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Resumen

El virus de la inmunodeficiencia de felinos (FIV) es un lentivirus que induce en gatos domésticos un sindrome
de inmunodeficiencia similar al SIDA causado por el virus de la inmunodeficiencia de humanos (HIV). FIV no
sb6lo es un patégeno de importancia para la medicina veterinaria sino que también es un modelo
ampliamente utilizado de las infecciones causadas por HIV en humanos. FIV se ensambla en la membrana
plasmatica de las células infectadas como consecuencia de la multimerizacién de la poliproteina viral Gag.
Esta proteina posee toda la informacién necesaria para el ensamblado de viriones. En efecto, nuestro
laboratorio ha demostrado previamente que la expresion de Gag de FIV en células de mamifero resulta en la
formacion de particulas que son similares a los viriones inmaduros auténticos. Por otro lado, nuestro grupo
ha establecido las condiciones que permiten que la proteina Gag de FIV producida en Escherichia coli se
ensamble in vitro en particulas esféricas.

Los viriones de FIV son liberados al medio extracelular por brotacién a partir de la membrana plasmatica de
las células infectadas. Inicialmente, los viriones liberados exhiben una morfologia inmadura. Luego, durante
la brotacion, el precursor Gag es procesado por la proteasa viral para dar las proteinas del virion maduro:
matriz (MA), capside (CA), nucleocapside (NC), asi como el péptido espaciador pl y el péptido C- terminal
p2. Es interesante destacar que los roles estructurales y funcionales de las proteinas MA, CA y NC en el
virion maduro son diferentes a los que ejercen como dominios de la poliproteina Gag durante el proceso de
ensamblado viral.

Nuestro laboratorio ha investigado previamente el rol de la MA y la NC en la morfogénesis de las particulas y
en la infectividad viral. Sin embargo, nuestro conocimiento del ensamblado de FIV es aun limitado. En
particular, las secuencias en el precursor Gag de FIV cuya interaccion promueve la multimerizacion de esta
proteina en particulas, no han sido todavia identificadas. El objetivo principal de esta tesis doctoral fue
entonces mapear las regiones de la proteina Gag de FIV responsables de las asociaciones homoméricas
que conducen al ensamblado de viriones.

Para ello, generamos una serie de subdominios de Gag y estudiamos su habilidad para interactuar con
moléculas de Gag de tamafio completo y ser reclutadas en particulas pseudovirales extracelulares. Al
caracterizar el fenotipo de los distintos subdominios de Gag, encontramos que la delecion de los 37 residuos
C-terminales de Gag asi como la eliminacién de las regiones amino y central de la NC aten(lan pero no
impiden la interaccién con Gag salvaje. En cambio, un mutante de Gag que incluye a los dominios MA y CA
exhibe un grado muy reducido de asociacion con la proteina Gag de tamafio completo. La interaccion con

Gag es abolida al delecionar la mayor parte de la NC y los 40 aminoacidos N-terminales de la MA. Este
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mutante, al carecer de los motivos “dedos de zinc” de la NC y de la region polibasica de la MA, se hallaria
impedido de interactuar con el ARN viral. En este sentido, nuestro laboratorio ha demostrado previamente
gue la asociacion Gag-ARN viral es necesaria para el ensamblado de particulas tanto in vivo como in vitro. Al
analizar el fenotipo de las proteinas maduras MA, CA y NC encontramos que ninguna de ellas se asocia con
Gag salvaje. En cambio, cabe destacar que el subdominio CA-NC interactia con Gag con gran eficiencia y
es reclutado en particulas en una proporcién cercana al 50 % de la masa proteica total de las particulas.
Resulté interesante el fenotipo observado tanto para la proteina Gag a la cual se le introdujo una mutacion
gue impide su miristilacién como para la proteina Gag a la que se le eliminé el péptido C-terminal p2 que
media la brotacion de las particulas al medio extracelular. Al coexpresar cada uno de estos mutantes con la
proteina Gag completa, encontramos que ambos exhiben un efecto transdominante negativo sobre el
ensamblado de Gag salvaje.

Finalmente, introdujimos una serie de deleciones internas en el dominio CA de Gag y encontramos regiones
tanto en la porcion amino como en la carboxilo que son necesarias para el ensamblado de las particulas
virales.

