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Resumen

El trabajo de tesis “Estudio de la funcién y actividad de la proteina Z” fue desarrollado bajo la
direccion del Dr. Mario Lozano y la Codireccién del Dr. Marcos Bilen, en el Laboratorio de Ingenieria
Genética y Biologia Celular y Molecular, area de virosis emergentes y zoonéticos (LIGBCM-AVEZ), en
el Departamento de Ciencia y Tecnologia de la Universidad Nacional de Quilmes, para optar por el
titulo de Doctor de la Universidad Nacional de Quilmes con Mencion en Ciencias Bésicas y Aplicadas.

La estructura del documento cuenta con cinco secciones centrales, las cuales estan subdivididas en
capitulos.

En la seccién | de este trabajo se describe el estado del arte correspondiente a los arenavirus,
especificamente al virus Junin. El capitulo 1 contiene la informacion béasica sobre la familia Arenaviridae,
mientras que el capitulo 2 resume las caracteristicas principales de la enfermedad provocada por el
virus Junin. En el capitulo 3 se realiz6 una actualizacién sobre la biologia del virus Junin, donde se
describe en detalle la morfologia del virién, el genoma viral y cada una de las cuatro proteinas codificadas
por el mismo. Por ultimo en el capitulo 4 se realizé un resumen sobre la tecnologia de particulas tipo
virales, como estrategia de vehiculizacion de antigenos con fines vacunales. Esta seccion,
correspondiente a la introduccion, fue realizada de manera minuciosa y detallada para brindar al lector
informacioén actualizada, tal que facilite el entendimiento de las discusiones incluidas en este trabajo. La
seccion I, se encuentra subdividida en el capitulo 6 y 7 donde se detallan los resultados obtenidos a partir
del analisis bioinformatico de la secuencia de la proteina Z, y el desarrollo de herramientas que luego
seran utilizadas a lo largo del trabajo, respectivamente.

La seccion lll, describe los resultados obtenidos a partir de los estudios de funcionalidad de la
proteina Z in vitro.

En la seccion IV, comprendida por los capitulos 8 y 9, se detallan los estudios de funcionalidad in vivo de
la proteina Z y N, e incluyen los resultados obtenidos a partir del estudio de los mecanismos de evasion
de las defensas celulares asociados a la actividad de dichas proteinas. Mientras que en el capitulo 9 se
incluyen los ensayos que describen a la proteina describen el andlisis de la actividad de la
proteina Z asociada a la brotacion viral, en células de mamifero y de insecto.

La seccion V, la cual contiene el capitulo 10, describe las aplicaciones biotecnoldgicas propuestas
a partir de los resultados obtenidos en este trabajo. Por Gltimo, en la seccion VI se presenta la discusion
integral de los resultados obtenidos, junto con las conclusiones y perspectivas a futuro.
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Arenavirus CAPITULO 1

El ser humano convive con una gran variedad de microorganismos, algunos de

ellos patégenos que han co-evolucionado en una relacion de tipo predador-presa,
seleccionando complejos sistemas de defensa, contra los cuales a su vez, estas
entidades desarrollaron mecanismos de evasion. Los patégenos con los que nos
relacionamos ancestralmente, rara vez nos producen enfermedades o, en todo caso,
provocan enfermedades leves y cronicas. Sin embargo, existen alteraciones en este
equilibrio dinamico en las cuales una de las partes prevalece transitoriamente.

A diferencia de estas afecciones crénicas, las denominadas enfermedades
emergentes son provocadas por patdbgenos con los que nos relacionamos
circunstancialmente. Un virus emergente se define como aquél que ha aparecido
recientemente en una poblacién, o que rapidamente estd expandiendo su rango de
hospedadores y con ello provocando una enfermedad (Flint ef al., 2000). Podemos
clasificar a los patdégenos que producen enfermedades emergentes, en tres grupos: 1)
los que han evolucionado recientemente, 2) los que llamamos agentes zoonéticos
(patégenos que poseen un hospedador o reservorio animal desde el cual se
transmiten a los humanos), y 3) los que estan presentes en grupos humanos aislados
que, después del establecimiento de contactos que antes no existian entre dos
poblaciones, logran propagarse. Existen numerosos ejemplos de patégenos
emergentes, entre los cuales se hallan los virus causantes de las zoonosis provocadas
por arenavirus y bunyavirus, cuyos reservorios naturales se encuentran en especies
particulares de roedores. La mayoria de las enfermedades emergentes se clasifican
dentro de lo que se denominan zoonosis, y suelen ocurrir como consecuencia de
cambios ecoldgicos que afectan la densidad de poblaciéon del hospedador zoonético,
del vector de la enfermedad o de los humanos. Un ejemplo de este fendbmeno es la
Fiebre Hemorragica Argentina causante de epidemias estacionales en la region central

de nuestro pais.

LA FAMILIA ARENAVIRIDAE

El agente responsable de la Fiebre Hemorragica Argentina es un virus
perteneciente a la familia Arenaviridae. Estos patdogenos poseen un genoma
bisegmentado y son envueltos en una membrana de naturaleza lipoproteica. Los ARN
gendmicos se denominan S (por short, con un promedio de aproximadamente 3500
nucledtidos de longitud) y L (por large, de aproximadamente 7300 nucleétidos de
longitud), los cuales contienen dos marcos de lectura abiertos, no superpuestos y de
polaridad opuesta, que dieron origen a la denominacion “ambisentido” para designar el
sistema de codificacion de estos virus (Auperin et al., 1984). Los miembros de esta
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familia causantes de Fiebres Hemorragicas, producen infecciones agudas en
humanos, mientras que la infeccion en los roedores se caracteriza por ser persistente

y asintomatica.

HISTORIA Y TAXONOMIA

La primera descripcion médica de una infeccibn humana producida por un
arenavirus fue realizada durante 1925 por el médico sueco, Arvid Wallgren. Esta
enfermedad, conocida en ese momento como meningitis aséptica aguda, en la
actualidad se denomina coriomeningitis linfocitaria. Sin embargo, el virus asociado con
la enfermedad fue aislado una década después, y denominado como LCMV por la
sigla inglesa que identifica a la enfermedad (Lymphocytic Choriomeningitis virus).
Varios grupos independientes realizaron el descubrimiento casi simultaneamente,
siendo Armstrong vy Lillie (1934) los que publicaron la primera descripcion del virus.
Durante varias décadas el virus de LCM permanecié sin ser clasificado dentro de
alguna familia viral. Hoy, es el prototipo de la familia Arenaviridae. Entre 1956 y 1958
se aislaron, en diferentes regiones del globo, otros dos nuevos virus los cuales fueron
denominados Tacaribe (Trinidad y Tobago) y Junin (Argentina), que pronto mostraron
tener antigenos comunes (Mettler ef al., 1963). Este ultimo agente fue aislado a partir
de pacientes por primera vez en el afio 1958, aunque ya durante 1955 el Dr.
Arribélzaga y colaboradores se encargaron de documentar ampliamente los sintomas
y signos clinicos de una enfermedad que afectaba a los trabajadores de la zona rural
del noroeste de la provincia de Buenos Aires, posteriormente denominada Fiebre
Hemorragica Argentina (FHA) (Arribalzaga ef al., 1955).

En los comienzos, el criterio para la clasificacion de estos virus dentro de un grupo
fue unicamente epidemioldgico. En particular, debido a que los primeros aislamientos
del virus Junin fueron obtenidos a partir de roedores y acaros (Parodi ef al., 1959 a y
b) se pensé que la FHA estaba asociada a artrépodos (Mettler et al., 1963), y por ello,
el virus fue ubicado en ese entonces dentro del grupo Arbovirus (virus transmitidos por
artrépodos o en su denominacioén inglesa arthropode borne virus). No obstante, como
no pudo probarse que los acaros fueran vectores de la enfermedad, se cree que la
deteccién mencionada fue casual y probablemente debida a los habitos hematéfagos
de los artrépodos ensayados.

Luego, en 1970, en base a la caracterizacion seroldgica, fisicoquimica y morfolégica
de estos virus, se conformé la familia Arenaviridae, integrada por LCMV vy los virus
americanos (Pfau, 1974; Rowe et al., 1970a). En la actualidad, esta familia esta

formada por veinticuatro virus reconocidos por el Comité Internacional de Taxonomia
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Viral (ICTV) (King et al.,, 2011) y otros trece que aun permanecen en lista de espera

(tabla 1.1). Incluido en el nombre “arenavirus” se encuentra el prefijo derivado de la
palabra latina arenosus y se refiere a los virus arenosos, derivado del aspecto
granuloso que presentan los viriones al microscopio electronico, como consecuencia

de la presencia de ribosomas en su interior (ver figura 3.1 del capitulo 3).

Virus Acréonimo Virus Acréonimo
Allpahuayo virus ALLV Machupo virus MACV
Amapari virus AMAV Mobala virus MOBV
Bear Canyon virus BCNV Morogoro -
Big Brushy Tank - Mopeia virus MOPV
Catarina - North American -
Chapare virus - Oliveros virus OLWV
Cupixi virus CPXV Pampa -
Dandenong - Parang PARV
Flexal virus FLEV Pichinde PICV
Guanarito virus GTOV Pinhal -
Ippy virus IPPYV Pirital virus PIRV
Junin virus JUNV Rio Carcaraina -
Kodoko - Sabia virus SABV
Lassa virus LASV Skinner Tank -
Latino virus LATV Tacaribe virus TCRV
Lujo virus LUJV Tamiami virus TAMV
Luna - Tonto Creek -
Lunk - Whitewater Arroyo WWAV

Lymphocytic choriomeningitis LCMV

Tabla 1.1 Listado de los miembros virales pertenecientes a la familia Arenaviridae, junto con su
acronimo. Los virus remarcados en negrita aun no han sido incluidos en la clasificacion

taxonémica del ICTV.

ECOLOGIA Y EPIDEMIOLOGIA

Los virus Junin y Machupo, causantes de las fiebres hemorragicas Argentina y
Boliviana (FHB) respectivamente, en general producen la infeccion en humanos a
través de las mucosas (conjuntiva, inhalatoria u orofaringea), por cortes o raspaduras

de la piel por contacto con semillas, tallos de malezas o por inhalacion de aerosoles,
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polvo u otros materiales contaminados con la orina o la saliva de un roedor infectado
(Weissenbacher et al., 1987; Maiztegui, 1975; Peters et al., 1974; Johnson et al., 1965;
Mackenzie et al.,1964; Rugiero et al. 1964a,b,c; Arribalzaga, 1955). De este modo, los
roedores son los reservorios naturales de casi todos los arenavirus (Arata & Gratz,
1975), excepto en el caso de Tacaribe, el cual fue aislado a partir de un quiréptero
(Downs et al., 1963).

La historia natural de los arenavirus esta caracterizada por infectar generalmente a
un numero limitado de especies de pequefios roedores, quienes actian como sus
reservorios y habitan areas geograficas bien definidas, que en general coinciden con la
actividad de cada virus (Ambrosio et al., 2006). En el caso del virus Junin el reservorio
principal es un roedor con habitos rurales (Calomys musculinus), aunque también ha
sido aislado de Calomys laucha (Maiztegui, 1975). En estos roedores infectados, el
patdbgeno cumple un ciclo que asegura su mantenimiento en la naturaleza y en
general, se encuentran altos titulos virales en casi todos los o6rganos y fluidos
corporales como la sangre y, en particular, la saliva. En la mayoria de los arenavirus,
los roedores presentan infecciones crénicas inaparentes, con eliminaciéon persistente
del virus al medio ambiente (Lehmann Grube ef al., 1983; Rawls et al., 1981; Staneck
etal., 1972).

Aunque se detectan casos de FHA durante cualquier época del afo, esta
enfermedad tiene una distribucion estacional que abarca desde el mes de marzo hasta
julio. Este hecho esta relacionado con el crecimiento estacional de los roedores dentro
del area endémica. La poblacion de Calomys aumenta de manera considerable
durante los meses de cosecha, quizas debido a un cambio en las condiciones
ambientales que favorecen su desarrollo, tal como el aumento de la disponibilidad de
alimento. En ese sentido, se han hecho especulaciones epidemiolégicas que vinculan
las condiciones de cultivo en la pampa humeda durante la segunda guerra mundial,
con la primera emergencia de la FHA como enfermedad humana de casuistica
importante. Durante el primer brote de FHA, la enfermedad afecté en mayor proporciéon
a personas que trabajaban en la cosecha de cereales. En estos campos sembrados se
encontré una mayor densidad de roedores, incrementando las oportunidades para la
transmision del virus al hombre.

