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Resumen

Estudio de la relacion del virus de la Bursitis Infecciosa
con su hospedador. Analisis de la respuesta inmune y de

la funcidn y localizacion de la proteina viral VP5

Las aves representan un eslabdén fundamental en la economia internacional. A nivel
mundial, alrededor del 40 % de la carne consumida es de origen aviar. La industria
avicola ha experimentado en los ultimos afios un crecimiento muy importante
tanto dentro del mercado local como del internacional, permitiendo ubicar a la
Argentina en el octavo lugar como exportador mundial de carne de pollo junto con
otros productos. El tipo de crianza intensiva utilizada dentro de la produccion
avicola facilita la apariciéon de factores que perjudican la estabilidad de los
planteles, afectando su status sanitario. Por otra parte, tanto las enfermedades
respiratorias como las inmunosupresoras suelen estar intimamente asociadas con

este tipo de crianza.

El virus de la Bursitis Infecciosa Aviar (IBDV) es un patdgeno de alta relevancia en
la produccion avicola debido a que causa, entre otros efectos, inmunosupresion,

dejando asi a los animales propensos a nuevas infecciones.

El blanco principal del IBDV es la bursa de Fabricio, érgano exclusivo de las aves,

donde se desarrollan y maduran los linfocitos B.

En el presente trabajo de tesis doctoral se abordd el estudio de la respuesta
inmune inducida por cepas de virulencia intermedia, habitualmente utilizadas como
vacunas, en el hospedador natural. Se analizaron distintas facetas como Ila
induccidon de la expresiéon de citoquinas en distintos érganos, la capacidad de
proliferacion de linfocitos y las poblaciones celulares involucradas. Se estudiaron
las vias de inoculacion oral e intramuscular, habitualmente utilizadas en la

vacunacién comercial siendo la oral la via de entrada natural del virus.

Los resultados mostraron que altas dosis de virus de cepas intermedias son
capaces de imitar efectos reportados con cepas de mayor virulencia como son:
una fuerte infiltracién de linfocitos T en la bursa de Fabricio (analizada por
citometria de flujo), junto con una sobreexpresién de interleuquina 6 e interferén
gama en este 6rgano (analizado por RT-PCR en tiempo real) e inmunosupresion

(corroborada en ensayos de coinfeccidon con otro agente viral aviar). La segunda



parte del presente trabajo de tesis se abocd al estudio de la proteina no estructural
VP5 de IBDV. Su funcion ha sido ampliamente discutida en la bibliografia respecto
a su actividad apoptdtica, ya que parece tener efectos opuestos en distintos
estadios del ciclo de replicaciéon viral. Por otra parte, también existen reportes
ambiguos respecto a su localizacién subcelular. En el presente trabajo, mediante
ensayos in vitro y utilizando técnicas de /Imaging, se determind la localizacién de la
proteina en la membrana plasmatica no exponiendo ningin dominio al espacio
extracelular, contradiciendo reportes que indicaban que se trataba de una proteina

de transmembrana de clase dos.

Los resultados obtenidos en el presente trabajo de tesis permitieron desarrollar un
método de desafio sin utilizar cepas virulentas de IBDV. Asimismo se caracterizé
una amplia variedad de efectos de cepas de virulencia intermedia del virus que,
aungue son habitualmente utilizadas como vacuna, no habian sido descriptos hasta
el presente trabajo de tesis. En la segunda parte, se determind la localizacién de la
proteina viral VP5. Estos resultados brindan un abanico de posibles mecanismos de
accion de la misma, que luego de ser abordados posibilitardan el desarrollo de
herramientas y estrategias sanitarias para combatir este importante patégeno

aviar.

Palabras clave: Inmunologia Aviar, Virus de la Bursitis Infecciosa, citoquinas,

apoptosis, localizacién subcelular de proteinas, proteina viral VP5.



Abstract

Infectious bursal disease virus-host interaction studies:
Immune response analysis and function and localization
of VP5

Birds play an important role in the international economy. Globally, about 40 % of

the meat consumed is of avian origin.

In recent years, the poultry industry has exhibited a significant growth both in the
local and international market, being Argentina the eighth largest exporter of
chickens along with other avian products. The intensive breeding in poultry
production facilitates the emergence of factors that affect the stability of the farms
diminishing their health status. Moreover, both respiratory and immunosuppressive

diseases are often closely associated with this type of production.

Infectious bursal disease virus (IBDV) is a highly relevant avian pathogen in poultry
production because it causes, among other effects, immunosuppression, leaving
the animal susceptible to new infections. The main target of IBDV is the bursa of

Fabricius, which is the organ where B-lymphocytes develop and mature.

In the present work, we studied the immune response elicited by IBDV strains of
intermediate virulence, commonly used as vaccines, in the natural host. Several
parameters, such as the induction of cytokine expression in different organs, the
ability of lymphocyte proliferation and the involved cell populations in inoculated
chickens were analyzed. The oral and intramuscular routes, usually employed in
conventional immunization procedures (the oral route being natural virus entry)

were analyzed.

The results showed that high doses of intermediate IBDV strains are able to mimic
the effects caused by virulent strains, such as a strong infiltration of T lymphocytes
in the bursa of Fabricius (assessed by flow cytometry), together with an
overexpression of interleukin 6 and interferon gamma in this organ (analyzed by
real time RT-PCR) and immunosuppression (demonstrated by coinfection assays

with another avian viral pathogen).



The second part of this thesis focuses on the study of VP5, a non-structural protein
of IBDV. Its role has been widely discussed in the literature regarding its apoptotic
or anti-apoptotic function because it could have opposite effects at different

stages of the viral replication cycle.

Additionally, there are ambiguous reports concerning VP5 subcellular localization.
By in vitro assays using Imaging techniques, we determined the localization of the
protein in the plasma membrane of avian cells. Results showed that VP5 did not
expose any domain to the extracellular space even though previous reports had

indicated that it was a class two transmembrane protein.

The results obtained in this thesis allowed the development of a method for viral
challenge without using virulent strains of IBDV. Also, the characterization of a
wide variety of effects induced by intermediate IBDV strains, which had not been
described so far, although these strains are commonly used as a vaccine, were

described.

In the second part, the localization of VP5 viral protein was determined. Taken
together, the results obtained in the present work provide a broad range of
possible mechanisms of action for this protein that will contribute to the
development of new sanitary tools and strategies to fight against this important

avian pathogen.

Key words: Avian immunology, Infectious Bursal Disease Virus, Citokines,

Apoptosis, Subcellular protein localization, Viral protein VP5.
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2. INTRODUCCION

Durante los ultimos afos, el sector avicola manifestd una importante evolucién en
todos sus indicadores productivos. En 2013 la produccidén mundial de carne aviar
alcanzdé mas de 84,5 millones de toneladas, lo que representa un incremento de
2,19 % en relacién con el ano 2012. El mercado local se encuentra firme y en
expansion; asi, el consumo per capita aumentd de 19 kg/cap/afio en 2003 a 39,5
kg/cap/afio en 2013 (Ministerio de Agricultura, Ganaderia y Pesca). Dicho
crecimiento se dio en un contexto de cambios politicos y econdmicos a nivel
nacional e internacional. En forma simultdnea, el sector avicola fue incorporando

mejoras tecnoldgicas en diversas dreas de la produccion.

La bioseguridad y la sanidad constituyen, junto con el desarrollo de la genética, los
pilares sobre los cuales se basa el incremento de la capacidad competitiva del
sector. Las grandes pérdidas en la productividad debidas a enfermedades
infecciosas en aves son un problema sumamente importante y, por lo tanto, para
propiciar un continuo y robusto desarrollo de la industria avicola, se requiere un

estricto control sanitario.

Uno de los patégenos que afecta la produccién avicola es el virus de la bursitis
infecciosa (Infectious Bursal Disease Virus, IBDV). En este trabajo de Tesis
estudiamos la respuesta inmune de pollos a este agente infeccioso para
caracterizar patrones ligados al mecanismo de accion del virus en distintos
organos. También nos interesamos en una de las proteinas virales para aportar

datos sobre su funcidén y discutir su posible injerencia en el ciclo de infeccion.
2.1. Inmunosupresion y produccién avicola

Existen varios factores que pueden afectar el estado general de las aves de
produccién, muchos de ellos derivados de la superpoblaciéon que con frecuencia
tiene lugar en los establecimientos de cria intensiva. En nuestro pais, el 83 % de las
granjas se situan en las provincias de Buenos Aires y Entre Rios (Tabla 1).
Particularmente en Entre Rios las granjas se concentran en un area de 55 km? en el
departamento de Concepcidn del Uruguay, denominada ruta J (Informe 2013 de

Produccidén Avicola, Gobierno de Entre Rios).
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Provincia Granjas Porcentaje
Entre Rios 2741 47,81
Buenos Aires 2044 35,65
Santa Fé 323 5,63
Cordoba 261 4,55
Mendoza 148 2,58
Rio Negro 51 0,89
Salta 41 0,72
Neuquén 38 0,66
Tucuman 26 0,45
San Juan 24 0,42
Resto del pais 36 0,64
Total 5733 100

Tabla 1: Numero de granjas avicolas habilitadas por provincia. Fuente: Informe
2013 de Produccion Avicola, Gobierno de Entre Rios.

El estado sanitario general de los animales que se crian para el consumo humano
es fundamental, especialmente cuando se trata de animales de produccion

intensiva como es el caso de la industria avicola.

Los agentes virales que destruyen células del sistema inmune dejan a las aves mas
susceptibles a la infeccidn por otros patdégenos, muchas veces conduciendo a
situaciones de enfermedad crénica. Ademas, provocan deficiencias en la respuesta
a la vacunacién. IBDV es un agente inmunosupresor cuyo principal blanco de

accion es la bursa de Fabricio, 6rgano exclusivo de las aves.

Las enfermedades inmunosupresoras causadas por agentes virales provocan
pérdidas directas e indirectas. Las pérdidas econdmicas directas se deben a la
mortalidad especifica, dependiendo de la virulencia y la cantidad de virus que
ingresd, la edad y raza de las aves y el estado en cuanto a inmunidad pasiva. Las
pérdidas indirectas, en cambio, se deben a la inmunodeficiencia que adquieren los

animales infectados vy alteraciones en el crecimiento, entre otros factores (30).

Asi, agentes infecciosos que podrian ser eliminados por pollos en condiciones
sanitarias controladas, adquieren otra magnitud al enfrentarse a pollos

inmunosuprimidos.

14



Datos aportados por el relevamiento realizado en la Estacién Experimental
Agropecuaria de INTA-Concepcidon del Uruguay durante el periodo 2007-2012,
revelaron que al menos el 62 % de los casos positivos para el virus de la Bronquitis
Infecciosa Aviar (IBV) también presentaban IBDV, CAV (virus de la anemia
infecciosa del pollo, que también provoca inmunosupresion) o ambos, situacidon
gue se relaciona con la importancia del estado inmunitario del pollo al momento de

la infeccidén por IBV.
2.2. Respuesta antiviral en aves

En general, el sistema inmune de las aves estd descripto con menos profundidad
que el de mamiferos. Por esa razén, el abordaje de su estudio consistido en

encontrar los homologos funcionales de cada efector.

La primera defensa ante un ataque viral la brinda el sistema inmune innato cuya
funcion depende del reconocimiento de patrones conservados asociados a
patogenos (PAMPS, por sus siglas en inglés). En los mamiferos, el ejemplo
caracteristico de estas moléculas son los receptores de tipo TOLL (TLR por sus
siglas en inglés). Entre éstos, el TLR3, el TLR7, el TLR8 y el TLR9 detectan
diferentes formas de acidos nucleicos virales en distintos compartimentos de las
células infectadas. En cambio, el TLR2 y el TLR4 estan relacionados al
reconocimiento de las proteinas estructurales y no estructurales de virus y su
activacion induce la produccién de citoquinas inflamatorias. También hay evidencia
de que el TLR13 puede reconocer especificamente la infeccidon por el virus de la
estomatitis vesicular (VSV) (90). A partir de la secuenciacion del genoma del pollo,
el primer animal de consumo cuyo genoma fue secuenciado (14), se han
identificado varios ortdlogos de TLR de mamiferos involucrados en la respuesta
antiviral. Asi, se identificaron el TLR3 y el TLR7; el gen que codifica el ortélogo del
TLR 8, en cambio, se encuentra interrumpido y el gen del TLR9 que ha sido

identificado en casi todos los vertebrados se encuentra delecionado en el pollo.

El TLR3 de pollo tiene homologia aminoacidica de alrededor del 48 % con el
humano y se expresa en una amplia gama de células. Al igual que en el caso de su
ortélogo, se demostrd la capacidad de responder al poli IC, un analogo sintético al

ARN doble cadena y un PAMP relacionado a la infeccién viral (31).

El TLR 7 de pollo expresado de manera ectdpica en células de mamifero junto con
el agregado de sus agonistas provoca la activacién de la via de sefializacién del
NFxp que lleva al aumento de la expresidon génica de citoquinas proinflamatorias

(3). A su vez, la linea celular proveniente de macréfagos aviares HD11, al ser

15



infectada con el virus de Influenza aviar muestra un aumento en la expresién de

este receptor (110).

Aunque, como se expresd mas arriba, el TLR9 no se encuentra en el genoma del
pollo, la administracion de CpG-ODN (sus ligandos mas importantes) aumenta la
expresion de Interferon Gama (INF g), IL-18, IL-6 e IL-8 in ovo y limita la
propagacion viral, lo que determina la existencia de un TLR en aves homodlogo

funcional del TLR9 de mamiferos (10).

2.2.1. Interferones de tipo 1- INF a

Los interferones de tipo 1 constituyen la primera linea de defensa contra patdégenos
virales. El interferén de tipo 1 mas estudiado en pollo es el Interferéon alfa (INF a).
Los primeros estudios in vitro sobre el INF a aviar mostraron que éste posee una
fuerte actividad antiviral al observar el bloqueo de la lisis celular en cultivos

infectados con VSV (83).

El INF a tiene un rol fundamental en la defensa contra diferentes infecciones virales
como influenza (106), la enfermedad de Newcastle (54) y la bursitis infecciosa
(56).

2.2.2. Citoquinas pro inflamatorias

INF g

El Interferon Gama (INF g) es una citoquina fundamental del perfil Thl, es un
interferon de tipo 2, y es crucial en el control de infecciones que involucran

patdogenos intracelulares (43).

Las propiedades bioldgicas de esta citoquina han sido caracterizadas /in vitro. Asi,
se observd que provoca un aumento marcado de la produccidén de nitrito en
macrofagos. La misma actividad se detectd utilizando sobrenadantes de cultivos
primarios de células de bazo de pollos tratados con Concanavalina A (ConA), un
mitdgeno de linfocitos T que provoca la produccién de INF g en esplenocitos

murinos y humanos (107).

Las principales células productoras de esta citoquina son las NK (18), aunque se

encontré produccién de INF g en lineas de linfocitos T estimuladas con ConA (84).

IL-6

La Interleuquina-6 (IL-6) fue una de las primeras citoquinas caracterizadas en aves.

Su actividad biolégica fue descripta en primera instancia a través de la
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estimulacion de monocitos de pato con lipopolisacdrido (LPS). La misma posee
actividad proinflamatoria tanto en pollos como en mamiferos. La producen varios
tipos celulares, principalmente macréfagos y se secreta en las primeras fases post

infeccién induciendo una fuerte respuesta innata (24).

In vivo, al inocular pollos con esta citoquina, se produce una fuerte inflamacién que

se evidencia en un aumento del cortisol circulante (82).
LITAF

En mamiferos, el Factor de Necrosis Tumoral Alfa (TNF a) actua como una
citoquina proinflamatoria que induce la secrecidon de diversas citoquinas como la
IL-1 y la IL-6, ademas de promover la secrecidon de nitrito por parte de los

macrdéfagos (63).

En aves, la funcidn homodloga al TNF a se ha observado en sobrenadantes de

cultivo de una linea celular de macrdéfagos de pollos estimulados con LPS (77).

El clonado del TNF a aun no ha podido realizarse con éxito en especies aviares por
lo que se asume que no existe su homodlogo a nivel génico en aves (42, 91). El
factor de transcripcion de TNF a inducido por LPS (LITAF), fue caracterizado en
mamiferos y, posteriormente, en pollos. La estimulacién con LPS de macrdéfagos
provoca la expresion del mensajero de LITAF; una vez transcripto, el factor se une
al gen del TNF a promoviendo su transcripcioén, por lo que se lo utiliza como indicio

de la expresion de TNF a (2).
IL-15

La Interleuquina-15 (IL-15) aviar muestra homologia con su contraparte en
mamiferos en varios aspectos. El gen que la codifica en aves consta de al menos
dos codones iniciadores de la traduccién (AUG) fuera del marco de lectura
mientras que en ratén se conocen seis y en humanos doce. Estos fueron
propuestos como reguladores negativos de la traduccién. La produccidn de esta
citoquina por parte de los macréfagos y su capacidad de activar células NK y

linfocitos T indican que juega un rol crucial en la inmunidad innata (45).
2.2.3. Quemoquinas
IL-8

La Interleuquina-8 (IL-8) es una quemoquina. Las quemoquinas constituyen un
grupo de citoquinas que muestran la capacidad de ser quimioatractantes, es decir

gue provocan la migracién de células inmunocompetentes. Su funcién se ha
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caracterizado recientemente en pollos. Esta citoquina es capaz de promover la
migracién de monocitos heteroéfilos y de macréfagos, los ultimos con menos
eficiencia. Se produce en el tejido linfoide y su receptor ya ha sido caracterizado
(73).

2.3. Sistema inmune aviar

Antes de comenzar con el desarrollo del ciclo de replicaciéon del IBDV, es
importante destacar algunos aspectos anatdmicos de las aves y su sistema inmune,

menos conocido que el sistema inmune de mamiferos.

