pb) (A) y digestion enzimatica con EcoRI de los plasmidos pGEM-Us3Nm y pGEMUs3Cm (B). Las
flechas indican los fragmentos Us3Nm (calle 1) y Us3Cm (calle 2) liberados. A y B fueron resueltos
mediante electroforesis en gel de agarosa 1%, tefiidos con bromuro de etidio y visualizados con luz
UV. M: Marcador de peso molecular (1 Kb plus, Invitrogen), los valores estan indicados en pb.

Luego se procedié al clonado secuencial de los fragmentos Us3Nm y Us3Cm en el
plasmido pECFP-N1. En primer lugar se subclon¢ el fragmento Us3Nm a partir del plasmido
pGEM-Us3Nm por digestion con las enzimas de restriccion EcoRI y Sall, obteniéndose el
plasmido pECFP-Us3Nm (Fig. 35). Posteriormente se subcloné el fragmento Us3Cm a partir
del plasmido pGEM-Us3Cm en el plasmido pECFP-Us3Nm por digestion con las enzimas de
restriccion Sall y BamHI (Fig. 35). La correcta inserciéon de ambos fragmentos y la presencia
de la mutacion generada fueron corroboradas por secuenciaciéon. El plasmido obtenido se

denomin6 pECFP-Us3K261D.
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Figura 35: Clonado secuencial de los fragmentos Us3Nm y Us3Cm en el pldsmido pECFP-NI1. A:
Digestion enzimatica del plasmido pECFP-Us3Nm con EcoRI y Sall. La flecha indica el fragmento
Us3Nm obtenido por digestion del plasmido pGEM-Us3Nm (calle 1) y la liberacion del fragmento
Us3Nm a partir de pECFP-Us3Nm (calle 2). B: Digestion enzimatica del plasmido pECFP-Us3K261D
con Sall y BamHI. La flecha indica el fragmento Us3Cm liberado a partir de pECFP-Us3K261D (calle
1). A y B fueron resueltos mediante electroforesis en gel de agarosa 1%, tefiidos con bromuro de etidio
y visualizados con luz UV. M: Marcador de peso molecular (1 Kb plus, Invitrogen), los valores estan
indicados en pb.

La expresion de la proteina de fusién Us3K261D-ECFP en células BHK-21
transfectadas transitoriamente con el plasmido pECFP-Us3K261D fue analizada por Western

blot, observandose una banda reactiva del tamano esperado (76 KDa) (Fig. 36, calle 1).
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Figura 36: Analisis por Western blot de la expresién de la proteina de fusion Us3K261D-ECFP en
células BHK-21 transitoriamente transfectadas. Calle 1: pECFP-Us3K261D. Calle 2: pECFP-Us3. Calle
3: pECFP-N1. Como anticuerpo primario se utiliz6 el suero policlonal de raton especifico dirigido
contra la proteina Us3F2. M: Marcador de peso molecular (PageRuler Prestained Protein Ladder,
Fermentas), los valores indicados a la izquierda se expresan en KDa. La flecha indica el producto
esperado de aproximadamente 76 kDa.
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Con el fin de evaluar los efectos de la proteina mutante Us3K261D sobre la morfologia
celular se realizaron transfecciones transitorias con el plasmido pECFP-Us3K261D en la linea

celular BHK-21 y se visualizaron las monocapas transfectadas al microscopio de fluorescencia

(Figura 37).

Figura 37: Transfecciones transitorias en la linea celular BHK-21 con el plasmido pECFP-Us3K261D.
Se muestran dos campos distintos. Aumento: 100x.

Se observd que las células transfectadas con el plasmido pECFP-Us3K261D
presentaban redondeamiento celular, tal como habia sido observado al transfectar con el
plasmido pECFP-Us3. Sin embargo, la proteina Us3K261D presentd una localizacion

subcelular diferente a la de la proteina Us3, encontrandose excluida del ntcleo celular.
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Luego se realizaron co-transfecciones transitorias en la linea celular BHK-21 con los
plasmidos pECFP-Us3K261D + pTrip y a las 24 hpt las monocapas transfectadas fueron
observadas al microscopio de fluorescencia. Ademas se realizaron co-transfecciones con los
plasmidos pECFP-N1 + pTrip y pECFP-Us3 + pTrip. Se observd que un menor porcentaje de
células co-transfectadas con pECFP-Us3K261D + pTrip presentaban prolongaciones respecto a
las células transfectadas con los plasmidos pECFP-Us3 + pTrip. Ademads, en caso de estar
presentes, estas prolongaciones eran de menor tamano y presentaban menos ramificaciones
que las inducidas por la proteina Us3 wt (Fig. 38). Estos resultados indicarian que la actividad
enzimatica de la proteina Us3 de BoHV-5 estaria implicada en la induccidon de proyecciones

celulares.

Figura 38: Co-transfecciones transitorias en la linea celular BHK-21 con los plasmidos pECFP-Us3 +
pTrip (A) y pECFP-Us3K261D + pTrip (B). Aumento: 100x.

Posteriormente, se estudid la implicancia de la actividad de quinasa de la proteina
Us3 de BoHV-5 en el desensamblado de las fibras de estrés. Para ello se realizaron
transfecciones transitorias en células BHK-21 con el plasmido pECFP-Us3K261D. A las 24 hpi
las células fueron fijadas y el citoesqueleto de actina fue marcado por agregado de faloidina

conjugada con Texas Red, y se visualiz6 al microscopio confocal (Fig. 39).
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Figura 39: Transfecciones transitorias con el plasmido pECFP-Us3K261D en células BHK-21. A y E:
campo claro. B y F: fluorescencia correspondiente a la proteina Us3K261D-ECFP. C y G: fluorescencia
correspondiente al citoesqueleto de actina. D y H: superposicion de los tres campos. Aumento: 200x.
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En la figura 39 se observa la localizacién aberrante de la proteina Us3K261D,
encontrandose excluida del ntcleo celular. Ademas, al visualizar el citoesqueleto de actina se
observo la pérdida de las fibras de estrés en las células transfectadas con el plasmido pECFP-
Us3K261D, tal como habia sido observado al transfectar con el pladsmido pECFP-Us3. Estos
resultados indicarian que el desensamblado de las fibras de estrés inducido por la proteina

Us3 de BoHV-5 seria independiente de su funciéon de quinasa.
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El herpesvirus bovino tipo 5 (BoHV-5) es un alfaherpesvirus que infecta el ganado
bovino. La enfermedad causada por este agente se caracteriza por una meningoencefalitis no
supurativa que puede desencadenar la muerte del animal infectado, aunque con mayor
frecuencia se presentan casos de infeccion subclinica o signos nerviosos leves, dependiendo
de factores como la cepa viral, la edad y el estado inmunologico de los animales (Barenfus et
al., 1963; Bartha et al., 1969; Carrillo et al., 1983a, b; Del Médico Zajac et al., 2006; Gardiner and
Nairn, 1964; Riet-Correa et al., 1989).

Por razones atin no determinadas, BoHV-5 parece estar geograficamente restringido,
detectandose preferentemente en el hemisferio sur (D’Arce et at., 2002). Sin embargo, la
distribucion real y la seroprevalencia de éste agente son desconocidas debido a la falta de
ensayos seroldgicos diferenciales entre BoHV-5 y BoHV-1 (Del Médico Zajac et al., 2009a).
Esto lleva a que las pérdidas econdmicas ocasionadas por BoHV-5 sean dificiles de estimar y
probablemente sea uno de los motivos por los cuales este virus ha sido escasamente

caracterizado hasta el momento (Mahoney, 2009).

La caracterizacion funcional de la proteina Us3 es un tema de relevancia actual en el
estudio de la biologia de los alfaherpesvirus (Finnen et al., 2009; Labiuk et al., 2009;
Shumacher et al., 2008; Van den Broeke ef al., 2009b). Esta proteina quinasa, especifica de esta
subfamilia de virus, se encuentra implicada en multiples aspectos de la replicacion viral,
como la morfogénesis del virion, la inhibicion de la apoptosis en etapas tempranas del ciclo
replicativo y la induccion de modificaciones en el citoesqueleto. Investigaciones pioneras
llevadas a cabo en los ultimos afios con la proteina Us3 de HSV y PrV pusieron de manifiesto
similitudes y diferencias en la funcidon y regulacién de esta proteina en ambos virus,

convirtiéndola actualmente en un blanco de estudio para distintos alfaherpesvirus.

Para contribuir al conocimiento de la biologia del BoHV-5 y en particular a la
caracterizacion de la cepa argentina A663 de BoHV-5 se plantearon en este trabajo de tesis
dos abordajes diferentes que consistieron en el estudio de las propiedades replicativas in vitro

de esta cepa y en el estudio de la funcion de la proteina Us3.

104



Discusién

Estudio de las propiedades replicativas in vitro de la cepa A663 de BoHV-5

En la temporada otofio-invierno de los afios 1981/82, numerosos brotes de
meningoencefalitis no supurativa fueron reportados en la region central de Argentina, entre
ellos el brote A663. En todos estos brotes fue posible aislar virus a partir del cerebro de
animales infectados y mediante estudios de microscopia electronica, inmunofluorescencia y
seroneutralizacion se diagnosticd que el agente causal era BoHV-1 (Schudel et al., 1986). El
virus aislado a partir de muestras correspondientes al brote A663 fue experimentalmente
inoculado en bovinos y se observo que presentaba la capacidad de inducir enfermedad
neurologica. Por otra parte, en 1962 se aislo6 en Australia un virus que presentaba estas
mismas propiedades, denominado N569 (Johnston et al., 1962), con lo cual dicho virus y A663
se consideraron variantes neurotrépicas de BoHV-1 (BoHV-1.3). A partir de 1992 BoHV-1.3
fue reconocido por el Comité Internacional de Taxonomia Viral como un virus diferente

(Roizman et al., 1992) al cual se lo denomino BoHV-5.