En su conjunto, nuestros resultados demuestran que la region CA-NC constituye el principal dominio de
interaccion Gag-Gag y que la capacidad de Gag de unir ARN viral es necesaria para su multimerizacion. Por
otro lado, identificamos dominios en la CA de FIV cuya integridad es esencial para el ensamblado de Gag en
particulas.

Las investigaciones aqui presentadas contribuyen a una mayor comprension del proceso de ensamblado
lentiviral, el cual es un blanco potencial al cual dirigir estrategias antivirales que resulten de utilidad tanto

para la medicina veterinaria como para la humana.
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Introduccién

1. Descubrimiento del virus de la inmunodeficiencia de felinos (FIV)

FIV fue aislado en 1986 por el Dr. Niels Pedersen a partir de gatos domésticos que
exhibian un cuadro de inmunodeficiencia similar al sindrome de inmunodeficiencia adquirida
(SIDA) de humanos causado por la infeccion con el virus de la inmunodeficiencia humana
(HIV) (Pedersen et al., 1987). El andlisis por microscopia electronica de tejidos provenientes
de los gatos con inmunodeficiencia mostré la presencia de particulas virales con la
morfologia tipica de los lentivirus (Pedersen et al., 1987). Por otro lado, el virus aislado de los
gatos enfermos poseia actividad de retrotranscripcion dependiente de magnesio (Mg+2), y no
de manganeso (Mn+2) como en el caso de la transcriptasa reversa del virus de la leucemia
felina, lo que apoyaba que FIV pertenecia a la familia Retroviridae y al género Lentivirus
(Pedersen et al., 1987).

2. Generalidades de FIV
Lentivirus

La familia Retroviridae comprende a un grupo de virus con un genoma compuesto por
dos moléculas idénticas de ARN. Por accion de la transcriptasa viral, el ARN gendémico es
convertido en una molécula de ADN doble cadena, la cual se integra en los cromosomas de
la célula hospedadora (Coffin, 1996). Dentro de esta familia se encuentra el género Lentivirus
que incluye a retrovirus complejos, que se caracterizan por producir infecciones persistentes
y enfermedades que progresan muy lentamente (Clements & Zink, 1996).

Los lentivirus se dividen en dos grupos (Clements & Zink, 1996). Por un lado, se
encuentran los virus que causan inmunodeficiencia en sus hospedadores, tales como HIV,
FIV y los virus de la inmunodeficiencia de simios (SIV) y de bovinos (BIV). Estos lentivirus
infectan a linfocitos T, monocitos y macréfagos, y producen un sindrome caracterizado por
la pérdida progresiva de la capacidad inmunoldgica (Clements & Zink, 1996). El segundo
grupo incluye a lentivirus que, si bien también infectan monocitos y macréfagos, causan
enfermedades que afectan a diferentes 6rganos (Clements & Zink, 1996). A este grupo
pertenecen el virus de la anemia infecciosa equina (EIAV), el virus de la artritis y encefalitis
caprina (CAEV) y el virus Maedi-Visna (Clements & Zink, 1996).

FIV

FIV es un lentivirus que causa en gatos domésticos una patologia que es conocida en
la medicina veterinaria como SIDA felino (Pedersen et al., 1987; Sparger et al., 1989).
Resulta interesante mencionar que FIV también es capaz de infectar a felinos salvajes, pero

[lamativamente los animales infectados no desarrollan inmunodeficiencia (White et al., 2011).
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Se ha sugerido que la seleccion natural de felinos resistentes a FIV o la atenuacion de FIV en
felinos salvajes podrian explicar por qué estos animales salvajes no desarrollan SIDA
(Pecon-Slattery et al., 2008; White et al., 2011).

Cabe destacar que FIV comparte caracteristicas morfolégicas y genéticas, y su
estrategia de replicacion con los lentivirus de primates HIV y SIV (Bendinelli et al., 1995), por
lo que FIV no sélo es un patdégeno de importancia para la medicina veterinaria sino que
también es reconocido internacionalmente como un modelo adecuado de las infecciones
causadas por HIV en humanos (Elder et al., 2010; Kenyon & Lever, 2011; Yamamoto et al.,
2010).