En la Figura 1 se pueden observar los érganos clave del sistema inmune aviar.

Glandula

de Harder
Timo Bursa de
Fabricio

Bazo

Tonsila Cecal

Figura 1: Principales organos relacionados con el sistema inmune aviar. En la
figura se muestra un esquema corporal del pollo resaltando la ubicacion de los
principales organos del sistema inmune aviar.

Intestino

En el intestino de mamiferos existe un gran niumero de ndédulos linfoides. En aves,
en cambio, estudios histoldgicos revelaron un extensivo y difuso tejido linfoide en
la ldmina propia del intestino desde el comienzo del duodeno. Existen. sin
embargo, zonas estratégicas donde se concentran funciones del sistema inmune,
como el desarrollo de linfocitos y la presentacién antigénica. Las mas importantes

son las tonsilas cecales (66).
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Bazo

Como ya hemos mencionado, el pollo estd desprovisto de ganglios linfaticos, pero
su bazo es un dérgano linfoide secundario que estd organizado de manera muy
diferente al de los mamiferos y se destacan tres areas: vainas de linfocitos
periarteriolares que poseen capas musculares visibles donde predominan los
linfocitos T, vainas de linfocitos perielipsoides que poseen linfocitos B sin capas

musculares visibles y foliculos con centros germinales (33).
Timo

El timo es el érgano donde se desarrollan los linfocitos T. Las células que les dan
lugar acceden a este 6rgano a través del torrente sanguineo en tres sucesivas

infiltraciones entre el dia 8 y el 18 post nacimiento de las aves (8).
Glandula de Harder

La parte superior de la glandula proxima al lagrimal (glandula de Harder) puede ser
caracterizada como un tejido linfoepitelial que se compone de linfocitos pequefos
y medianos, células dendriticas y macréfagos. Las vénulas endoteliales son
responsables de la migracién y homing de linfocitos T por lo que se considera a

esta glandula un 6érgano linfoide secundario (67) .
Bursa de Fabricio

La bursa de Fabricio es uno de los érganos que mas ha aportado al conocimiento
de la inmunologia, pues gracias a él se determind la existencia de 2 componentes
igualmente importantes del sistema inmune: la inmunidad humoral cuyos

protagonistas son los anticuerpos y la inmunidad mediada por células (97).

2.4. El virus de la bursitis infecciosa (IBDV)

El virus de la bursitis infecciosa (IBDV) es el agente causante de una enfermedad
aguda y altamente contagiosa que ataca especialmente a animales jovenes,
pudiendo ocasionar inmunosupresion (30). Un factor que contribuye a su
peligrosidad es la alta estabilidad que posee en el medio ambiente y su capacidad

de transmitirse por via aérea (32).

El IBDV pertenece a la familia Birnaviridae, su genoma es de ARN doble cadena y
estd dividido en dos segmentos (Figura 2). Posee cinco proteinas virales: VP1, VP2,
VP3, VP4 y VP5. La proteina VP1 es una polimerasa de ARN dependiente de ARN y
estd codificada por el segmento pequeiio del genoma denominado “B”. El

segmento mayor, “A”, codifica las restantes proteinas. VP2 y VP3 son las proteinas
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estructurales del virién, siendo VP2 fuertemente inmunogénica, por lo que es muy
estudiada como inmundégeno recombinante (22, 87, 88). La proteina VP4 es una
proteasa viral y la funcién de VP5, que se discutird mas adelante, es aun un punto

de conflicto en la literatura.

Segmento A

»=2-Marco de lectura superpuesto
o
1

Poliproteina I

Segmento B

| ORF 1 |

Figura 2: El genoma viral. Se muestra una representacion del genoma viral
compuesto por dos fragmentos de ARN doble cadena. En el segmento A se
observa, en un marco de lectura superpuesto, el gen que codifica para la proteina
VPS5,

Se conocen dos serotipos de este virus: el serotipo | vy el serotipo Il. Los virus
pertenecientes al primer serotipo son los Unicos que pueden ocasionar signos
clinicos, mientras que los del serotipo Il, aislados de patos silvestres, no son
virulentos para pollos. Los virus del serotipo | se clasifican, segun su patogenicidad,
en “Altamente Virulentos” que provocan alta mortalidad, “Virulentos” que poseen
una tasa de mortalidad media, “Atenuados” que no causan enfermedad en pollos y
“Medios” que pueden ocasionar cierto grado de atrofia en la bursa de Fabricio.
Virus provenientes de este ultimo grupo se utilizan en la elaboracién de vacunas a

virus vivo (5).

A partir de 1990, en Estados Unidos, el norte de Europa y el sur de Asia se
comenzaron a aislar cepas resistentes a la vacunacién, que causaban mayores
dafios en la bursa de Fabricio. Se las denominé “Cepas Variantes” y a las

anteriormente descriptas, “Cepas Clasicas” (53).
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El IBDV tiene tropismo por diferentes células del sistema inmune, en particular por
los linfocitos B que expresan IgM en su membrana, es por esto que replica
mayoritariamente en la bursa de Fabricio. Sin embargo, si bien los linfocitos B
constituyen el principal blanco del virus, los macréfagos poseen un rol fundamental
en la patogénesis viral dado que estd demostrado que el virus replica en este tipo
celular. Se postula que a través de los macrofagos residentes asociados al intestino
el virus llega al 6érgano blanco. A su vez, el IBDV provoca una disminucion del
nimero de macréfagos en el bazo, lo que puede tener implicancias en la

inmunosupresion sistémica provocada por este patdgeno (70).

Una vez en la bursa de Fabricio, la replicacion viral provoca una fuerte deplecion
de linfocitos B, junto con la infiltracion de linfocitos T en este organo,
probablemente debida a las citoquinas quimioatractantes que liberan los
macroéfagos, como la IL-8, cuya expresion se ve aumentada en la bursa de Fabricio

de animales infectados.

Hasta hace algunos afos, debido a la deplecidn de los linfocitos B que provoca la
infeccién viral, se pensaba que la bursitis infecciosa era especificamente una
enfermedad que atacaba el sistema inmune humoral. Sin embargo, mas tarde se
demostré que la infeccién viral es capaz de provocar también una
inmunosupresion a nivel celular generada, entre otros aspectos, por la infiltracion
de linfocitos T en la bursa y su posterior inactivacién, y la disminucién de la

poblacidon de macréfagos en el bazo de los animales infectados (Figura 3) (30).
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Figura 3: Modelo de inmunosupresion causada por IBDV. Adaptado de Ingrao y
colaboradores, 20]13.

2.4.1. IBDV, entrada y primeros pasos

En general, los signos clinicos de la enfermedad aparecen en pollos de entre 3y 6
semanas de edad, cuando la bursa de Fabricio alcanza su mayor grado de
desarrollo. Los pollos de hasta 2 semanas, ademas de no haber desarrollado
completamente este dérgano, en general estan protegidos por los anticuerpos
maternos. En aves mayores a 6 semanas de edad, es raro encontrar signos clinicos
de IBDV (17).

Actualmente, se acepta la teoria de que, tras la ingestién de la materia
contaminada con IBDV, el virus es incorporado por los macréfagos residentes del
intestino del animal y luego transportados por éstos a otros tejidos. Después de
llegar a la bursa de Fabricio, el virus replica activamente en los linfocitos B que
portan IgM en su membrana. La infeccién ocasiona una rapida disminucién de la
poblacidn de células B de la bursa y de otros érganos linfoides, tales como el bazo,
el timo y las tonsilas cecales. La destruccidon de poblaciones de linfocitos asociada
a la infeccidn causa la supresién inmune y dificulta la maduraciéon inmunoldgica de

las aves infectadas (30).
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2.4.2. IBDV, fase aguda de la infeccién y signos clinicos

La fase aguda de la infecciéon por IBDV provoca, de acuerdo al grado de virulencia
de la cepa viral, entre otros signos clinicos, anorexia, depresion, diarrea, postracion
y en muchos casos, la muerte (87). En el caso de recuperarse de esta fase, el ave
experimenta inmunodepresion. La replicacion del virus en la bursa de Fabricio se
relaciona con los dafos que se observan en este érgano: gelatinizacién, necrosis y
hemorragia. Estos signos se utilizan para tabular el grado de lesidn que presentan
los animales y generar un indice de lesidn en la bursa de Fabricio. Cepas de menor
virulencia pueden no manifestarse clinicamente pero provocar cierto grado de
atrofia en la bursa de Fabricio dejando a los animales susceptibles a nuevas

infecciones (79).

2.4.3. IBDV, prevencion de la enfermedad

El principal método para la prevencion de la enfermedad es la vacunacion.

Las vacunas a virus vivo imitan la infeccidon en el hospedador dado que los virus
gue contienen pueden replicar e inducir respuesta celular y humoral y son
compatibles, por ejemplo, con las inmunizaciones en el agua de bebida de los
animales. De todos modos, este tipo de vacunas tiene efectos indeseados como
son la posible reversidon de la virulencia y reacciones a la vacunacién que pueden

provocar enfermedad o pérdidas en la produccién (60).

En general, las vacunas a virus vivo se producen mediante pasajes seriados en
huevos o cultivos celulares hasta obtener una cepa capaz de inducir una respuesta
inmune adecuada y no generar enfermedad. La mayor parte de las vacunas
comerciales a virus vivo de IBDV estan basadas en cepas clasicas virulentas y se
clasifican como “cepas de virulencia intermedia” que exhiben poca eficacia en
presencia de anticuerpos maternos. Asi, se desarrollaron cepas de mayor virulencia
o “plus” que son mas eficaces en esta condicidon. Ambas, ademas, pueden causar
algunos signos clinicos menores que, en conjunto con otros factores como el
hacinamiento o infecciones con otros patdgenos, pueden ser sanitariamente

relevantes (59, 62, 96).

Las vacunas no replicativas, como las basadas en virus inactivados, en antigenos
recombinantes o vacunas a subunidades, aunque son mucho mas seguras que las
anteriores, presentan, en general, poca eficacia y requieren del agregado de
adyuvantes para potenciar la respuesta que generan. Ademas, en general es
necesario realizar multiples inoculaciones del antigeno por via intramuscular. Estas
caracteristicas son muchas veces incompatibles con la produccién intensiva. Por

este motivo, las vacunas de este tipo se utilizan para potenciar la respuesta
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generada por una vacunacion previa. El uso mas frecuente de este tipo de vacunas
estd orientado a lograr un titulo adecuado de anticuerpos en los huevos de aves
reproductoras para pollos de engorde por lo que se las inocula antes de la postura
(76).

Otro tipo de vacunacidn es la basada en vacunas vivas vectorizadas cuyo
fundamento es la introduccién de los antigenos del patégeno a combatir en un
organismo donor (que también puede ser una cepa vacunal de otro virus). Un
ejemplo de este tipo de vacunas es la vacuna basada en Herpesvirus de pavo
(HVT), utilizada durante décadas contra el virus de la enfermedad de Marek, a la
cual se le introdujeron, mediante ingenieria genética, antigenos de diferentes
patogenos. En el caso de IBDV, se introdujo el gen de la proteina VP2 generando
un virus recombinante que indujo en aves una adecuada respuesta contra ambas
enfermedades y en presencia de altos titulos de anticuerpos maternos contra IBDV

(41). Esta vacuna se utiliza comercialmente en el pais en inoculaciones in ovo.

El campo de las vacunas se encuentra en permanente desarrollo y se esta
estudiando la eficacia de distintos tipos de vacunas de nueva generacidén para
lograr vacunas seguras, que generen una respuesta adecuada y cuya aplicacion sea

compatible con la produccién a gran escala (60).

2.5. Biologia molecular del IBDV

2.5.1. Entrada

La estrategia de replicacion viral es poco conocida en la familia Birnaviridae.
Existen algunos reportes que dan indicios sobre la identificacién del receptor
celular de estos virus pero no estd totalmente identificado aun el complejo

receptor.

La inmunoglobulina del tipo M (IgM) de la membrana plasmatica de los linfocitos B
fue el primer putativo receptor estudiado. Se determind que la IgM forma parte del
complejo de entrada de IBDV ya que, en cultivo de linfocitos B, el tratamiento con
anticuerpos anti-IgM fue capaz de inhibir la replicacién viral de una cepa altamente
virulenta del IBDV. Sin embargo, pasajes ciegos en cultivo de células promueven la
adaptacion a otros tipos celulares que no necesariamente tienen este receptor,
como son los fibroblastos de embridn de pollo o las células QM-7 que se utilizan en
el presente trabajo, lo que indicaria que IBDV posee receptores celulares

alternativos (65).

Efectivamente, un receptor alternativo a IgM fue propuesto por Lin vy

colaboradores quienes determinaron que la proteina de choque térmico 90 forma
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parte del complejo receptor del virus en las células hospedadoras ya que la
neutralizacién mediada por anticuerpos de este putativo receptor inhibe la entrada
del virus (47).

A su vez, Delgui y colaboradores encontraron un triplete aminoacidico
estrictamente conservado en la poliproteina de la capside del virus cuya mutacion
impide la entrada del viridon a las células hospedadoras. Ese triplete corresponde a
la secuencia consenso de unién a la integrina a4p1 y es esencial que las células lo

posean para que sean susceptibles a la infeccidn (12).

Recientemente se determind que IBDV utiliza la via endocitica para ingresar a la
célula hospedadora (111). Por otro lado Galloux y colaboradores sugirieron que la
desencapsidacion del virus ocurre dentro del endosoma en respuesta al bajo pH de

este compartimento (19).
2.5.2. Replicacion

Varios virus a ARN replican su genoma en estructuras complejas llamadas fabricas
virales cuya maquinaria se inserta dentro de vesiculas recubiertas por membranas
simples o dobles que en general se asocian a diferentes estructuras celulares como
por ejemplo el reticulo endoplasmico rugoso o las mitocondrias. La replicacion de
IBDV se ajusta a este modelo. Se describid que los complejos ribonucleoproteicos
virales de IBDV (las proteinas VP1 y VP3 y el ARN viral) se acumulan en los
endosomas tempranos y en apilamientos pegados al aparato de Golgi formando un

tipo particular de fabrica viral (13).
2.5.3. Salida

Respecto a la etapa de salida del virus, existe ain menos informacién. Dado que es
un virus desnudo, se acepta que la lisis celular y la apoptosis que genera
especialmente en la bursa de Fabricio facilita la salida de los viriones. Asimismo,
estd demostrada la capacidad de IBDV de alterar la estructura de la membrana
plasmatica de distintos tipos celulares (19). Por otro lado, se sugirié que la proteina
no estructural VP5 participa del proceso de salida del virus, aunque sélo un reporte

demostroé este efecto en células humanas (109).
2.6. Apoptosis e IBDV

Poco después del descubrimiento del virus se determind su capacidad de inducir
apoptosis en distintos tipos celulares y en la bursa de Fabricio, érgano en el que se
pueden detectar islas apoptdticas, entre otros efectos caracteristicos de la

infeccién, cuando se realiza un estudio patoldégico de un ave infectada (99). Luego,
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dada la presencia del Citocromo C en el citoplasma de las células infectadas se

infirid que la via intrinseca de este proceso seria la responsable (85).

Asimismo, se ha demostrado en una amplia variedad de células de ave y de
mamifero infectadas con virus Vaccinia recombinantes para VP5, que la expresion
de dicha proteina en ausencia de otros genes virales induce un apagado completo
de la traduccién y la consecuente apoptosis (51). En la préoxima seccidn nos

detendremos en VP5 y la controversia sobre su rol en la etapa de apoptosis.

Por otro lado, se le asignd a VP3 un rol anti apoptdtico a partir de su interaccién e
inhibicién de la proteina quinasa R, la cual se encarga de despertar una respuesta
ante estimulos asociados a la infeccidn viral como es el ARN doble cadena en

células aviares y de mamifero que expresan VP3 (4).

A su vez, Tanimura y Sharma y luego Jungmann y colaboradores, investigaron
secciones de la bursa de Fabricio de animales inoculados con una cepa altamente
virulenta de IBDV. Ambos grupos observaron tanto células apoptdticas positivas
para IBDV como células apoptdticas negativas por lo que concluyeron que la

infeccidén viral induce la apoptosis no solo en las células infectadas (34, 92).

2.7. La proteina viral VP5

La proteina VP5 de IBDV es una proteina no estructural. La region del genoma que
la codifica se encuentra en el extremo 3° del segmento gendmico mayor y su
marco de lectura estd parcialmente superpuesto con el de la poliproteina VP2-
VP3-VP4 (Figura 2). Es una proteina rica en cisteinas y se encuentra muy

conservada entre las cepas del serotipo | de IBDV (61).

Lombardo y colaboradores demostraron que la proteina VP5 se acumula en la
membrana plasmatica e induce la lisis de distintos tipos celulares de ave y de
mamifero (51). Mas tarde, Liu y Vakharia notaron que la proteina es capaz de inhibir
la apoptosis en estadios tempranos de la infeccién (49). Por otra parte, Wu y
colaboradores observaron, como se menciond mas arriba, que la falta de la
proteina VP5 provoca una disminucién de la salida del viriéon de células infectadas,
pero demostraron que esta proteina no esta involucrada en la lisis celular (109). En
sintonia con el trabajo de Liu y Vakharia, Wei y colaboradores observaron que la
proteina VPS5 interactua con la subunidad alfa de la proteina Pi3K y esta interaccién
provoca una cascada de sefalizacion que protege a la célula de la apoptosis (105).
En contraposicion a este ultimo trabajo, Li y colaboradores demostraron que VP5
es el principal inductor apoptdético de IBDV y colocaliza con canales dependiente
de voltaje en mitocondrias. Esta interaccion es esencial para la apoptosis inducida

por el virus (44). En un trabajo mas reciente, los mismos autores comprobaron la
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interaccion de esos canales con la proteina RACK1 y a su vez con VP5 formando,
posiblemente, un complejo. Llamativamente, la sobreexpresion de RACKT inhibe la
apoptosis que causa IBDV y su subexpresion induce apoptosis e inhibe el
crecimiento viral. De ese modo, los autores proponen que, durante la infeccién con
IBDV, VP5 secuestra esta proteina junto con los canales de voltaje de la

mitocondria, induciendo la apoptosis y permitiendo la salida del virus (48).