Actualmente, la cepa A663 es considerada en el mundo una cepa de referencia de
BoHV-5, sin embargo so6lo ha sido caracterizada in vitro en base a su reactividad cruzada
frente a paneles de anticuerpos monoclonales (Friedli and Metzler, 1987; Metzler et al., 1986),
por corrida electroforética en geles de poliacrilamida y por patrones de restricciéon con
diversas enzimas (Brake and Studert, 1985; Engels et al., 1986). Los andlisis de restriccién
realizados sobre el genoma de las cepas A663, N569 y aislamientos brasileros de campo de
BoHV-5, permitieron su clasificacion en los subtipos b, a y no-a no-b, respectivamente (D"Arce

et at., 2002; Engles et al., 1986).

A diferencia de lo que ocurre con la cepa A663, la cepa australiana de referencia N569
ha sido mas estudiada tanto in vivo como in vitro (Belak et al., 1999; Engelhardt and Keil, 1996;
Liman et al. 2000). Por tal motivo, los ensayos de caracterizacion de la replicacion viral in vitro
de la cepa A663 realizados en este trabajo de tesis, fueron también llevados a cabo con la cepa
N569. La realizacion simultanea de los ensayos con ambas cepas facilité el mantenimiento de

las condiciones experimentales y permitio establecer comparaciones entre las mismas.
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Para evaluar la produccion de particulas virales, la capacidad litica y la dispersion
célula a célula de las cepas A663 y N569 de BoHV-5, se realizaron cinéticas de crecimiento
viral de uno y multiples pasos y ensayos de tamano de placa de lisis y de infeccion. Se utilizé
la linea celular MDBK que, a pesar de ser una linea celular transformada, mantiene
caracteristicas epiteliales como el alto contenido de uniones estrechas. Siendo que los
alfaherpesvirus tienen tropismo por este tipo de células y las uniones estrechas son
estructuras involucradas en el pasaje célula a célula, ésta linea celular es un buen modelo

para el estudio de la replicacion viral in vitro (Nakamichi et al., 2002).

Las cinéticas de replicacion de un unico paso se realizan a alta multiplicidad de
infeccion (MOI). Debido a que todas las células se infectan con el inoculo viral, ni la
dispersion célula a célula ni la infeccion de células vecinas a partir de progenie viral estan
siendo evaluadas, sino que se evalta la produccion de particulas virales infectivas, indicada
por el titulo viral de la fraccién total (intracelular y extracelular) a un tiempo dado. Ademas,
el momento en que se detecta virus en la fraccion extracelular (medido en horas post
infeccion, hpi) da idea del tiempo necesario para que el virus complete su ciclo de replicacion

y los titulos virales que se alcanzan se relacionan con la capacidad litica del virus.

La comparacién de las cinéticas de un tnico paso entre las cepas A663 y N569 de
BoHV-5 mostré que la salida al medio extracelular es mas temprana para la cepa A663,
detectandose virus en la fraccion extracelular 3 horas antes para esta cepa que para la cepa
N569. Esto indicaria que el ciclo de replicacion viral seria de menor duracién para la cepa
A663. Sin embargo, la capacidad litica de la cepa A663 seria menor que la de la cepa N569,
segun lo indican los titulos virales alcanzados en las fracciones extracelulares. Estos titulos
virales resultaron, a excepcion del tiempo 6 hpi en el cual la cepa N569 no es detectable en la
fraccion extracelular, siempre mayores para la cepa N569 que para la cepa A663. Por otra
parte, en base a los titulos virales obtenidos en las fracciones totales, la produccion viral de

ambas cepas resulto similar a lo largo de todo el ensayo.

Hasta el momento, escasos trabajos se han realizado con el objetivo de caracterizar in
vitro las cepas A663 y N569. En este aspecto, Schudel et al. (1986) compararon las propiedades

replicativas de la cepa A663 con una cepa de referencia de BoHV-1 (Jura/78) en la linea
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celular MDBK. Estos autores observaron que la cepa A663 presentaba una cinética de
crecimiento lenta y producia bajos titulos virales. Sin embargo, las condiciones bajo las cuales
se realizo este estudio (MO, tiempos ensayados, etc.) difieren de las utilizadas en este trabajo
de tesis y no permiten establecer comparaciones directas entre los resultados obtenidos. Por
otra parte, Meurens et al. (2004) realizaron la cinética de crecimiento de un tinico paso de la
cepa N569 de BoHV-5 bajo condiciones similares a las utilizadas en este trabajo de tesis. Al
comparar los resultados obtenidos en esta tesis con los previamente publicados se observd
que el perfil de las curvas correspondientes a los titulos virales de las fracciones
extracelulares obtenidas en ambos casos fue similar. Ademas, el periodo de latencia, definido
como el tiempo transcurrido entre la infeccion de la monocapa celular y el tltimo tiempo en

el cual no se detecta virus en la fraccién extracelular, fue en ambos trabajos de 6 horas.

Para estudiar fenotipicamente la capacidad litica de las cepas A663 y N569 de BoHV-5
se realizaron ensayos de tamarno de placa de lisis. La observacion al microscopio de las placas
de lisis generadas por ambas cepas virales sobre monocapas de células MDBK evidencio las
diferencias en la capacidad litica sugeridas por las cinéticas de un tinico paso. Las placas de
lisis generadas por la cepa A663 resultaron mas de 10 veces menores que las generadas por la
cepa N569. Esta diferencia fue mucho mayor que la esperada en base a los resultados
obtenidos en la cinética de un tinico paso y sugirié que otro aspecto, ademas de la capacidad

litica, se encontraba afectado en la cepa A663 respecto de la N569.

El ensayo de tamafo de placa de lisis se realiza a baja MOI y en presencia de un
medio semisolido el cual dificulta el egreso y la difusion de los viriones, y en consecuencia, la
adsorcion de los mismos a las células vecinas no infectadas. Por lo tanto, otro mecanismo de
diseminacién del virus entra en juego: la dispersion célula a célula. Esta podria estar
contribuyendo a las diferencias en el tamafio de placa de lisis generadas por ambas cepas de
BoHV-5. Sin embargo, diferencias tan marcadas en el tamafio de placa de lisis entre dos cepas
wild type (wt) de un mismo virus no fueron observadas hasta el momento para otros
alfaherpesvirus. En cambio, se han evidenciado diferencias en el tamafio de placa de lisis al

comparar entre si cepas wt y mutantes con deleciones en distintos genes. En este aspecto, una
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cepa de BoHV-1 deletada en el gen codificante para la glicopoteina E (gE) y una cepa de PrV
deletada en el gen codificante para la proteina UL51 generan placas de lisis 4 y 3 veces
menores, respectivamente, que las de sus parentales wt (Klupp et al., 2005; Rebordosa et al.,
1996). Reducciones en el tamafo de placa de lisis del mismo orden que las observadas entre
las cepas A663 y N569 de BoHV-5 han sido recientemente publicadas (Kalthoff et al., 2008).
En dicho trabajo los autores reportan que una cepa mutante de BoHV-1 con deleciones en los
genes codificantes para gE y UL49 genera placas de lisis 83% mas pequefias que las
generadas por el virus salvaje.

Las cepas A663 y N569 de BoHV-5 no han sido ampliamente caracterizadas desde el
punto de vista gendmico, pudiendo existir entre ellas diferencias tan marcadas como
mutaciones de genes no esenciales para su replicacion que explicarian los fenotipos en el
tamanio de placa de lisis observados. En este sentido, recombinaciones espontdneas en la
region US de varios alfaherpesvirus, y la consecuente delecidon de genes, han sido reportadas
previamente y probablemente contribuyan a las diferencias gendmicas observadas entre
estos virus (Davison and McGeoch, 1986). En este aspecto, Rijsewijk et al. (1999) reportaron el
aislamiento de mutantes espontdneos de BoHV-1 (Za y Rof3) que presentaban una
duplicacién e inversion de la region US1.5/US2 y la delecion simultanea de parte de la region
US7 (gl)/US8 (gE)/US9. Estos mutantes presentaron un fenotipo de tamafio de placa menor
que el del virus BoHV-1 wt. Ademas, la cinética de un tinico paso mostré diferencias en la
produccion de particulas virales y en la liberacion de virus al medio extracelular entre la cepa
mutante Za y la cepa wt de BoHV-1. Sin embargo, hasta que no se lleven a cabo ensayos mas
exhaustivos con las cepas A663 y N569 de BoHV-5 que permitan abordar este aspecto, las
mutaciones génicas y su contribucién a las diferencias fenotipicas observadas in vitro son

simplemente una especulacion.