Distribucién mundial

FIV se encuentra distribuido en todo el mundo e infecta a una gran cantidad de
miembros de la familia Felidae (Courchamp & Pontier, 1994). La prevalencia de la infeccién
de gatos domésticos varia entre un 2,5 % y un 25 % dependiendo de la localizacion
geogréfica, la edad y el sexo del animal, las condiciones de vida y los patrones de
comportamiento, siendo menor en gatos mantenidos como mascotas que en gatos libres o

callejeros (Hayward & Rodrigo, 2010).

Transmisién

FIV puede ser aislado de la sangre, la saliva, el semen, las secreciones vaginales y la
leche materna de gatos infectados (Jordan et al.,, 1998; Sellon et al., 1994). Se ha
demostrado experimentalmente que FIV puede ser transmitido verticalmente y que el
porcentaje de crias que nacen infectadas depende de que la madre posea una carga viral
elevada durante la gestacion y/o en el momento del parto (Allison & Hoover, 2003; O'Neil et
al., 1995). Aunque ha sido demostrada experimentalmente, la transmision sexual del virus
parece ser poco frecuente (Jordan et al., 1998). En la naturaleza, FIV se transmite
principalmente por mordeduras (Matteucci et al., 1993). En la saliva de gatos infectados hay
células infectadas y virus libre que pueden ser transferidos a individuos sanos en peleas por

territorio o durante el apareamiento (Matteucci et al., 1993; Yamamoto et al., 1989).

Patogénesis

Basandose en observaciones clinicas, la progresion de la infeccién con FIV al SIDA
felino puede ser dividida en etapas definidas (Ishida & Tomoda, 1990).

Poco tiempo después de la inoculacién experimental de FIV en gatos sanos se observa
el desarrollo de una infecciébn aguda caracterizada por episodios febriles, linfoadenopatia,

leucopenia, diarrea y deficiencia respiratoria. Estos sintomas clinicos no suelen extenderse
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mas alld de unas semanas o de unos pocos meses y coinciden con la deteccion en plasma
de una carga viral alta (Beebe et al., 1994; Ishida et al., 1989; Pedersen et al., 1989;
Yamamoto et al., 1988). Luego comienza una fase asintomética, la cual es acompafiada por
una recuperacion del sistema inmune y niveles bajos de virus circulante (Pedersen et al.,
1989). Durante esta etapa, que suele extenderse por varios afios, se observa una
disminucion gradual pero sostenida de los niveles normales de linfocitos T CD4+ (Torten et
al., 1991). Con el paso del tiempo, aunque el animal permanece aparentemente saludable,
se establece un estado persistente de linfoadenopatia generalizada debido a que no se
recuperan los niveles normales de linfocitos T CD4+ en circulacion (Ishida & Tomoda, 1990).
Si bien el blanco principal de FIV son los linfocitos T CD4+ activados, con el avance de la
infeccidn el tropismo celular del virus se amplia y puede infectar linfocitos B, linfocitos T
CD8+, macréfagos y células de la microglia y astrocitos (Willett & Hosie, 2008). El
debilitamiento del sistema inmune da nuevamente lugar a la aparicion de signos clinicos,
tales como pérdida de peso e infecciones oportunistas (English et al., 1994, Ishida et al.,
1989; Pedersen & Barlough, 1991). Los gatos que sobreviven los meses que dura esta
etapa, desarrollan SIDA felino. A medida que se profundiza el dafio inmunolégico, aparecen
manifestaciones neuroldgicas que incluyen alteraciones del ciclo del suefio y desordenes
auditivos y visuales (Phillips et al., 1994, 1996; Prospero- Garcia et al., 1994a, 1994b).
Ademas, se agudiza la patogenia derivada de las infecciones oportunistas y suelen aparecer
tumores malignos. Finalmente, los animales infectados mueren por fallas en diferentes
6rganos (Ishida & Tomoda, 1990; Yamamoto et al., 1988, 1989).

Desarrollo de una vacuna dirigida a FIV

Existen cinco subtipos circulantes de FIV (A-E) alrededor del mundo. Si bien los
subtipos A, B y C exhiben mayor prevalencia (Yamamoto et al., 2007), también se detectan
virus con subtipos combinados (Hayward & Rodrigo, 2008). El subtipo viral se halla
determinado por regiones aminoacidicas variables en la glicoproteina de envoltura de FIV
(Sodora et al., 1994).