Esto demuestra que, hasta el momento, el rol de la proteina no estructural no esta
totalmente definido y existen reportes que le otorgan funciones contrapuestas en
cuanto a la capacidad de inducir o inhibir la apoptosis. No podemos descartar la
posibilidad de que VP5 cumpla diferentes funciones segun la etapa del ciclo de
replicacion viral que estudiemos, adaptandose a las necesidades del virus en cada

una de ellas.

2.7.1. VP5 y otros miembros de la familia Birnaviridae

La familia Birnaviridae posee muy pocos virus caracterizados, siendo IBDV, el mas

estudiado.

Aunque con menos detalle que el IBDV, el virus de la necrosis pancreatica de
salmoén (IPNV) estd bien caracterizado ya que es un patdégeno de alta relevancia en
la industria piscicola que causa alta mortalidad en salmdnidos jovenes infectados y
estd distribuido alrededor del mundo. Su genoma, al igual que el de IBDV, esta
constituido por dos fragmentos de ARN doble cadena y posee cinco proteinas
virales. A la proteina VP5 de IPNV, que posee un 34 % de identidad con la del virus
aviar, se le asigna un rol inequivocamente antiapoptético dada su similitud con la

proteina Bcl-2 (46).

Existen ademas otros dos miembros de la familia descubiertos posteriormente y
gue estdn menos estudiados: el Virus X de Drosophila (DVX), descubierto a partir
de un cultivo primario de células de moscas infectadas (1), y el Virus Espirito Santo
(ESV), que fue recientemente caracterizado a partir de una contaminacién ocurrida
en células de mosquito infectadas con el virus del Dengue (98). En estos dos virus

la funcién de la proteina VP5 audn no ha sido descripta.

2.8. Localizacion subcelular de proteinas

La localizacién subcelular de una proteina es fundamental para el desarrollo de su
funcién ya que determina el acceso a contrapartes de posibles complejos de
interaccién y a la maquinaria de modificacion postraduccional. Igualmente permite

su integracién en redes funcionales (29).

27



En particular, las proteinas virales deben regular finamente su localizaciéon
subcelular durante el ciclo de replicacién viral para que éste pueda completarse
(8M0.

Para definir la posicidn de proteinas localizadas en membranas celulares, Lorenz y
colaboradores desarrollaron el método de proteccidn a la proteasa. Este consiste
en la construccidn de un gen quimérico en donde el gen que codifica para la
proteina en estudio es fusionado en sus extremos a genes de proteinas
fluorescentes con los que luego se transfectan células que finalmente seran
tratadas con una proteasa. Dependiendo de la posibilidad de accién de la proteasa
sobre cada extremo de la proteina quimérica, se determina su orientacién en la

membrana celular (52).

En la Figura 4 se puede observar la dindmica del método a partir de células
transfectadas y sometidas a la proteinasa, la cual podra acceder a las proteinas
fluorescentes que se encuentren del lado extracelular, degradandolas

proteoliticamente y apagando asi su fluorescencia.

Tripsina
—

Tripsina Digitonina

()
— — L_J

»

Figura 4: Representacion del método de proteccion de la fluorescencia a la
proteasa (FPP). La figura muestra esquematicamente la fluorescencia fusionada a
la proteina de interés como un circulo celeste o amarillo. La proteasa apaga la
fluorescencia si es capaz de acceder a ella. La explicacion detallada del método se
encuentra en la seccion Materiales y Métodos.
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3. HIPOTESIS

La inmunologia aviar es un campo poco conocido respecto a su contraparte en
mamiferos. El IBDV es un agente que causa una enfermedad altamente relevante

en la industria avicola.

Hasta el momento, no se ha caracterizado en profundidad ni la respuesta inmune ni
la inmunosupresion que inducen cepas de virulencia intermedia como tampoco el

efecto de diferentes vias de inoculacién.

Por otro lado, la informacién disponible acerca de la funcién y la localizacién

subcelular de la proteina viral VP5 no es completamente concluyente.

El presente trabajo se basa en la hipdtesis de que el estudio comparativo de la
respuesta inmune aviar inducida por una cepa de virulencia intermedia de IBDV
inoculada por las vias oral e intramuscular aportard elementos relevantes para el
conocimiento de la capacidad que posee el virus de acceder a sus céluas blanco,
replicarse e inducir inmunosupresion. Asimismo, de lograr imitar mediante el uso
de distintas dosis de virus de cepas de virulencia intermedia los efectos que
provocan cepas altamente virulentas, se podrad generar una herramienta de desafio

sin la nececidad del uso de patdgenos peligrosos.

Por otro lado, el estudio de la localizacién subcelular de la proteina VP5 y su papel
en la apoptosis podran brindar datos sobre su funcién y esclarecer el rol que tiene

esta proteina en la replicacioén viral.
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4. OBJETIVOS

Por lo expuesto, planteamos los siguientes objetivos:
4.1 Objetivo general

Caracterizar aspectos clave de la interaccién de IBDV con su hospedador,
focalizando en la respuesta inmune celular inducida y en el rol que cumple la

proteina viral VP5 en dicha interaccion.
4.2 Objetivos especificos

1. Analizar la respuesta inmune a nivel de expresion de mensajeros de
citoquinas y poblaciones celulares involucradas en distintos érganos en animales
inoculados por via oral ¢ intramuscular con una cepa de virulencia intermedia del

IBDV.

2. Estudiar la apoptosis en células aviares infectadas con IBDV en cuanto al
contenido de su genoma, la expresion génica del mensajero de Caspasa 3 y la

activacion de esta proteina.

3. Determinar la localizacidn subcelular y la topologia de la proteina viral VP5.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1. Animales y toma de muestras

Para realizar los experimentos con animales se utilizaron pollos White Leghorn. Los
pollos nacieron en el bioterio del Instituto de Biotecnologia del INTA, Castelar, a
partir de la incubacién de huevos embrionados (Rosenbusch SA, CABA, Argentina)
libres de patdégenos especificos (SPF) (incubadora Yonar SA, CABA, Argentina).
Una vez nacidos, los animales se mantuvieron bajo ldampara por dos semanas para
luego ser alojados en jaulas individuales. A los pollos se les suministré alimento
adecuado en cada etapa (iniciador en los primeros quince dias y de adulto luego).
Los animales fueron inoculados en todos los casos a las 3 semanas de edad,
periodo en el que son altamente vulnerables al IBDV. En los tiempos estipulados,
los animales fueron sacrificados en camara de CO, vy, segun cada caso particular, se
les extrajo la bursa de Fabricio, el bazo y/o el duodeno. Del primer érgano se
obtuvo un pequeio fragmento de aproximadamente 0,3 mg gue se mantuvo en
300 upl de solucion estabilizadora de ARN (RNAlater, Ambiom™) hasta su
utilizacién para la posterior obtencion de ARN mensajero. El resto de la bursa se
mantuvo en medio RPMI para el posterior aislamiento de linfocitos. Del bazo
también se obtuvo un pequefo fragmento, que se mantuvo en solucidn
estabilizadora de ARN hasta el momento de extraccién y el resto del érgano se
mantuvo en RPMI para el aislamiento de poblaciones celulares linfoides. Para el
caso del duodeno, se tomd un pequefio fragmento soélo para el aislamiento de
ARN.

Todos los procedimientos que involucran animales fueron aprobados por el comité
institucional de uso y cuidado de animales de experimentacion (CICUAE-CICVyA
INTA).

5.2. Virus

El virus utilizado en este trabajo fue la cepa LZD de IBDV (Laboratorio Inmuner,
Concepcidén del Uruguay, Entre Rios, Argentina). Esta cepa pertenece al serotipo |
del virus, clasificada de virulencia intermedia. Originalmente fue desarrollada por la
empresa Intervet en Holanda y su nombre original fue LZD Gumboro Delvax. La
semilla liofilizada fue reconstituida en 10 ml de PBS.

El virus fue amplificado en cultivo celular de fibroblastos de embrién de pollo
(FEP). Brevemente, se infectaron botellas de 150 cm? (Corning™) conteniendo
aproximadamente 108 células (preparado por el Servicio de Cultivo de Tejidos
celulares, Instituto de Virologia, INTA, Castelar) con 500 ul del stock viral. Luego

de 48 hs de incubacion a 37°C, se observd la presencia de efecto citopatico y se
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procedié a cosechar el virus mediante tres ciclos de congelado y descongelado a -
80 °C y centrifugacién del sobrenadante del cultivo celular a 10000 rcf por 10
minutos para descartar los restos celulares. Luego se tomd el sobrenadante que
fue titulado mediante diluciones al décimo en placas de 96 pocillos sembradas con
10° células por pocillo observando el efecto citopatico. Se calculé el titulo obtenido
por el método de Reed y Muench obteniéndose un valor de 3,4 x 10’ UFP/ml [4,6 x
107 dosis infectivas en cultivo celular 50 (DICTg,/mD]1.

La identidad del virus amplificado se analizé mediante la amplificacién de un

fragmento variable del gen de la proteina VP2 utilizando los primers:
VP2Fw: GAGTCTACACCATAACTGGA
VP2Rv: CGGAGGGCCCCTGGATGTT

El fragmento amplificado, de 241 pares de bases, fue clonado en un vector pGEM-T
y la identidad del inserto fue analizada a partir de la secuenciacién (Servicio de
Genotipificacion y Secuencia, INTA, Castelar) a partir de los iniciadores SP6 y T7

que aporta el plasmido.
5.3. Cuantificacién de ARN mensajero
5.3.1. Obtencién de ARN mensajero

A partir de los fragmentos de tejido o de las muestras provenientes de cultivos
celulares, se aislé ARN utilizando TRIZOL (Invitrogen™) segun el protocolo del
fabricante. EI mismo consistiéo basicamente en la lisis total de la muestra, la
posterior extraccidon organica con cloroformo y la purificacion del ARN por
precipitacion con etanol. Luego de la extraccion, el ARN se cuantificé utilizando un
Nanodrop N100 (Thermo Scientific™) el cual mide, ademas de la concentracion de
ARN, la relacién de absorbancia 260/280nm que da cuenta de la pureza del ARN,

siendo un valor mayor a 2 indicativo de un alto grado de pureza.

El ARN obtenido y cuantificado se tratd con una nucleasa especifica de ADN
(DNAse 1, Invitrogen™). A 2 ul de la solucién de ARN se le agregaron 7 ul de agua
libre de nucleasas, 1 ul de solucién buffer en concentracion 10X y 1 ul de la nucleasa
conteniendo 2 UE. Se incubd a temperatura ambiente durante 15 minutos y luego
del agregado de 1 ul de EDTA 20 uM, se continud la incubacién a 70 °C durante 10

minutos con el fin de desnaturalizar la enzima.

Una vez obtenido el ARN libre de ADN se procedid a realizar la transcripciéon
reversa. Para ello se utilizo la enzima RT SuperScript 1l (Invitrogen™). A los 12 ul de

la solucién de ARN del paso anterior, se le adicionaron 0,5 ul de hexdmeros de
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nucledétidos al azar y 1 ul de una solucién 10 mM de nucledtidos trifosfato (ATP,
CTP, GTP y TTP). Se incubd la mezcla 10 minutos a 65 °C y luego se transfirid
inmediatamente al hielo. Posteriormente, se agregd 1 ul de la solucién inhibidora de
nucleasas de ARN (RNAse OUT, Invitrogen™), 4 ul de solucion buffer en
concentraciéon 5X y 1 ul de la solucién de enzima retrotranscriptasa en
concentracion 2 UE/ul. La mezcla se incubd a 50 °C durante 45 minutos y se
detuvo la reaccién calentando la muestra a 65 °C por 10 minutos.

De este modo se obtuvo el ADNcopia de las muestras de ARN.
5.3.2. Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)

A partir de las muestras de ADNcopia del paso anterior, se realizd la PCR ajustando
las condiciones de termociclado segun la temperatura de melting de los

oligonucleodtidos iniciadores (primers), cuyas secuencias se muestran en la Tabla 2.

Nombre Secuencia (5°- 37) Numero de acceso Tamano del
(genebank) amplicon

'LITAF Fw CCATCTGCACCACCTTCA NM_2042671 184

LITAF Rv TTGCTGCACATACACAGT

IL-8 Fw ATGAACGGCAAGCTTGGA NM_205018.1 190

IL-8 Rv GCAGTGGGGGCCGCTTGG

IL-15 Fw ACAGCCATTTCTTTTGCC NM_204571.1 179

'IL-15 Rv CTCGTATGTGTTTGCAGT

INF a Fw CTCACGCTCCTTCTGAAA NM_2054271 174

'INF a Rv CAGGATGGTGTCGTTGAA

2INF g Fw CAAAGCCGCACATCAAACA Y07922 259

2INF g Rv TTTCACCTTCTTCACGCCATC

2L-6 Fw CAAGGTGACGGAGGAGGAC AJ309540 254

2|L-6 Rv TGGCGAGGAGGGATTTCT

3CASP3 Fw TGGCGATGAAGGACTCTTCT NM_2047251 160

SCASP3 Rv CTGGTCCACTGTCTGCTTCA
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BV Fw TACACTCGTTGCTTGGGCTA X59820.1 274

4BV Rv ACCAGAACCTGTCACCTC
2GAPDH Fw AGAACATCATCCCAGCGTCC K01458 264
2GAPDH Rv CGGCAGGTCAGGTCAACA

Tabla 2: Primers utilizados. 'Los primers fueron disefiados con el programa
computacional CLC Clontech, ajustando las condiciones para PCR en tiempo real
(sin estructura secundaria, contenido G+C del 50 % y Temperatura de melting de
entre 55 y 60 °C).

2l a secuencia de los primers fue obtenida de (27).

3L.a secuencia de los primers fue obtenida de (108).

4 [ a secuencia de los primers fue disefiada por el Dr. Ariel Vagnozzi del Instituto de
Virologia, INTA Castelar.

Los primers fueron disefados de modo de amplificar fragmentos menores a 300
pb pertenecientes a regiones del mensajero de las mencionadas citoquinas,
caspasas y del gen de expresion constitutiva Gliceraldehido-3-fosfato
deshidrogenasa (GAPDH).

5.3.3. Obtencién de los estandares de PCR en tiempo real

Conociendo la concentracion de cada muestra de ADN plasmidico en ng/ml se

obtuvo el nimero de copias del fragmento de interés segun la férmula (15):

Masa (gramos) X nimero de Avogadro

prom. peso de una base X long. del plasmido recombinante

Conociendo la concentracion del templado en numero de moléculas, se procedidé a
diluir la muestra realizando diluciones seriadas al décimo para construir el estandar

de PCR en tiempo real.

5.3.4. Amplificaciéon por PCR en tiempo real de muestras de concentracién

conocida

Las muestras obtenidas en el punto anterior fueron amplificadas por PCR en
tiempo real. Para ello, a 1 ul de cada muestra de concentracién conocida se le
adicionaron 12,5 ul de solucidon madre de PCR del kit comercial SYBR® Green PCR
Master Mix (Applied Biosystems), que contiene la enzima Taqg Polimerasa, SYBR
green, y cloruro de magnesio; 0,5 ul de primers en concentracién 100 ng/ml (Tabla

2) y 10,5 ul de agua desionizada. El procedimiento fue realizado por duplicado. Se
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utilizé un termociclador ABI 7500 (Applied Biosystems), conectado a un

ordenador. El perfil de termociclado se muestra en la Figura 5.

40 Repeticiones
95 °C 10 min. 95 °C 30 seg. 95 °C 30 seg.

60 °C 1 min.

Figura 5: Perfil de termociclado. Se utilizé el termociclador ABI 7500 para todos
los procedimientos de PCR en tiempo real.

Dado que el fluoréforo se intercala en el ADN doble cadena, se produce un
aumento de la fluorescencia emitida que genera un patréon de amplificacién. Este
patrén fue analizado mediante el Software asociado al equipo utilizado (System
Software ABI 7500, Applied Biosystems). Asi, se determind el valor medio del ciclo
umbral de fluorescencia (Ct, ciclo al cual la florescencia emitida supera un valor

umbral) de cada una de las muestras.

Con la media de los valores de Ct de 7 diluciones de cada citoquina se
construyeron las curvas estandar para cada una de ellas. La curva estandar surge

de graficar el valor de Ct en funcién del logaritmo de la concentracidn inicial.

Para confirmar la amplificacién especifica, se analizé el patrén de disociacion. El
mismo implica la medicién de la fluorescencia emitida por la muestra a intervalos
cortos de temperatura. Si la reaccidon fue especifica, habra un solo amplicén en la
muestra y a determinada temperatura se desnaturalizara todo el ADN contenido y
la fluorescencia disminuird abruptamente. En cambio, si hubo amplificaciones
inespecificas habrd tantas caidas de la fluorescencia como amplicones en la

muestra.