Por otro lado, la atenuaciéon del fenotipo in vivo del agente infeccioso causada por
pasajes previos por células ha sido demostrada para otros alfaherpesvirus (Dudnikova et al.,
2009). Cuanto mayor sea el numero de pasajes, mejor adaptado estara un virus a la linea
celular en la que se realiza el pasaje. Esta adaptacion podria manifestarse, por ejemplo, en el

tamafio de placa de lisis, por ser éste un parametro relacionado con la replicacion viral. Si
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bien en este trabajo las cepas A663 y N569 utilizadas presentaron inicialmente distinto
numero de pasajes, la repeticion de los resultados al utilizar cepas de igual nimero de
pasajes descartaria la posibilidad de que las diferencias observadas en el tamafo de placa de
lisis correspondan a diferencias en el nimero de pasajes por lineas celulares. Sin embargo, los
stocks virales de nimero de pasaje conocido de las cepas N569 y A663 de BoHV-5 se
obtuvieron a partir de virus excretado por bovinos experimentalmente infectados con virus
N569 y A663 que ya presentaban cierto grado de adaptacidon al crecimiento en cultivos
celulares. Si bien estos virus replicaron en el hospedador natural y se excretaron, esto no
significa necesariamente que hayan perdido su adaptaciéon al crecimiento in vitro. Por lo
tanto, a pesar de haber utilizado stocks virales de las cepas A663 y N569 de igual nimero de
pasajes, no podemos descartar que estos virus presenten diferentes grados de adaptacién al

crecimiento en cultivos celulares.

Para estudiar con mayor detalle las diferencias en el pasaje célula a célula sugeridas
por la cinética de un unico paso y por el ensayo de tamaro de placa de lisis, se realizaron

cinéticas de multiples pasos y un ensayo de tamano de placa de infeccion viral.

Las cinéticas de replicacion de multiples pasos se realizan a baja MOI, lo cual permite
evaluar la dispersion del virus desde las células infectadas hacia las células vecinas, ya sea
por la salida de la progenie viral al medio extracelular e infeccion de células adyacentes, o
por el mecanismo de dispersion célula a célula. Las diferencias observadas en los titulos
virales de las fracciones extracelulares de las cepas A663 y N569 en la cinética de multiples
pasos fueron mayores que los observados en la cinética de un unico paso. Esto podria
deberse a la contribucion del fendmeno de dispersion célula a célula, ausente en la cinética de

un Unico paso, tal como lo sugirio el ensayo de tamano de placa de lisis.

Para eliminar el componente poblacional caracteristico de la cinética de multiples
pasos y realizar una observacidon directa del fenomeno de dispersion célula a célula se
determind el tamarnio de las placas de infeccion generadas por las cepas A663 y N569 luego de
la infeccién de monocapas de células MDBK. Se observé que el tamano promedio de los focos

de infeccion generados por la cepa A663 era 80% mas pequenio que el generado por la cepa
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N569, indicando que la dispersion célula a célula se encuentra disminuida en la cepa A663
respecto de la cepa N569.

La utilizacion de la técnica de inmunofluorescencia resulta adecuada para el estudio
de la dispersion célula a célula. Varios autores abordan el estudio de este mecanismo de
diseminacion mediante el andlisis de las placas de lisis, sin embargo, de ésta manera solo se
consideran las células que han sido infectadas y removidas de la monocapa celular, mientras
que el estudio de las placas de infeccion por inmunofluorescencia permite ademas detectar
las células que han sido infectadas y que ain permanecen adheridas a la placa. En casos en
los cuales la capacidad litica de las cepas estudiadas es baja o se encuentra disminuida, como
ocurre con la cepa A663 respecto de la N569, analizar la dispersion célula a célula mediante el
ensayo de placa de lisis sobreestima las diferencias en comparacién con la medicién del
tamanio de placa de infeccidn (noétese que las placas de lisis de A663 fueron 10 veces menores

que las de N569 mientras que las de infeccion resultaron 5 veces menores.).

En conjunto, el andlisis de los datos de replicacion viral in vitro indica que tanto la
capacidad litica como la dispersion célula a célula son menores en la cepa A663 que en la cepa
N569. La liberacion de particulas virales infectivas al medio extracelular seria menor para la
cepa A663 mientras que la produccion total de particulas virales infectivas seria similar. Estas
diferencias observadas in vitro podrian tener implicancias in vivo y su estudio permitiria
conocer nuevos aspectos de la replicacion de BoHV-5 y en particular de virus pertenecientes a
distintos subtipos de BoHV-5.

En este sentido, la produccién total in vitro de particulas virales infectivas podria
relacionarse con los niveles de excrecidn viral, tanto en la infeccion primaria como luego de la
reactivacion. Por otro lado, la disminucién en la dispersion célula a célula observada in vitro
podria tener implicancias en la diseminacidon del virus y su llegada a los distintos tejidos del
animal durante la infeccion. De esta manera, la posibilidad de acceder a las terminaciones
nerviosas de las neuronas sensitivas en la puerta de entrada, y por lo tanto a los sitios de
latencia, podria ser mayor para virus que presenten una mayor dispersién célula a célula. En
este sentido, han sido reportados sitios adicionales de latencia en animales latentemente

infectados con BoHV-5 que fueron reactivados (Vogel et al., 2003). Estos autores especulan que
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la distribucion del ADN latente en areas profundas del cerebro facilitaria la dispersion viral y
neuroinvasion que se observa durante la reactivacion. Por lo tanto, la capacidad de

diseminacion de BoHV-5 estaria asociada al desarrollo de enfermedad neuroldgica.

Por otro lado, la disminucion en la capacidad litica podria reflejarse en el nivel de
dafio de los tejidos y por lo tanto en la signologia clinica de los animales luego de la
infeccién. Asimismo, Pérez et al. (2002) infectaron bovinos experimentalmente con una cepa
argentina de BoHV-5 (97/163) y detectaron necrosis de tejido nervioso, consecuencia del dafo
citopatico que produce la replicaciéon viral, sélo en los animales que presentaron sintomas
neuroldgicos. Por otra parte, Meyer et al. (2001) analizaron la presencia de antigenos virales
en muestras de cerebro de animales infectados con la cepa N569 de BoHV-5 que
desarrollaron enfermedad neuroldgica. Estos autores detectaron antigenos virales casi
exclusivamente en las regiones del CNS que presentaban lesiones inflamatorias (Meyer et al.,

2001).

Si bien no fue el objetivo de este trabajo, es importante destacar que debido a que no
siempre se encuentra una correlacion entre el comportamiento in vitro e in vivo de un virus,
seria interesante evaluar a las cepas A663 y N569 en infecciones en el hospedador natural

para determinar las posibles implicancias de las diferencias replicativas observadas in vitro.

Caracterizacion de la proteina Us3 de BoHV-5

Como se menciond previamente, la proteina Us3 es una proteina quinasa (Frame et al.,
1987; Purves et al., 1987; Zhang et al., 1990). Los herpesvirus codifican en sus genomas otras
dos proteinas quinasas, codificadas por los genes UL13 y UL39, las cuales se encuentran
presentes en las subfamilias alfa, beta y gammaherpesvirinae. A diferencia de lo que ocurre con

UL13 y UL39, la proteina Us3 se encuentra presente inicamente en la familia alfaherpesvirinae.

Numerosos estudios estan siendo llevados a cabo con las proteinas Us3 de PrV y HSV

con el fin de caracterizarla y comprender mejor el rol que esta proteina cumple en el ciclo de
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replicacion viral (Sagou et al., 2009; Van den Broeke et al., 2009 a y b; Wisner et al., 2009). A

diferencia de esto, la proteina Us3 de BoHV-5 no ha sido estudiada hasta el momento.

La secuenciacion completa del genoma de la cepa SV507/99 de BoHV-5 (Delhon et al.,
2003, GenBank AY261359) facilité la amplificacién y secuenciacion de los genes codificantes
para las proteinas Us3 de las cepas A663 y N569, que constituyeron los primeros datos
genomicos de acceso libre de estas cepas (GenBank GQ386987 y GQ415411 para las
secuencias codificantes para Us3 de las cepas A663 y N569, respectivamente). El porcentaje
de homologia entre las proteinas Us3 de las cepas SV507/99, A663 y N569 resultd ser mayor

al 90% y cercano al 45% cuando se las compar6 con las proteinas Us3 de PrV y HSV.

La identificacion in silico de un dominio de proteina quinasa y un putativo sitio activo
de serina/treonina quinasa en las secuencias aminoacidicas de las proteinas Us3 de las cepas
A663 y N569 resulto relevante, ya que sugiere que esta funcion se encontraria conservada

entre proteinas Us3 de distintos alfaherpesvirus.

Al comparar las secuencias aminoacidicas de las proteinas Us3 de las cepas A663 y
N569 se observaron pocos cambios puntuales. Sin embargo, se identifico una inserciéon de 14
aminodcidos en la secuencia correspondiente a la proteina Us3 de la cepa N569 respecto de la
cepa A663. Esta insercion se encuentra por fuera del dominio de proteina quinasa y por lo
tanto no altera el sitio activo de la proteina Us3. En base a esto, se asumi6é que no habria
grandes diferencias en la funcion catalitica de las proteinas Us3 de las cepas A663 y N569,
aunque si podria haber alguna diferencia en la regulacién o eficiencia con la que estas

proteinas llevan a cabo su funcion.

En base a estudios realizados principalmente con la proteina Us3 de PrV, se conoce
que ésta contribuye a la dispersion célula a célula a través de la induccién de proyecciones
que comunican células distantes entre si y permiten la diseminacion viral (Favoreel et al.,
2005). Este tipo de diseminacion célula a célula difiere del estudiado en esta tesis en los
ensayos de tamano de placa de lisis y foco de infeccion realizados con las cepas A663 y N569,
en los cuales se evalua la dispersidn entre células adyacentes. Debido a esto y a la naturaleza

multifuncional del mecanismo de dispersion célula a célula de los herpesvirus, no
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establecimos ninguna relacion directa entre las diferencias replicativas observadas in vitro
entre ambas cepas de BoHV-5 y en las encontradas en las secuencias codificantes para la
proteina Us3.