Se han ensayado vacunas contra FIV basadas en virus inactivados, proteinas virales
recombinantes y ADN de genes virales, aunque ninguna de éstas generd niveles
significativos de proteccién (Yamamoto et al., 2010). Finalmente, en 2002 las autoridades
sanitarias de los Estados Unidos aprobaron la comercializacién de la vacuna FEL-O-VAX. Su
formulaciéon, que combina cepas inactivadas de los subtipos A y D junto con células
infectadas con ambos subtipos del virus, demostré una efectividad de entre el 67 y el 87 %
(Uhl et al., 2008). Esta vacuna confiere proteccion no sélo frente a los virus que circulan en
Estados Unidos sino también frente a virus hallados en otras partes del mundo. Actualmente,
la vacuna contra FIV es utilizada en Estados Unidos, Canada, Australia, Japén y Nueva
Zelanda (Hayward & Rodrigo, 2010).
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3. Ciclo de replicacion de FIV

El ciclo de replicacion de FIV (Figura 1) es similar al del resto de los lentivirus
(Bendinelli et al., 1995; Coffin, 1996; Kenyon & Lever, 2011). FIV posee una Unica
glicoproteina viral de envoltura (Env) que reconoce receptores celulares especificos en la
célula hospedadora y promueve la fusion de la membrana viral (derivada de la membrana
plasmatica de la célula progenitora) con la membrana de la célula blanco. Como
consecuencia de esta fusion, se produce la entrada del virus a la célula. Luego se desarma la
particula, lo que resulta en el desnudamiento del core viral. A continuacion, la transcriptasa
reversa (TR) transportada en el virién, cataliza la sintesis de una molécula de ADN doble
cadena utilizando como molde al ARN gendmico viral. Para iniciar la sintesis del ADN, la
TR emplea como cebador a una molécula de ARNtlisina que se halla unida cerca del
extremo 5 del ARN gendmico viral. Se sintetiza entonces un fragmento de ADN simple
cadena de polaridad (-) el cual se trasloca para hibridar con la region 3’ del ARN viral. Esto
permite la sintesis del ADN copia de polaridad negativa. Luego, la actividad de RNasa H de
la TR degrada al templado de ARN viral con excepcién de un fragmento el cual sirve de
molde para el comienzo de la sintesis de la cadena de ADN copia de polaridad (+).
Finalmente, las cadenas de ADN (-) y (+) forman una estructura circular que permite que se
complete la sintesis de la cadena (+). Una vez sintetizado, el ADN viral es transportado al
interior del nucleo en la forma de un complejo de preintegracion formado por las proteinas
capside (CA), matriz (MA) e integrasa (IN). Una vez dentro del nicleo, la IN media la
incorporacion del ADN viral a los cromosomas de la célula hospedadora. Al ADN viral
integrado en el ADN celular se lo denomina provirus. A continuacién, se sintetizan los
ARN mensajeros (ARNm) virales utilizando la ARN polimerasa Il celular. Los primeros ARNm
que se sintetizan resultan del procesamiento o splicing de un ARN de tamafio genoémico, el
cual es el producto primario de la transcripcion. Una de las primeras proteinas virales que se
sintetiza es la proteina Rev, la cual ingresa al nucleo y se une al “elemento de respuesta a
Rev” (RRE) presente en el ARN de tamafio gendmico. Rev, por un lado, evita que este ARN
sea procesado, y por otro, permite que sea transportado al citoplasma. EI ARN de tamafio
gendmico es utilizado como genoma de las particulas virales y como mensajero para generar
las proteinas Gag y Gag-Pol. La proteina Gag-Pol se produce como consecuencia de un
corrimiento de -1 en la lectura mediada por el ribosoma de la region del ARN que codifica
para el extremo 3’ de gag. Este fendmeno ocurre con una frecuencia de 1 cada 10 eventos
de lectura ribosomal. La proteina Gag se ensambla en particulas en la membrana plasmatica
de la célula infectada. Estas particulas en formacion incorporan a Gag-Pol, al ARN genémico
y a la glicoproteina Env. Esta Ultima se halla anclada en la membrana plasmatica de la célula
infectada luego de ser sintetizada por ribosomas asociados al reticulo endoplasmico y ser
transportada por la via secretoria celular. Una vez que los viriones se ensamblan, brotan al