5.3.5. Amplificacién por PCR en tiempo real de muestras de concentracién

desconocida

Habiendo obtenido curvas estandar adecuadas para la medicién del numero de
copias de cada fragmento blanco, se procedié a analizar las muestras incdgnita, es
decir las muestras de ADNcopia de cada experimento en particular. Utilizando los
mismos primers que para las muestras de concentracién conocida, se realizaron los
ensayos de PCR en tiempo real de las muestras incégnita por duplicado. El valor
obtenido del Ct de cada una fue extrapolado en la curva estandar (realizada en

paralelo) puesta a punto segun el item anterior con el fin de obtener valores del
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ndmero de copias de ADN de cada gen blanco. Dado que se habia partido de ARN
y se habia degradado el ADN, es posible afirmar que se trata de copias de ARN

mensajero.
5.4. Andlisis de las poblaciones celulares por Citometria de Flujo

Las porciones de la bursa de Fabricio sumergidas en medio RPMI se cortaron en
pequenos trozos que se disgregaron por presidon con el émbolo de una jeringa. Las
suspensiones celulares fueron pasadas a través de un filtro (cell strainer, BD™) y se
aislaron las células mononucleares por centrifugacion en gradientes de densidad

Histopaque 1077 (Gibco™).

Las células viables (método de tincidn con azul de tripan), se resuspendieron en
buffer de marcacion (PBS 1X, 10 % SFB, 0,1 % Azida sddica), se sembraron 1x10°
células por pocillo de placa de 96 pocillos (fondo en V) y se lavaron 2 veces con el

mismo buffer.

Se realizd la marcacién resuspendiendo las células en 100 ul de buffer de
marcacion incluyendo diferentes combinaciones de anticuerpos, o con uno unico
para el control de compensacidon y los controles de isotipo adecuados. Se
incubaron las células 30 min a 4 °C, se lavaron 2 veces y se resuspendieron en la

soluciéon FACS flow para su posterior analisis por citometria de flujo.

Se utilizaron los anticuerpos monoclonales (MAbs) que se detallan en la Tabla 3.
Todos los MAbs son especificos de pollo y fueron adquiridos a la empresa
Southern Biotech. Los anticuerpos fueron titulados previamente a fin de

determinar la concentraciéon optima de cada uno para este ensayo.

Nombre Fluorocromo conjugado
anti CD4 de pollo PE

anti CD8a de pollo FITC

anti CD8b de pollo PE

anti CD3 de pollo SPRD

Tabla 3: Anticuerpos utilizados para los ensayos de caracterizacion de
poblaciones celulares.
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Asimismo, se realizaron los correspondientes controles de autofluorescencia y de
isotipo. Para este ultimo anélisis se utilizaron anticuerpos anti ratén conjugados
con FITC, PE y SPRD (Southern Biotech.).

La evaluacion por citometria se realizé con un citdmetro FACS Calibur (BD) vy los

resultados se evaluaron con el programa CellQuest (BD).
5.5. Estimulacién in vitro de esplenocitos

Los esplenocitos obtenidos segun el punto 5.1.4. se resuspendieron en medio RPMI
suplementado con 2 mM L-glutamina, antibidtico-antimicotico (Gibco™), 10 mM
HEPES, 50 mM 2-mercaptoetanol y 10 % de Suero Fetal Bovino. Se sembraron 10°®
células por pocillo en placas de 96 pocillos en presencia o ausencia de
concanavalina A (ConA; 5 mg/ml) y se incubaron durante 24 h a 41 °C en una
atmdsfera de CO, al 5 %. Se obtuvieron los sobrenadantes de cultivo y se
cuantificod la concentracion de nitrito por la reaccidon de Griess (95). Brevemente,
se sembraron en placas de 96 pocillos de fondo plano (Nunc MaxiSorpTM), 50 ul
de medio de cultivo junto con el mismo volumen de diluciones seriadas de NaNO,
(125 uM - 1 M) que se utilizaron como curva estandar. Luego, se anadieron 50 ul de
cada reactivo de Griess (sulfanilamida y naftiletilendiamina) y se midié la
absorbancia a 530 nm en cada pocillo con un lector Multiskan (Thermo Scientific
™). La concentracion de NO, en cada muestra se determiné por extrapolacion de

la absorbancia a 530 nm en la curva estandar.
5.6. Coinfeccién con el virus de la Bronquitis infecciosa

Para los ensayos de coinfeccién se utilizaron animales de tres semanas de edad
que fueron inoculados en dos instancias diferentes segun la Tabla 4 con un
intervalo de 7 dias entre ambas. La cepa utilizada de IBV, fue debidamente
caracterizada y se la nombré como AV1308, perteneciente al genotipo A argentino
amplificada y titulada en huevos embrionados SPF (Instituto de Virologia, INTA).
Los animales de los grupos 2 y 4 se inocularon con 500 ul conteniendo 2,3x10’
DICTg, de IBDV cepa LZD, mientras que los animales de los grupos 1y 3 recibieron
el mismo volumen de PBS. La segunda inoculacion de los animales de los grupos 3
y 4 consistio en 2x10%? Dosis Infectiva de pollo del IBV por via intratraqueal en

500ul mientras que la de los grupos 1y 2 fue con el mismo volumen de PBS.
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Primera inoculacion Segunda inoculacién
Grupo 1 PBS PBS
Grupo 2 IBDV PBS
Grupo 3 PBS IBV
Grupo4 IBDV IBV

Tabla 4: Grupos experimentales en el ensayo de coinfeccion IBDV-IBV. [as
inoculaciones se realizaron con un intervalo de 5 dias.

Siete dias después de la segunda inoculacidn, los animales fueron sacrificados y se
obtuvo un fragmento de aproximadamente 30 mg del rifdén, el cual se mantuvo en
solucién estabilizadora de ARN (RNAlater Qiagen™) para la extraccion de ARN y la

posterior cuantificacion de copias del genoma de IBV.
5.7. Cultivos celulares
5.7.1. FEP

Los cultivos de FEP los realiza el Servicio de Cultivo Celulares del Instituto de
Virologia (INTA, Castelar) a partir de huevos embrionados de diez dias de
desarrollo. Los mismos se mantienen en medio 199 (Gibco™) especialmente
formulado para este cultivo, suplementado con antibidtico-antimicético (Gibco™)

y 5 % de Suero Fetal Bovino (Gibco™).
5.7.2. DT40

La linea de células DT40 deriva de células B de la bursa de pollo transformadas
con el virus de la Leucosis Aviar (ALV). Esta linea celular crece en suspension a
41°C. Se utiliza medio RPMI, suplementado con Glutamina (Glutamax, Gibco),
antibioticos (Anti-Anti 100X Gibco™), B-Mercapto etanol 0,1 mM (Sigma™), 10 %

Suero Fetal Bovino (Gibco™) y 1% Suero de Pollo (Gibco™).
5.7.3. QM-7

La linea de células QM-7 deriva del fibrosarcoma QT6 aislado originalmente por
Moscovi en el afio 1989 (58) de un tumor que se desarrollé en un ave tratada con
metilcolantreno, es susceptibles a la infeccidn con IBDV (13). Las células se replican
como mioblastos en medio MEM-D, suplementado con antibidticos (Anti-Anti 100X
Gibco™), antimicdtico (Ciriax, Roche™) y 10 % de SFB.
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5.8. Infecciones en cultivo celular

Para realizar las infecciones en cultivo celular, se utilizdé virus de la cepa LZD de
Laboratorios Inmuner, cuya semilla liofilizada se amplificdé en fibroblastos de FEP,

como se explicd mas arriba.

Las infecciones de células QM-7, se realizaron en placas de 6 pocillos con un 70 %
de confluencia. Se lavaron las células dos veces con medio RPMI sin suero y luego
se agregd 1 ml de ese medio conteniendo 10° unidades infectivas del virus y se
incubd una hora con agitacion periddica (adsorcidn). Pasado ese tiempo, se
agregaron 2 ml de medio RPMI suplementado con suero fetal bovino (10 %) y

antibioticos.

Las infecciones en células DT-40 se realizaron en placas de 6 pocillos conteniendo
10° células cada uno. Se obtuvieron pellets de esa cantidad de células que se
resuspendieron en 200 ul que contenian 10° unidades infectivas del virus. Se

adsorbid por una hora y se agregaron 2 ml de medio de cultivo en cada pocillo.
5.9. Analisis de la induccién de apoptosis
5.9.1. Andlisis del ciclo celular por tincién con loduro de Propidio

A diversos tiempos post infeccion, las células fueron cosechadas, lavadas con PBS

y fijadas con etanol 70 %, incubandolas a -20 °C hasta su uso.

Luego, se lavd la suspensidon de células fijadas y se resuspendieron en 1 ml de PBS.
Se agregaron 5 pl de la solucién de loduro de Propidio (1 mg/ml), se incubaron 5
minutos en oscuridad y se analizé el patrén por citometria de flujo comparado con

células predominantemente en estadio G1 o G2.
5.9.2. Expresién génica de Caspasa 3

Se extrajo ARN total de células infectadas con el método de TRIZOL (Invitrogen™)
como se describié en el punto 5.3.1. Se incubd con DNAsal y se realizd la sintesis

del ADNcopia como se detalld en el mismo item.

La cuantificacién del mensajero total de este gen se realizé en comparacidn con la

curva patrén del mismo modo que fue descripto en la seccién 5.3.
5.9.3. Medicién de la activacién de Caspasa 3

Para analizar la activacidon proteica de la enzima Caspasa 3 se utilizd el kit
EnzCheckCasp3 (Invitrogen™). El reactivo que provee este sistema es una proteina

que, si es clivada especificamente por la Caspasa 3, emite fluorescencia a 441 nm.
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Las células infectadas a distintos tiempos se cosecharon por triplicado y se lavaron
dos veces con PBS. Luego se centrifugaron a 1500 rcf, se retird el sobrenadante y

el pellet celular se conservé a -80 °C hasta su uso.

El protocolo se realizd segun las indicaciones del fabricante. El mismo consistid en
la extraccidn proteica con una solucién de lisis y dos pasos de congelado-
descongelado para completar la lisis celular. Luego, se centrifugd a 10000 rcf,
obteniéndose en el sobrenadante las proteinas celulares totales a las que se le
agregod el reactivo nombrado anteriormente. Se incubd la reaccién 30 minutos en
oscuridad y a temperatura ambiente y se analizé la emision a 441 nm excitando a

341 nm con el fluorémetro Molecular Device Modelo SpectraMax Gemin EM.

5.10. Analisis de la localizacién subcelular de VP5

5.10.1. Analisis in silico de putativos dominios de transmembrana

Se utilizaron una variedad de predictores basados en diferentes métodos que
definen si la proteina blanco posee o no un dominio de transmembrana a partir de
su secuencia aminoacidica. Los mismos son de acceso publico y se encuentran
alojados en distintos servidores. Algunos de ellos, ademas, indican qué regidon

estaria expuesta en el espacio extracelular.

Los programas utilizados fueron:

TMPred (http://www.ch.embnet.org/software/TMPRED form.html) desarrollado

por Hofman y colaboradores en el afio 1992 (25).

OCTOPUS (http://octopus.cbr.su.se/) desarrollado por Viklund y colaboradores en
el afo 2008 (102).

DAS (http://www.sbc.su.se/~miklos/DAS/) desarrollado por Cserzo y

colaboradores en el aflo 1997 (9).

Protter (http://wlab.ethz.ch/protter/start/) desarrollado por Omasits y

colaboradores en el afo 2014 (68).

Split (http://split4.omfst.hr/split/4/) desarrollado por Juretic y colaboradores en
el afo 2002 (35).

TopPred (http://www.sbc.su.se/~erikw/toppred2/)desarrollado por Von Heijne y

colaboradores en el aifo 1992 (103).

PRODIV-TMHMM (http://www.health2api.com/?p=10208) desarrollado por
Viklund y colaboradores en el afio 2004 (101).
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TOPCONS (http://topcons.cbr.su.se/index.php?about=proprodiv) desarrollado por
Viklund y colaboradores en el afio 2004 (101).

5.10.2. Construcciéon de Vectores (pYFP, pCFP, pYFP-VP5, pVP5-CFP vy
pCherry)

Las secuencias codificantes para eYFP, eCFP y Cherry fueron obtenidas de los
plasmidos pEYFPy pECFP y pCHERRY (Clontech, E.E.U.U.), respectivamente,

usando los sitios Hindlll que poseen los mismos.

El gen de la proteina viral VP5 se obtuvo mediante amplificacion por PCR de la
region codificante de la misma a partir de células infectadas, de las cuales se
extrajo el ARN total y se sintetizd el ADNcopia. El gen de la proteina viral se

amplificé con los siguientes primers:
VP5Fw: ATGGTCAGTAGAGATCAGAC
VP5Rv: TCAGGCTTCCTTGGAA

El producto de PCR se insertd en el vector pGEM-T a partir de las A sobresalientes

gue deja la enzima polimerasa.

La identidad del inserto fue analizada a partir de la secuenciacion (Servicio de

Genotipificaciéon y Secuencia, INTA, Castelar).

Los fragmentos codificantes de los genes de las proteinas fluorescentes y el de la
proteina viral VP5 fueron insertados, utilizando enzimas de restriccidn, en el vector
PCDNAZ3 cuyo sitio de clonado multiple se encuentra rio arriba de la secuencia del
promotor eucariota de citomegalovirus (CMV). De ese modo se obtuvieron los
vectores pYFP-VP5 (fusionado en N-terminal al gen de la proteina fluorescente
amarilla), pVP5-CFP (fusionado en C-terminal al gen de la proteina fluorescente
cian), pYFP (plasmido que porta, bajo promotor constitutivo, el gen de la proteina
fluorescente amarilla), PCDNA Cherry (pldsmido que porta, bajo promotor
constitutivo, el gen de la proteina fluorescente roja) y pCFP (pldsmido que porta,

bajo promotor constitutivo el gen de la proteina fluorescente cian).

El plasmido pYFP-PrP fue gentilmente cedido por el Dr. Holger Lorenz

(Universidad de Heidelberg, Alemania).

El plasmido pGP64-Cherry fue gentilmente cedido por la Dra. Andrea Peralta,

Instituto de Biotecnologia, INTA, Castelar.
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5.10.3. Transfecciones

Se sembraron 4x10° células QM-7 por pocillo, en placas de 8 pocillos especialmente
disefiadas para observar células vivas al microscopio (Lab-Tek™). A las 24 horas,
habiendo alcanzado una confluencia del 80 %, se realizo la transfeccion utilizando
Lipofectamina (Invitrogen™). Previamente se pusieron a punto las condiciones en
cuanto a cantidad de ADN plasmidico utilizado, la cantidad de Lipofectamina y el
tiempo de incubacién. El protocolo final consistié en el uso de 400 ng de ADN vy el
agregado de 5 pl de Lipofectamina con 4 horas de incubacién de la mezcla ADN-

Lipofectamina.

Brevemente, se incubaron 15 pul de medio MEM-D sin suero con 5 ul de
Lipofectamina durante 15 minutos y por otro lado se prepararon 20 ul del mismo
medio con 1 ng de ADN. Pasado este tiempo, se mezclaron ambas soluciones y se

le agregd 100 pl de medio RPMI sin suero.

Las células fueron lavadas dos veces con PBS y se les agregd la mezcla descripta
anteriormente. Se incubaron 4 horas a 37 °C y se les agregd 100 ml medio
suplementado con 20 % de suero. Luego de 16 horas, se utilizaron las células para

los respectivos ensayos de localizacion.

Para el caso del analisis de expresion de Caspasa 3 en células transfectadas con
pYFP-VP5, el procedimiento se realizé en placas de 6 pocillos con 10° células QM-7
en cada uno. Se mantuvieron los tiempos de incubacion y se utilizaron 1 pg de ADN

y 12,5 ul de Lipofectamina.
5.10.4. Observacioén de Fluorescencia en Células Vivas

Pasadas 16 horas de la transfeccion, se reemplazd el medio de cultivo por PBS. Las
células transfectadas se visualizaron en el microscopio confocal espectral laser
Leica TCS-SP5 (Leica Microsystems GmbH, Wetzlar, Alemania) usando un 63x de
objetivo (HCX PL APO CS 63.0 x UV 1.20 agua). Las lineas de 458 y 514 nm de
Argodn se utilizaron para la excitaciéon de CFP y YFP respectivamente, y la de 543

nm de He-Ne se empled para la excitacién de Cherry.

La configuracion de energia del microscopio, detectores de ganancia y velocidad
de exploracién se ajustaron para optimizar el contraste y la resolucién para cada
imagen individual. Las imagenes recogidas se analizaron utilizando el software LAS
de Leica AF.
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5.10.5. Colocalizacién en la membrana plasmatica
5.10.5.1. Colocalizacién de VP5 con un colorante de membrana

Para corroborar la localizacidon de la proteina en la membrana plasmatica se utilizé
el marcador de membrana CM-Dil-Texas Red (Life Technologies™) el cual
mediante el tratamiento realizado tifie la membrana plasmatica de las células
tratadas. Brevemente, las células QM- 7 se lavaron con PBS y se afadié en cada
pocillo 100 ul del colorante con una concentracion final de 50 mg/ml y se incubd a
temperatura ambiente durante 5 minutos. La reaccion se detuvo mediante el
agregado de 50 ul de suero fetal bovino frio y las células se lavaron tres veces en
medio de cultivo completo a temperatura ambiente antes de la observacion en el
microscopio confocal. La excitacion del colorante se realiza del mismo modo que

para la proteina fluorescente roja.

El ensayo se realizd sobre células previamente transfectadas con el plasmido

PVP5-CFP y se observd la colocalizacidon de ambas fluorescencias.
5.10.5.2. Colocalizacién de VP5 con una conocida proteina de transmembrana.

Se realizaron cotransfecciones con los plasmidos pYFP-VP5 y pGP64-Cherry (que
da lugar a la expresidén de una conocida proteina baculoviral de transmembrana,
(72) y se observaron células que habian recibido y expresado ambos vectores

utilizando la configuracién para observar cada tipo de fluorescencia.
5.10.6. Permeabilizacion de las células cotransfectadas

Por otro lado se analizdé si la proteina VP5 se encuentra unida a la membrana

plasmatica de la célula transfectada.

Para ello se cotransfectaron células QM-7 con los pldsmidos pYFP-VP5 y pCherry.
La proteina Cherry producto de la expresion del gen que porta el pldsmido, tiene

una disposicién citoplasmatica.