Por tratarse de una cepa aislada en nuestro pais y sobre la cual poseemos mayor
trazabilidad y conocimiento, se decidid llevar a cabo los estudios de caracterizacion de la

expresion y funcionalidad de la proteina Us3 de BoHV-5 con la cepa A663.

El estudio de la expresion del gen us3 durante la replicacion in vitro de la cepa A663
de BoHV-5 realizado en este trabajo de tesis, evidencido que éste se expresa temprana y
prolongadamente a nivel transcripcional y proteico. Segtin lo reportado para HSV y PrV, la
proteina Us3 estd involucrada en multiples funciones que se desarrollan durante todo el ciclo
de replicacion del virus y que requieren, por lo tanto, la expresion temprana y prolongada en
el tiempo de dicha proteina. Los resultados obtenidos al estudiar la expresién del gen us3 de
BoHV-5 estdn en concordancia con esta observacion. Durante las primeras horas luego de la
infeccion, la proteina Us3 ejerce un rol antiapoptdtico (Asano et al., 2000). Siendo que los
virus son parasitos obligados, codificar en su genoma proteinas que permitan contrarrestar la
apoptosis celular inducida por virus permite que éstos puedan utilizar la maquinaria celular
para su propia replicacion. Por otra parte, estudios realizados con la proteina Us3 de HSV y
PrV demostraron que ésta cumple un rol en la morfogénesis de la particula viral,
permitiendo que los viriones primarios egresen del nucleo celular (Klupp et al., 2001;
Reynolds et al., 2002). Este rol de la proteina Us3 es posterior a la expresion de los genes
virales tardios (proteinas estructurales). Asimismo, las alteraciones en el citoesqueleto
inducidas por Us3, como el desensamblado del mismo y la formacion de proyecciones que
comunican células entre si, favorecen la dispersion de las particulas virales ya formadas,

fendmeno que ocurre tardiamente en el ciclo de replicaciéon viral (Favoreel et al., 2005).

Los genes us3 y ¢G (us4) de los alfaherpesvirus PrV, HSV y BoHV-1 se transcriben
como una Unica unidad transcripcional, encontrandose la sefial de poliadenilacion rio abajo
del gen ¢G (Leung-Tack et al., 1994, Rea et al., 1985; Rixon et al., 1985). Debido a esto, en
ensayos de Northern blot se observa que el ARN mensajero especifico para Us3 presenta un

mayor tamano que el esperado y es reconocido, ademas, por una sonda especifica para el gen
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gG (Zangh et al., 1990). Los ensayos de Northern blot llevados a cabo en este trabajo de tesis
permitieron determinar la expresion bicistronica de los genes us3 y gG en la cepa A663 de
BoHV-5, en concordancia con lo reportado para otros alfaherpesvirus. Ademas, el analisis
transcripcional del gen us3 durante la infeccion con BoHV-5 evidencio la presencia de un
unico ARN mensajero. A diferencia de lo reportado para PrV (Van Minnebruggen et al.,
2003), este resultado indicaria que en BoHV-5 no habria mas de un transcripto codificante
para Us3. También se observd que el ARN mensajero tinico codificante para Us3 se expresa
en forma mas abundante durante las primeras horas del ciclo de replicacion de BoHV-5y su

expresion disminuye hacia el final del mismo.

Para realizar los estudios de caracterizacion de la proteina Us3 de BoHV-5 que se
discuten a continuacion resultd indispensable obtener un suero especifico contra esta proteina.
Debido a que se presentaron dificultades en la expresion de la proteina Us3 completa en el
sistema procariota, se optd por la expresion de fragmentos de la misma. Para la eleccion de los
fragmentos se realizd un andlisis con herramientas bioinformaticas que permitio identificar
regiones en la proteina Us3 que tuvieran alta hidrofilicidad y contuvieran epitopes B. Las
regiones hidrofilicas tienden a estar expuestas en la proteina, aumentando asi la posibilidad de
generar anticuerpos que reconozcan luego a la proteina nativa. Mediante esta estrategia, se
logro la expresion del fragmento Us3F2, el cual fue purificado e inoculado en ratones,

obteniéndose de esta manera un suero policlonal especifico contra la proteina Us3 de BoHV-5.

El analisis de la expresion de la proteina Us3 en células infectadas con BoHV-5 se
realizo por Western blot y evidenci6 la presencia de varias bandas reactivas. Este bandeo
multiple ha sido también observado por otros investigadores para la proteina Us3 de HSV,
quienes lo atribuyen principalmente a diferentes estados de fosforilacion de esta proteina
(Poon and Roizman, 2005). La regulacion de Us3 por fosforilacion ha sido estudiada en HSV,
observandose que Us3 es capaz de autofosforilarse (Kato et al., 2008) y que es también
fosforilada por otras quinasas virales (UL13) y posiblemente celulares (Poon and Roizman,

2005).

Sin embargo, dificilmente los distintos estados de fosforilacion de la proteina Us3

sean responsables de todo el bandeo observado en los ensayos de Western blot mencionados
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anteriormente, pudiendo estar contribuyendo al mismo la formacién de homo y/o
heterodimeros de la proteina Us3. Aunque ha sido reportado que la proteina Us3 es activa en
su forma monomérica (Daikoku ef al., 1993), esto no excluye la posibilidad de que Us3 forme
estructuras multiméricas. En este aspecto, Kato et al. (2005) demostraron que la proteina Us3
de HSV puede formar una proteina quinasa multimérica, despertando interrogantes sobre las
condiciones que determinarian la formacion de estas estructuras y sobre la similitud
funcional de la quinasa multimérica y la monomérica. Por otra parte, la mayoria de las
proteinas quinasas que han sido cristalizadas hasta el momento se presentan formando
homodimeros o heterodimeros. Como primera aproximacion a este estudio, se realizaron
analisis in silico con la proteina Us3 de la cepa A663 de BoHV-5 que efectivamente predijeron

la formacién de homodimeros.

En células infectadas con PrV, como resultado de splicing alternativo y de la presencia
de codones alternativos de iniciacion de la traduccion, el marco abierto de lectura (ORF, open
reading frame) Us3 se transcribe y traduce en una isoforma larga de 53 KDa (que representa
menos del 5% de la proteina Us3) y una isoforma corta de 41 KDa (que representa el 95% de
la proteina Us3). Ambas isoformas de la proteina Us3 comparten el dominio de proteina
quinasa pero presentan un extremo N-terminal divergente, en el cual la isoforma larga
presenta una secuencia de localizacion mitocondrial de 51 aminoacidos que no se encuentra
en la isoforma corta (Van Minnebruggen et al., 2003). En cuanto a HSV, también han sido
detectadas dos isoformas de la proteina Us3 denominadas Us3 (de 481 aminodcidos) y Us3.5
(de 405 aminodacidos). En este caso, se ha sugerido que estas isoformas se traducirian a partir
de ARN mensajeros independientes, y, al igual que para PrV, las diferencias se encuentran en
el extremo N-terminal, comenzando la isoforma corta en la metionina 77 correspondiente a la

isoforma larga.

Las isoformas de Us3 conservan algunas funciones pero difieren en otras. Las
isoformas Us3 y Us3.5 de HSV-1 fosforilan deacetilasas de histonas (HDAC) (Poon et al.,
2003; Poon y Roizman, 2005), pero a diferencia de Us3, Us3.5 no es capaz de prevenir la
apoptosis inducida por virus mutantes o por la activacion de proteinas celulares pro

apoptoticas (Benetti ef al., 2003; Munger et al., 2001; Poon and Roizman, 2005). Por su parte,
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las células transfectadas con la isoforma corta de Us3 de PrV presentaron una menor
proteccion frente a la apoptosis inducida por virus mutantes o por inductores exégenos,
como la estaurosporina, en comparacion con las células transfectadas con la isoforma larga

de Us3 de PrV (Geenen et al., 2005).

El andlisis del bandeo especifico de la proteina Us3 observado por Western blot a partir
de extractos proteicos provenientes de células infectadas con BoHV-5, mostro, ademas de las
multiples bandas discutidas anteriormente, dos bandas de menor tamafio (aproximadamente
34 KDa), detectables a partir de las 8 hpi. En la posiciéon 186 de la secuencia lineal de la
proteina Us3 de la cepa A663 de BoOHV-5 se encuentra un segunda metionina que, en caso de
ser un codon alternativo de iniciacion de la traduccion, codificaria para una proteina de
aproximadamente 30 kDa, en concordancia con lo observado en este trabajo de tesis. Sin
embargo, la metionina 186 se encuentra dentro del dominio de proteina quinasa
(comprendido entre el aminodcido 144 y 449 de la proteina Us3 de BoHV-5), a diferencia de
lo que ocurre en HSV y PrV, y podria ocurrir que esta funcion se vea afectada en caso que
existiera esta isoforma de menor tamano de la proteina Us3 de BoHV-5. Por lo tanto, resta
dilucidar si las bandas de 34 KDa observadas en este trabajo en los ensayos de Western blot
corresponden a isoformas de la proteina Us3 y en caso afirmativo, si conservan su funcion de

proteina quinasa.

Para estudiar el rol de ciertas proteinas virales, tanto in vitro como in vivo, pueden
desarrollarse virus recombinantes con deleciones en los genes que codifican para las mismas.
Durante el desarrollo de esta tesis, y con el fin de abordar la caracterizacion de la proteina Us3
de BoHV-5, se trabajé en la obtencion del virus recombinante BoHV-5AUs3 (resultados no
mostrados).