En la actualidad, el area endémica posee limites cada vez mas difusos,
reportandose casos en localidades alejadas de la misma. En el dltimo informe de la
Reunién anual del Programa Nacional de Control de la Fiebre Hemorragica del afio
2012 se informaron 259 casos de Fiebre Hemorragica, confirmando una prevalencia
histérica en el género masculino entre 15 y 45 afios de. Por otro lado, también se

destacé la significativa presencia de la enfermedad en trabajadores no rurales (por
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ejemplo. camioneros), lo que sugiere la inclusién de los complejos agro-industriales

(silos, molinos, aceiteras) al area endémica.

DISTRIBUCION GEOGRAFICA: ARENAVIRUS DEL VIEJO Y NUEVO MUNDO

En relacién con el origen geografico de sus hospedadores, los arenavirus pueden
ser clasificados en dos grupos: los arenavirus del Nuevo Mundo (ANM) y los
arenavirus del Viejo Mundo (AVM). EI grupo del Nuevo Mundo esta comprendido por
arenavirus autoctonos de las Américas, mientras que el grupo del Viejo Mundo, esta
comprendido por virus de Africa y el ubicuo LCMV. La distribucién geogréafica de cada
uno de ellos esta determinada por el rango de su especie reservorio, siendo LCMV el
Unico con una distribucidn mundial, probablemente por su asociacion con el
cosmopolita raton doméstico Mus musculus, (Charrel et al., 2008; Charrel & Llambarie,
2003) el cual se ha distribuido en diferentes territorios a bordo de los barcos de
comerciantes, conquistadores y esclavistas.

De las veinticuatro especies reconocidas de arenavirus, seis han sido aisladas a
partir de seres humanos, estableciéndose un cuadro clinico para cada uno de los
casos y dando lugar asi a la descripciéon de la enfermedad: LCM, coriomeningitis
linfocitaria; Lassa, Fiebre de Lassa; Junin, Fiebre Hemorragica Argentina (FHA);
Machupo, Fiebre Hemorragica Boliviana (FHB); Guanarito, Fiebre Hemorragica
Venezolana (FHV); y Sabia, Fiebre Hemorragica Brasilera (FHBr).

Por otro lado, durante el afio 2008 se ha caracterizado el virus Dandenong, aislado
a partir de un paciente transplantado, el cual present6é una alta homologia a LCMV
(Palacios et al.,, 2008), aunque se encuentra en discusion si se trata de un nuevo virus
o0 de una cepa del LCMV. También, el pasado afio 2008 se reporté en Sudafrica el
brote de una enfermedad humana nosocomial con una alta tasa de mortalidad (80 %),
y cuyo agente etiolégico fue posteriormente caracterizado como un arenavirus. Este
brote representd la primera emergencia de una fiebre hemorragica arenaviral
proveniente del Viejo Mundo luego de 30 afios (Briese et al, 2009). Este virus,
recientemente incorporado a la lista de virus reconocidos por el ICTV, fue denominado
virus LudJo cuyo nombre deriva de las ciudades mas populosas de las republicas de
Zambia y de Sudafrica (Lusaka y Johannesburgo, respectivamente) de donde

provinieron los primeros pacientes.
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CLASIFICACION FILOGENETICA

A partir de reacciones serolégicas y considerando relaciones estructurales entre los
distintos virus del grupo, se estableci6 la division de los miembros de la familia en dos
serocomplejos: arenavirus del Viejo Mundo, aislados en Africa y Europa, y arenavirus
del Nuevo Mundo, aislados en el continente americano (Buchmeier et al., 1981; Rawls
& Buchmeier, 1976; Murphy & Withfield, 1975; Pfau, 1974; Murphy et al., 1970; Rowe
et al.,1970b; Murphy et al., 1969; Dalton ef al., 1968). Esta clasificacion es coincidente
con la distribucion geografica de sus hospedadores, como se menciond anteriormente.

Por otro lado Charrel ef al., (2008) han establecido un criterio unificado para la
incorporacion de un virus al género arenavirus como una nueva especie, el cual indica
que se debe cumplir con la una combinacion de dos o mas de las siguientes
caracteristicas:

a) las especies de los hospedadores (6 grupos de especies de
hospedadores);

b) la distribucion geografica definida para el virus;

c) la enfermedad asociada a humanos;

d) la reactividad antigénica cruzada con otros miembros del género,
incluyendo la ausencia de neutralizacién cruzada cuando sea aplicable;

e) la divergencia significativa de otras especies en el género a nivel de

aminoacidos.

En la actualidad, y como ya se ha mencionado, esta familia viral cuenta con 24
especies virales reconocidas por el ICTV. En tanto, hay otras trece especies descriptas
que aun no han sido evaluadas por el ICTV: Pampa, Rio Carcaraia, Kodoko,
Morogoro, Dandenong, Pinhal, Skinner Tank, Catarina, Tonto Creek, Big Brushy Tank,
North American, Luna y Lunk. En el afio 2008 una revision realizada por Charrel et al.
(2008) clasificé los virus descriptos hasta el momento segun su filogenia en 2 grupos:
el complejo Coriomeningitis Linfocitaria-Lassa (AVM) incluyendo los virus de la
Coriomeningitis Linfocitaria (LCMV), Lassa (LASV), Ippy (IPPYV), Mobala (MOBYV),
Lujo (LUJV) y Mopeia (MOPV), y las especies mas recientes Dandenong, Morogoro y
Kodoko; y el complejo del Nuevo Mundo, donde encontramos a Allpahuayo (ALLV),
Flexal (FLEV), Parana (PARV), Pichindé (PICV), Pirital (PIRV), Amapari (AMAV),
Cupixi (CPXV), Guanarito (GTOV), Junin (JUNV), Machupo (MACV), Sabia (SABV),
Tacaribe (TCRV), Latino (LATV) y Oliveros (OLVV) en América del Sur, y los virus
Bear Canyon (BCNV), Tamiami (TAMV), Whitewater Arroyo (WWAV) en América del

Norte. Ademas se agregaron las nuevas especies descriptas, las cuales se dividieron
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entre estos dos subgrupos, formando parte del primero los virus Pinhal y Chapare,

mientras que Catarina, Skinner Tank, Tonto Creek y Big Brushy Tank forman parte del
segundo. Bowen y colaboradores propusieron una subclasificacion de los arenavirus
del Nuevo Mundo en tres linajes, denominados A, By C (Bowen et al., 1996). Aunque
luego de observar que los segmentos S de los virus BCNV, TAMV y WWAYV parecian
ser el producto de la recombinacién genética entre virus del linaje A, que aportarian el
ORF de N, y virus del linaje B, que aportarian el ORF GPC, se agrupo a este conjunto
de miembros dentro de un nuevo linaje, A/Rec (Archer & Rico-Hesse, 2002; Charrel et
al., 2002 y 2001) (figura 1.1).

Péptido Senal/GP2

Figura 1.1. Estudio Filogenético realizado en base a la secuencia aminoacidica completa de la
nucleoproteina, péptido sefial/GP2, proteina Z y la polimerasa viral. Puede observarse que las
nuevas especies descriptas no se encuentran en todos los filogramas, debido a que no se
cuenta con la secuencia gendmica completa de los mismos. Figura extraida de Charrel ef al.
2008
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Los ultimos reportes de nuevos arenavirus encontrados corresponden a Coulibaly—
N'Golo y colaboradores (2011) quienes encontraron por RT-PRC dos nuevos posibles
arenavirus nombrados Menekre (MENV) y Gbagroube (GBAV) hallados en los
roedores Hylomyscus sp. y Mus (Nannomys) setulosus, respectivamente. Luego en
2012 Cajimat y colaboradores (2012) aislaron ARN arenaviral en roedores de la
especie Peromyscus mexicanus, en el sur de México cerca del sitio de una epidemia
de fiebre hemorragica en 1967. El virus Ocozocoautla de Espinosa, como asi se lo
denoming, se asocia al grupo del Nuevo Mundo y aun no ha sido caracterizado.

Por otro lado, en agosto de 2012, se describié el aislamiento de dos nuevas
especies virales a partir de boas mantenidas en cautiverio. Los aislamientos han sido
completamente secuenciados (Numeros de acceso de Genbank JQ717261 a
JQ717264) evidenciando una organizacién genomica idéntica a los miembros de la
familia arenavirus, sin embargo los porcentajes de similitud de secuencia observados
resultaron significativamente bajos (Stenglein et al. 2012). En particular, en este
trabajo se sefala la cercania filogenética del ORF de las glicoproteinas con la familia
viral filoviridae, junto con la ausencia de algunas caracteristicas conservadas entre las
proteinas Z de los arenavirus. En consecuencia, los autores de esta publicacion
proponen a los virus Golgen Gate (GGV) y California Academy of Science Virus
(CASV) como potenciales miembros de la familia Arenaviridae, remarcando la
importancia de incluir a las boas como posibles reservorios virales.
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FIEBRES HEMORRAGICAS ARENAVIRALES

Las fiebres hemorragicas provocadas por arenavirus se caracterizan por el
desarrollo de la enfermedad en fases bien diferenciadas (prodromal, neurolégica-
hemorragica y convaleciente) (Enria et al., 2004), con un periodo corto de incubacion,
fiebre alta, dolor de cabeza, y un conjunto de sintomas especificos que dependera del
tipo de arenavirus que lleve a cabo la infeccion. El desarrollo de hemorragias y
petequias suele ocurrir en pacientes infectados con la mayoria de los virus comunes
que infectan a humanos. El sangrado diseminado en la piel, las membranas mucosas
y 6rganos internos caracterizan a un pequefioc nimero de infecciones, causadas
frecuentemente por un grupo de virus exoticos presentes en diferentes nichos
ecoldgicos alrededor del mundo. Los denominados virus causantes de fiebres
hemorragicas estan ordenados en cuatro grandes grupos, debido principalmente a sus
caracteristicas bioldgicas (Craighead, 2000), uno de los cuales esta constituido por los

arenavirus.

FIEBRE HEMORRAGICA ARGENTINA

La Fiebre Hemorragica Argentina, cuyo agente etiolégico es el virus Junin, es una
enfermedad endémica caracterizada por  alteraciones  cardiovasculares,
hematoldgicas, renales, inmunolégicas y neurolégicas. Desde el aislamiento del virus
Junin, se ha podido realizar un seguimiento epidemiolégico que ha demostrado la
ocurrencia de brotes anuales de FHA sin interrupcién, principalmente en los meses
que corresponden a las estaciones de otofio e invierno. A su vez, la enfermedad posee
una distribucion focal que puede correlacionarse con la distribucién geografica de los
roedores infectados.

La etiologia viral de la infeccion fue establecida en 1958 por dos grupos en forma
independiente (Pirosky et al., 1959; Parodi ef al., 1958). Ellos aislaron un agente viral a
partir de sangre y organos obtenidos por necropsias en el Hospital Regional de la
ciudad de Junin, en la Provincia de Buenos Aires. Y fue por este hecho que el agente
etiolégico fue llamado virus Junin, como consecuencia del nombre de la ciudad en

donde se efectud su primer aislamiento.
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Epidemiologia de la FHA

Teniendo en cuenta la situacion de la FHA, ya sea en cuanto a su incidencia como
a su prevalencia, dentro del Programa Nacional de Control de la FHA se ha
establecido un estricto programa de Vigilancia Epidemiologica, el cual contempla
absolutamente todos los procedimientos a realizarse ante la aparicion de un posible
caso de FHA.

Segun la ley de la Republica Argentina de notificacion de Enfermedades
Transmisibles N° 15.465, la FHA es de notificacion obligatoria. De este modo, el
sistema de vigilancia tiene la capacidad funcional para recopilar y analizar datos en
forma sistematica y constante. Los informes correspondientes a las reuniones anuales
se encuentran disponibles en la pagina web del INEVH (Instituto Nacional de
Enfermedades Virales Humanas, Dr. Julio I. Maiztegui) de modo de facilitar el acceso
a los mismos para la planificacién, ejecucion y evaluacion de actividades eficaces para
la prevencion y control.