Se observaron, con el microscopio confocal, células que mostraban ambos tipos de
fluorescencia y se mantuvieron en foco durante el agregado de 11 ul de digitonina
de concentraciéon 0,5 mM (10X) en el pocillo para permeabilizar las células. Si la
fluorescencia amarilla queda retenida en la membrana plasmatica de la célula
observada (mientras que la roja se dispersa indicando la correcta permeabilizacién

de la misma) la proteina VP5 se encuentra unida a la membrana plasmatica.
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5.10.7. Ensayos de protecciéon de la fluorescencia a la proteasa

Para analizar la topologia de la proteina VP5 en la membrana plasmatica, se
realizaron ensayos de proteccion de la fluorescencia a proteasas (FPP por sus
siglas en inglés) segun el protocolo desarrollado por el grupo de Holger Lorenz de
la Universidad de Heidelberg, Alemania (52). Brevemente, las células transfectadas
con los plasmidos pYFP-VP5 o pVP5-CFP se trataron con proteinasa K (agregando
10 pl de la solucién 10X cuya concentracién es 0,5 mg/ml), mientras fueron
observadas en el microscopio confocal. La proteinasa K puede acceder a las
proteinas fluorescentes que se encuentren del lado extracelular, degradandolas
proteoliticamente y apagando asi su fluorescencia. Esto no ocurre si la proteina
fluorescente se encuentra del lado citoplasmatico. Asimismo, al agregar digitonina
(del mismo modo que en el punto 5.10.6.) la proteasa es capaz de acceder a la
célula y degradar proteoliticamente a la proteina fluorescente que se encuentra del
lado citoplasmatico. De este modo, dado que la expresion de los plasmidos pYFP-
VP5 y pVP5-CFP da como resultado proteinas fluorescentes fusionadas al extremo
N-terminal y C-terminal de VP5 respectivamente, es posible determinar qué regién
de la proteina VP5 se encuentra del lado extracelular y qué regién del lado

intracelular.

El software utilizado permite filmar en tiempo real los experimentos de modo de
analizar el efecto tanto de la digitonina como de la proteasa sobre las células

transfectadas.
5.11. Analisis estadistico

Se utilizd la prueba t de Student con el programa GraphPad Prism para determinar
las diferencias entre las muestras provenientes de animales tratados respecto a los
controles de cada tiempo y 6rgano o de las células tratadas y sin tratar. Los

valores de p < 0,05 fueron considerados estadisticamente significativos.
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6. RESULTADOS

6.1. Primera parte
Respuesta inmune aviar a IBDV

La primera parte de este trabajo de Tesis consistidé en el estudio de la respuesta
inmune aviar a IBDV. Si bien la interaccién IBDV-pollo ha sido estudiada y
reportada, existen aspectos de la respuesta inmune que siguen requiriendo

atencion.

En este trabajo utilizamos el modelo “pollo”, el hospedador natural del virus.
Realizamos experimentos con animales y analizamos la respuesta en distintos
organos a través de las citoquinas expresadas. Para esta parte debimos
familiarizarnos con el modelo aviar el cual difiere, como se expresd en la seccion
Introduccién, con los modelos mamiferos en varios aspectos. La oferta de reactivos
especificos para pollos es limitada por lo que en algunos casos necesitamos

desarrollar herramientas propias.

Por otra parte, estudiamos diferentes caracteristicas de la infeccion viral en

cultivos celulares primarios y en lineas celulares derivadas de aves.

Finalmente, analizamos la influencia de la inmunosupresion producida por IBDV en

el desarrollo de una infeccidon generada con otro patégeno viral, en este caso IBV.
6.1.1. Eleccidén de las dosis de IBDV utilizadas

En el presente trabajo utilizamos una cepa intermedia de IBDV disponible como
vacuna. El primer paso fue determinar si este virus es capaz de provocar en pollos
libres de patdgenos especificos (SPF) cambios asociados a la infeccidon con IBDV

ya descriptos y, en caso positivo, qué dosis del virus los produce.

Para ello inoculamos pollos SPF de tres semanas de edad (periodo en el que
exhiben, dado el grado de desarrollo de la bursa de Fabricio, mayor susceptibilidad
al virus) por via oral, la ruta de entrada natural de IBDV, con diferentes dosis de la
cepa LZD. El rango de dosis seleccionado abarcé desde la dosis vacunal hasta diez
veces la misma y analizamos pardmetros descriptos en la bibliografia asociados a
la infeccidn con cepas altamente virulentas como la sobreexpresion de citoquinas
inflamatorias en la bursa de Fabricio y la infiltracion de linfocitos T en este érgano
(38, 78).

En la Figura 6 se observa que la expresidon génica del INF g e IL-6 (ambas

citoquinas proinflamatorias) en la bursa de Fabricio responde de manera dosis-
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dependiente a 5 dias post inoculacién (dpi). La dosis elegida fue 2,3x10” DICT,,
debido a que provoca una fuerte sobreexpresion de estas citoquinas en la bursa

acompafada por la infiltracién de linfocitos T en ese érgano (datos no mostrados).
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Figura 6: Andlisis de la respuesta inmune de pollos SPF ante diferentes dosis
de IBDV. Se inocularon pollos SPF de 3 semanas de edad con 50, 200 y 500 ul del
stock viral de IBDV cuyo titulo es 4,6x10” DICTs, A 5 dpi, los animales fueron
sacrificados y se les extrajo la bursa de Fabricio de donde se purificé el ARN total,
se retrotranscribid y se analizd, por PCR en tiempo real, la expresion de INF g e IL-
6. Los animales control fueron inoculados con 500 ul de PBS. Se utilizaron cinco
animales por grupo experimental y se realizaron pooles de ADNcopia de cada
grupo. La figura muestra la relacion de la cuantificacion absoluta del gen de interés
respecto a la del gen de expresion constitutiva GAPDH. Los numeros en la parte
superior de cada barra representan las veces de sobreexpresion respecto al grupo
control. (*) p<0,05.
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6.1.2. Andlisis de la expresidon de citoquinas en animales inoculados con IBDV
por distintas vias

Entre las herramientas desarrolladas para estudiar la respuesta de pollos a IBDV se
encuentra el ensayo de PCR en tiempo real. Esta metodologia nos permitié medir
cuantitativamente la expresién de diferentes citoquinas en los principales érganos

de la respuesta inmune aviar.

Habiendo determinado las dosis de virus a inocular, abordamos el estudio de la
respuesta que genera IBDV por la via oral e intramuscular, ya que ambas son rutas
utilizadas en la vacunacién (OIE-Manual of Diagnostic Tests and Vaccines for

Terrestrial Animals, 2010,http://www.oie.int/esp/normes/mmanual/a_index.htm).

Inoculamos pollos SPF con 2,3x107 DICT., de la cepa LZD de IBDV por via oral o
intramuscular. A 1, 3 y 5 dpi se sacrificaron cinco animales por grupo y se les
extrajo el bazo, la bursa y el duodeno. A partir de un pequeio fragmento de cada
organo, se purificod el ARN total, se sintetizé el ADNcopia y se analizd la expresion

de citoquinas.

Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 7. El INF g, una citoquina clave
del perfil Th1 que, entre otras funciones, es capaz de activar macréfagos para
producir factores inflamatorios tales como IL-6 e iNOS, se sobreexpresd
principalmente en el bazo y la bursa a 3 dpi (10 a 23 veces), cuando el virus se
inoculd por via oral. Frente a la inoculacidén por via intramuscular, se observd una
sutil sobreexpresién (alrededor de 5 veces) en todos los tiempos estudiados en la

bursa, a 3y 5 dpi en el bazo y a 1dpi principalmente en el duodeno.

La IL-15 se es responsable, entre otras funciones, de la activacidon de las células NK
(45). La encontramos sobreexpresada en el bazo de los animales inoculados con
IBDV por via oral en el bazo a1y 3 dpi y en el duodeno a 5 dpi. En cambio, al
inocular el virus por via intramuscular vimos a esta citoquina subexpresada en el

duodeno a1y 5 dpi y sutilmente sobreexpresada en la bursa a los 5 dpi.

Al mismo tiempo, la administracién oral de IBDV indujo una leve sobreexpresiéon de
la citoquina proinflamatoria IL-6 en el bazo a1, 3y 5 dpi y en el duodeno a 3 dpi.
Asimismo, una sobreexpresion muy fuerte (200 veces) de ésta se observd en la
bursa a 3 dpi. Este aspecto es una caracteristica tipica de la infecciéon con IBDV y
se observa ademas, cuando se inoculan animales con cepas de mayor virulencia
(78). La inoculacidén intramuscular, en cambio, indujo un aumento en la expresion

de dicha citoquina pero en bazo y un dia después de la inoculacién del virus.

La quemoquina IL-8, que actla como sefal quimica para atraer heterdfilos al sitio

51



de la inflamaciéon, acompand la fuerte regulacion de IL-6 e INF g en la bursa a los 3
dpi en los animales que recibieron el virus por via oral. En cambio, cuando el virus
fue administrado por via intramuscular, sélo observamos una sutil sobreexpresion

de esta citoquina en duodeno a1y 3 dpi y en bursa a 1dpi (Figura 7).

El LITAF es un factor de transcripcion cuya funcidon es, presumiblemente, inducir la
expresion génica del ortélogo de TNF a que aun no ha sido caracterizado en pollos
(26). Se observd una sobreexpresion de LITAF de 10 veces sdélo en la bursa de los
animales tratados con IBDV por via oral a 5 dpi. En cambio, el virus inoculado por
via sistémica provocd un aumento del ARN mensajero de este factor de alrededor

de 20 veces en el duodeno a 3 dpi (Figura 7).

El INF a es una citoquina antiviral fundamental. Otros autores no la han encontrado
sobreexpresada, incluso la han hallado subexpresada en pollos tratados con cepas
virulentas y altamente virulentas de IBDV (74). Curiosamente, nosotros la
encontramos sobreexpresada en el duodeno vy la bursa a 1y 3 dpi, cuando el virus
es inoculado por via oral y en el duodeno de los animales que recibieron IBDV en

forma sistémica.

En general, se observd que en respuesta a la inoculacién por via oral, las
modificaciones mas fuertes en la produccién de citoquinas ocurren en la bursa de
Fabricio, lo que podria atribuirse a que esa es la ruta de entrada natural del virus y

por ello le permite llegar al 6rgano blanco con mas facilidad.
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Figura 7: Expresion de citoquinas en bazo, duodeno y bursa de Fabricioal, 3y
5 dpi. La figura muestra el numero de veces de expresion de cada citoquina en el
organo correspondiente. Para obtener este valor se realizé la cuantificacion
absoluta de cada citoquina y del gen de expresion constitutiva GAPDH. El valor
obtenido de cada citoquina en los animales inoculados a 1, 3y 5 dpi se dividid, a su
vez, por el valor obtenido de cada tiempo (también normalizado por GAPDH) de
los animales control. El valor obtenido se grafico. (*) p<0,05. Los resultados de la
izquierda corresponden al experimento con animales inoculados por via
intramuscular; los de la derecha, a los animales inoculados por via oral.

6.1.3. Andlisis de las poblaciones celulares involucradas en la respuesta a IBDV

La infeccién con cepas virulentas y altamente virulentas de IBDV provoca cambios
en la proporcidon de poblaciones celulares inmunocompetentes en distintos

organos (38). Por lo tanto, decidimos analizar si la cepa estudiada (de virulencia
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intermedia) es capaz de inducir estos cambios.

Para ello, a los pollos SPF inoculados por las vias estudiadas con 2,3x10” DICT,, de
la cepa LZD de IBDV, se les extrajo la bursa a los 5 dpi y se analizaron las
poblaciones celulares involucradas por citometria de flujo, utilizando diferentes

combinaciones de anticuerpos descriptas en la seccién Materiales y Métodos.

Los resultados se muestran en la Tabla 5. Se puede observar un fuerte incremento
de la proporcion de linfocitos T totales (CD3+) y de CD4+ y CD8+, tanto cuando el

virus es inoculado por via intramuscular como por via oral.

CD3+ CD4+ CD3+ CD8ap+ CD3- CD8a+
Oral 9,6 26,8 4,1
Intramuscular 7,7 22 18

Tabla 5: Andlisis de las poblaciones linfocitarias en la bursa de Fabricio. Los
valores de la tabla representan el numero de veces de incremento de las
poblaciones estudiadas en los animales tratados con IBDV respecto a los animales
control. Se muestran datos de tres experimentos independientes.

6.1.4. Inmunosupresion
6.1.4.a. Analisis de la activacion de esplenocitos de aves inoculadas con IBDV

Otro aspecto que analizamos fue la capacidad de las células provenientes del bazo,
tanto de animales inoculados por ambas vias como de animales control, de
responder a la estimulacion con Concanavalina A (ConA). Este compuesto
constituye un mitégeno originalmente extraido de Canavalia ensiformis, una
legumbre que provoca la activacion inespecifica de una amplia gama de células del
sistema inmune, en particular de linfocitos T que, al activarse, secretan INF g,
citoquina capaz de activar a los macréfagos (104). Se evalud la expresidon de nitrito
(NO,) en estas células a través de la reaccion de Greiss; el NO, se considera un
marcador de macrofagos activados. Esta especie reactiva de oxigeno se genera en
respuesta a estimulos externos a fin de neutralizar potenciales agentes patdégenos
(6).

Los esplenocitos que provenian de animales inoculados por via intramuscular,
mostraron un aumento en la expresion de NO, a 1 dpi (tanto estimulados como no
estimulados con ConA). En cambio, a 3 y 5 dpi estas células mostraron menor

capacidad de respuesta al estimulo, lo que podria deberse al efecto
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inmunosupresor de IBDV.

Por otro lado, las células provenientes del bazo de animales inoculados con IBDV
pero por via oral mostraron mayor expresion de NO, a 1y 3 dpi, en el ultimo caso

sélo si eran, ademas, estimuladas con ConA (Figura 8).

Intramuscular Oral

40 4 40 4

. + ConA
E - ConA

uM NO

Figura 8: Concentracion de NO, en esplenocitos. Esplenocitos obtenidos de
animales inoculados con IBDV (o PBS) por via oral o intramuscular se aislaron a
partir de los bazos extraidos a1, 3y 5 dpi. Se aislaron las células mononucleares por
gradiente de densidad, se lavaron y contaron y se sembraron 2x10° células viables
por pocillo en placas de 96 pocillos por triplicado en presencia (o ausencia) de 5
mg/ml de ConA (barras verdes y rojas respectivamente). Las células fueron
incubadas por 24 h a 41 °C, se cosecho el sobrenadante y se midieron las
concentraciones de NO, con el reactivo de Griess. Cada barra representa la media +
SEM de 3 repeticiones de cada grupo. (*) p<0,05.

6.1.4.b. Coinfeccién con otros patégenos

Otro agente infeccioso de alta relevancia en la industria avicola es el Virus de la
Bronquitis Infecciosa (IBV), perteneciente a la familia Coronaviridae, que provoca
una enfermedad contagiosa que se caracteriza fundamentalmente por trastornos
respiratorios (Manual OIE, IBV
http://oie.int/fileadmin/Home/eng/Health_standards/tahm/2.03.02_AIB.pdf ).

En los primeros meses del afo 2013 se registré un incremento significativo de
casos de bronquitis en pollos parrilleros en granjas de la provincia de Entre Rios.
Pudieron aislarse dos cepas de IBV, que fueron debidamente caracterizadas y se
las nombré como AV1308 y AV1314: ambas pertenecientes al genotipo A argentino.
Llamativamente, luego de amplificar exitosamente los virus de ambas cepas en

huevos SPF, se observd gue no causaban, en animales de experimentacién, ningun
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signo clinico compatible con la enfermedad (Dr. Ariel Vagnozzi, comunicaciéon

personal).

Para comprobar si esta diferencia de comportamiento de las cepas de IBV a
campo y en el laboratorio podia estar relacionada con la presencia de agentes
inmunosupresores que habitualmente se encuentran en las granjas de cria
intensiva, decidimos analizar si la inmunosupresion que causa IBDV en nuestro

modelo, podria tener algun efecto en la coinfeccién con IBV.

Utilizamos 20 pollos de tres semanas de edad que se dividieron en cuatro grupos.
Los animales del grupo 1, control, fueron inoculados con solucién salina y 7 dias
después, nuevamente con solucién salina por via intratraqueal. A las aves del
grupo 2 se las inoculd por via oral con la dosis de IBDV descripta en el punto 6.1. y
a 7 dpi se les suministré PBS por via intratraqueal. El grupo 3 fue inoculado sélo
con IBV y el grupo 4 se inoculd con IBDV vy, a los 7 dpi, con IBV (Tabla 4). La cepa
utilizada fue AV1308, mencionada anteriormente. Siete dias luego de la segunda
inoculacién, los animales fueron sacrificados. Se obtuvieron los rifones para
extraer ARN vy, luego de la retrotranscripcion, se analizé por PCR en tiempo real la
presencia de genoma de IBV. Los signos nefropatoldgicos que se observan cuando
las aves son infectadas con las cepas de alta virulencia de IBV se relacionan con la
replicacion viral en este érgano. Los resultados obtenidos se muestran en la Figura
9. Como se puede observar, en los rifiones de los animales de los grupos 1y 2 no
detectamos genoma de IBV. El grupo 3 mostrd niveles apenas detectables de
genoma, mientras que el grupo 4 reveld niveles notablemente superiores a los del
grupo 3 comprobando que la cepa de IBV utilizada es capaz de replicar en riidn, y
que la actividad replicativa aumenta en presencia de IBDV. Estos resultados
indican que la infeccidn previa con IBDV aumenta la replicacidon del IBV en el rifldn
demostrando a nivel funcional la inmunosupresién que causa en nuestro modelo
con IBDV y aportando indicios de las posibles causas de los signos clinicos

compatibles con IBV que se observaron durante 2013 en las granjas de produccidn.
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Figura 9: Coinfeccion de IBDV e IBV. Pollos de tres semanas de edad fueron
inoculados y a 5 dpi coinfectados segun los grupos: Grupo 1: PBS/PBS; Grupo 2:
IBDV,/PBS; Grupo 3: PBS/IBV: Grupo 4: IBDV/IBV. Siete dias después de la segunda
inoculacion, los animales fueron sacrificados y se obtuvo de cada uno ARN de rifidn
que fue retrotranscripto y analizado por PCR en tiempo real. Se utilizaron pooles de
de ADNcopia de los cinco animales del grupo para cuantificar la presencia del
genoma de IBV. La figura muestra la cuantificacion absoluta del nimero de copias
del genoma del virus normalizada por la cuantificacion absoluta del numero de
copias del ARN mensajero de GAPDH utilizado como gen de referencia. (*) p<0,05.