El gran tamano del genoma de los herpesvirus descarta la manipulacion directa del
ADN. Por ello, los virus recombinantes se obtienen por recombinacion homologa entre el
genoma viral y un vector de transferencia (VT) que porta un cassette para la expresion de un
gen marcador flanqueado por regiones gendomicas que seran el blanco de insercion.

En nuestro caso, se obtuvo el vector de transferencia VT-Us3GUS, en el cual el cassette

para la expresion del gen marcador uid A codificante para la enzima p-glucuronidasa (GUS) se
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encuentra flanqueado por los extremos 5 y 3" del gen codificante para la proteina Us3. Este
vector fue caracterizado genética y funcionalmente in vitro mediante digestiones con enzimas
de restriccion, secuenciacidn y ensayos de actividad de la enzima GUS (Ladelfa et al., 2006).

Para la obtencion del virus recombinante BoOHV-5AUs3 por recombinancion homdloga,
se co-transfectaron células susceptibles a BoHV-5 con el ADN viral y el VT-Us3GUS. Si bien se
observo la presencia de focos de infeccion viral conformados por células tefiidas de color
celeste (GUS positivas), esta condicién no se mantuvo durante la amplificacion de estos focos
virales, con lo cual no fue posible la obtencién del virus recombinante BoHV-5AUs3.

Consideramos que los resultados obtenidos podrian deberse a la formaciéon de virus
recombinantes inestables, originados por recombinacién en un tnico sitio del genoma viral con
el VT-Us3GUS. Esta recombinacion simple lleva a la incorporacién del VT completo en el
gemona viral y no al reemplazo alélico del gen us3 por el cassette marcador. En posteriores
eventos de replicacion del genoma viral estos recombinantes inestables se resolveran,
pudiendo originar virus wt o virus recombinante, deletado en el gen us3. El virus wt presenta
mayor fitness que el virus recombinante y, frente a nuestros resultados, pareceria que el
equilibrio se desplaza fuertemente hacia la formacién de virus wt.

Al no haberse obtenido el virus recombinante BoHV-5AUs3, se decididé continuar la
caracterizacion de la proteina Us3 de BoHV-5 mediante ensayos de transfeccion de cultivos
celulares con un plasmido codificante para la proteina Us3. Para ello se realizd6 una
construccion genética donde la regién codificante para la proteina Us3 se clond en marco de
lectura continuo con la secuencia codificante para la proteina fluorescente ECFP
(pECFP-US3). Esta construccion se utilizo en experimentos de transfeccion transitoria en las
lineas celulares BHK-21 y VERO, mediante los cuales se abordaron aspectos relacionados con

la interaccion entre la proteina Us3 de BoHV-5 y el citoesqueleto de actina.

Los virus invaden las células eucariotas y completan su ciclo de replicacion utilizando
la maquinaria celular de sus hospedadores. Se ha sugerido que el desensamblado de
componentes especificos del citoesqueleto es relevante para la replicacion y dispersion

eficiente de los virus (Joachims et al., 1995; Smith et al., 2002; Wallin, et al., 1990).
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En este aspecto, los estudios realizados en este trabajo de tesis para conocer las
funciones de la proteina Us3 de BoHV-5 demostraron que esta proteina induce el
redondeamiento celular, la formacién de proyecciones de actina y provoca el desensamblado
de las fibras de estrés. Debido a que estos estudios se realizaron mediante experimentos de
transfeccion, se deduce que la proteina Us3, en ausencia de otras proteinas virales, es
responsable de alterar el citoesqueleto. Ademas, se observéd que la proteina Us3 no se

distribuye uniformemente en la célula, sino que se localiza en acimulos discretos.

En los experimentos de co-transfeccion realizados con los plasmidos pECFP-Us3 y
pTrip (codificante para la proteina GFP, la cual se localiza uniformemente en las células) se
observaron proyecciones que comunicaban células entre si. Estas proyecciones se
visualizaron de color verde con el microscopio de fluorescencia, indicando que la proteina
GEFP se localizaba en ellas y sugiriendo que estas proyecciones permitirian el transporte de
moléculas entre las células conectadas e incluso el transporte de particulas virales, facilitando
de este modo la dispersion célula a célula. Cuando se transfecté tinicamente el plasmido
pECFP-Us3, estas proyecciones fueron mas dificiles de visualizar, sugiriendo que la proteina

Us3 induce las proyecciones de actina pero no se localiza necesariamente en ellas.

Modificaciones del citoesqueleto similares a las observadas con la proteina Us3 de
BoHV-5 se han reportado con la proteina Us3 de otros alfaherpesvirus (Brzozwska et al.,

2009; Murata et al., 2000; Van Minnerbruggen et al., 2003).

La proteina Us3 de PrV se encuentra involucrada en el desensamblado de los
filamentos de actina (Van Minnerbruggen et al., 2003) y en la formacién de largas
proyecciones celulares de actina y tubulina a través de las cuales las particulas virales se
diseminan hacia otras células (Calton et al., 2004; Favoreel et al., 2005). El mecanismo de
dispersion célula a célula es una de las estrategias desarrolladas por los herpesvirus durante
su evolucion y presenta un alto valor adaptativo, ya que permite disminuir y retrasar el
reconocimiento y la eliminaciéon de las particulas virales por distintos componentes del
sistema inmune del hospedador (revisado en Favoreel et al.,, 2006). En este sentido, el

movimiento de PrV dentro de las proyecciones inducidas por la proteina Us3 se encuentra
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asociado con un incremento en la dispersion viral en presencia de anticuerpos neutralizantes

(Favoreel, et al., 2005).

Estudios realizados por Avitabile et al. (1995) demostraron que la proteina Us3 de
HSV-1 también interacttia con el citoesqueleto, sin embargo, lo hace principalmente a través
del desensamblado de los microtibulos y no de los filamentos de actina. Ademas, la
induccion de proyecciones al infectar cultivos celulares con HSV-1 ha sido observada y se
cree que podria tener implicancias en la dispersion viral (La Boissiere et al., 2004). Por otra
parte, el desarrollo de una linea celular que expresa la proteina Us3 de HSV-2 de manera
inducible, evidenci6é cambios en la morfologia celular y en el citosqueleto como consecuencia
de la expresion de dicho gen (Murata et al.,, 2000). Estos cambios consistieron en el
redondeamiento celular, la disrupcion de los filamentos de actina y la acumulacion de células

binucleadas.

El desensamblado de las fibras de estrés de actina ha sido observado en células
infectadas con el virus de la enfermedad de Marek (MDV), mientras que células infectadas
con un virus MDV recombinante que no expresa la proteina Us3, no presentan alteraciones
del citoesqueleto (Schumacher et al., 2005). Ademas, estos mismos autores observaron el
desensamblado de las fibras de estrés mediante ensayos de transfeccién transitoria realizados
con un plasmido codificante para la proteina Us3 de MDYV, evidenciando el rol de esta
proteina en este fendmeno. Sin embargo, y a diferencia de lo reportado para la proteina Us3
de PrV, este efecto es transitorio y las células presentan el citoesqueleto de actina intacto a
tiempos tardios post transfeccion. Como posibles explicaciones a estos resultados,
Schumacher et al. (2005) mencionan que i) la proteina Us3 no seria absolutamente necesaria
para el desensamblado de las fibras de estrés en células infectadas con MDYV, especialmente a
tiempos de infeccion tardios, ii) la accion de la proteina Us3 de MDYV seria transitoria y iii) la
despolimerizacién requeriria de otras proteinas virales. Por otra parte, la induccion de
proyecciones celulares de actina no ha sido reportada para la proteina Us3 de MDV (Van den

Broeke et al., 2009a).
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Finalmente, estudios de transfeccién transitoria realizados recientemente con
plasmidos codificantes para la proteina Us3 de BoHV-1 demostraron que su expresion
produce cambios en la morfologia celular e induce la formacién de proyecciones celulares de
actina y tubulina (Brzozwska et al., 2009). Sin embargo, no se ha estudiado hasta el momento

si esta proteina provoca el desensamblado de las fibras de estrés de actina.

Segun lo expuesto en los parrafos anteriores, la proteina Us3 de los alfaherpesvirus
PrV, HSV-1, HSV-2, BoHV-1 y BoHV-5 induce la formaciéon de proyecciones de actina.
Aunque hasta el momento sélo ha sido comprobada la dispersién viral de PrV mediante
estas proyecciones, este fendmeno podria representar un aspecto novedoso en la dispersion

viral de diversos alfaherpesvirus en presencia de anticuerpos neutralizantes (Favoreel, 2006).

Luego de haber observado que la proteina Us3 de BoHV-5 inducia el desensamblado
del citoesqueleto de actina y la formacion de proyecciones celulares, se estudid si su

actividad de proteina quinasa era requerida para estos efectos.