En la figura 2.1 A se observa el porcentaje de casos fatales notificados y
confirmados en el periodo 1958-2006, donde es evidente la significativa disminucion
de casos fatales a partir del afio 1973, lo cual se correlaciona con el comienzo de la
implementacion del tratamiento con plasma inmune (o suero de paciente
convalesciente) como tratamiento especifico para la FHA. A partir de 1991 se
comienza a administrar la vacuna Candid#1, y si bien se observa en los afios
posteriores una disminucién de la incidencia de la enfermedad, también se puede
evidenciar un relativo incremento de los casos fatales. La figura 2.1 B muestra la
efectividad de la aplicacién de la vacuna, producida a solicitud del Ministerio de Salud
de la Nacion por el Instituto Salk de Swifwater (Pennsylvania, EEUU), mediante la
campafa de vacunacion iniciada en 1991. Durante la misma se procedi6é a administrar
la vacuna bajo protocolo de uso compasivo a la poblaciéon adulta de ambos sexos con
mayor riesgo de adquirir la enfermedad. Hasta la fecha, mas de 200.000 personas de
ambos sexos procedentes de 206 localidades de las provincias de Santa Fe, Cordoba
y Buenos Aires han recibido la vacuna. Los estudios en desarrollo contintan avalando
la inocuidad, la inmunogenicidad y la eficacia de la misma para prevenir la FHA. A
partir de agosto de 2006 la vacuna es producida en el Instituto Nacional de Estudios
sobre Virosis Humanas, Julio . Maiztegui, de Pergamino, y se incorporé al Programa

Nacional de inmunizaciones (Decreto Presidencial N°48/07)
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Figura 2.1. Andlisis retrospectivo del porcentaje de casos fatales por FHA notificados y
confirmados en el periodo 1958-2006 (A) y de los casos notificados hasta la semana 20 y los
casos totales en el periodo 1991-2009 (B). Figuras extraidas de Enria ef al. 2008 y del XIV
informe de la Reunién anual del Programa Nacional de Control de la Fiebre Hemorragica del

afio 2012, respectivamente.

Diagnostico clinico

Como se sefald previamente, la enfermedad producida por el virus Junin puede
dividirse en tres fases: prodromal, neurolégica-hemorragica, y convaleciente (Enria et
al., 2004). El diagndstico de la FHA es primariamente establecido por examen clinico,
analisis generales de laboratorio bioquimico y anamnesis del paciente. Los sintomas y
signos iniciales de la FHA son similares a los de muchas otras enfermedades
infecciosas. Durante la primera semana hay leucopenia y trombocitopenia progresiva,
con conteos de alrededor de 1.000- 2.000 células blancas y 50.000-100.000 plaquetas
por mm®. La tasa de sedimentacion es normal o inferior. Hay proteinuria, y el
sedimento urinario contiene precipitados granulares de hialina y glébulos rojos. En
sangre, se observa comunmente un leve aumento de la actividad de las enzimas

aspartato transaminasa (AST), creatinina fosfoquinasa (CPK) y lactato deshidrogenasa
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(LDH). La creatinina sérica y la urea son generalmente normales, pero se ve un
incremento en varios casos de deshidratacion y shock. En tanto, durante la fase
aguda, el fluido cerebroespinal (CSF) es normal, aun en pacientes con forma
neurolégica severa (Enria et al., 2008). También, se ha descripto la presencia de un
inhibidor de la agregacion de plaquetas circulante (Cummins ef al., 1990) junto con
niveles disminuidos de los factores de coagulacion I, V, VII, VIIl y X y de fibrinégeno.

A pesar de ello, las alteraciones en las funciones de coagulacién son menores.

Diagnéstico etiolégico

La gran diversidad de formas en que se presenta la FHA, y la alta frecuencia de
cuadros clinicos confusos, conduce a la necesidad de aplicar diferentes ensayos para
el diagnéstico etiologico en los distintos momentos de la infeccion.

Los inmunoensayos son especificos, aunque su utilidad es limitada ya que la
presencia de anticuerpos es detectada tardiamente durante la convalecencia. En
efecto, y aunque la conversion serolégica ocurre en general después del primer mes,
su deteccion se utiliza como un ensayo definitivo recién a los 60-90 dias después de la
internacién del paciente y sélo con el fin de confirmar el diagnéstico etiolégico de FHA.
El ensayo se realiza por las técnicas de ELISA (Barrera Oro ef al., 1990; Meegan et
al., 1986), inmunofluorescencia indirecta o de neutralizacion (Webb et al., 1969).

Es importante tener en cuenta que las manipulaciones con virus Junin, ya sea para
su deteccién o para la obtencion de antigenos virales para los ensayos serolégicos,
poseen una complicacion adicional, dado que requiere la utilizacion de condiciones de
seguridad especiales. Estas condiciones fueron establecidas por The Subcommittee
on Arbovirus Laboratory Safety of the American Committee on Arthropod-Borne
viruses (1980), y en Sewell (1995), y determinan la utilizacién de un laboratorio de
bioseguridad de nivel BSL3 o BSL4 dependiendo de la patogenicidad de la cepa.

Por ambos motivos, la disponibilidad de ensayos que permitan la deteccion
temprana, rapida y eficaz de FHA es de vital importancia, para poder aplicar la terapia
con el menor riesgo posible, evitando el consumo innecesario del escaso plasma
disponible (Lozano ef al., 1993). Hasta la actualidad, el Unico ensayo de diagnéstico
que cuenta con validacion clinica y que puede ser aplicado a la deteccion de virus
Junin en la ventana inicial de la infeccién (1 a 10 dias), cuando puede ser aplicada una
terapia temprana y efectiva, es el ensayo de RT-PCR que utiliza primers dirigidos
contra las regiones 5 de los ORFs de N y GPC (Lozano et al, 1993 y 1995). Sin
embargo, actualmente existen ensayos de deteccion de FHA mediante la técnica de

inmunodeteccion. Estos ensayos estan basados en la obtencion de proteinas virales a
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partir del lisado de células de mamifero en cultivo, infectadas con JUNV, lo que

requiere de instalaciones de alto nivel de bioseguridad. Por este motivo, Ure y
colaboradores describieron la produccion de proteinas virales de JUNV en células de
insecto, para ser utilizadas en los ensayos de ELISA, en lugar de los lisados celulares
infectados (Ure ef al., 2008). Un enfoque similar fue abordado por un grupo de
investigacién de Brasil en colaboracién con Argentina, donde la produccién de la
nucleoproteina viral de JUNV en células de insecto fue empleada para ensayos de
ELISA, los cuales se utilizaron para realizar un control epidemiolégico (por presencia
de Inmunoglobulinas de tipo G, IgG) de infecciones por arenavirus en el territorio del
Mato Grosso en Brasil (Machado et al., 2010). Como una alternativa a la produccién
de antigenos, Nakauchi y colaboradores (2009) describieron la produccién de
anticuerpos monoclonales de la nucleoproteina viral para el desarrollo de ensayos de
ELISA de captura. Estos serian de utilidad en la deteccién de antigenos durante la
fase aguda de la infeccién con el virus Junin.

En el caso de otras fiebres hemorragicas, como LCMV, se han desarrollado
ensayos de diagnostico basados en RT-PCR en tiempo real, para ser utilizados sobre
fluido encefélico (Cordey et al., 2011). Y recientemente se ha descripto la titulacion
viral de LCMV mediante Citometria de flujo, como una alternativa mas sensible y mas
rapida que la clasica titulacién por el método de formacion de placas de lisis (Korns
Johnson et al.,, 2012). Por ultimo, un grupo de investigacion de Alemania, con
experiencia en la deteccién de LASV por RT-PCR (Olschlager ef al., 2010), describié
un ensayo dual a partir del cual es posible la deteccion de la infeccion por el virus
Lassa junto con la identificacién de la cepa viral. Este consiste en el ensayo de RT-
PCR para la region codificante de la glicoproteina viral, previamente optimizado en el
afio 2010, sumado a la hibridacion con un array de 47 oligonucleétidos de 50 nt, los
cuales permiten la identificacion de la cepa (Olschlager et al., 2012). Este tipo de
ensayos permiten combinar la sensibilidad y rapidez de la RT-PCR, con la
especificidad e identidad de secuencia obtenidas a partir de los ensayos de

hibridacion.

Tratamiento

La respuesta inmune contra el virus Junin puede ser muy efectiva en la eliminacion
del patdégeno durante la enfermedad aguda, y ademas puede ser suficiente para
proteger contra futuras infecciones (de Bracco et al., 1978; Cossio ef al., 1975). Los
anticuerpos detectados en pacientes que comienzan a recuperarse después de una

infeccion aguda son principalmente del tipo neutralizantes. Por otra parte, aunque se
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ha mostrado alguna evidencia en humanos de respuesta inmune mediada por células,
su rol en la eliminacion del virus y en la proteccion subsiguiente es desconocido.

En la década del 70 del siglo pasado, se realizaron importantes avances en el
tratamiento de la FHA. Por ejemplo, los resultados de los estudios originales sobre la
utilizacion de la administracion pasiva de anticuerpos como terapia para la infeccion de
virus Machupo en primates, sugirieron que esta terapia podria tener éxito en humanos,
tanto para el tratamiento de FHA como de FHB (Eddy et al,, 1975). Poco tiempo
después, un ensayo realizado sobre un muestreo estadistico de pacientes de FHA en
el Instituto Nacional de Estudios sobre Virosis Humanas en Pergamino, establecio la
eficacia de la administraciéon de plasma de la fase convaleciente como tratamiento
para la FHA. De hecho, esta terapia redujo drasticamente la tasa de mortalidad de
30% hasta menos de un 1% sélo cuando fue aplicada previamente al octavo dia desde
el comienzo de la infeccién (Maiztegui ef al., 1979).

Hasta el momento, la administracién de plasma inmune obtenido de pacientes que
han sobrevivido a la infeccion por virus Junin se ha convertido en la Unica terapia
efectiva contra la FHA. Sin embargo, esta mejora no se logré sin un costo, ya que 10%
de los pacientes tratados de esta manera desarrollaron el sindrome neurolégico tardio
(Enria et al., 1986). Este sindrome no ha sido observado en pacientes no tratados, y
hasta el momento no ha podido detectarse la presencia de virus Junin en
preparaciones de liquido cefalorraquideo de los pacientes afectados. Ademas, la
terapia conlleva otro riesgo que consiste en la posible transmisién al paciente de algun
agente infeccioso transportado por sangre. Esto hace imprescindible el ensayo del
plasma utilizado para la deteccion de agentes infecciosos, como el virus de la
hepatitis, el VIH (virus de la inmunodeficiencia humana) y el parasito Trypanosoma

cruzi.

Antivirales

Actualmente existe una activa busqueda de moléculas antivirales para el
tratamiento de las Fiebres Hemorragicas Arenavirales. Un ejemplo de esto fue el
proyecto VIZIER (Viral enZymes InvolvEd in Replication, http://www.vizier-europe.org)
el cual fue creado con el objetivo de identificar nuevos blancos terapéuticos contra los
virus de ARN mas relevantes, a través de la caracterizacién estructural de la
magquinaria de replicacion de los mismos. En el marco de este proyecto se han
estudiado las estructuras cristalinas de las enzimas virales mas conservadas
implicadas en la maquinaria de replicacion, las cuales constituyen un atractivo blanco
para el disefio de drogas (Coutard ef al., 2008)
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Por otro lado, mediante el desarrollo de los sistemas de genética reversa de los
arenavirus (LCMV, Lee et al., 2000; LASV, Hass et al., 2004; PICV, Lan ef al., 2009;
TACV, Jacamo et al., 2003; JUNV, Albarino et al., 2009) se han estudiado y evaluado

numerosos componentes para potencial uso como antivirales, los cuales se

encuentran revisados en detalle por Emonet ef al. (2011).
Mas adelante, en el Capitulo 3 se detallaran algunos de los compuestos mas
relevantes detallando su blanco de accién en el apartado de las proteinas virales de

los arenavirus.

Generacion de la vacuna Candid#1

Con respecto a la prevencion de la enfermedad, los intentos para obtener una
vacuna contra la FHA se habian iniciado en el afio 1959, siguiendo principalmente dos
lineas: la de vacunas inactivadas y la de vacunas a virus vivos atenuados. Entre todas
las iniciativas, se pueden mencionar dentro del primer grupo al virus Junin completo
inactivado con formol, o tratado con luz y colorantes, o en su versién incompleta. En
tanto, dentro de las vacunas a virus vivos atenuados se ensayaron virus heterélogos,
como el virus Tacaribe u homoélogos, como las cepas del virus Junin XJ#0, XJC#I3, y
la cepa Candid#1 (Ambrosio et al., 2006). Finalmente, la vacuna a virus vivo atenuado
utilizada se denominé Candid#1, y fue desarrollada mediante un proyecto de
colaboracion entre el Ministerio de Salud Puablica de la Republica Argentina y los
laboratorios de USAMRIID (United States Army Medical Research Institute of
Infectious Diseases, Fort Detrick, Frederick, MD) en Maryland, Estados Unidos
(Barrera Oro & Eddy, 1982).