6.1.5. Induccién de apoptosis

Dado que existen datos controversiales en la bibliografia acerca del rol que
cumple IBDV en la apoptosis y en particular la proteina VP5, abordamos el andlisis
de este fendmeno a través de distintos pardmetros. Los experimentos se realizaron
en la linea celular QM-7 que proviene de mioblastos de codorniz y en la linea

célular DT-40 derivada linfocitos B de pollo.

Analizamos el estado de fragmentacién del genoma celular por tincién con loduro
de propidio, la expresion génica de Caspasa 3 (cistein proteasa efectora de la
apoptosis) por PCR en tiempo real y la activaciéon de ésta utilizando un kit

comercial.
6.1.5.a. Analisis del estadio celular por tincién con loduro de Propidio

El ioduro de propidio es un agente intercalante del ADN. Gracias a su fluorescencia
es posible analizar, por citometria de flujo, el contenido de acidos nucleicos que
posee cada célula. De este modo, se puede determinar la proporciéon de células

que se encuentran en los estadios GO/G1 o G2/M. Por su parte, las células que
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estdn en fases avanzadas de la apoptosis, es decir cuando su ADN ya se ha
fragmentado, muestran menor cantidad de acidos nucleicos por célula dado que la
fijacion por metanol induce poros en las membranas celulares dando lugar a la
pérdida de los fragmentos mas pequefos y en consecuencia es posible
diferenciarlas del resto dado que emiten menos fluorescencia, observdndose
células con menor contenido de ADN ubicadas previas al pico GO/G1 (regién sub-
GD.

En la Figura 10 se muestran los resultados obtenidos en células QM-7. A 24 horas
post infeccidn, se observa un 30 % de las células infectadas en la regién sub-Gi,
mientras que en las células control ese valor ronda el 4 %. Este resultado se
mantiene a las 28 horas post infeccion indicando que IBDV induciria apoptosis en

este tipo celular.
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Figura 10: Andlisis del estadio celular por tincion con ioduro de propidio y
citometria de flujo de células QM-7 infectadas con IBDV. Se muestra la cantidad
de células (cuentas) en funcion de la cantidad de fluorescencia en unidades
arbitrarias. El pico de fluorescencia corresponde a las células que estdn en estadio
GO/GI. Se muestra el porcentaje de células con diferente nivel de degradacion de
su genoma. Se observan células infectadas (o no infectadas) a las 2, 3, 16, 24 y 28
horas post infeccion. A las 24 horas post infeccion, se observa como han
aumentado los eventos en esta region mientras que en las células control se sigue
observando un patron similar en todos los tiempos analizados.
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Por otro lado, analizamos por este método el contenido de ADN de células QM-7
transfectadas con el gen de la proteina viral VP5 fusionada a la proteina
fluorescente amarilla YFP (y sus respectivos controles). En este caso no se
observaron cambios. Ademas analizamos el estadio celular en células DT-40. Estas
son linfocitos B que provienen de un linfoma de bursa, por lo que se trata de un

modelo mas cercano al blanco natural de IBDV.

Tanto en el caso de las células transfectadas como en los linfocitos no observamos

diferencias en la tincidén del genoma con loduro de Propidio (datos no mostrados).

6.1.5.b. Analisis de la activacién de Caspasa 3

La Caspasa 3 es una proteina clave en la apoptosis ya que, al ser activada, se
convierte en efectora de este proceso independientemente de si la apoptosis

ocurre por via intrinseca o extrinseca (93).

Las células DT-40 no muestran efecto citopatico cuando son infectadas con IBDV
aungue el virus replica en ellas (12) y no mostraron diferencias en la tincién de

genoma con loduro de Propidio.

Para continuar el analisis de la capacidad del virus para inducir o inhibir la
apoptosis, infectamos células DT-40 y QM-7 con una multiplicidad de infeccién de

1 con la cepa LZD, utilizada a lo largo del presente trabajo.

Estudiamos, a diferentes tiempos, la activacion de la cisteina proteasa efectora de

la apoptosis.
Activacién de Caspasa 3
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Figura T11: Andlisis de la activacion de la proteina Caspasa 3 en células QM-7 y
DT-40. Se extrajeron proteinas totales de células QM-7 y DT-40 infectadas con
IBDV y se analizaron los extractos utilizando el kit EnzimeCheckCasp3. La figura
muestra la fluorescencia emitida por células infectadas con una Ml de 1 y
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cosechadas a los tiempos indicados. Las barras rojas corresponden a células
infectadas, mientras que las verdes, a células control. Se muestra un resultado
representativo de tres experimentos independientes. (*) p<0,05.

En la figura 11 podemos observar que a las 20 horas post infeccién el virus es capaz
de estimular mecanismos apoptodticos que desembocan en la activacion de la
Caspasa 3 en células QM-7, aunque este efecto es sutil (p=0,1) y no se observa en

los otros tiempos analizados.

Llamativamente, al analizar este efecto en las células DT-40, derivadas de linfocitos
B blancos naturales del IBDV, se observa una fuerte disminuciéon de la activacion
de Caspasa 3 en las células infectadas. Este resultado podria explicar en parte el
hecho de que no se observa efecto citopatico ni fragmentacion del genoma al

infectar estas células con IBDV.
6.1.5.c. Andlisis de la expresién génica de Caspasa 3

Dado que existen casos de virus de diferentes familias que son capaces de alterar
la expresion de Caspasa 3 a nivel de su expresidon génica (11, 40) y por lo
observado en los ensayos anteriores, intentamos analizar si el IBDV posee esta

particularidad.

Nuevamente, elegimos el método de PCR en tiempo real para cuantificar la
expresion de Caspasa 3. La descripcidon de esta puesta a punto se encuentra en la

seccion “Materiales y Métodos”.

El estudio de la expresion génica de Caspasa 3 lo realizamos en células QM-7
infectadas con IBDV vy transfectadas con VP5 fusionada a una proteina
fluorescente bajo un promotor de expresién constitutiva y los respectivos

controles (su construccién estd descripta en la seccién Materiales y Métodos).

A las 24 horas se extrajo el ARN total de células QM-7 infectadas con IBDV o
transfectadas con pYFP-VP5 y se cuantificé el ARN mensajero de Caspasa 3 por

PCR en tiempo real (Figura 12).

Observamos que, al tiempo analizado, el ARN mensajero de Caspasa 3 se vio
incrementado en las células infectadas respecto al control. Llamativamente, en las
células que expresaban la proteina VP5, el mensajero de Caspasa 3 se encontraba

reducido.
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Figura 12: Expresion génica de Caspasa 3. Se extrajo ARN total de células QM-7
infectadas con IBDV (multiplicidad de infeccion=1) o transfectadas con el gen de la
proteina VP5 fusionado al gen de la proteina fluorescente YFP a las 24 horas post
infeccion y post transfeccion y células control. Se realizé la sintesis de ADNcopia y
se midié por PCR en tiempo real la cantidad absoluta de ARN mensajero de
Caspasa 3 y del gen de expresion constitutiva GAPDH en muestras obtenidas por
triplicado de cada tratamiento. La figura muestra la relacion de ambos mensajeros
y es representativa de tres experimentos independientes. La eficiencia de
transfeccion fue de alrededor del 40 %. (*) p<0,05.

Lamentablemente, las células DT-40, al crecer en suspension, resultan dificiles de
transfectar y no logramos hacerlo con niveles de eficiencia adecuados para este

tipo de analisis.
6.2. Segunda parte
Analisis de la localizacion subcelular de la proteina VP5

En la segunda parte del presente trabajo de Tesis nos enfocamos en el estudio de
la localizacién subcelular de la proteina viral VP5. Como se detallé anteriormente,
la misma posee un rol controversial segun estd descripto en la bibliografia.
Respecto a su localizacién, mediante el uso de métodos bioinformaticos esta
definida como una proteina de transmembrana que expone hacia el espacio
extracelular su dominio C-terminal (51). Sin embargo, otros trabajos la han
descripto en otros compartimentos celulares (44, 105, 109). En esta seccidn,
ponemos a prueba lo anteriormente expresado, utilizando mayor cantidad de

predictores bioinformaticos y estudios de /maging con células vivas.
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6.2.1. Dominios de transmembrana de VP5 predichos in silico

En el afo 2000, Lombardo y colaboradores analizaron por primera vez la
localizacion subcelular de VPS5 utilizando métodos bioinformaticos (51). Los
autores, aplicando el programa TMPred (que se detalla mas abajo), determinaron
que VP5 es una proteina de transmembrana cuyo dominio carboxi-terminal se
encuentra orientado hacia el espacio intracelular. En ese trabajo utilizaron la
proteina VP5 amplificada de la cepa Soroa de IBDV, la cual fue aislada en Cuba y
es patogénica (50). Al correr en ese mismo programa la secuencia aminoacidica de
VP5 de la cepa de virulencia intermedia que utilizamos en el presente trabajo se

obtuvieron resultados similares (Figura 13).
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Figura 13: Anadlisis in silico de la proteina VP5. En el grafico se muestra el indice
de hidrofobicidad en funcion del numero de residuo de la proteina analizada. Se
observa una putativa region de transmembrana hacia el aminoacido 70. Los
resultados son similares a los obtenidos por Lombardo y colaboradores en su
trabajo del arnino 2000 (51).

Para corroborar este resultado se realizaron multiples predicciones. Utilizamos
diferentes predictores disponibles que, segun distintos algoritmos, asignan o no un
dominio de transmembrana a la proteina blanco. A su vez, algunos de éstos

sefalan qué regidn de la proteina se encuentra hacia el interior de la célula.

El algoritmo del predictor TMpred se basa fundamentalmente en la comparacién
de dominios transmembrana que poseen proteinas que se encuentran anotadas en
la base de datos suiza Swiss-Prot. Esta base de datos tiene la particularidad de

almacenar datos de proteinas con alto nivel de anotacién que incluyen estructura,
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funcidén y modificaciones postraduccionales. Octopus, en cambio, se basa en la
comparacién con métodos estadisticos de 124 proteinas de estructura conocida
para determinar dominios de transmembrana en la proteina blanco. A su vez, DAS
utiliza un método grafico de baja rigurosidad basado en matrices de comparacion
con una coleccidn de proteinas de transmembrana no homologas. Protter compara
las regiones de la proteina analizada con las bases de datos de dominios de
transmembrana UniProt y Phobius. El programa SPLIT, en cambio, para asignar
dominios de transmembrana busca los residuos aminoacidicos que se encuentran
conservados en gran cantidad de proteinas en las regiones inmediatas a éste.
TopPred busca estructuras de alfa hélice flanquedadas por residuos cargados para
adjudicar el dominio de transmembrana. PRODIV-TMHMM hace especial énfasis en
la topologia comparando, como lo hacen otros programas, con bases de datos
curadas de proteinas. Por ultimo, TOPCONS utiliza varios servidores diferentes

para asignarle un consenso a la proteina estudiada (Tabla 6).

Predictor Resultado Soroa Resultado LZD Ref.

TMpred Dominio de Dominio de (25)
transmembrana. El extremo transmembrana. El

N-terminal hacia el interior  extremo N-terminal hacia

de la célula. el interior de la célula.

Octopus Sin dominio de Sin dominio de (102)
transmembrana. transmembrana.

DAS Dominio de Dominio de 9)
transmembrana. transmembrana.

Protter Sin dominio de Sin dominio de (68)
transmembrana. transmembrana.

Split Dominio de Dominio de (35)
transmembrana. transmembrana

TopPred Dominio de Dominio de (103)
transmembrana. transmembrana.

PRODIV- Dominio de Dominio de (101

TMHMM transmembrana. El extremo transmembrana. El

N-terminal hacia el interior  extremo N-terminal hacia
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de la célula. el interior de la célula.

TOPCONS Sin dominio de Sin dominio de 101

transmembrana. transmembrana.

Tabla 6: Andlisis de VPS5 in silico. Predictores de acceso publico fueron corridos
con la secuencia de aminodcidos de VP5 de la cepa virulenta Soroa (la cual se uso
en el trabajo de Lombardo y colaboradores del afio 2000 (51)) y de la cepa LZD
utilizada en el presente trabajo de tesis para determinar si se trata o no de una
proteina de transmembrana.

Se puede observar que, aunque la mayor parte de los predictores sefiala a VP5
como una proteina de transmembrana, otros la indican como una proteina sin esta

particularidad.

Entre los programas que descartan el dominio de transmembrana estda TOPCONS

gue, como se detallé mas arriba, es un consenso de varios programas.

Por lo tanto, no es posible determinar a través de métodos bioinformaticos, si VP5

€s 0 no una proteina de transmembrana.

A pesar de que la cepa que utilizamos en el presente trabajo es de virulencia
intermedia y la utilizada por Lombardo y colaboradores en el afo 2000 es
altamente virulenta no se observan cambios en la localizacion predicha con ningun

servidor.

6.2.2. Localizaciéon de la proteina VP5

Para realizar los experimentos de localizacion de VP5 se construyeron genes
guiméricos en donde el gen que codifica para la proteina VP5 se fusiondé en sus
extremos amino y carboxi terminal a la proteina fluorescente amarilla vy a la

proteina fluorescente cian (YFP y CFP por sus siglas en inglés) respectivamente.

En primer lugar realizamos transfecciones de células QM-7 con las fusiones
mencionadas. Veinticuatro horas post transfeccidon, las células fueron analizadas
mediante microscopia confocal para observar la localizacidn celular de la proteina

de interés.

En la Figura 14 se observa que VP5 se localiza, preponderantemente, en la
membrana plasmatica de las células QM-7 dado que se observa la fluorescencia en
esa posicion en las células transfectadas tanto en el caso de la fusidén en N-terminal
(fluorescencia amarilla, transfectadas con pYFP-VP5) como en C-terminal

(fluorescencia cian, transfectadas con pVP5-CFP). Por otra parte, las células
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transfectadas tanto con el gen de la proteina YFP (pYFP) como con el de la

proteina CFP (pCFP) sin fusidn muestran una localizacién citoplasmatica.

VP5-CFP

Figura 14: Localizacion de la proteina viral VP5. Se transfectaron células QM-7
con los pldsmidos pVP5-CFP y pYFP-VP5 (panel superior) y con pYFP y pCFP
(panel inferior). Veinticuatro horas post transfeccion se observaron por microscopia
confocal como se describe en la seccion Materiales y Métodos. La imagen es
representativa de tres experimentos independientes. La barra de escala
corresponde a 10 um.

6.2.3. Colocalizaciéon de las fusiones con un marcador de membrana plasmatica

y una proteina conocida de membrana

Para confirmar la localizacion de VP5 en la membrana plasmatica, las células
fueron transfectadas con el plasmido pVP5-CFP vy, veinticuatro horas después, se
las tind con un marcador de membrana que emite fluorescencia roja llamado CM-
Dil para luego observar la colocalizacién con el color que aporta la proteina
fluorescente cian. En la Figura 15 se observa una colocalizacion de ambos colores

en la membrana plasmatica de las células transfectadas.

VP5-CFP

Figura 15: Colocalizacion de VP5 con un marcador de membrana. Se
transfectaron células QM-7 con pVP5-CFP y 24 horas post transfeccion se tifieron
con el marcador de membrana CM-Dil segun instrucciones del fabricante.
Inmediatamente se observaron en el microscopio confocal. Se observa la
colocalizacion de la fluorescencia de ambos marcadores. La imagen es
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representativa de tres experimentos independientes. La barra de escala
corresponde a 10 um.

Por otra parte, realizamos cotransfecciones con cada una de las fusiones
descriptas y el gen de la proteina GP64 de Baculovirus fusionado al de la proteina
fluorescente roja mCherry (pGP64-Cherry). GP64 es una conocida proteina viral
que se localiza en la membrana plasmatica de las células que la expresan (72). En
la Figura 16 se observa la colocalizacién de ambas fusiones de VP5 (YFP-VP5 y
VP5-CFP) con GP64-mCherry en la membrana plasmatica de las células

estudiadas.

VP5-CFP

Figura 16: Colocalizacion de VP5 con una conocida proteina de membrana. Se
cotransfectaron células QM-7 con los plasmidos pYFP-VP5 o pVP5-CFP y pGP64-
mCherry. Las células cotransfectadas fueron observadas 24 horas post
transfeccion. Se observa la colocalizacion de la fluorescencia amarilla y cian con la
fluorescencia roja. La Iimagen es representativa de tres experimentos
independientes. La barra de escala corresponde a 10 um.

6.2.4. La proteina VPS5, éesta asociada a la membrana plasmatica?

Otro aspecto a tener en cuenta acerca de la localizacién de VP5 en la membrana
plasmatica es el grado de asociaciéon entre la proteina y la membrana. Para abordar
esta cuestion sometimos células QM-7 transfectadas con los diferentes plasmidos

al tratamiento con digitonina, que crea poros en la membrana plasmatica.