En base al alineamiento multiple de secuencias primarias de proteinas quinasas
eucariotas, las serina-treonina quinasas, incluyendo la proteina Us3 de los alfaherpesvirus,
han sido subdivididas en doce subdominios (Hanks et al., 1995). Estos subdominios se
definen como regiones con patrones caracteristicos de aminodcidos conservados implicados
en la actividad enzimatica, que se encuentran ininterrumpidas por grandes inserciones
aminoacidicas. El subdominio II contiene una lisina (K) conservada implicada en la unién y
orientacion del ATP; su presencia es requerida para la actividad catalitica de las proteinas
quinasas. El subdominio VI contiene un acido aspartico (D) conservado, involucrado en la
fosfotransferencia y también requerido para una 6ptima actividad enzimatica. El subdominio
VIb incluye el sitio activo de las proteinas quinasas y contiene una lisina implicada en la
fosfotransferencia (Hanks et al., 1995). Este subdominio se encuentra altamente conservado

entre las proteinas Us3 de distintos alfaherpesvirus (Schumacher et al., 2008).
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Para estudiar la implicancia de la funcion de quinasa de la proteina Us3 de BoHV-5 en
las modificaciones inducidas sobre el citoesqueleto de actina, se eligié expresar y estudiar la
proteina mutante Us3K261D de BoHV-5, que carece de actividad de quinasa. La secuencia
nucleotidica codificante para esta proteina presenta una mutaciéon en el codon codificante
para la lisina correspondiente a la posicion 261 de la proteina Us3 de BoHV-5. Esta mutacion
provoca la sustitucion de lisina por acido aspartico en el sitio activo de la proteina Us3 de
BoHV-5. Ha sido reportado que la sustitucién de la lisina conservada presente en el sitio
activo de la proteina Us3 de BoHV-1 lleva a la pérdida de su funcion catalitica (Labiuk et al.,
2009). Al igual que para la expresion de la proteina Us3 wt de BoHV-5, se realizé una
construccion genética donde la region codificante para la proteina Us3K261D se cloné en
marco de lectura continuo con la secuencia codificante para la proteina fluorescente ECFP

(pECFP-US3K261D).

En los experimentos de transfeccion transitoria realizados con el plasmido codificante
para la proteina Us3K261D de BoHV-5, se observd que ésta presenta una localizacion
subcelular diferente a la de la proteina Us3 wt, observandosela excluida del ntcleo celular (en
aproximadamente el 60% de la células transfectadas). Ademads, se observo que la proteina
Us3K261D induce la formacion de proyecciones celulares en menor medida que la proteina

Us3 wt y seria capaz de inducir el desensamblado de las fibras de estrés.

El requerimiento de la actividad de quinasa de la proteina Us3 en la induccién de

cambios en el citoesqueleto de actina ha sido estudiado para diversos alfaherpesvirus.

En la proteina Us3 de PrV, la lisina correspondiente a la posicion aminoacidica 136 se
encuentra en el putativo dominio de unién a ATP y es esencial para la actividad enzimatica
de esta proteina, ya que se observo que la proteina mutante Us3K136Q de PrV no presenta
actividad de quinasa (Deruelle et al., 2007). Por otra parte, el dcido aspartico correspondiente
a la posicion aminoacidica 223 de la proteina Us3 de PrV es también un aminoacido
conservado en las serina-treonina quinasas (Hanks and Hunter, 1995). Este aminodacido se
encuentra involucrado en la fosfotransferencia y la sustitucion del mismo lleva a la pérdida

de la actividad de quinasa (Van den Broeke et al., 2009a).
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Ensayos de transfeccion transitoria llevados a cabo con los plasmidos codificantes
para las proteinas mutantes Us3K136G y Us3D223A de PrV evidenciaron que la actividad de
quinasa de la proteina Us3 de PrV es esencial para inducir las modificaciones del
citoesqueleto de actina (Van den Broeke et al., 2009a). Al transfectar células con los plasmidos
codificantes para estas proteinas mutantes no se observa la formacién de proyecciones
celulares ni el desensamblado de las fibras de estrés (Van den Broeke et al., 2009a). Asimismo,
estos resultados fueron observados en experimentos de infeccion realizados con virus PrV
recombinantes que no expresan la proteina Us3 (PrV-Us3null) o expresan una proteina Us3
mutante que carece de actividad de quinasa (PrV-Us3D223A) (Van den Broeke et al., 2009a).
En este aspecto, si bien la funcién de quinasa de la proteina Us3 de BoHV-5 estaria implicada
en la formacion de las proyecciones de actina, nuestros resultados sugieren que esta funcién
enzimatica no seria requerida para el desensamblado de las fibras de estrés, en

contrapocision a lo reportado para PrV.

Por otra parte, si bien los alfaherpesvirus codifican en sus genomas para otras dos
proteinas quinasas, ha sido reportado para PrV que ésas quinasas no son capaces de producir
el desensamblado del citoesqueleto de actina (Van Minnebruggen et al., 2003), poniendo de
manifiesto la relevancia de la proteina Us3 en la induccion de modificaciones del

citoesqueleto de actina.

El requerimiento de la actividad de quinasa de la proteina Us3 de HSV-2 para la
induccion de alteraciones morfoldgicas también ha sido demostrado mediante la expresion
de proteinas mutantes. Para ello, Murata et al., (2000) construyeron plasmidos codificantes
para proteinas mutantes de Us3 que presentaban deleciones de los subdominios cataliticos I +
Iy VI + VIL. Al transfectar células COS-1 con estos plasmidos, estos autores no observaron
redondeamiento celular (Murata et al., 2000). Mas recientemente, Finnen et al. (2009)
estudiaron el requerimiento de la actividad de quinasa de la proteina Us3 de HSV-2 a través
de mutantes de Us3 con disrupciones mds precisas de dicha actividad. Al igual que en los
experimentos de Murata et al., las proteinas Us3K220M y Us3D305A no indujeron el

redondeamiento celular en células VERO. Ademas, se observé que estas proteinas mutantes
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inducian proyecciones celulares mas cortas y menos ramificadas que las inducidas por la

proteina Us3 wt de HSV-2 (Finnen et al., 2009).

La pérdida de la actividad enzimatica por sustitucion de la lisina presente en el sitio
activo de la proteina Us3 de BoHV-1 (K282) ha sido recientemente reportada (Labiuk et al.,
2009b). En base a estudios realizados con las proteinas mutantes Us3K282M, Us3K282A y
Us3K282E de BoHV-1, éstos autores determinaron que, aunque no seria la principal
responsable, la proteina Us3 cumple un rol en la fosforilacion de la proteina VP22,
componente mayoritario de la capside de los herpesvirus (Labiuk et al., 2009b). Sin embargo,
los efectos sobre el citoesqueleto de actina de estas proteinas mutantes de BoHV-1 no han

sido estudiados hasta el momento.

Por otra parte, Brzozwska et al. construyeron y estudiaron la proteina mutante
Us3L265P de BoHV-1, que no presenta actividad de quinasa. En ensayos de transfeccion
transitoria observaron que esta proteina no produce alteraciones en el citoesqueleto y es
incapaz de inducir la formacién de proyecciones celulares conteniendo actina y
microtabulos, evidenciando el requerimiento de la actividad enzimatica de la proteina Us3

de BoHV-1 para inducir cambios en el citoesqueleto (Brzozwska et al., 2009).

A diferencia de lo reportado para las proteinas Us3 de PrV, HSV-2 y BoHV-1, y en
concordancia con lo observado en esta tesis para la proteina Us3 de BoHV-5, la funciéon de
quinasa de la proteina Us3 de MDYV no es necesaria para inducir la reorganizacién del
citoesqueleto de actina. Ensayos de transfeccion con pldsmidos codificantes para las
proteinas Us3 de MDV wt y mutada en su sitio activo de quinasa resultan en el
desensamblado de las fibras de estrés de actina (Schumacher et al., 2008). Sin embargo, como
se menciond previamente, este efecto es temporal y las fibras de estrés se reorganizan entre
las 24 y 48 horas post transfeccion (Schumacher et al., 2005; 2008). Esto, sumado a que la
proteina Us3 de MDYV no induce proyecciones celulares de actina, podria sugerir que la
actividad no catalitica de la proteina Us3 de MDV seria menos robusta que la actividad
catalitica de la proteina Us3 de los demas alfaherpesvirus estudiados (Van den Broeke et al.,

2009a). En base a estas observaciones, seria relevante estudiar si el desensamblado de las
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fibras de estrés inducido por la proteina Us3 de BoHV-5 se mantiene en el tiempo o, al igual

que para MDYV, es sdlo transitorio.

El estudio de proteinas mutantes de Us3 con pérdida de la funciéon de quinasa pone
de manifiesto la relevancia de esta actividad enzimatica en la reorganizacién del
citoesqueleto de actina. Sin embargo, a diferencia de lo reportado para la mayoria de los
alfaherpesvirus estudiados hasta el momento, las proteinas Us3 de MDV y BoHV-5
parecerian no requerir de su funcion de quinasa para inducir el desensamblado de las fibras
de estrés. A pesar de esto, la funcion de quinasa de la proteina Us3 de BoHV-5 seria
requerida para la inducciéon de proyecciones celulares. En conjunto, la informacién
disponible actualmente resalta la diversidad de mecanismos por los cuales la proteina Us3 de
los alfaherpesvirus induciria los rearreglos del citoesqueleto. Ademas, los estudios realizados
con proteinas Us3 de diversos alfaherpesvirus que carecen de actividad enzimatica resaltan
la importancia de los aminoacidos conservados en las serina-treonina quinasas, ya que la
pérdida de la funcién de quinasa se obtuvo por mutaciones puntuales en posiciones

aminoacidicas diferentes.