La cepa Candid#1 deriva de una cepa del virus Junin con caracteristicas muy
virulentas, denominada XJ (Parodi) aislada en 1958 en la ciudad bonaerense de Junin,
a partir de un paciente con Fiebre Hemorragica Argentina (Parodi ef al.,, 1958). Este
aislamiento fue pasado 2 veces por cobayo y 11 veces por cerebro de raton en el
laboratorio del Dr. Parodi (Buenos Aires, BA). En 1959, la cepa XJ fue enviada al Dr. J.
Casals (Rockefeller Foundation, New York, NY) y, posteriormente, fueron realizados
varios pasajes por cerebro de raton en el laboratorio Yale Arbovirus Research Unit
(New Haven, CT). De acuerdo a ello, el pasaje 43 fue recibido en el laboratorio de
USAMRIID en 1979, y amplificado mediante un pasaje por cerebro de ratén, dando
origen a la cepa XJ#44. Este homogeneizado de cerebro fue utilizado para infectar una
linea celular diploide, derivada de pulmén de feto de mono Rhesus (FRhL-2, fetal

rhesus lung diploid cells), realizando en ellas varios pasajes.
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Como resultado de esta colaboracidbn entre instituciones argentinas vy
estadounidenses, se obtuvo una cepa de virus Junin llamada Candid#1, con un alto
grado de atenuaciéon (Peters ef al, 1987; Barrera Oro & Eddy, 1982). Luego de
rigurosos controles bioldgicos en monos Rhesus (McKee ef al., 1984, 1985), la cepa
Candid#1 fue utilizada en voluntarios humanos y, a continuacion, se realizé un ensayo
clinico extensivo en el area endémica de FHA (Maiztegui et al., 1987).

La cepa atenuada vacunal mostré la ausencia de efectos adversos en primates sin
evidencia de persistencia viral, y aprobé de forma adecuada las pruebas en humanos
realizadas en EEUU. La mitad de la Semilla Maestra y de la Semilla Secundaria o
Semilla de Trabajo de la cepa vacunal Candid#1 fueron cedidas a la Republica
Argentina a la custodia del INEVH en diciembre de 1983, cumpliendo de este modo
con los acuerdos firmados al inicio del convenio internacional en el afio1979 (Ambrosio
et al., 2006).

Si bien la vacuna Candid#1 es la primera vacuna contra una fiebre hemorragica
derivada de una infeccién arenaviral, actualmente una cepa viral atenuada del virus
Lassa se encuentra en estudio. En el afio 2005 se aisl6 una cepa viral derivada de una
biblioteca de recombinantes de LASV/MOPYV la cual contiene el segmento S de LASV
y el segmento L de MOPV, denominada ML29 (Lukascevich et al., 2005). Esta cepa
evidencio ser atenuada en cobayos y primates no humanos. En el afio 2007 Carrion y
colaboradores confirmaron la protectividad de esta cepa en cobayos, mientras que
recientemente, durante el corriente afo, Zapata y colaboradores mediante estudios en
macacos Rhesus, confirmaron que la cepa atenuada ML29 es un muy buen candidato
para una vacuna atenuada para la fiebre de Lassa (Carrion ef al., 2007; Zapata et al.,
2013).

Actualmente se evaluan otras estrategias vacunales, ademas de las cepas
atenuadas. Rodriguez-Carrefio y colaboradores lograron evidenciar respuesta celular
tipo CD8 en ratones inoculados con un plasmido conteniendo la secuencia completa
de la nucleoproteina de LASV. Ademas, esta estrategia demostr6 ser protectiva contra
LASV y PICV (Rodriguez-Carrefio et al., 2005). Por otro lado, se han evaluado
estrategias basadas en particulas tipo virales o Virus-like particles (VLPs) de virus
heterélogos exponiendo la glicoproteina arenaviral o fragmentos de la misma (Geisbert
et al., 2005; Mazeike et al., 2012; Branco et al.,, 2010), las cuales demostraron ser

protectivas en primates no humanos y ratones.
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CARACTERISTICAS DE LOS VIRIONES

Ultraestructura

Las particulas virales de la familia arenavirus son de forma variable, con un
diametro aproximado de 50 a 300 nm (Murphy & Whitfield, 1975; Gschwender et al.,
1975; Ofodile et al., 1973; Speir et al., 1970; Murphy et al., 1969 y 1970; Dalton et al.,
1968). En general, las particulas mas pequefas son de forma esférica, mientras que la
de mayor tamafo son pleomoérficas.

A partir de microscopias electronicas de transmision (TEM) se ha logrado observar
viriones recubiertos por una unidad de membrana electrodensa que contiene
proyecciones externas en su superficie. Estas proyecciones se encuentran dispersas
en la envoltura y, cuando se observan preparaciones por tincion negativa, tienen
estructura claviforme. El interior de los viriones aparece formado por una materia
amorfa constituida principalmente por el citoplasma celular junto con una cantidad
variable de estructuras electrodensas de 20-25 nm de diametro, las cuales dan el
aspecto “arenoso” a las particulas, dando origen al nombre de la familia viral. En la
literatura se ha propuesto repetidas veces que estos granulos corresponden a
ribosomas celulares encapsidados al momento de la brotacion viral de manera
inespecifica. Si bien la capacidad traduccional de estos ribosomas fue demostrada en
sistemas in vitro (Chinault et al., 1981; Buchmeier et al., 1981; Giménez & Compans,
1980), la funcion de los mismos en el virion es desconocida.

En general, no suelen observarse otros detalles estructurales dentro de los viriones,
salvo cuando después de la ruptura de la envoltura lipidica es posible observar
estructuras circulares en forma de collares de perlas que corresponden a las
nucleocépsides, constituidas por las nucleoproteinas y el ARN gendmico viral (Palmer
etal., 1977).

Estructura molecular

Como ya se mencion6 previamente, la particula viral posee una envoltura lipidica y un
genoma constituido por dos especies de ARN que codifican para las proteinas virales.
La envoltura lipidica posee dos glicoproteinas virales (G1 y G2) junto al péptido sefial y
algunas escasas proteinas celulares presentes al momento de la brotacién viral
(figura 3.1). Localizadas en el interior del virion se encuentran las otras proteinas de
los arenavirus, como la mayoritaria N, la cual estd asociada a los ARNs virales
formando las nucleocapsides. Ademas, pueden observarse en cantidades minoritarias

otros dos polipéptidos, la ARN polimerasa (L) y la proteina Z. Junto con estas
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Figura 3.1 A. Esquema de la estructura del virién. La envoltura lipidica se encuentra
representanda por la doble linea roja, recubierta por las glicoproteinas G1 y G2 en la superficie
extracelular y por la proteina Z, en la superficie interior. Dentro del viridbn se encuentran las
nucleocapsides circulares en forma de collar de perlas, las cuales se encuentran asociadas a la
proteina L, junto con el ARNm y ribosomas celulares. B. Microscoia electrénica de transmision
de un celula infectada con el virus Parana, donde se observa el proceso de brotacion desde la
membrana plasmatica. Aumento x45000 (Murphy et al., 1970).

proteinas, se suelen encapsidar ribonucleoproteinas celulares y algunos ARNm
celulares y/o virales.

Los ARNSs virales poseen cuatro marcos de lectura abiertos, dos en cada ARN, y en
ambos casos, los mismos estan en sentidos opuestos, lo que resulta en una doble
polaridad del ARN clasificado como ambisentido (ambisense) (Auperin et al., 1984b).
En el ARN S se encuentran los marcos de lectura para las proteinas estructurales del
virién, la proteina N y el precursor de las glicoproteinas (GPC), que luego es
procesado proteoliticamente durante el ciclo replicativo viral para producir las dos
glicoproteinas de la envoltura del virion (G1 y G2) y el péptido sefal. En tanto, en el
ARN L se encuentran los marcos de lectura para la ARN polimerasa ARN
dependiente, o proteina L, y para la proteina Z (figura 3.2).

Estos genomas arenavirales presentan gran cantidad de estructura secundaria y
terciaria, las cuales desempefian un rol regulatorio esencial durante la traduccién,
replicacién, y ensamblaje de las particulas virales (Alvarez et al., 2005). De hecho, la
region intergénica de ambos fragmentos gendémicos da lugar a la formacion de una
estructura en horquilla o “hairpin loop”, la cual se postula que posee un importante rol
en la regulacion del pasaje entre la transcripcion génica y la replicacion del genoma

viral (Tortorici et al., 2001a). Ademas, los extremos no codificantes del genoma poseen
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regiones complementarias, las cuales se hipotetiza podrian dar lugar a la formacién de

una estructura en mango de sartén o panhandle, aunque aun no se ha logrado

confirmar esta hipoétesis de manera experimental.

Morfogénesis

La envoltura de las particulas virales es obtenida a partir de la membrana plasmatica
de la célula hospedadora, en el lugar donde ocurre el proceso de brotacion. Este sitio
estd caracterizado por la presencia de microdominios del complejo GPC de
aproximadamente 120 a 160 nm. Para muchos de los virus de ARN envueltos, el
proceso de brotacion ocurre a partir de microdominios llamados balsas lipidicas (lipid
rafts). Estos microdominios se caracterizan por ser ricos en moléculas de colesterol y
resistentes a la solubilizacion en detergentes no ionicos. En el caso del virus Junin se
ha demostrado que los microdominios de GPC no estan asociados a lipid rafts, siendo
esto una caracteristica no convencional de los arenavirus (Agnihothram et al., 2009).
Estos parches de GPC en la superficie de la célula, ademas de direccionar el sitio de
ensamblaje, son capaces de producir la curvatura de la membrana plasmatica, que
luego junto con la proteina Z, impulsaran la brotaciéon del virién naciente (Schlie et al.,
2010).

ESTRUCTURA Y PROPIEDADES DEL GENOMA VIRAL

Genoma viral

Los arenavirus poseen un genoma segmentado, formado por dos tipos de ARN de
cadena simple (figura 3.2). Estas especies presentan tamafios diferentes, siendo el
ARN de menor tamafio denominado S (por small) y el de mayor tamafio denominado L
(por large). EI ARN S, tiene aproximadamente 3.500 nucleétidos de longitud y un
coeficiente de sedimentacion de 22 a 25 S, mientras que el ARN L posee 7.000 a
7.500 nucleotidos, con un coeficiente de sedimentacion de 31 a 37 S.

Para que el virién sea infectivo, debe contener al menos una hebra de cada tipo viral,
es decir una molécula del ARN S y otra del ARN L. Experimentalmente se ha
comprobado la formaciéon de particulas virales con dotaciones gendmicas diversas,
como la diploidia para el segmento S (Romanowski & Bishop, 1983). Ademas, como
se menciono6 previamente, se ha detectado la presencia de otras moléculas de ARN

que acompafan el genoma, como los ARN ribosomales o ARN mensajeros.
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Estrategia de codificacion

Los segmentos S y L del genoma arenaviral presentan una alta proporcién de
secuencia codificante, con presencia de regiones no codificantes en los extremos del
genoma Yy en las regiones intergénicas entre los ORFs de polaridad opuesta (figura
3.2).

Particularmente, en el extremo 3' de los ARNs gendmicos se halla una secuencia de
19 nucledtidos extremadamente conservada en todos los arenavirus conocidos
denominada region Arena (3' GCGUGUCACCUAGGAUCCG 5', Auperin et al., 1982a 'y
b), la cual se cree que podria tener importancia en el reconocimiento de los ARNs por
la ARN polimerasa en el inicio de la replicacion. Ademas, esta region es
complementaria con la secuencia de las primeras bases del extremo 5', lo que podria
dar origen a una estructura de asa de sartén (panhandle).

El ciclo de los arenavirus ocurre exclusivamente en el citoplasma de la célula
hospedadora, incluyendo el proceso de transcripcion y replicacion viral.
Particularmente, un trabajo reciente del grupo de investigacién de York y Numberg
demostrd para los virus Tacaribe y Junin, que el proceso de sintesis de ARN viral se
localiza en complejos de replicacién-transcripciéon asociados a membranas celulares,
los cuales contienen las formas genomicas y antigendmicas completas junto con
proteinas celulares involucradas en el metabolismo del ARNm y otros factores
traduccionales (Baird et al., 2012).