En primer lugar se cotransfectaron células QM-7 con los plasmidos pYFP-VP5 y
pCherry (que posee el gen de la proteina fluorescente roja bajo promotor
constitutivo). Veinticuatro horas post transfeccion se observaron las células en el
microscopio confocal a fin de detectar células que se hubieran transfectado con
ambas construcciones. Una vez enfocadas, se les agregdé digitonina y se filmé el

campo optico en tiempo real.

La Figura 17 muestra capturas tomadas de esa filmacidon en las que se puede
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observar cdmo, al agregar digitonina, la fluorescencia roja citoplasmatica se disipa
mientras que la fluorescencia amarilla que corresponde a la fusién con la proteina
VP5 se mantiene, demostrando que VP5 se asocia a la membrana plasmatica de las
células transfectadas. Ademads, la fluorescencia roja observada en el nucleo se
mantiene indicando que el tratamiento con digitonina queda circunscripto a la

membrana plasmatica sin afectar otros compartimentos celulares (Figura 17).

Digitonina

Figura 17: La proteina VP5 esta asociada a la membrana plasmatica de las
células QM-7. Se cotransfectaron células QM-7 con los pldsmidos pYFP-VP5 y
pCherry. Manteniendo en el campo visual células que expresan ambas fusiones, se
agrego digitonina para llegar a una concentracion final de 50 uM y se filmaron las
células en tiempo real. Se observa como la fluorescencia roja se disipa (salvo la que
esta en el nucleo), mientras que la fluorescencia amarilla (que corresponde a la
fusion con la proteina VP5) se mantiene.

La imagen es representativa de tres experimentos independientes. La barra de
escala corresponde a 10 um.

6.2.5. Analisis de la topologia de VP5 en la membrana plasmatica de células
transfectadas

Dado que observamos a la proteina VP5 localizada en la membrana plasmatica de
las células QM-7 y ante la ausencia de estudios previos in vivo sobre este aspecto,
decidimos analizar la topologia de VP5 en la membrana plasmatica, es decir,
confirmar si se trata de una proteina de transmembrana y, en ese caso, qué region
(N-terminal o C-terminal) expone hacia el espacio extracelular. Este aspecto es
fundamental dado que determina la capacidad de VP5 de interactuar con proteinas

celulares y de participar en vias de sefializacién (52).

Para estudiar la topologia desarrollamos experimentos de protecciéon de la

fluorescencia a la proteasa. Este método propone realizar fusiones con el gen de
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una proteina fluorescente, en N-terminal y C-terminal, al de la proteina de interés.
Si la fluorescencia se encuentra del lado extracelular, al agregar al medio una
proteasa ésta podra degradar las proteinas expuestas apagando asi la
fluorescencia. En caso de gue no pueda hacerlo por estar protegida en la célula, la
fluorescencia se apagara luego del agregado de digitonina que, al crear poros en la
membrana plasmatica, da paso a la proteasa indicando que el extremo fusionado

se encuentra dentro de la célula.

Por ejemplo, si la fusién se realizara en el extremo N-terminal de una proteina que
expone hacia el medio extracelular esta regidn, la fluorescencia se apagaria sin el

agregado de digitonina indicando la orientacion de la proteina de interés.

Como se observa en la Figura 18, al realizar los experimentos, tanto en las células
que expresan la fusién de la proteina VP5 en N-terminal (YFP) como la fusién en C-
terminal (CFP), no observamos el apagado de la fluorescencia al tratar las células
con proteasa (proteinasa K). El agregado de digitonina, en combinacién, si aplacé
la fluorescencia (Figura 18). Esto indica que VP5 no es una proteina de

transmembrana sino que se encuentra asociada a la misma del lado citoplasmatico.
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Figura 18: Ensayo de Proteccion de la fluorescencia a la proteasa. A: Se
transfectaron células QM-7 con el vector que porta el gen de la proteina
fluorescente YFP (amarilla) en el extremo N-terminal del gen de la proteina VP5 y
se trataron con proteinasa K. Se observa que la fluorescencia queda retenida en la
membrana. B: El agregado de digitonina previo a la proteasa provoca el apagado
de la fluorescencia en 160 segundos, indicando que el extremo N-terminal de la
proteina VP5 se encuentra dentro de la célula transfectada. C: Se transfectaron
células QM-7 con el vector que porta el gen de la proteina fluorescente CFP (cian)
en el extremo C-terminal del gen de la proteina VP5 y se trataron con proteinasa K.
Se observa que la fluorescencia queda retenida en la membrana. D: El agregado de
digitonina previo a la proteasa provoca el apagado de la fluorescencia en 190
segundos, indicando que el extremo C-terminal de la proteina VP5 se encuentra
dentro de la célula transfectada. E: Control del experimento de proteccion de la
fluorescencia a la proteasa. Se observan células QM-7 transfectadas con el
plasmido que porta el gen de la proteina PrP (descripta como proteina de
transmembrana que expone su dominio N-terminal hacia el espacio extracelular)
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fusionado en N-terminal al gen de la proteina YFP. Se observa que el agregado de
proteasa provoca el apagado de la fluorescencia amarilla indicando que el método
funciona correctamente en el modelo celular utilizado. La imagen es representativa
de tres experimentos independientes. La barra de escala corresponde a 10 um.

Para confirmar este hecho realizamos el mismo experimento pero con el gen de la
proteina pridnica PrP fusionado a YFP en N-terminal bajo promotor constitutivo
CMV (pYFP-PrP). Este vector fue cedido por el doctor Holger Lorenz, quien
desarrollé el método anteriormente descripto. La proteina PrP es una proteina de
transmembrana y expone hacia el espacio extracelular la regién N-terminal.
Cuando transfectamos células QM-7 con el pYFP-PrP vemos que al agregar la
proteasa, la fluorescencia amarilla se disipa indicando que en nuestro modelo el

experimento funciona correctamente (Figura 18).
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7.DISCUSION

Mantener el buen estado sanitario de los animales de produccién es sumamente
importante. Mas aun cuando se trata de animales de produccidn intensiva donde la
introduccién de un patégeno puede producir grandes pérdidas. De ese modo,
conocer aspectos de la respuesta del hospedador y la estrategia del agente

infeccioso para replicarse es de particular importancia.

Este trabajo de Tesis abordd dos aspectos relacionados con IBDV vy la interaccion
con su hospedador natural. En una primera parte se analizd la respuesta inmune de
aves infectadas con una cepa de IBDV de virulencia intermedia vy el estudio de la
apoptosis inducida por este virus. En la segunda parte, se analizé la localizacion
subcelular y la topologia de la proteina no estructural VP5 cuya funcién aun no se

ha determinado con claridad.
Primera parte

Para profundizar el estudio de la respuesta inmune que induce IBDV en el pollo, se
analizé el perfil de expresion génica de citoquinas producidas en el bazo, el

duodeno y la bursa de Fabricio, ya que son los principales érganos implicados.

El virus ingresa por via oral y, en un principio, puede replicar en células de los
tejidos linfoides asociados al intestino (100). Por esta razén, muchas vacunas anti
IBDV formuladas a virus vivo se suministran por via oral. Sin embargo, la ruta
intramuscular de inoculacién también confiere inmunidad anti IBDV y las mismas
vacunas vivas se utilizan rutinariamente por esta via de inoculacién (OIE-Manual de
Pruebas de Diagndstico y de las Vacunas para los Animales Terrestres, 2010,

http://www.oie.int/esp/normes/mmanual/aindex.htm).

Por otra parte, tanto las vacunas recombinantes como las basadas en virus
inactivado, son inoculadas por via intramuscular. De esta manera, es relevante el
conocimiento que surge de la comparacidon de los efectos que genera la
inoculacién del virus por las vias oral e intramuscular. La infeccién con IBDV de alta
virulencia provoca la produccién de citoquinas proinflamatorias por parte los
macrofagos, alcanzando sus niveles mas altos durante la fase temprana de la
replicacion del virus (36, 70). En ese sentido, se analizd la respuesta inducida por
ambas vias de inoculacién a partir del estudio del perfil de expresion de ARNm de
citoquinas tales como INF g, IL-6, IL-15 y LITAF a1, 3y 5 dpi.

En general, las modificaciones en la expresidon de citoquinas fueron mas fuertes en

el bazo y el duodeno cuando se utilizé la via intramuscular en comparacién con la
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via oral.

A su vez, la mayor sobreexpresion de IL-6 se observd en la bursa de Fabricio a los
3 dpi cuando los animales fueron inoculados por via oral. Esta variacién de IL-6,
junto con una fuerte infiltracion de linfocitos T en la bursa, fueron descriptos
previamente como consecuencia de la inoculacién de pollos con virus de alta
virulencia (38). La llegada del virus a su 6rgano blanco se relaciona con su
capacidad de replicar en los macréfagos del sistema digestivo y el acceso de éstos
a la bursa de Fabricio. De este modo, seria esperable que, utilizando la via
intramuscular, el virus no pueda acceder a este érgano. Sin embargo, se observd
infiltracion de linfocitos T con niveles similares en ambos casos (Tabla 5).
Asimismo, las células provenientes del bazo de los animales inoculados por via
intramuscular mostraron una notable disminucién de la capacidad de responder a
estimulos como la Concanavalina A (Figura 8). Esto indicaria que aunque no se
produce un fuerte incremento de la expresion de citoquinas proinflamatorias en la
bursa de Fabricio a 5 dpi por via intramuscular, persistiria la capacidad de IBDV de

producir inmunosupresion.

Recientemente, Shanmugasundaran y colaboradores, describieron los linfocitos T
de timo de pollo. Los autores definieron a estas células como positivas para los
marcadores CD4 y CD25 y poseen caracteristicas similares a los linfocitos T-
regulatorios. Entre otras funciones, secretan el factor de crecimiento tumoral beta
(TGF B) y la IL-10. Estas dos citoquinas son antiinflamatorias y capaces de suprimir
la proliferacioén in vitro de linfocitos T. Estas funciones las conservan aun sin que se
encuentre expresado el factor de transcripciéon FOXP3 (marcador, junto con CD4 y
CD25 de este tipo celular en mamiferos) (86). A su vez, Kim y colaboradores
describieron los linfocitos que se infiltran en la bursa de Fabricio al infectar pollos
con cepas de alta virulencia de IBDV que identificaron como CD4+ CD25+ (38). En
un trabajo del mismo grupo se demostrd que las células provenientes de la bursa
de animales infectados con IBDV no responden a mitdégenos de los linfocitos T
(37). Teniendo en cuenta entonces esta informacién, es posible pensar que la
inmunosupresion a nivel celular que provoca IBDV, estaria siendo llevada a cabo
por linfocitos T-Reg que se infiltran en la bursa de Fabricio y que este efecto se
produce también cuando los animales son inoculados con cepas de virulencia

intermedia, al menos, si el mismo entra por via sistémica.

Por otro lado, mediante las dos vias estudiadas en este trabajo observamos que el
IBDV provoca un incremento de las células CD3-, CD8aoa+ en la bursa de Fabricio.
Las células asesinas naturales (NK por sus siglas en inglés) se describieron en aves

y estdn definidas como CD8+ y a su vez carentes de marcadores de linaje T o B
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(21). Dado gue no se detectan, a 5 dpi, diferencias entre las poblaciones que
expresan el marcador Bu-1 (de células B, dato no mostrado) podemos afirmar que
se trata de este tipo celular. El rol de las células NK en la infeccién con IBDV audn no
estd bien definido. En 1983, Sharma y Lee determinaron que la infeccién con IBDV
no causa efectos en las células NK (89). Aflos mas tarde, Kumar y colaboradores
observaron una severa disminucidn en la funcidon de estas células luego de la
infeccién con IBDV (39). En concordancia con este trabajo, Rauf y colaboradores
demostraron una reduccién en animales tratados con IBDV en la expresion de las
moléculas efectoras de las células NK que son las granzimas y perforinas (75). El
hecho de observar la infiltracion de este tipo celular en conjunto con la
inmunosupresion abre nuevos interrogantes acerca de como el virus es capaz de
reducir la capacidad de respuesta a las células que acuden al érgano blanco luego
de la infeccidon con IBDV. Asimismo, nosotros encontramos cambios, como una
caida en la expresion de IL-15, citoquina activadora de células NK cuando el virus
es inoculado por via intramuscular que podria aportar datos acerca del papel de
estas células en la infeccion con IBDV aunque son necesarios estudios mas

profundos a fin de determinar el rol de esta citoquina en la infeccion con IBDV.

Respecto a la inmunidad humoral, ambas rutas de inoculacidn lograron inducir la
produccion de altos titulos de anticuerpos especificos anti IBDV (datos no

mostrados).

A partir de estos resultados (la infiltraciéon de linfocitos y la fuerte sobreexpresion
de citoquinas inflamatorias en la bursa) fue posible utilizar estos signos como
marcadores de infeccidén con IBDV vy realizar ensayos de desafio con altas dosis de
una cepa vacunal sin la necesidad de utilizar cepas virulentas en experimentos de
prueba de eficiencia de vacunas experimentales y de inmundgenos contra IBDV
((22), Chimeno Zoth et al., articulo en revisidn). La posibilidad de reemplazar el uso
de cepas altamente virulentas por cepas de virulencia intermedia, al menos en
ensayos de laboratorio, representa una gran ventaja, dado que IBDV es un virus
altamente resistente. Incluso, la maxima radiacién con rayos gama aprobada por la
Administracion de Alimentos y Drogas de Estados Unidos para esterilizar alimentos
antes del ingreso a ese pais (3.0 KiloGrays) es inocua para las cepas de alta
virulencia de IBDV. Estas caracteristicas hacen que la eliminacién del virus del
laboratorio, luego de un ensayo de desafio, no sea una tarea simple y que requiera

de cuidados especiales (32).

La vacunacion convencional por via oral de virus IBDV atenuados tiene algunas
desventajas como su capacidad de generar un grado de atrofia en la bursa y la

consiguiente inmunosupresidon que, junto con otros aspectos como la infeccién con
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otros patdégenos, puede generar severos inconvenientes en la produccién (60). De
ese modo, la vacunacién intramuscular podria ser una alternativa, ya que se
observan efectos distintos y, aunque ocurre una infiltracion de linfocitos T similar
utilizando ambas vias, el ingreso del virus por via intramuscular no induce la fuerte
sobreexpresion de citoquinas proinflamatorias, aunque ambos inducen similares
niveles de anticuerpos. En principio, esta observacidn nos permitiria pensar que
esta via de inoculacién es mas segura. Sin embargo, se observa que la inoculacidon
de IBDV por via intramuscular provoca una disminucién en la capacidad de los
esplenocitos de responder a mitégenos como la Concanavalina A, por lo que
consideramos que habria que continuar estudiando los efectos adversos de cada
via de inmunizacidén asi como la forma de aplicacion de cada una de ellas, aspecto

gue resulta de gran relevancia en animales de produccidn intensiva.

El Interferon alfa (INF a), que junto con el interferon beta (INF b) componen la
familia de los interferones de tipo 1, es una citoquina fundamentalmente antiviral.
En general, ambos son secretados por células infectadas con virus y desatan una
respuesta que incluye mecanismos innatos y adaptativos, tales como la produccién
de citoquinas, aumento de la expresion del complejo mayor de histocompatibilidad
de clase 1y la atraccién de células T citotdxicas al sitio de infeccién (94). En ese
sentido, Eldaghayes y colaboradores destacaron l|la ausencia inesperada de
aumento de los niveles de ARNm de INF a en la bursa de animales infectados con
cepas virulentas y muy virulentas de IBDV (17). Trabajos previos a la descripcion de
las citoquinas involucradas en la respuesta a IBDV, habian demostrado que las

cepas atenuadas del virus estimulaban la liberacién de un factor antiviral (20).

En el presente trabajo, analizamos la expresién de INF a observando que los
animales inoculados por via intramuscular mostraron un incremento de alrededor
de 5 veces en la cantidad de ARNm en su duodeno a 1y 3 dias post inoculacion.
Cuando el virus fue suministrado por via oral, la sobreexpresion de INF a se
detectd a estos mismos tiempos en el duodeno y en la bursa de Fabricio. Este
resultado podria explicar, en parte, la diferencia en el grado de patogenicidad
entre cepas, dado que los animales infectados con cepas de alta virulencia parecen
fallar en su respuesta antiviral y en el presente estudio, cuando los animales fueron
infectados con una cepa intermedia, fueron capaces de producir INF a. En
coincidencia con nuestra observacion, Rauf y colaboradores demostraron que las
cepas clasicas de IBDV inoculadas por via oral promueven una caida en la
expresion del ARNm de INF a a los 3 dpi en la bursa, pero diferentes cepas (de

menor virulencia) son capaces de aumentarla (75).
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Estos resultados ponen en evidencia la importancia de la via de inoculacién del
virus ya que, al menos en lo que refiere a la activacion del sistema inmune y a la
inmunosupresidon a nivel de linfocitos T, diferentes vias provocan variaciones en la

respuesta inmune.

Durante el affio 2013, se produjo un fuerte brote de bronquitis infecciosa en granjas
comerciales de la provincia de Entre Rios. Se trata de una enfermedad aguda,
altamente contagiosa que afecta el tracto respiratorio alto de los pollos; también
puede afectar los sistemas renal y reproductivo. Esta enfermedad ocasiona
grandes pérdidas econdmicas ya que reduce la conversidn alimentaria en pollos de
engorde, declina la produccién de huevos en aves de postura y provoca una
disminucion de la fertilidad en los animales reproductores. La enfermedad es
causada por el virus de la bronquitis infecciosa (IBV). El mencionado brote del afio
2013 condujo a la aprobacioén, por parte del SENASA, de una nueva vacuna a virus

vivo para el IBV inédita en Argentina.