medio extracelular. Durante o luego de la brotacion, se produce la activacion de la proteasa
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viral (PR) presente en Gag-Pol. La PR, ademas de clivar a Pol para liberarse a si misma y
generar a las proteinas IN y TR, procesa al precursor Gag para formar las proteinas del virion
maduro: MA, CA y nucleocapside (NC). De esta forma se generan particulas virales

extracelulares con capacidad infectiva.
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Figura 1. Esquema del ciclo de replicacion de FIV. (1) Unién del viribn a la superficie
celular. La subunidad de superficie de la glicoproteina Env se asocia al receptor primario
CD134 y al correceptor CXCR4; (2) Entrada de FIV a la célula. La subunidad de
transmembrana de Env promueve la fusion de la membrana viral con la celular permitiendo asi
la entrada del virus al citoplasma; (3) Retrotranscripcion. La TR sintetiza un ADN doble cadena
utilizando como molde al ARN gendmico viral; (4) Integracion. La IN introduce el ADN viral en
los cromosomas de la célula hospedadora. La forma integrada del ADN viral recibe el nombre
de provirus; (5) Transcripcién del ADN viral y sintesis de los ARNm que codifican a las
proteinas virales. También se genera un ARN de tamafio completo que servira como genoma
de la progenie viral; (6) Sintesis de la proteina Env. Esta proteina se sintetiza en los ribosomas
asociados al reticulo endoplasmico y es transportada a la membrana plasmatica a través de la
via secretoria celular; (7) Sintesis de Gag y Gag-Pol en ribosomas libres del citoplasma y
transporte a la membrana plasmatica; (8) Acumulacion de moléculas de Gag en la cara interna
de la membrana plasmatica; (9) Ensamblado de particulas virales a partir de la multimerizacién
de Gag. Se producen viriones que incorporan a Gag-Pol, a la glicoproteina Env y a dos
moléculas de ARN gendmico; (10) Brotacién de las particulas de FIV. Se liberan al medio
extracelular viriones inmaduros; (11) Maduracion. Se activa la PR, la cual procesa a las
proteinas Gag y Gag-Pol. El procesamiento de Gag produce las proteinas MA, CA, NC, asi
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como el péptido espaciador pl y el péptido C-terminal p2. El procesamiento de Pol genera las
enzimas PR, TR e IN. Adaptado de Affranchino (2007).

4. Estructuradel viriéon

Los viriones maduros de FIV (Figura 2) son particulas esféricas de alrededor de 100 nm
de diametro (Pedersen et al., 1987). La envoltura viral proviene de la membrana plasmatica
de la célula infectada y en ella se inserta la glicoproteina Env. La estructura del virién maduro
de los lentivirus ha sido investigada en HIV-1 por criomicroscopia electronica (Briggs et al.,
2003). De acuerdo a estos estudios, por debajo de la envoltura se halla la MA que forma una
cubierta proteica. En su interior, la CA se ensambla en una estructura con forma de cono, la
cual constituye el core viral. En el interior del core se halla el genoma viral: dos moléculas
idénticas de ARN de polaridad positiva y de aproximadamente 10 kb (Olmsted et al., 1989a).
El ARN genémico forma un complejo ribonucleoproteico por asociacién con la NC, la TRy la
IN (Briggs et al., 2003).

glicoproteina Env
(trimeros)

ARN genomico viral

PR

MA

O SU (subunidad de superficie)

glicoproteina Env
TM (subunidad de transmembrana)

Figura 2. Esquema de la estructura del virion lentiviral maduro. A. Con flechas se
indican los diferentes componentes de la particula lentiviral madura. B. Se detallan las
subunidades de la glicoproteina Env. Adaptado de Affranchino (2007).
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5. Organizacién genémica de FIV

La organizacion genémica de FIV es similar en complejidad a la de otros lentivirus (Figura
3). Posee tres marcos abiertos de lectura que corresponden a los genes retrovirales tipicos; gag,
pol y env, dos regiones terminales largas (LTRs) localizadas en los extremos 5’ y 3’ del genoma
viral, y otros genes que codifican para proteinas regulatorias (Olmsted et al., 1989b; Talbott et
al., 1989).
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[ ]
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v ° O O
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Figura 3. Esquema del genoma completo del clon molecular FIV-14 del aislamiento
Petaluma. Se indican las LTR y los diferentes marcos abiertos de lectura junto con las posiciones
nucleotidicas correspondientes. En el caso del gen regulatorio rev se muestran los dos exones que
lo conforman.