Los ARN genodmicos virales no pueden ser usados como ARNm. Por ello, para que
el virus sea infectivo y logre transcribir su genoma, debe imperativamente contener al
menos una molécula de la polimerasa viral dentro del viriéon. De esta manera los
ARNm de las proteinas N y L son transcriptos por la polimerasa viral a partir del
extremo 3' del ARN gendmico S 6 L, respectivamente. Una vez producidas las
proteinas N y L, es posible obtener los ARNs virales antigendomicos de longitud
completa, que son las formas replicativas del genoma viral. Posteriormente, los ARNm
de GPC y Z son transcriptos a partir del extremo 3' del ARN viral antigenémico S o L,
respectivamente. Hasta el presente, no se ha podido probar que los genes codificados
en la region 5' de los ARNs virales (gendmicos o antigenémicos) de longitud completa

se traduzcan a partir de estas formas directamente (figura 3.2).
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Figura 3.2 Estrategia de organizacion y codificacion del genoma de los arenavirus. Ambos
segmentos genomicos (S y L) se encuentran esquematizados, y se indican los marcos de
lectura abiertos en la polaridad correspondiente. Los ARN mensajeros, los cuales contienen
una estructura de CAP en su extremo 5°, se producen a partir de las secuencias virales y

virales complementarias de cada segmento.

La obtencion del ARNm de N y L, como resultado de la transcripciéon viral o la
obtenciéon del ARN antigenomico de longitud completa, como intermediario de la
replicacion, es un fenémeno regulado en el que la estructura de las regiones
intragénicas de cada uno de los ARNs gendmicos, y la presencia de algunas de las
proteinas virales, juegan un rol central. Como ya se menciond, la regién intergénica no
codificante posee la capacidad de formar una estructura secundaria muy estable en
forma de horquilla, la que podria ser responsable de esta regulacién, actuando como
terminador de la transcripcion (Ghiringhelli ef al., 1991; lapalucci ef al., 1991; Rivera
Pomar et al., 1991; Franze Fernandez et al., 1987; Romanowski et al.,1985). En este
modelo, basado en experimentos in vivo, se propuso que el cambio de la transcripcion

del ARNm a la replicacion de la hebra antigenédmica ocurre mediante la relajacion de
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esta region intergénica, a partir de la interacciébn con la proteina N de forma
dependiente de su concentracion (Tortorici et al., 2001b). Afios después, Pinschewer
et al. (2003) utilizando un modelo replicativo in vitro, sugirieron que los niveles de
expresion de N no eran suficientemente significativos como para controlar los
procesos de transcripcion/replicacién. Hasta la fecha, ain no se han confirmado los
factores responsables de la regulacion de estos procesos, lo que aun hoy demanda su
estudio.

PROTEINAS VIRALES

El genoma arenaviral codifica para cuatro marcos de lectura abiertos. Estos cuatro
ORFs dan origen al complejo GPC y a las tres proteinas virales, la nucleoproteina, la

proteina L y la proteina Z. Las mismas seran analizadas a continuacion.

Precursor de las Glicoproteinas

La glicoproteina de los arenavirus se expresa como un Unico precursor polipeptidico
y genera las glicoproteinas G1 y G2 a partir de su procesamiento proteolitico. En
consecuencia estos péptidos se encuentran en cantidades equimolares en el virién y
se sitlan como proteinas de superficie. Estas fueron observables al microscopio
electrénico como espiculas claviformes de 5 a 10 nm en la membrana (Lascano &
Berria, 1974; Neuman ef al., 2005). G1 es una proteina periférica, mientras que G2 es
transmembrana. El precursor de las glicoproteinas (GPC) es un polipéptido que para el
virus Junin, en su forma no glicosilada, tiene aproximadamente 56 kDa. Para LCM,
dentro de esta secuencia se establecieron tres regiones definidas: el péptido sefial,
desde el aminoacido 1 al 58; la glicoproteina G1, desde el aminoacido 59 al 247; y la
glicoproteina G2, desde el aminoacido 248 al 485 (Buchmeier & Oldstone, 1979; York
et al., 2004) (figura 3.3).

El precursor GPC es direccionado a membrana a través del péptido sefal presente
en su secuencia. Una vez alli, el procesamiento proteolitico se produce de manera
ordenada, en dos eventos independientes, y mediado por dos enzimas celulares
diferentes. En un primer paso, el péptido sefial es separado por accién de la peptidasa
sefial celular, antes de que el polipéptido deje el reticulo endoplasmatico. El fragmento
separado (péptido sefal, SSP) es miristoilado (York ef al., 2004) y el precursor de las
glicoproteinas se ancla a membrana. El segundo clivaje ocurre entre el Golgi medio y
el trans-Golgi mediante la subtilasa SKI-1/S1P, generando asi las proteinas G1 y G2
(Beyer et al., 2003; Lenz et al., 2001). Estas se asocian en trimeros, los cuales
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permanecen unidos de manera no covalente, junto con el SSP. Esto ultimo, conforma

el complejo GPC de los arenavirus, el cual posee la particularidad de mantener unido

al péptido sefial como una tercer subunidad fundamental para la maduracion del

complejo.
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Figura 3.3. Esquema de la secuencia protéica del precursor de las glicoproteinas. A.
Estructura cristalografica de la glicoproteina 1 del virus Machupo (residuos 87 a 257)
expresada en células de mamifero 293T. Figura adaptada de Bowden ef al. 2009 B. Estructura
cristalografica del ectodominio de la glicoproteina 2 del virus LCM (residuos 312 a 438)
expresada en E.coli, en su forma monomérica, y a la derecha el trimero formado por GP2.
Figura adaptada de Igonet ef al. 2011. C. La barra horizontal representa la secuencia protéica
del precursor de las glicoproteinas. Con una flecha vertical en la parte superior de la barra, se
sefalan los sitios de corte de las enzimas celulares que procesan a GPC (SPasa; Signal
peptidase, SKI-1/S1P; Subtilisin-like kexin protease-1/site-1-prptease). El péptido sefial (SSP)
contiene dos regiones hidrofébicas (h¢1 y h¢2), las cuales atraviesan la membrana lipidica, y el
sitio de miristoilacién en la glicina 2. G1 corresponde al péptido sefialado desde el residuo 59 a
247. La G2 (248-485) esta dividida en tres partes principales, el dominio N-terminal que
constituye la parte exterior que interacciona con G1, y en donde se encuentra la region
fusogénica (RF), el dominio hidrofébico que esta insertado en la membrana (TM), y el dominio

C-terminal interior o intracelular (IC).
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Péptido Senal

El péptido sefal de los arenavirus posee numerosas caracteristicas que lo hacen
unico; en particular su larga vida media observada (T12 6 hs) (Froeschke et al., 2003),
la participacién en el complejo glicoprotéico, la miristoilacion del mismo en su extremo
N-Terminal y la posibilidad de ser expresado independientemente del precursor de G1
y G2. Si bien se han propuesto numerosas topologias para el SSP, la mas aceptada
corresponde a la conformaciéon transmembrana, a través de dos regiones separadas
por un loop extracelular, y ambos dominios terminales localizados en el interior celular
(Agnihothram et al., 2007) (figura 3.4). Ademas, posee una cisteina en la posicion 57,
la cual coordina un atomo de Zn con dos Cys y una Hys de GP2, formando una
estructura de Zinc finger intermolecular junto con GP2. Se hipotetiza que esta
interaccion podria retener al SSP dentro del complejo GPC, como se demostré por
RMN (Resonancia Magnética Nuclear) para el virus Junin. (Briknarova et al., 2011;
York & Nunberg, 2007)

Glicoproteinas G1y G2

La proteina G1 es completamente extracelular, mientras que G2 presenta en un
ectodominio, un dominio transmembrana y un endodominio. El extremo amino terminal
de G2, correspondiente al ectodominio, contiene el dominio de interacciéon con G1, que
a su vez comprende a la region fusogénica (RF); en tanto, en el extremo carboxilo
terminal se encuentra la regién hidrofébica que conforma el dominio transmembrana
(TM) y el endodominio o dominio intracelular (IC) (figura 3.3). En esta regién hay 3
histidinas y una cisteina que coordinan un atomo de Zn, que junto con la cisteina de la
posicion 57 del SSP forman una estructura de dedo de Zinc (Zinc finger)
intersubunidad. En la figura 3.4 se muestra un esquema del complejo GPC maduro,
con las caracteristicas anteriormente mencionadas, en base a las estructuras
calculadas por Igonet et al. (2011) y Bowden et al. (2009).
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Figura 3.4. Interaccién entre las subunidades del complejo GPC de los arenavirus. En la
secuencia del péptido sefial (SSP) se indica la miristoilacion de la Glicina 2 (linea roja), la lisina
de la posicion 33 y la coordinacién de un atomo de Zn junto con la porcion interna de
Glicoproteina 2 (G2). Esta ultima se localiza como una proteina transmembrana con un
dominio intracelular y otro extracelular, el cual interacciona con la Glicoproteina 1 (G1). Si bien
en este esquema las proteinas G1 y G2 se muestran como mondmeros, la topologia fisiologica
corresponde a la formacion de trimeros en ambos casos, donde el trimero de G1 interacciona
de manera no covalente con el trimero de G2 (Eschli ef al., 2006). Esta simplificacion permite

una mejor visualizacion del modelo.

Union al receptor y entrada viral

El complejo GPC esta implicado en el reconocimiento del receptor celular, mediando
la entrada del virus a través de un proceso de fusién de membranas, luego del cual se
deposita el contenido del virién en el citoplasma. Los arenavirus del Viejo Mundo y los
del clado C del Nuevo Mundo, ingresan en la célula a través de la unién al receptor de
a-distroglicano (aDG) (Cao ef al., 1998; Spiropoulou et al., 2002), mientras que los
miembros de los clados A y B del Nuevo Mundo utilizan el receptor de transferrina
(TfR1) (Abraham et al., 2010; Radoshitzky et al., 2007). En el trabajo de Abraham vy
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colaboradores lograron obtener el cristal de GP1 de Machupo acomplejado con el
ectodominio del receptor de transferrina humano. A partir de estos datos lograron
mostrar los residuos esenciales para la interaccion de G1 con la porcién apical del
receptor de ftransferrina. Por otro lado, se ha descripto recientemente que los
miembros Axl, Tyro3 (de la familia TAM), DC-SIGN y LSECtin son capaces de
funcionar como receptores alternativos para el virus Lassa (Shimojima et al., 2012a y
b).

Una vez que G1 se une al receptor, el virién es endocitado y luego de la maduracion
del endosoma, la cual conlleva una disminucion del pH, se activa el mecanismo de
fusiébn de membranas. En el caso de los miembros de los clados A y B, los cuales
utilizan el receptor de transferrina, se ha demostrado que la internalizacion del virion
ocurre mediante la endocitosis dependiente de clatrina e independiente de caveolina
(Martinez et al., 2007). Sin embargo para los virus que utilizan el receptor de aDG la
entrada viral parece ser independiente de clatrina, caveolina, dinamina y actina.
Pasqual y colaboradores publicaron en el afio 2011 un modelo donde los virus del
Viejo Mundo y del clado C del Nuevo Mundo realizan la entrada viral a través de la via
de cuerpos multivesiculares (MVBs), utilizando los componentes del complejo ESCRT
(Hrs, Tsg101, VPs22 y Vps24) (Pasqual et al., 2011). En este modelo se propone que
luego de la endocitosis del receptor unido al virién, el endosoma es transportado hacia
los cuerpos multivesiculares a través del sistema de microtibulos. Una vez alli, el
complejo virus-receptor es capaz de formar parte de vesiculas intraluminales (ILVs)
dentro de los MVBs, las cuales dependen de la presencia de fosfatidil inositol 3-fosfato
(PI3P) y del acido lisobifosfatidico (LBPA). Por ultimo, los virus presentes en la
membrana de ILVs o MVBs son llevados hacia los endosomas tardios, donde la
disminucién de pH activa la fusién de membranas, un proceso que segun los autores,
podria estar emulando la via natural asociada a la endocitosis y degradacion del
receptor a-DG.