Las cepas causantes del brote fueron denominadas AV1308 y AV1314 y pertenecen
al genotipo A del IBV. Llamativamente, al infectar pollos SPF con dichos
aislamientos, no se observd la apariciéon de signos clinicos caracteristicos de la
enfermedad, aunque los aislamientos evaluados demostraron capacidad de replicar

en las aves inoculadas (Vagnozzi et al.,, comunicacién personal).

Como se menciond en la seccién Introduccion, es comun la coinfeccidon con
diferentes patdgenos en las granjas. Por este motivo, se evaludé si la
inmunosupresion causada por IBDV podria tener implicancias en una situacion

similar al brote de IBV descripto.

Los ensayos de coinfeccion mostraron que el tratamiento de los animales con IBDV
5 dias antes del desafio con IBV, induce mayores niveles de replicacién del
segundo agente en los principales érganos blanco del virus (Figura 9). Este dato
podria explicar, en parte, el hecho de que las cepas aisladas de IBV en el brote del
2013 no causaron enfermedad en animales SPF cuando se ensayaron en el
laboratorio, sugiriendo que las caracteristicas agresivas del brote en cuestidon
podrian estar relacionadas con una deficiencia del estado inmunitario de los
animales, generalmente asociado al sistema de cria intensiva, mas que con un

mayor grado de virulencia del virus que lo ocasiona.

Otro aspecto que se analizd en este trabajo de tesis fue el rol del virus en cuanto a
la apoptosis. En el caso de IBDV, al tratarse de un virus desnudo, requiere que la
célula hospedadora se destruya para poder egresar de la misma. En este sentido,

algunos reportes le atribuyen a diferentes proteinas virales, distintos roles en la
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apoptosis. Las proteinas estructurales VP2 y VP3 serian inductores apoptdticos,
aunque esta ultima en menor medida (50). Los reportes acerca del rol de la
proteina no estructural VP5, en cambio, son contradictorios. Algunos autores le
atribuyen un rol inductor, otros, un rol inhibitorio y, finalmente, hay quienes

demuestran que no estd involucrada en este proceso (44, 105, 109).

Para analizar el papel de IBDV en la apoptosis, realizamos ensayos de tinciéon con
loduro de Propidio y citometria de flujo en células infectadas. Los mismos
demostraron que el virus provoca la degradacién del genoma celular a partir de las
24 horas post infeccidon (Figura 10). A su vez, las células transfectadas con el gen
de la proteina VP5 a 24 y 48 horas post transfeccién no mostraron diferencias en
este proceso (datos no mostrados). Una posible explicacion para el resultado
observado es que este ensayo detecta estadios muy avanzados de la apoptosis y
la sola expresion de la proteina viral no induce cambios en los tiempos que
analizamos. El mismo ensayo se realizé también utilizando células DT-40, que
provienen de linfocitos B de pollos, sin observar diferencias entre las células

infectadas y las células control.

Con el objetivo de aportar mas datos, medimos la activacidon de la cistein proteasa
efectora de la apoptosis Caspasa 3. En células QM-7 infectadas observamos una
sutil activacion de este efector respecto al control. Sin embargo, la infeccién de
células DT-40 reveld una reduccién de la activacion de Caspasa 3. Este resultado,
que resulta llamativo, puede explicar en parte el hecho de que la infeccidn de estas
células con IBDV no produce un efecto citopatico visible aunque el virus es capaz
de infectarlas y replicar en ellas. Incluso, se ha reportado que pueden causar
infeccién persistente en este tipo celular (12). Por otra parte, esta observacién nos
condujo a analizar la posibilidad de que el virus sea capaz de alterar la expresion
génica de este efector, ya que existen reportes previos que le atribuyen, a
proteinas no estructurales de diferentes virus, la capacidad de regular la expresiéon

génica de efectores apoptodticos (112).

Al analizar la expresiéon génica de Caspasa 3 en células QM-7 observamos que, si
bien la infeccidn con el virus incrementa su expresion génica, la transfeccién con el
gen de la proteina VP5 provoca la reduccion de su mensajero (Figura 12) en

concordancia con lo observado en las células DT-40.

Estos ensayos fueron realizados utilizando células QM-7 debido a que no fue
posible transfectar células DT-40, que crecen en suspensidn y, aungue existen
protocolos para su transfeccién, lamentablemente no pudimos lograrla ni por

métodos basados en cationes lipidicos, ni por medio de la electroporacion.
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Por otra parte, el resultado observado en las células mioblasticas podria estar
subestimado ya que la eficiencia de transformacion que obtuvimos con este tipo
celular fue aproximadamente del 40 %, por lo que la reduccién de la expresion
génica de Caspasa 3 podria ser mucho mayor si sélo analizaramos las células

transfectadas.

Este resultado demuestra la capacidad de IBDV de regular delicadamente los
procesos celulares a fin de poder completar su ciclo de replicaciéon. En particular, la
apoptosis es un proceso que los virus muchas veces manipulan debido a que
requieren de la maquinaria celular para su replicacion y la presencia de
componentes virales, como el ARN doble cadena, el ADN rico en GC, entre otros,
son capaces de desatar este proceso. De ese modo, existen virus capaces de
inhibir la apoptosis en los primeros estadios del ciclo de replicacién viral y luego

inducirla para permitir la salida del virus (112).

Estos resultados abren nuevos interrogantes acerca de cémo IBDV es capaz de
regular la expresion génica de Caspasa 3 y a qué tiempos, dado que, mas alld de la
capacidad que tendria la proteina VP5 de impedir este proceso, invariablemente se

observa la induccién de apoptosis a las 24 horas post infeccion en cultivo celular.

Segunda parte

Como se expresd anteriormente, en una segunda parte de este trabajo de tesis

analizamos la localizacion subcelular de la proteina VP5 de IBDV.

La localizacién de las proteinas es fundamental para llevar a cabo su funcién (52).
Estudios previos demostraron que la proteina viral VP5 se localiza

preferentemente en la membrana de las células infectadas (51).

Sin embargo, se reportd que VP5 se localiza en las mitocondrias de las células
transfectadas y ejecuta parte de su funcidn a partir de la interaccién con canales

idnicos dependientes de voltaje propios de la mitocondria (44).

Cabe destacar que estos ensayos se realizaron en células de mamifero
transfectadas con la proteina viral y, si bien el virus es capaz de replicar en este

tipo celular, éstas difieren notablemente del blanco natural de IBDV.

Por otra parte, experimentos realizados en nuestro laboratorio no detectaron
colocalizacion de VP5 con mitocondrias utilizando un marcador fluorescente de

esta organela (datos no mostrados).

En el trabajo del afio 2000 mencionado anteriormente, Lombardo y colaboradores

determinaron mediante estudios /in silico que VP5 es una proteina de
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transmembrana y su dominio hidrofébico le permite atravesar la membrana
plasmatica de la célula infectada exponiendo el dominio N-terminal al espacio

extracelular (51).

Para confirmar esta informacion, en primer lugar, realizamos estudios in silico que
consistieron en predicciones de dominios de transmembrana a través de
servidores que son de acceso publico (25, 35, 68, 101-103). Los resultados,
mostrados en la Tabla 6 dan cuenta de la discrepancia entre los distintos métodos
acerca de si VP5 es o no una proteina de transmembrana. Sin embargo, no
encontramos diferencias entre las proteinas VP5 de la cepa utilizada en este
trabajo de tesis y de la cepa analizada en el trabajo de Lombardo y colaboradores.
Esto indica que, utilizando este método, no seria posible asignarle una localizacién

subcelular a VP5.

De esta manera, diseflamos experimentos para verificar si VP5 efectivamente es
una proteina de membrana. Para esto construimos vectores que portan fusiones
del gen de la nombrada proteina con el de proteinas fluorescentes en ambos
extremos. Los resultados obtenidos mostraron que en las células aviares
transfectadas, tanto con los vectores que portaban fusiones en el extremo N-
terminal como en el C-terminal, la fluorescencia se localizd preferentemente en la

membrana plasmatica.

Cabe destacar la necesidad de realizar ensayos con fusiones en ambos extremos
ya que la ubicacion de la misma puede alterar la localizacidn correcta de la

proteina que se analiza (55, 69).

Asimismo, confirmamos la localizacion de la proteina en la membrana plasmatica
observando su colocalizacion con proteinas conocidas de transmembrana vy

marcadores que la tinen (Figura 15, Figura 16).

Cuando cotransfectamos las células QM-7 con las fusiones de los genes de VP5 y
proteinas fluorescentes y los de proteinas fluorescentes sin fusidn (bajo
promotores constitutivos) observamos, por un lado, la fluorescencia emitida por la
proteina no fusionada en el citoplasma y en el nucleo celular y, por otro lado, la
fluorescencia que aportaba la proteina fusionada con VP5, en la membrana

plasmatica.

Al tratar con agentes que inducen poros en la membrana, la fluorescencia
citoplasmatica de la proteina sin fusién se dispersa y la nuclear se mantiene,
mientras que la fluorescencia que aporta la proteina fusionada a VP5 queda

retenida en la membrana (Figura 17). Este resultado indica que VP5 se encuentra
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directa o indirectamente asociada a la membrana plasmatica y que el tratamiento
con el agente que induce poros fue suave, ya que su accidon se mantuvo limitada a

la membrana plasmatica, sin afectar la envoltura nuclear.

De este modo confirmamos que en nuestro modelo de transfeccion de células
provenientes de ave, VP5 se localiza en la membrana plasmatica, manteniéndose
retenida en este compartimento. Este dato es consistente con diferentes trabajos
previos que utilizan la marcacion de células transfectadas con anticuerpos

especificos para estudiar la localizacion de VP5 (51, 109).

Una vez confirmada la localizacidén de VP5 en la membrana plasmatica de células
aviares, abordamos el analisis de su topologia observando que VP5 no es una
proteina de transmembrana sino que se encuentra asociada directa o
indirectamente a ésta, conteniendo sus dos extremos en el interior de la célula

(Figura 18).

En un trabajo reciente, Delgui y colaboradores estudiaron la localizacidon subcelular
de la proteina VP3 de IBDV usando la misma linea celular que utilizamos en el
presente trabajo, en ese trabajo ellos determinaron la importancia de la
localizaciéon de VP3 en endosomas tempranos formando pequenos pilones con las
membranas externas del aparato de Golgi. Los autores utilizaron un enfoque
similar al que usamos en el presente trabajo, transfectando células QM-7 con

plasmidos de expresidon con los genes de la nombrada proteina viral (13).

Como se expresd anteriormente, existen pocos miembros conocidos de la familia
Birnaviridae, siendo IBDV el virus mas estudiado. No obstante, en los ultimos afios,
y dada su relevancia en la industria piscicola, el IPNV ha sido estudiado con
bastante profundidad. La proteina VP5 de este virus fue identificada como
miembro de la familia Bcl-2. Esta familia de proteinas, muy estudiada en
mamiferos, es capaz de regular la apoptosis a través de un sistema de puntos de
control y de la interaccién directa con proteinas pro o anti apoptdticas (57). La
presencia o ausencia de ciertos dominios es lo que define esta particularidad. Por
ejemplo, la proteina Bcl-2 antiapoptodtica posee los dominios BH4, BH3, BH1, BH2 vy
un dominio de transmembrana. Mientras que los efectores proapoptdticos como
BAK, BAX y BOK carecen del dominio BHA4.

En esta parte del trabajo, utilizamos el programa T-Coffee (64), que realiza
alineamientos estructurales de proteinas, mas alla de su secuencia aminoacidica. Al
alinear la proteina Bcl-2 de pollo, que se encuentra bien caracterizada (16), con la
proteina VP5 de IBDV encontramos similitudes en los dominios BH3, BH1y BH2. En

cambio, al alinear VP5 de IPNV con Bcl-2 de Zebra Fish (especie mas cercana al
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salmén con genoma secuenciado y anotado) encontramos similitud con todos los
dominios de Bcl-2, incluido BH4. En ambos casos, la proteina VP5 carece del
putativo dominio de transmembrana que posee la version antiapoptdtica de Bcel-2
(datos no mostrados). Este hecho, que requiere futuros estudios a fin de
determinar la funcionalidad de estos dominios, podria arrojar evidencia acerca de
las diferencias entre la VP5 de IPNV (cuya funcién antiapoptdtica estd confirmada)

y la de IBDV (cuyo papel aun no ha sido determinado con exactitud).

Respecto a la disminucién en la expresidon génica de Caspasa 3 en células
transfectadas con VP5, existen trabajos recientes realizados en pollos que

relacionan la expresiéon de Bcl-2 y la de Caspasa 3 de modo inverso (28, 108).

Aunque resulta necesario realizar estudios con mayor profundidad, las evidencias
obtenidas hasta el momento sugieren que algun dominio de VP5 podria estar

desencadenando la represidon de la expresion génica de Caspasa 3.

La secuencia de la proteina VP5 estd muy conservada entre cepas de distinta
virulencia. La secuenciaciéon del gen de la proteina VP5 que utilizamos en el
presente trabajo confirmd que la secuencia es muy similar a todas las disponibles
(identidad superior al 98 %) y la localizacién, que predicen los métodos
bioinformaticos, es la misma para todas las secuencias disponibles (Tabla 6, datos
no mostrados). Sin embargo, la evolucién de esta proteina viral es particularmente
interesante ya que su regidn N-terminal proviene de un marco de lectura
superpuesto con el gen de la proteina VP2, lo que indicaria una evolucién limitada.
En un trabajo reciente, Hernandez y colaboradores demostraron que la evolucién
de VPS5 estd relacionada a la aparicion de codones de iniciacion previos de modo
de sumar aminoacidos a la regidon N-terminal (23). Este mecanismo se denomina
overprinting y estd descripto en varias familias de virus de ARN (7, 71, 80). En el
mismo trabajo, los autores demostraron que, a diferencia de lo reportado
previamente, este mecanismo no estd restringido sélo a las cepas virulentas de
IBDV. Otro aspecto interesante es que la relaciéon dN/dS (es decir la relacién de
cambios no sindnimos versus cambios sindnimos) encontrados entre las diferentes
cepas de VP5 es cercano a 1, lo que indicaria que se trata de una proteina cuyos
cambios son neutros para el fitness viral. Sin embargo, al diferenciar esta relacién
entre la regidn superpuesta y la no superpuesta del gen de VP5 se observa que la
mayor parte de los cambios en la regidn no superpuesta son en la tercera base del
coddén (donde los cambios nucleotidicos, en general, no provocan cambios
aminoacidicos). En cambio, en la regién superpuesta, los cambios ocurren
predominantemente en la primera base del codén donde suele ser no sindbnimos

pero corresponden a la tercera base del triplete del gen de la proteina VP2 que,
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dada su funcién, soportaria menos cambios que VP5. De ese modo, al contar el

valor dN/dS de toda la proteina se obtiene asi un valor cercano a 1.

En el presente trabajo demostramos que, en contraposicion a lo observado
analizando VP5 con métodos bioinformaticos y a lo reportado anteriormente, la
proteina VP5 no es una proteina de transmembrana ya que, tanto la fusion de
proteinas fluorescentes en el extremo C-terminal como en el N-terminal, se
encuentran del lado citoplasmatico. Este resultado es novedoso y nos alienta a
continuar con la caracterizacién de esta proteina viral en cuanto a, por ejemplo, su
interaccion con proteinas de la célula hospedadora. En ese sentido Wei vy
colaboradores demostraron que VP5 inhibe la apoptosis temprana mediante la
interaccion con la subunidad alfa de PI3K (que se encuentra en la membrana
plasmatica). A su vez, la interaccion entre VP5 y PI3K es critica para inhibir la
apoptosis (105). Respecto a esto, el hecho de que VP5 no tiene dominios
extracelulares amplia las posibilidades de interacciéon con PI3K y con el resto de los

componentes localizados en el interior de la célula hospedadora.
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8.CONCLUSIONES

La realizacion del presente trabajo de tesis permitié la puesta a punto de diversas
metodologias sumamente Utiles para el estudio de la inmunidad aviar. Asimismo,
hizo posible la identificacion de una variedad de efectos causados por el virus y su
comparacion segun la via de inoculacién. Por otra parte, en este trabajo se verificd
la inmunosupresion a nivel funcional que causan altas dosis de la cepa de virulencia
intermedia de IBDV inoculado tanto por via oral como intramuscular. Por ultimo, se
desarrolld un modelo de desafio con IBDV evitando la manipulaciéon de cepas

altamente virulentas.

En lo que respecta a la proteina viral VPS5, se determind la localizacidon de la misma
en la célula hospedadora, aportando evidencias que se contraponen con los
resultados publicados hasta el momento. Ademas, se obtuvieron datos muy
interesantes acerca del rol que cumple esta proteina en la expresién génica del

efector apoptotico Caspasa 3.

Los resultados en el presente trabajo plantean nuevos interrogantes acerca de la
identidad de las proteinas que podrian interactuar con VP5 en la membrana
plasmatica y acerca de la capacidad de esta proteina viral de alterar el mecanismo

de apoptosis celular en el contexto de infeccidn.
De los resultados obtenidos, surgen las siguientes conclusiones:

1- La infeccién de pollos con IBDV de virulencia intermedia induce la produccién de
citoquinas proinflamatorias. Este efecto es independiente de la via de inoculacion

utilizada.

2- Los signhos observados en pollos infectados con IBDV de virulencia intermedia

son validos para utilizar este modelo en pruebas de desafio viral.

3- La infeccidn con IBDV aumenta la susceptibilidad de las aves a infecciones con

otros patdgenos virales.

4- Los aislamientos de IBV obtenidos a partir del brote de bronquitis infecciosa del
aflo 2013 mostraron mayor capacidad de replicacion en pollos previamente

infectados con IBDV.

5- La proteina VP5 de IBDV no es de transmembrana, aunque se localiza en la
membrana plasmatica, posiblemente asociada a la misma, conservando ambos

extremos del lado citoplasmatico.
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