6. Proteinas de FIV
Gag

Gag es una poliproteina que contiene toda la informacion necesaria y suficiente para dirigir
el ensamblado y la brotacion de los viriones. En efecto, nuestro laboratorio ha demostrado que
la expresion de Gag de FIV en células de mamifero en ausencia del resto de las proteinas
virales resulta en la produccion de particulas extracelulares que son morfolégicamente
indistinguibles de los viriones inmaduros auténticos (Manrique et al., 2001). Ademas, nuestro
grupo ha establecido las condiciones que permiten el ensamblado in vitro de Gag de FIV en
particulas esféricas utilizando proteina Gag producida en Escherichia coli (Affranchino &
Gonzélez, 2010).

Al igual que en el resto de los lentivirus, la proteina Gag de FIV (Figura 4) se expresa como
un precursor, el cual es clivado por la PR durante la brotacibn de los viriones al espacio
extracelular, para dar las proteinas MA (135 aminoacidos), CA (222 aminoéacidos) y NC (66
aminoacidos), el péptido espaciador pl (9 aminoacidos) entre la CA y la NC, y el péptido C-

terminal p2 (18 aminoéacidos) (Elder et al., 1993).
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Figura 4. Esquema del gen gag de FIV. Se indican los diferentes marcos de lectura y sus
posiciones nucleotidicas en el genoma del aislamiento Petaluma.

Pol

La poliproteina Pol se sintetiza a partir de un ARNm viral de tamafio completo que
comprende la regién gag-pol del genoma y que como consecuencia de un corrimiento del marco
de lectura de -1 genera el precursor Gag-Pol (Morikawa & Bishop, 1992; Talbott et al., 1989). Al
igual que en HIV y SIV, el gen pol de FIV codifica para las enzimas PR, TR e IN, pero como
ocurre con los lentivirus de animales ungulados, pol también codifica para una desoxiuridina
trifosfatasa (DU) (Lerner et al., 1995; Talbott et al., 1989).

PR

La PR de FIV es una aspartato proteinasa cuya forma funcional es un homodimero (Laco
et al., 1997). Es la enzima responsable del procesamiento de los precursores Gag y Gag-Pol
durante la maduracién viral (Elder et al., 1993), lo que resulta esencial para generar tanto las
proteinas estructurales del viribn maduro como las enzimas virales (Pettit et al., 1998). Es por
ello que la PR ha sido ampliamente estudiada con el propdsito de encontrar compuestos que
sean capaces de inhibir su actividad y bloquear de esta forma la infectividad (Swanstrom &
Erona, 2000).

TR

La TR es la enzima responsable de sintetizar una molécula de ADN doble cadena
utilizando como molde al ARN gendmico viral (Telesnitsky & Goff, 1997). Para que la TR, la cual
es un polipéptido de 67 kDa, sea enzimaticamente activa es necesario que algunas moléculas
sean clivadas por la PR viral para generar especies de 54 kDa que forman heterodimeros con
las subunidades de 67 kDa (Kenyon & Lever, 2011; North et al., 1990).

La subunidad p67 exhibe un dominio N-terminal que posee actividad de polimerasa y un
dominio C-terminal que presenta actividad de RNasa H, mientras que la presencia de la
subunidad p54 en el heterodimero es necesaria para que el complejo sea estructuralmente
estable y enzimaticamente activo (Beilhartz & Gotte, 2010; Telesnitsky & Goff, 1997). La TR de
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FIV utliza Mg+2 como cofactor y es activa aln en presencia de niveles bajos de
desoxirribonucledtidos trifosfato, como por ejemplo, en células que no se dividen. La poca
fidelidad que muestra esta enzima durante la retrotranscripcién del genoma del virus explicaria,

al menos en parte, la diversidad de especies virales generadas postinfeccion (North et al., 1990).