La activacion del mecanismo de fusidbn comienza cuando el pH local disminuye
aproximadamente a 5 unidades, y segun estudios de mutagénesis el censo del pH se
encuentra principalmente a cargo de la lisina 33, ubicada en el bucle extracelular del
péptido sefal (York & Nunberg, 2006). Este residuo mantiene la estructura del
complejo GPC en una forma metaestable previo a la fusion a pH neutro, mientras que
a pH acido desestabiliza el complejo activando el mecanismo de fusiéon protagonizado
por la G2, con participacion del SSP (Harrison, 2005; White ef al., 2008).

Esta regulacion del mecanismo de fusion por parte del SSP ha sido estudiada como
blanco de antivirales. Estudios de alto rendimiento (o high-throughtput) en SIGA

Technologies (Corvalis, USA) y en Scripps Research Institute (La jolla, USA) han
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encontrado seis compuestos capaces de inhibir esta asociaciéon, y en consecuencia

impedir la fusion de la membrana viral (Bolken ef al., 2006; Cashman ef al., 2011). Una
revision sobre antivirales que utilizan como blanco la entrada viral y el procesamiento
proteolitico del precursor de las glicoproteinas ha sido recientemente publicado por
Lee y colaboradores (Lee ef al., 2011)

Interaccion entre el complejo GPCy Z

La generacién de viriones infectivos requiere de la presencia de todos los
componentes virales, en particular de la proteina de matriz que impulsa la brotacién
viral (Z) y del complejo GPC en la superficie del virion. Capul y colaboradores
estudiaron la interaccion existente entre la proteina Z y el complejo GPC en su
publicacion del afio 2007, y demostraron que la interaccion entre Z y el endodominio
de GP2 y SSP es dependiente de la miristoilacion de Z (Capul et al., 2007). Por otro
lado Agnihothram, en el afio 2009, evidencié la acumulacion del complejo GPC en
microdominios de 120-160 nm alojados en la membrana plasmatica, los cuales no
colocalizan con la proteina Z (Agnihothram et al., 2009). Estos resultados implican la
existencia de otros factores responsables de la colocalizacién de ambas proteinas
durante el ensamblado del virién. La existencia de un mecanismo de interaccion entre
los componentes estructurales del virion durante su ensamblado, como el que se
menciona, estaria relacionada con la optimizacion del proceso de brotacién de viriones
infectivos, disminuyendo la brotacion de viriones incompletos. Agnihothram también
observé la capacidad del complejo GPC de producir la curvatura de la membrana
plasmatica, lo que soporta los resultados obtenidos por Schlie y colaboradores,
quienes describen la existencia de particulas de tipo viral (VLPs) decoradas con
espiculas obtenidas a partir de la sola expresion del complejo GPC del virus de Lassa
(Schlie et al., 2010). Este trabajo es la primera evidencia de la capacidad del complejo
GPC de inducir la brotacion de particulas tipo virales. Sin embargo ain no se conoce

si estas particulas son producidas durante la infecciéon natural del virus.

Proteina de la nucleocapside (N)

La nucleoproteina (NP) de los arenavirus es una proteina de aproximadamente 60-
65 kDa (segun la especie viral), y es el constituyente principal de la nucleocapside,
convirtiéndola en la proteina mas abundante del virion con un 70 % de la masa
proteica viral. Particularmente, en el virus Pichindé se ha estimado que hay unas 1.500
moléculas de N y 400 de G1 y G2 por virién (Vezza et al., 1977). La NP presenta una
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gran variedad de funciones, tanto sea como proteina estructural o como no estructural.
Esta involucrada en pasos esenciales de la replicaciéon y transcripcion del genoma
viral, y en su asociacion al mismo para formar las nucleocapsides que luego seran
empaquetadas dentro del virion. Por otro lado, asociada a su actividad exonucleasa
posee funciones recientemente descriptas de evasion de la respuesta inmune,
actuando como antagonista de Interferon (IFN), e inhibidora de la apoptosis en células

infectadas.

Actividad de regulacion de la transcripcion/replicacion

Como se indicé en el parrafo anterior, la nucleoproteina viral es esencial para
promover el desarrollo del ciclo viral y junto con la polimerasa componen los
elementos minimos para dar inicio a la replicacion y transcripcion del genoma viral
(Lee et al., 2000, Lopez et al., 2001). Como se mencioné previamente, ambos
mecanismos son dependientes de la ARN polimerasa ARN dependiente (RARP) viral,
por lo que es necesario un mecanismo de regulacion capaz de hacer el cambio entre
el estado de sintesis de los mensajeros y la sintesis de los segmentos antigenémicos.
Tortorici et al. propuso que el switch estaba dado por la acumulacién de la proteina N,
en un mecanismo de antiterminacion, desestabilizando las estructuras de hairpin-loops
de las regiones intergénicas y permitiendo a la polimerasa atravesar este punto para

replicar completamente el segmento viral (Tortorici ef al., 2001a).

Autoasociacion e incorporacion de las nucleocdpsides al virion

Desde hace tiempo, es conocida la actividad de autoasociacion de la proteina NP y
su union al ARN viral para la formacion de las nucleocapsides, sin embargo estudios
recientes han demostrado esto de manera directa. En primer lugar, Levingston
Macleod y colaboradores fueron los primeros en demostrar la capacidad de
autoasociacion de la proteina NP de Tacaribe a través de su dominio N-Terminal
(figura 3.5). Particularmente, a través de estudios de mutagénesis, confirmaron que
los residuos 92 a 119 estarian implicados en la union de NP-NP y que esta asociacion
es independiente de la presencia de ARN (Levingston Macleod ef al., 2011).

Por otro lado Ortiz-Riafio en el afio 2012 confirmd estas observaciones para los
virus LASV y LCVM, con leves discrepancias en las regiones involucradas (figura 3.5).
Ademas, demostré que la NP de LCMV es capaz de interactuar con la NP del virus
LASV, muy cercanamente emparentado, y con la NP del virus del Nuevo Mundo,
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MACYV, sugiriendo la conservacién de los dominios involucrados en la oligomerizacién
de NP (Ortiz-Riano et al., 2012).
Sin, embargo, la reciente descripcion del dominio N-Terminal de NP como

protagonista en la formaciéon de los oligbmeros mediante técnicas bioquimicas, no
concuerda con los modelos propuestos por los grupos que simultaneamente han
publicado la estructura cristalografica de NP (Hastie et al., 2011; Qi et al, 2010)
(figura 3.5). Si bien los autores proponen diferentes alternativas para armonizar
ambos resultados, se requieren mayores estudios sobre estas interacciones para

lograr dilucidar la respuesta.

A NP-NP NP-Z
1-50 308-358 558 Aa LCMV
m— m—  300-553 (Ortiz-Riafio et al. 2011,
Ortiz-Riafio et al. 2012)
92-119 360-570 570 Aa TACV
— (Levingston Macleod
—_— etal. 2011)
60-65 Kda N-Terminal |  c-Terminal |
340 Zn-finger
503-536
Unién a m’'GTP 6 5°-3° Exonucleasa
Unién al RNA
B
62 Kda RSIR
53 Kda LASD 564 Aa JUNV
DVKD (Wolff et al. 2012)
47 Kda =
40 Kda SEHD

Figura 3.5 A. Esquema de la secuencia aminoacidica de la proteina N, en la que se sefialan
las porciones N-Terminal y C-Terminal. Las lineas superiores indican las regiones asignadas a
la autoasociacion de NP y a la interaccion con Z, segun los autores Ortiz-Riafio y Levingston
Macleod. En gris se indica el dominio descripto como Zinc Finger. B. Fragmentos peptidicos de
la proteina N observados en células infectadas. Se sefialan los pesos moleculares de los

péptidos y los motivos de reconocimiento para caspasas (Wolff et al., 2012).

Levingston Macleod vy colaboradores (2011) describen que la unién de la NP a la
proteina Z es necesaria para la incorporacion de las nucleocapsides al virién, y que
esto ocurre a través de su dominio C-Terminal (360-570 en TACV). Dentro de esta
regién se encuentra un motivo de Zinc-finger (Cys-Xz-His-X15.24-Cys-X4-Cys), presente

en todos los miembros de la familia, el cual fue previamente descripto y demostrada su

29



30

Estudio de la funcion y actividad de la proteina Z del virus Junin

capacidad de unir Zn*? (Parisi et al., 1996; Tortorici et al., 2001b). Este motivo, junto
con los residuos 461-489 adyacentes al motivo Zinc-finger, son esenciales para la
interaccion NP-Z y es independiente de la oligomerizacion de NP. Nuevamente, esto
fue confirmado para LCMV y LASV, sefialando a los residuos 300-553 de LCMV como
los involucrados en la interaccion NP-Z y la incorporacién de las ribonucleoproteinas
(RNP) al virion (Ortiz-Riano ef al., 2011). Si bien este dominio de interaccion se
superpone con la region descripta para la actividad exonucleasa, asociada a una
funcion de antagonista de interferén, Ortiz-Riafio y colaboradores han demostrado que
los residuos involucrados en la uniébn NP-Z y los implicados en esta actividad, son
distintos y segregables (figura 3.5).

Actividad Exonucleasa y de union a ARN

La nucleoproteina tiene un dominio N-terminal y otro C-terminal conectados por una
region flexible (figura 3.6 A). En la region C-terminal se describié recientemente un
dominio caracterizado como exonucleasa, el cual se detallara mas adelante, mientras
que la porcion N-terminal fue descripta como de union al CAP o m’GTP y como regién
de autoasociacion. Si bien se creia que la region de union a ARN se encontraba en la
region flexible junto con la porcién N-terminal (Qi ef al., 2010), tal como ocurre para
otros virus de ARN no segmentado de cadena negativa, la reciente publicaciéon de la
estructura cristalografica de esta porciéon del virus Lassa unida a ARN (Hastie ef al.,
2011) (figura 3.6 C) ha descartado esta hipotesis. Hastie et al. confirmaron que la
union al ARN ocurre a través de una hendidura profunda y basica localizada en la
region N-terminal de NP. A través de la comparacion de la estructura cristalografica de
la NP libre de ARN vy el cristal de la regiébn N-terminal de NP unida a ARN, los autores
han postulado un modelo de gating o puerta, donde la unién de NP-ARN se controla a
través de un mecanismo de cambios conformacionales.

La estructura cristalografica observada en la figura 3.7 A y B para la nucleoproteina
completa en ausencia de ARN muestra una estructura trimérica, con sus respectivos
dominios orientados en una conformacion cabeza-cola, formando un anillo de
monomeros de NP libres de ARN. En esta conformacién los contactos de los

monoémeros bloquean el sitio de unién a ARN, lo que inhibiria su unién.
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Figura 3.6 A. Estructura cristalografica de la proteina NP completa. En celeste se sefala el
dominio C-Terminal, mientras que en verde la porcion N-Terminal. En esta ultima se indica la
hendidura de unién a ARN (Hastie ef al., 2011). B. Region N-Terminal de NP, en donde se
sefiala la hélice-alfa a6, la cual participa en el modelo de compuerta o gating. C. Potencial
electroestatico de superficie de la regién N-Terminal de la proteina N, donde se sefala la
hendidura basica de unidn a ARNsc. La superficie positiva esta coloreada en azul, mientras

que la negativa en rojo. Figuras adaptadas del trabajo de Hastie ef. al, 2011.

Como se menciond previamente, una de las funciones de NP es la de unir al
genoma viral para conformar las nucleocapsides, asi como ocurre en ofros virus a
ARN de cadena negativa. Durante la replicacion de algunos virus de ARN, la
Nucleoproteina viral se une a un cofactor de la polimerasa, usualmente llamado P,
quien previene la polimerizacion de NP y la encapsidacion inespecifica de ARNs del
huésped (Masters & Banerjee, 1988). Este cofactor no se encuentra codificado en el
genoma de los arenavirus, orthomyxovirus o bunyavirus, y no se conoce aun el
mecanismo por el cual estos virus controlan la unibn de NP al ARN durante la

infeccion viral.
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En el modelo de compuerta propuesto por Hastie et al. (2011), la forma trimérica de
NP podria representar NP (libre de ARN), en el que la trimerizacion realiza la funcion
equivalente al cofactor de la polimerasa P inhibiendo la unién de NP al ARN. Luego de
la union de NP al ARN, la cual puede ser desencadenada por un factor ain no
identificado o la misma presencia del genoma viral, la region C-terminal de NP realiza
un cambio conformacional girando significativa la hélice a6, junto con la regién C-
terminal de NP (figura 3.7 C). Este cambio produce la “apertura de la puerta” al sitio
de unién a ARN y la pérdida de las interacciones NP-NP involucradas en la formacion
del trimero. Ahora la NP unida al ARN es capaz de formar un polimero lineal que

recubre el ARN simple cadena (figura 3.7 D).