En este trabajo de tesis se observd que la proteina Us3K261D de BoHV-5 se localiza
fuera del nucleo celular, en concordancia con lo reportado recientemente para la proteina
Us3K220M de HSV-2 (Finnen et al., 2009). Estos autores observaron que la mutacion de la
lisina correspondiente a la posicion aminoacidica 220 de la proteina Us3 de HSV-2 produce
una localizacién aberrante de esta proteina, encontrandose la proteina mutante excluida del
nucleo celular (en el 60% de los casos). Por otra parte, la sustitucion del acido aspartico
correspondiente a la posicion aminoacidica 305 de la proteina Us3 de HSV-2 no produce esta

localizacion aberrante.

En las proteinas mutantes Us3K261D de BoHV-5 y Us3K220M de HSV-2 se sustituy6
una lisina por otro aminoacido, pero ni la lisina sustituida ni el aminoacido sustituyente son
los mismos. En el caso de la proteina Us3K220M de HSV-2, la lisina mutada se encuentra en

el subdominio II, involucrado en la unién del ATP, mientras que en la proteina Us3K261D de
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BoHV-5, la lisina mutada se encuentra en el subdominio VIb, que corresponde al sitio activo
de la enzima. En cuanto a los aminoacidos sustituyentes, la mutaciéon de la lisina 220 por
metionina en la proteina Us3 de HSV-2 y de la lisina 261 por acido aspartico en la proteina
Us3 BoHV-5 result6 en una localizacion subcelular similar que difiere a la de la proteina Us3
wt de ambos virus. Sin embargo, la sustitucién del acido aspdartico 305 por alanina no

modifico la localizacién subcelular de la proteina Us3 de HSV-2.

La lisina conservada presente en el subdominio VIb de las proteinas quinasas
facilitaria la fosfotransferencia por neutralizacién de la carga negativa del fosfato gamma.
Como se menciond previamente, en la proteina Us3K261D de BoHV-5, la lisina 261 fue
sustituida por acido aspartico. A pH fisioldgico este aminodcido se encuentra cargado
negativamente y, a diferencia de la lisina, no podria neutralizar la carga negativa del fosfato.
Resta dilucidar si es la presencia de un aminoacido cargado negativamente a pH fisioldgico o
la ausencia de la lisina conservada, la causa de la localizacidon aberrante de la proteina Us3 de
BoHV-5. Por otra parte, el acido aspartico correspondiente a la posiciéon aminoacidica 305 de
la proteina Us3 de HSV-2 también se encuentra presente en el subdominio VIb de las
proteinas quinasas y es esencial para la actividad enzimatica (Finnen et al., 2009). Este
aminodcido probablemente actiie como base catalitica, aceptando un protén a partir de un
grupo hidroxilo donante durante la fosfotransferencia (Hanks and Hunter, 1985). Por lo tanto,
teniendo en cuenta que la proteina Us3D305A de HSV-2 carece de actividad de quinasa y no
presenta una localizacion celular aberrante, la exclusion del nucleo observada para las
proteinas Us3K220M de HSV-2 y Us3K261D de BoHV-5 no se deberia a su pérdida de
actividad catalitica. Finalmente, resultaria interesante estudiar si la sustitucion de la lisina
correspondiente al subdominio II de la proteina Us3 de BoHV-5 (K174) lleva a exclusion de

esta proteina del nucleo, tal como ha sido observado con la proteina Us3K220M de HSV-2.

La multifuncionalidad de la proteina Us3 de los alfaherpesvirus requiere la
localizaciéon de esta proteina en distintos compartimentos subcelulares, con lo cual, la
exclusion de la proteina Us3K261D de BoHV-5 del ntcleo celular observada en este trabajo

de tesis podria afectar su funcién.
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La proteina Us3 de PrV se localiza en el ntcleo y en la mitocondria (Calton et al., 2004;
Van Minnebruggen et al., 2003). Ademas, ha sido reportada la interaccion de esta proteina
con sustratos presentes tanto en el nicleo como en el citoplasma (Mou et al., 2007, Munger
and Roizman, 2001; Poon et al., 2003; Van den Broeke et al., 2009b). Las diferentes funciones
llevadas a cabo por la proteina Us3 dependerian de su localizacion subcelular. En este
aspecto, Van Minnebruggen et al. (2003) demostraron que la proteina Us3 de PrV, en ausencia
de otras proteinas virales, es capaz de producir el desensamblado de las fibras de estrés solo
cuando se localiza en el ntcleo. Por lo tanto, la habilidad de trasladarse entre el nticleo y el

citoplasma seria de gran importancia para que la proteina Us3 ejerza su funcion.

La exclusién de la proteina Us3K261D de BoHV-5 del ntcleo podria deberse a una
inhibicion en el transporte de esta proteina hacia el ntucleo o a un incremento de la
exportacion de esta proteina desde el ntcleo hacia el citoplasma. Las proteinas Us3 wt y
Us3K261D de BoHV-5 utilizadas en los experimentos de transfeccion de esta tesis se
encuentran fusionadas a ECFP, con lo cual su gran tamafio excluye la posibilidad de que
ingresen al nucleo por difusién pasiva (van Leeuwen et al., 2002). Sin embargo, no se
detectaron in silico sefiales de localizacion nuclear sobre la secuencia primaria de la proteina
Us3 de BoHV-5. Esto coincide con trabajos previos que reportan que las proteinas Us3 de PrV
y HSV-2 carecen de una senal bipartita de localizacion nuclear (NLS) (Calton et al., 2004;
Finnen et al., 2009; Minnbruggen et al., 2005). Sin embargo, la proteina Us3 de PrV se localiza
en el nucleo y se ha determinado que para ello requiere de secuencias no identificadas
presentes en los 101 aminodcidos de su extremo N-terminal (Calton et al., 2004). Esta
informacién sugiere que la localizaciéon nuclear de la proteina Us3 podria deberse a la
presencia de un NLS no convencional en su extremo N-terminal, o que esta proteina podria
estar siendo transportada al nticleo por interaccion con otras proteinas virales o celulares que

presenten NLS.

La exportacion de proteinas del nticleo hacia el citoplasma se encuentra mediada por
sefiales de exportacion nuclear (NES) ricas en leucina, cuya presencia ha sido reportada para
la proteina Us3 de HSV-2 (Finnen et al., 2009). En este aspecto, el andlisis in silico de la

proteina Us3 de BoHV-5 identificod dos posibles NES ricos en leucinas, comprendidos entre
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las posiciones aminoacidicas 96 a 204 y 204 a 213. La exportacion de proteinas del nucleo
mediada por NES ricos en leucinas es sensible al tratamiento con leptomicina B (LMB). Por lo
tanto, la funcionalidad de estos NES ricos en leucinas presentes en la proteina Us3 de BoHV-
5 podria confirmarse mediante la adiciéon de esta droga a células transfectadas con el

plasmido pECFP-Us3K261D.

A diferencia de lo reportado para HSV-2 y de lo observado para BoHV-5, la proteina
Us3 de PrV carece de NES. Asimismo, la localizacion subcelular aberrante observada con las
proteinas Us3K220M de HSV-2 y Us3K261D de BoHV-5 no ha sido descripta para las
proteinas mutantes Us3K136G y Us3D223A de PrV, sugiriendo que existirian diferentes
mecanismos o requerimientos para la localizacién nuclear de la proteina Us3 de distintos

alfaherpesvirus.

En conclusion, los experimentos realizados en esta tesis llevaron a la identificacion de
un aminodcido en la secuencia de la proteina Us3 (K261) que seria importante para el
transporte de esta proteina entre el nucleo y el citoplasma. Ademas, se identificaron in silico
dos posibles NES ricos en leucinas. Sin embargo, los experimentos realizados no nos
permiten distinguir atin si la acumulacion citoplasmatica de la proteina Us3K261D se deberia

a un impedimento en la entrada al nticleo o a un incremento en la salida del mismo.

Los primeros estudios realizados para abordar el mecanismo por el cual la proteina
Us3 induce las alteraciones morfoldgicas ya mencionadas, fueron realizados con la proteina
Us3 de HSV-2 (Murata et al., 2000). Estos autores demostraron que esta proteina, mediante su
funciéon de quinasa, actuaria como un supresor de la proteina quinasa JNK en la via de
sefializacion Cdc42/Rac, importante en la regulacion del ensamblado y desensamblado de las
fibras de estrés (Murata et al., 2000). Recientemente, el mecanismo de accién de la proteina
Us3 de PrV ha sido dilucidado (Van den Broeke et al., 2009b). La proteina Us3 induce los
rearreglos de actina a través de la fosforilacion directa del grupo A de proteinas quinasas
activadas por p21 (APAK). Las PAK son proteinas efectoras de las vias de sefializacion de las

GTPasas Rho Cdc42 y Racl (Bokoch, 2003). Ha sido reportado que la activacion de PAK 1y
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PAK 2 resulta en el desensamblado de las fibras de estrés y en la formacion de proyecciones
celulares (Zhao et al., 1998; Sells et al., 1997). Ambas proteinas se encuentran involucradas en
la reorganizacién del citoesqueleto de actina mediada por PrV, siendo requerida la activacién
de PAK 1y PAK 2 por Us3 para la inducciéon de proyecciones celulares y del desensamblado

de las fibras de estrés, respectivamente (Van den Broeke et al., 2009b).

Por otra parte, al infectar células con los virus de la inmunodeficiencia humana (HIV)
(retroviridae) y con el virus vaccinia (VV) (poxviridae) también se observa el desensamblado
de las fibras de estrés y la formacion de proyecciones celulares (Fackler et al., 1999; Fackler
and Krausslich, 2006; Greber and Way, 2006, Valderrama et al., 2006;). Este proceso estd
mediado por las proteinas Nef (HIV) y F11L (VV), las cuales no presentan actividad de
quinasa. A diferencia de esto, la proteina Us3 de PrV acttia a través de un mecanismo
catalitico de desensamblado de las fibras de estrés y formacién de proyecciones inducidas
por virus. Siendo que virus diversos han desarrollado mecanismos diferentes para inducir
rearreglos de actina, estos rearreglos podrian tener gran importancia en el ciclo de vida de los

virus.