IN

El ADN doble cadena generado por la TR se integra en los cromosomas de la célula
infectada en un proceso que es mediado por la IN. En FIV, como en el resto de los lentivirus, el
proceso de integracion involucra tres etapas. Primero, la IN elimina dos nucle6tidos de los
extremos 3’ del ADN viral dejando extremos 5’ simple cadena. A continuacién, los grupos
hidroxilo libres en los extremos 3’ del ADN viral atacan a los enlaces fosfodiéster del ADN
cromosomal quedando entonces el ADN viral ligado al ADN cromosomal a través de un proceso
de transesterificacion. Por Ultimo, se reparan las uniones ADN viral - ADN celular por accién de
la maquinaria celular y por la TR y/o la IN. A través de este proceso se genera el provirus, es
decir, el ADN viral integrado al genoma celular (Brown, 1990; Goff, 1992; Shibagaki et al., 1997).

La IN de FIV forma multimeros a través de su dominio N-terminal (Shibagaki et al., 1997).
Estudios de mutagénesis dirigida de la IN de FIV han demostrado que esta proteina posee tres
dominios: una regiéon N-terminal que permite tanto la multimerizacion de la IN como su unién al
ADN viral, un dominio central que contiene el sitio activo y una regiéon C-terminal que contiene
los elementos estructurales que median la interaccién con el ADN celular (Shibagaki et al.,
1997).

DU

El gen que codifica para la DU se halla presente en el genoma de FIV y en el de los
lentivirus de animales ungulados (Elder et al., 1992; McClure et al.,, 1988). Su funcion es
catalizar la conversion de dUTP a dUMP, lo cual minimiza la incorporacion de dUTP, en lugar de
dTTP, al ADN viral durante la retrotranscripcion lo que reduce la acumulacién de mutaciones en
el genoma de FIV (Elder et al., 1992). La actividad antimutagénica de la DU codificada por FIV
es esencial para la replicacion viral en células que no se dividen activamente como en el caso
de los macréfagos que exhiben niveles enddgenos bajos de DU (Lerner et al., 1995; Wagaman
et al., 1993). En cambio, mutantes de FIV con una DU defectiva son capaces de replicarse
eficientemente en células que se dividen activamente y cuyos niveles enddégenos de DU son

elevados (Lerner et al., 1995).

Env

La glicoproteina Env de FIV es sintetizada como un precursor altamente glicosilado de
aproximadamente 150 kDa, del cual se elimina un péptido sefial inusualmente largo de 174

aminodcidos, generdndose una especie molecular de 130 kDa (Verschoor et al., 1993). Este
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precursor de 130 kDa es a su vez procesado en el trans-Golgi para generar las subunidades de
superficie (SU; gp95) y de transmembrana (TM; gp40) las cuales permanecen asociadas a
través de uniones no covalentes (Affranchino & Gonzalez, 2014; Verschoor et al., 1993). La
subunidad SU de la proteina Env de FIV media la unién del virion al complejo receptor-
correceptor celular (de Parseval & Elder, 2001) mientras que la TM promueve la fusion de la
membrana viral con la membrana celular, permitiendo asi la entrada de la particula viral a la
célula (Garg et al., 2004; Giannecchini et al., 2004). A pesar de que FIV infecta linfocitos T
CD4+, utiliza a CD134 como receptor primario en lugar de CD4 (de Parseval et al., 2004a;
Shimojima et al., 2004). Luego de interactuar con CD134, la SU de la proteina Env de FIV se
asocia a CXCR4 que actla como correceptor para la unién del virus a la superficie celular
(Poeschla & Looney, 1998; Willett et al., 1997a, 1997b).

SuU

La SU de FIV se halla organizada en regiones constantes (C1-C6) y dominios variables
(V1-V6) (Hu et al., 2010). Tanto la variacién antigénica de la SU como el elevado grado de
glicosilacion facilitan que FIV evada la respuesta inmune del hospedador (Hosie et al., 2011).
Entre los dominios variables de la SU de FIV se destaca el V3, ya que es la regidbn mas
inmunogénica de esta proteina (de Ronde et al., 1994; Lombardi et al., 1993). Estudios de
nuestro grupo y del laboratorio del Dr. Elder han demostrado que la delecién del dominio V3 de
FIV inhibe por completo la unién de la SU a su correceptor CXCR4 (Gonzalez et al., 2014; Hu et
al., 2010; Sundstrom et al., 2008). Por otro lado, nuestro grupo ha mostrado que si el dominio V3
de la SU de FIV es reemplazado por la region V3 de un aislamiento T-trépico de HIV-1, que
también emplea a CXCR4 como correceptor, se obtiene una 