A Interface N-C Interface NP-NP B e NG Interface NP-NP
nterface N- Interface N-
L.
Sitio de Unién Sitio de Union i
a RNA a RNA g

C
Cambio conformacional
de la hélice ab, permite
la entrada del RNA
D

Interface N-C Interface NP-NP

Figura 3.7 A. Estructura trimérica de la proteina N, en la que se sefialan las interfaces NP-NP,
en particular la interaccion entre la porcion N-Terminal de una subunidad con la C-Terminal de
otra. Ademas se muestra potencial sitio de union a ARN. B. Potencial electroestatico de
superficie de la regidon N-Terminal de la proteina N en su forma trimérica. C. Modelo de “gating”

donde se muestra el cambio conformacional en la region N-Terminal de NP, como
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consecuencia de la presencia de ARNsc u otro factor desconocido. D Modelo de polimerizacién

lineal de NP sobre la hebra de ARNsc, la cual esta representada por la linea punteada. Debido
a que el modelo esta ilustrado con el cristal de la porcion N-Terminal de NP, la region C-

terminal se ilustra como una gota verde. Figura adaptada de Hastie ef al. (2011)

Con respecto a la actividad de unién al CAP descripta para N, Qi ef al. (2010),
propusieron que el loop ubicado entre la K236 y la S242 corresponde al sitio de unién
al 5’cap m’GpppN. Esta afirmacion se encuentra basada en el analisis bioinformatico
de la estructura y la cristalizacion de la NP junto a dUTP y dTTP. Por otro lado, esta
prediccion permitid a Qi y sus colaboradores plantear un modelo para el proceso de
Cap-Snatching adjudicado para la familia Arenaviridae, aunque aun no haya sido
directamente confirmado. En este modelo, la proteina NP aloja al CAP dentro de la
cavidad ubicada en la regién N-terminal, mientras que el resto del ARN libre por fuera
de la cavidad puede ser sustrato para la degradacion por exonucleasas celulares o
incluso de la misma NP. Este modelo podria explicar la presencia de 1 a 4 nt sin molde
presentes en los ARN mensajeros de los arenavirus (Meyer & Southern, 1993; Polyak
etal., 1995).

Sin embargo no existe evidencia directa de la union de NP a CAP. Ademas Hastie y
colaboradores (2011) mencionan la imposibilidad de purificar NP a partir de la
coprecipitacion con m’GTP y contrariamente a los resultados descriptos por Qi,
postula que en realidad la region descripta por Qi, no corresponde a un sitio de unién
al CAP, sino que es un sitio de unién al genoma viral (Hastie et al., 2011).

Como se mencioné al inicio de esta seccidon, la region C-terminal de la
nucleoproteina de los arenavirus, en particular del virus Lassa, ha sido descripta como
5°-3" exonucleasa de la familia DEDDh (Hastie ef al., 2011), una de las seis familias de
exoribonucleasas. La familia DEDD se caracteriza por la presencia de 4 residuos
conservados (Asp-Glu-Asp-Asp), la presencia de dos iones metélicos en su sitio
catalitico y algunos de los miembros poseen actividad ADNsa (Zuo & Deutscher,
2001). Hastie y colaboradores lograron cristalizar la porcion C-terminal de NP del virus
Lassa y demostraron en su trabajo la capacidad de NP de degradar ARN doble
cadena (ver figura 3.8). Simultdneamente al trabajo de Hastie, Qi y colaboradores
publicaron la estructura cristalografica de la NP completa, coincidiendo en la
prediccion de la actividad 5°-3" exonucleasa del dominio C-terminal. Sin embrago, los
ensayos in vitro de Hastie et al. y Qi et al. mostraron una discrepancia entre los

sustratos de esta actividad, los cuales se encuentran resumidos en la figura 3.8.
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Figura 3.8. Diferencias de sustrato de la actividad endonucleasa de NP. El simbolo verde
indica degradacién del sustrato, mientras que la cruz roja indica la no degradacién. El guién
indica que la condicion sefialada no fue evaluada. Los resultados negativos para la
degradacion de ARNsc, ADNsc y ADNdc fueron realizados con fragmentos de 18 nt o 21nt de

longitud.

Los resultados obtenidos por Qi respecto a los sustratos, en particular la
degradacion del ARNsc por la actividad exonucleasa de NP introducen la interrogante
de como el ARN viral es protegido de la degradacion de la propia nucleoproteina viral.
El modelo propuesto por los autores implica un mecanismo de regulacion adn no
descripto en condiciones in vivo, donde la actividad exonucleasa estaria restringida a
patrones moleculares asociados a patégenos (PAMPs) incluidos en el ARN viral.

Por otro lado, esta interrogante no se presenta en el modelo propuesto por Hastie y
colaboradores ya que demuestran que la especificidad de la NP es solo por el sustrato
de ARNdc (confirmada a partir de la cristalizacion de la NP unida a un oligonucleoétido
de 8 pb a la porcion C-Terminal de NP) (Hastie et al., 2012a; Hastie ef al., 2012b).

Actividad de inhibicion de interferon

La via de activacion de interferén puede ser desencadenada a partir de la deteccion
de patrones moleculares asociados a patdgenos a través de los receptores celulares
de reconocimiento de patrones (PRRs). Dentro de este grupo se encuentran los
receptores Toll-like, retinoic-acid-inducible gene-I-like helicase (RIG-I) o melanoma

differenciation-associated protein 5 (MDA-5). Estos son los encargados de translocar
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los factores IRFs y NF-«B al nucleo, donde activan la expresion de INF a y B (figura
3.9).
En el afo 2006, trabajos con LCMV reportaron mecanismos basicos por los cuales

el virus evita la eliminacién por la respuesta inmune adaptativa del huésped. Se
demostro utilizando diferentes estimulos, incluyendo la infeccion con el virus Sendai y
transfeccion de ADN mediada por liposomas, que LCMV deshabilita esta respuesta
interfiriendo con la produccion de interferén-g (IFN- B). La inhibicion de la produccién
de IFN en células infectadas con LCMV es causada por un bloqueo temprano en el
camino de activacion del factor regulatorio 3 (IRF-3). Este factor induce la expresion de
Interferén (Haller et al., 2006). Ademas, usando plasmidos que expresan las proteinas
individuales de LCMV, se encontr6 que la produccion de la nucleoproteina fue
suficiente para inhibir tanto la generacion de IFN como la translocacion nuclear de IRF-
3. En el afio 2010 Zhou y colaboradores realizaron estudios més detallados sobre este
mecanismo en células de cultivo y en ratones, donde confirmaron que los receptores
de reconocimiento de patrones involucrados en la infeccién por LCMV son MDA-5 y
RIG-I. (Zhou et al., 2010) (figura 3.9). Se demostr6é que estos receptores interactian
fisicamente con el ARN viral (lo cual indica que el ARN viral activaria la via IFN) y con
la NP, a través de la region 382-386 (Martinez-Sobrido et al., 2009). Zhou también
confirmé que el ARN viral desnudo era capaz de activar la via de IFN, mientras que no
asi la infeccion natural. Y si bien NP interacciona con RIG-I y MDA-5 deben existir
mecanismos adicionales para la inhibicién de IFN, dado que mutantes incapaces de
reprimir la respuesta de IFN conservan su actividad de unién a los receptores.

La funcién antagonista de IFN sitia a la NP como una de las proteinas virales cuya
actividad podria determinar la virulencia in vivo (Martinez-Sobrido et al., 2006). Esto
fue confirmado para varios de los virus de la familia como LASV, WWAYV, PICV, JUNV,
MACV y LATV, excepto para el virus Tacaribe el cual no posee esta funcion
antagonista de Interferén (Martinez-Sobrido et al., 2007). Esto ha sido abordado por
los autores de la estructura cristalografica de la NP (Hastie ef al, 2011; Qi ef al.,
2010), donde ambos mencionan el cambio de Gly392 del sitio catalitico de la actividad
exonucleasa completamente conservado en todos los arenavirus, por Asp presente en

todas las secuencias de los clones del virus Tacaribe.
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Figura 3.9 Mecanismo de activacién de la via de IFN a/B. Los receptores de reconocimiento
de patrones (PRRs) MDA-5, RIG-I y TLRs detectan patrones exégenos como ARNsc 5 ppp,
ARNdc, entre otros y activan la translocacion de los factores IRF y NF-xB al nucleo, donde
activan la expresion de la via de Interferéon. La proteina N ha sido descripta como inhibidora de
la translocacion de los IRFs y Nf-kB, impidiendo asi la activacion de la via de IFN. (Rodrigo et
al., 2012)

Actividad de inhibicion de la apoptosis

Recientemente  se describi6é la actividad inhibitoria de la apoptosis de la
nucleoproteina de los arenavirus (Wolff ef al. 2012). Habia sido reportado previamente
la presencia de fragmentos definidos de NP durante la expresién de la misma, o
durante la infeccion viral. Estos datos junto con la evidencia de que la infeccién por
arenavirus no induce el proceso de apoptosis, fue el punto de partida para el grupo de
Wolff. En este trabajo los autores confirman la existencia de varios motivos para la
protedlisis por caspasas (cysteine-dependent aspartate-specific proteases) dentro de
la secuencia de NP, los cuales coinciden con los pesos moleculares de los fragmentos
observados. Ademas demostraron que mediante la activacion de la apoptosis, la
proporcién de NP procesada aumentaba, y la protedlisis de la Caspasa 3 disminuia.
Esto dltimo, demostré la interferencia en la cascada de sefializacién de la apoptosis

mediante un mecanismo de “sefiuelo”, donde NP compite con la Caspasa 3 por el
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procesamiento proteolitico. Esta funcion anti-apoptética garantiza condiciones éptimas

para los procesos virales asegurando la continua disponibilidad de la maquinaria
celular. Los motivos descriptos como sitios de protedlisis son completamente
conservados dentro de la familia, excepto en el virus Tacaribe, el cual demostré en los
experimentos realizados por Wolff, la ausencia de esta actividad anti-apoptotica, lo que
se condice con la baja patogenicidad de esta especie viral. Por otro lado, los autores
tampoco descartan una funcién adicional de los fragmentos derivados de NP, los
cuales también son incorporados dentro del viribn. Por dultimo, la funcién anti-
apoptética de NP seria complementaria a la activacion de la via P13K/Akt mediada por
la proteina viral de matriz (Z), la cual sera detallada en la seccién de Z.

Por otro lado se demostr6 que la proteina N, o los productos derivados de su
procesamiento proteolitico mencionados previamente actian como antigeno
responsable de la fijacion de complemento (de Mitri & de Martinez Segovia, 1980).
Ademas, al menos un epitope de la NP se ha detectado en la superficie del viriéon de
LCM, asi como en la superficie de células infectadas (Bruns ef al., 1986; Zeller ef al.,
1986, 1988). Esta observacién ha sido soportada por el hecho de que N presenta
regiones hidrofobicas que podrian anclarla en la membrana celular, aunque ha sido
localizada principalmente en el citoplasma de las células infectadas (Neuman et al.,
2005).

Interaccion con la proteina viral Z

Como se mencion6 anteriormente, la proteina NP es capaz de interaccionar con Z, a
través del dominio C-terminal de NP, y es a través de esta interaccion que Z dirige la
incorporacion de las nucleocapsides al virion (Capul ef al., 2011). Recientemente
Shtanko y colaboradores identificaron al dominio YLCL de la proteina Z como el
responsable de la incorporacion de la proteina N a las particulas virales (Shtanko et
al., 2011). En el mismo trabajo también se identificé la interaccion simultanea de la
proteina ALIX/AIP1 (asociada a los complejos ESCRT) con Z y N. Esta ultima
interacciona con ALIX/AIP1 a través de la region 342-390 del dominio C-Terminal,
donde también se encuentra el dominio de actividad exonucleasa descripto para NP.
Sin embargo, Ortiz-Riafio ha demostrado que si bien ambas funciones se encuentra en
la porcion C-Terminal de NP, los residuos involucrados son distintos y segregables

para cada funcién (Ortiz-Riano et al., 2011).
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ARN polimerasa viral (L)

El ORF de mayor tamafio del genoma arenaviral se encuentra en el segmento
genomico L, y codifica para la proteina L (Harnish et al,, 1981; 1983) con un peso
molecular aproximado de 200 kDa, a la cual se le atribuye la actividad de ARN
polimerasa ARN dependiente (RpRd). En consecuencia, la proteina L es la encargada
de los procesos de transcripcién y replicacion viral, estando ambos altamente
regulados

Es notable destacar que la proteina L de los arenavirus presenta motivos muy
conservados entre las ARN polimerasa ARN dependiente de virus de ARN con cadena
negativa (Sanchez & de la Torre, 2005), como la proteina L de rhabdovirus y
paramixovirus. De hecho, la comparacién de diferentes secuencias de RdRp de estos
virus, incluyendo a las proteinas L de los arenavirus, muestra la presencia de cuatro
regiones conservadas. Entre ellos, esta mddulo polimerasa localizado dentro de la

region Il (Vieth ef al., 2004) como se muestra en la figura 3.10 By C.