Actualmente, la mayoria de los compuestos antivirales utilizados contra herpesvirus
tienen como blanco directo o indirecto a la enzima ADN polimerasa viral siendo su uso
prolongado limitado debido a la aparicion de cepas virales resistentes a los mismos (De
Clercq, 2004). Por lo tanto, la identificacion de proteinas virales involucradas en los
rearreglos del citoesqueleto de actina, y por ende, en la dispersion y egreso de las particulas

virales durante la infeccion, abre las puertas al desarrollo de nuevas estrategias antivirales.

Los resultados presentados en esta tesis brindan informacién sobre las propiedades
replicativas in vitro de la cepa A663 de BoHV-5 y constituyen el primer reporte sobre la
funcién de la proteina Us3 de BoHV-5. Esta informacioén sirve de base para el desarrollo de
nuevas lineas de investigacidn en nuestro grupo de trabajo tendientes a profundizar los

conocimientos sobre BoHV-5.
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e La cepa A663 de BoHV-5 resulté menos eficiente en la liberacion de particulas virales

al medio extracelular y en la dispersion célula a célula que la cepa N569.

e Lasecuenciacion del gen codificante para la proteina Us3 de las cepas A663 y N569 de

BoHV-5 constituye el primer dato genomico de estas cepas.

e El anadlisis in silico de las secuencias de la proteina Us3 de las cepas A663 y N569 de
BoHV-5 determind un dominio de proteina quinasa y un putativo sitio activo de

serina/treonina quinasa.

e El gen us3 se expresa temprana y prolongadamente a nivel transcripcional y proteico

durante la replicacion in vitro de la cepa A663 de BoHV-5.

e La proteina Us3 de la cepa A663 de BoHV-5 indujo el redondeamiento celular, la
formacién de proyecciones de actina y provoco el desensamblado de las fibras de

estrés.
e La formacion de proyecciones de actina inducidas por la proteina Us3 de BoHV-5
depende de su actividad de quinasa, mientras que el redondeamiento celular y el

desensamblado de las fibras de estrés serian independientes de esta funcién.

e La lisina correspondiente a la posicion aminoacidica 261 de la proteina Us3 de BoHV-

5 seria importante para la localizacién subcelular de dicha proteina.
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Anexo I

Anexo I. Plasmidos

Esquemas de los plasmidos utilizados para el clonado de los productos de
amplificacion por PCR (A), la expresion de proteinas en el sistema procariota (B) y la

expresion de proteinas fusionadas a ECFP en el sistema eucariota (C).
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Anexo II. Condiciones de reaccion y ciclado de PCR

Amplificacion del gen us3 de la cepa A663 de BoHV-5

Templado Ciclado
ADN viral cepa A663 Desnaturalizacién inicial: 96°C 10 min.
Oligonucleotidos 11 ciclos Desnaturalizacién 96°C, 1 min
(*-1°C por ciclo) | Hibridacién 70°C, 1 min *

Us3-F y Us3-R Elongacién 72°C, 2 min.
30 ciclos Desnaturalizacion 96°C, 1 min

Hibridacién 62°C, 1 min

Elongacién 72°C, 2 min.

Pares de bases amplificadas

1334 Elongacién final: 72°C 10 min.

Amplificacion del gen us3 de la cepa N569 de BoHV-5

Templado Ciclado
ADN viral cepa N569 Desnaturalizacién inicial: 96°C 10 min.
Oligonucledtidos 11 ciclos Desnaturalizacion 96°C, 1 min
(*-1°C por ciclo) | Hibridacién 70°C, 1 min *

Us3-F y Us3-R Elongacién 72°C, 2 min.
30 ciclos Desnaturalizacion 96°C, 1 min

Hibridacion 62°C, 1 min

Elongacién 72°C, 2 min.

Pares de bases amplificadas

1377 Elongacion final: 72°C 10 min.
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Amplificacion del fragmento Us3F1

Templado

ADN plasmidico: pPGEM-Us3

Ciclado

Desnaturalizacion inicial: 96°C 10 min.

Oligonucleotidos

Us3F1-F y Us3F1-R

11 ciclos
(*-1°C por ciclo)

Desnaturalizacion 96°C, 1 min
Hibridacion 70°C, 1 min *
Elongacion 72°C, 1 min.

30 ciclos

Desnaturalizacién 96°C, 1 min
Hibridacion 66°C, 1 min
Elongacién 72°C, 1 min.

Pares de bases amplificadas

338 Elongacién final: 72°C 10 min.
Amplificacion del fragmento Us3F2
Templado Ciclado

ADN plasmidico: pPGEM-Us3

Desnaturalizacion inicial: 96°C 10 min.

Oligonucleotidos

Us3F2-F y Us3F2-R

11 ciclos
(*-1°C por ciclo)

Desnaturalizacién 96°C, 1 min
Hibridacion 70°C, 1 min *
Elongacién 72°C, 1 min.

30 ciclos

Desnaturalizacion 96°C, 1 min
Hibridacion 66°C, 1 min
Elongacién 72°C, 1 min.

Pares de bases amplificadas

353

Elongacion final: 72°C 10 min.
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Amplificacion del fragmento Us3f de la cepa A663 de BoHV-5

Templado Ciclado
ADN viral cepa A663 Desnaturalizacion inicial: 96°C 10 min.

Oligonucledtidos 11 ciclos Desnaturalizacion 96°C, 1 min

(*-1°C por ciclo) | Hibridacién 70°C, 1 min *

EcoRI-Us3f-F Elongacion 72°C, 1,5 min.
BamHI-Us3£-R 30 ciclos Desnaturalizacion 96°C, 1 min

Hibridacion 62°C, 1 min
Elongacién 72°C, 1,5 min.

Pares de bases amplificadas

1348 Elongacion final: 72°C 10 min.

Amplificacion del fragmento Us3Nm de la cepa A663 de BoHV-5

Templado Ciclado
ADN viral cepa A663 Desnaturalizacion inicial: 96°C 10 min.
Oligonucleotidos 11 ciclos Desnaturalizacién 96°C, 1 min
(*-1°C por ciclo) | Hibridacién 65°C, 1 min *

EcoRI-Us3f-F Elongacién 72°C, 1 min.
Sall-Us3m-R 30 ciclos Desnaturalizacion 96°C, 1 min

Hibridacion 55°C, 1 min

Elongacién 72°C, 1 min.

Pares de bases amplificadas

789 Elongacion final: 72°C 10 min.
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Amplificacion del fragmento Us3Cm de la cepa A663 de BoHV-5

Templado Ciclado

ADN plasmidico: pGEM-Us3 Desnaturalizacién inicial: 96°C 10 min.

Oligonucledtidos 11 ciclos Desnaturalizacion 96°C, 1 min
(*-1°C por ciclo) | Hibridacién 70°C, 1 min *
Sall-Us3m-F Elongacién 72°C, 1 min.
BamHI-Us3f-R 30 ciclos Desnaturalizacion 96°C, 1 min
Hibridaciéon 57°C, 1 min
Elongacién 72°C, 1 min.

Pares de bases amplificadas

563 Elongacion final: 72°C 10 min.

Amplificacion del gen gG de la cepa A663 de BoHV-5

Templado Ciclado
ADN viral cepa A663 Desnaturalizacion inicial: 96°C 10 min.
Oligonucledtidos 11 ciclos Desnaturalizacion 96°C, 1 min
(*-1°C por ciclo) | Hibridacién 66°C, 1 min *

gG-Fy gG-R Elongacién 72°C, 2 min.
30 ciclos Desnaturalizacion 96°C, 1 min

Hibridaciéon 58°C, 1 min

Elongacién 72°C, 2 min.

Pares de bases amplificadas

1323 Elongacion final: 72°C 10 min.

* Se indica la temperatura de hibridacion del primer ciclo del ciclado tipo touch down.
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Anexo III. Prediccidon de fosforilaciones en la secuencia aminoacidica de la proteina Us3 de
la cepa A663 de BoHV-5.

Pr edi cci ones en seri nas

Pos Contexto Score Pred
v
30 AAEPSGEPA 0.733 *S*
41 ERSRSRCGP 0.991 *S*
61 YSDVSDKGL 0.990 *S*
108 AQDASEGES 0.988 *S*
112 SEGESEGES 0.997 *S*
131 AGGVSREEA 0.996 *S*
154 LTPGSEGRV 0.810 *S*
301 LETNSPELL 0.970 *S*
340 APAVSRGED 0.988 *S*
377 GFPPSPTDR 0.990 *S*
391 QRHASARRE 0.994 *S*
398 REPRSPYPC 0.987 *S*
N
Pr edi cci ones en treoninas
Pos Cont ext Score Pred
v
102 EAAPTPAQD 0.722 *T*
151 DRRLTPGSE 0.994 *T*
181 ASASTLAEA 0.598 *T*
379 PPSPTDRLT 0.746 *T*
429 RARPTATEL 0.924 *T*
VAN
Predi cci ones en tirosinas
Pos  Context Score Pred
v
57 PADLYSDVS 0.963 *Y*
290 TEPRYYG@.A 0.855 *Y*
N
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