Dominio endonucleasa o N-Terminal

Por otro lado, ain no ha sido posible la determinacion de estructura terciaria
completa de la proteina L, principalmente debido a que se trata de un polipéptido de
gran tamafo y que su manipulacion presenta muchas dificultades experimentales.
Pero si ha sido posible obtener la estructura cristalografica de la porcion N-terminal de
la proteina L de LCMV (dentro de la region |, residuos 1 a 196), la cual corresponde a
un dominio endonucleasa de tipo Il, con una arquitectura a/p similar al extremo N-
terminal (subunidad PA) de la polimerasa viral de influenza y una alta conservacion
entre los miembros de la familia (Morin ef al., 2010) (figura 3.10 A).

Durante la replicacion, la polimerasa viral primero une al extremo 3°del molde de
ARN y copia hasta el siguiente extremo, dirigiendo asi la sintesis de los antigenomas
completos. Sin embargo, durante la transcripcion, la polimerasa frena la sintesis en la
zona cercana a la region intergénica (ver NP) y es en estas moléculas, particularmente
en su extremo 5°, donde se encuentran secuencias no codificadas por el molde de
longitud variable que terminan con una estructura de CAP 5 (Meyer & Southern, 1993;
Raju et al, 1990). Este hecho sugiere la presencia de un mecanismo de Cap
Snatching, el cual ha sido previamente descripto para los miembros de la familia
Orthomixoviridae (Plotch et al., 1981) y bunyaviridae. (Bishop et al., 1983; Garcin et al.,
1995). En este mecanismo la polimerasa viral captura ARNm celulares conteniendo

extremos m’GTP y mantiene el extremo liberando el resto del ARNm, a través de una
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actividad endonucleasa (particularmente en influenza, la region corresponde a la

subunidad PA). Estos ARNm de corta longitud son utilizados como cebadores para la
sintesis de ARNm virales. En consecuencia, por analogia de secuencia y actividad a
las polimerasas de influenza y otros bunayavirus, Lelke ef al. (2010) propusieron a la
proteina L como la responsable del mecanismo de Cap Snatching en los Arenavirus
(Garcin & Kolakofsky 1990). Meses después, Morin y colaboradores (2010)
determinaron la estructura cristalografica de la porcién N-Terminal de la polimerasa
viral (residuos 1 a 196) y por analogia estructural propusieron paralelamente la

asignacion a la proteina L de la funcion de Cap snatching (Morin et. al., 2010).
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Figura 3.10 A. Estructura cristalografica de la porcion N-terminal (exonucleasa) de la proteina
L (Morin et al., 2010) B. Modelado por homologia a HCV del dominio polimerasa de L de JUNV
(Goni, tesis doctoral, 2010). C. Esquema de la secuencia aminoacidica de la proteina L
completa, donde se sefialan las regiones |, II, lll y IV segun (Vieth et al., 2004). El esquema
inferior detalla la region lll, la cual se subdivide en las regiones A, B, C y D. En esta ultima se
encuentran presentes los aminoacidos SDD, de los que el aspartato central esta altamente

conservado.

Dominio Polimerasa (Region Ill)

Como se menciond previamente, la actividad ARN polimerasa ARN dependiente de
los arenavirus se encuentra alojada en la region Il de la proteina L (figura 3.8 C). Esta

proteina de gran tamafio posee un plegamiento conservado entre otras polimerasas
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virales, como asi lo demuestran microscopias electrénicas del complejo de la proteina
L completa del virus Machupo. En estas se muestra la formacion de una estructura tipo
anillo decorada con dos subunidades globulares y un dominio tipo brazo, consistente
con lo observado para otras RdRPs (Kranzusch et al, 2010). En este trabajo los
autores proponen que la region central en forma de anillo corresponde a la actividad
polimerasa, mientras que los apéndices estarian involucrados en el proceso de Cap
snatching. Ademas, la medicion del diametro del anillo, permite hipotetizar que para
que el ARN viral sea capaz de atravesar el anillo, debe estar previamente desacoplado
de la nucleoproteina que lo recubre, y una vez desnudo es sustrato para la actividad
polimerasa. Por otro lado, los autores también proponen que el reconocimiento del
ARN viral requiere de un motivo de secuencia especifica localizado en las posiciones
2-5 del extremo 3" del genoma viral, y esta interaccién L-nucleocapside comprende el
complejo ribonucleoproteico que es incorporado al virion.

Continuando con la caracterizacion del dominio polimerasa, un trabajo publicado a
finales del afio 2008 (Wilda et al., 2008) analiz6 los sitios de unién entre la proteina Z y
la polimerasa L en el virus Tacaribe (Nuevo Mundo). La interaccion de estas proteinas
fue descripta anteriormente como inhibitoria de la replicacion (Jacamo et al., 2003). En
el trabajo de Wilda se mostré que el fragmento C-terminal de la L, incluyendo la regién
IV, no resulté ser necesaria para la interaccion Z-L, definiéndose dos regiones
contiguas que si resultaron determinantes para esta funcion (A 'y C) (figura 3.10 C). En
este trabajo Wilda y colaboradores sugirieron que el residuo H1189 es critico para la
interaccién con Z, mientas que en la regién D los resultados indican que sélo los
cambios realizados en la primera D del triplete SDD anulan completamente la
interacciéon, mientras que los cambios en los otros residuos no producen
modificaciones radicales en la interacciéon. Debido a que estos motivos son esenciales
para la funcion catalitica de la polimerasa, es probable que los residuos identificados
en estos ensayos estén directamente involucrados en la potencial funcion inhibitoria de
la replicacion por parte de Z. Por ultimo, los analisis de delecion de la regién N-
terminal, conducen a la identificacion de una regién comprendida entre los residuos
156 y 292 que también resulta esencial para la union con la proteina Z. Esto podria ser
debido a que la delecién de esta zona influiria negativamente en el plegamiento de la
polimerasa, o afectaria la oligomerizacion de la misma, dado que la homo-
oligomerizacion de L ha sido descripta por Sanchez y de la Torre como necesaria para
desempefiar su actividad polimerasa (Sanchez et al., 2005). La hipétesis de regulacién
de la polimerasa mediante la proteina Z ha sido confirmada por el reciente trabajo de
Kranzusch, donde los autores describen la formacion de un complejo especie-

especifico entre L y Z (Kranzusch & Whelan, 2011). En esta interaccién Z inhibe la
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iniciacion de la sintesis de ARN y bloquea a la polimerasa en un estado

cataliticamente inactivo unida al promotor. Este mecanismo de regulacion donde la
forma inactiva de L permanece unida al ARN genomico permite garantizar el
ensamblaje de la polimerasa dentro del virion.

En resumen, la polimerasa constituye la proteina mas grande codificada por el
genoma del patégeno, y desempefia un rol fundamental en el ciclo viral, ya sea
mediante la interaccién con las demas proteinas virales, asi como con proteinas del
huésped. Esto hace de L una proteina con numerosos aspectos que aun quedan por
resolver, por lo que su estudio es de gran interés, particularmente como blanco de

antivirales.

Proteina Z

La proteina Z es el péptido mas pequefio codificado por los arenavirus, posee entre
90 y 103 aminoacidos (10-11 kDa) y aun no se conoce si existe una proteina
homologa entre la familia de virus de ARN de cadena negativa. Las variadas funciones
de este polipéptido ain no estan completamente dilucidadas, sin embargo se conoce
que es un componente estructural del virion (Salvato ef al., 1992) responsable del
proceso de brotacion (Perez et al., 2003), y que en células infectadas es capaz de
interactuar con varios factores celulares. Su estructura esta caracterizada por la
presencia de una secuencia consenso para la miristoilacién en la region N-terminal, un
dominio central RING o “Zinc finger’ conteniendo dos atomos de Zn?*, y un extremo
C-terminal en el que se encuentran presentes motivos ricos en prolina, denominados

dominios tardios o Late domains (figura 3.11).
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Figura 3.11 Estructura de la proteina Z del virus Lassa (cepa Joshia) obtenida por RMN.

En el extremo N-terminal se destaca la presencia de una glicina en la posicién 2, la cual es
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sustrato de la miristoilacion. En la region central se indica el motivo RING en coordinacion con
dos atomos de Zn*2, mientras que en la region C-terminal se muestran los dos dominios tardios
presentes en la secuencia del virus de Lassa. Figura adaptada de Volpon ef al., 2010.

Dominio de Miristoilacion

La N-miristoilacion es una modificacion proteica irreversible, que ocurre co-
traduccionalmente o post-traduccionalmente por la accion de la N-miristoil transferase
(NMT). Esta enzima cataliza la adicion covalente de un acido graso saturado de 14
carbonos (acido miristico) a un residuo de glicina en la posicion 1, a través de un
enlace amida. Esta glicina libre en el extremo N-terminal es un requisito excluyente
para el mecanismo de accién de la NMT, por lo que el residuo metionina inicial es
removido por la acciéon de una metionin-aminopeptidasa celular (Farazi ef al. 2001).

Ademas de la glicina en la posicion 1 (Gly1), la NMT requiere que en la posicion 2
no existan residuos cargados, aromaticos o una prolina. En las posiciones 3 y 4 se
permite cualquier aminoacido, mientras que en la posicién 5 es necesaria la presencia
de Ser, Thr, Ala, Gly, Cys, o Asn, y en la posiciéon 6 se permite cualquier residuo,
excepto prolina (Farazi ef al., 2001). Esta secuencia consenso se encuentra presente
en la region N-terminal de la proteina Z de todos los arenavirus y la glicina en la
posicion 2 esta totalmente conservada en todos los miembros de la familia. En el afio
2004 Pérez y colaboradores describieron por primera vez la participacion de la
miristoilacion de la proteina Z de los arenavirus en el proceso de brotacion viral,
reportando que no se producia la brotacién viral cuando se expresaba una versién
mutante de la proteina Z (en la cual se remplazaba la Glicina crucial por una Alanina),
lo que les permitié definir a la miristoilacion de Z como un requisito para el proceso de
brotacion viral (Perez ef al., 2004). Dos afios mas tarde Strecker y colaboradores
describieron la fuerte asociacion de la proteina Z de Lassa con las membranas
celulares, a pesar de que esta careciera de dominios transmembrana (Strecker et al.,
2006). Los autores adjudicaron este direccionamiento celular al acido miristico unido
covalentemente en la G2, dado que la mutacion del sitio producia la pérdida de la
localizaciéon celular caracteristica de Z, su asociacién a las membranas celulares y la
capacidad de producir VLPs de Z. Finalmente, Capul y colaboradores describieron la
interaccion entre Z y la glicoproteina transmembrana de la particula viral (GP2). Esto
ultimo permitié sugerir que la localizacion de Z en membrana asociada a GP2
constituye el sitio de ensamblaje viral, a partir de donde se producira el proceso de

brotacion viral (Capul et al., 2007).
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Dominio RING

La region central de la proteina Z esta caracterizada por un motivo RING o “Zinc
finger'. Este tipo de dominio fue definido por primera vez por Freemont en el afio 1991
y se caracteriza por contener la siguiente secuencia canonica: Cys-Xo-Cys-X(s.39)-Cys-
X-3-His-X(2-3)-Cys-X2-Cys-X4-48.Cys-Xo-Cys (donde X es cualquier aminoacido).
(Freemont et al. 1991) Por otro lado, estudios de estructuras tridimensionales de estas
proteinas revelaron que los residuos conservados de Cys e Hys se encuentran en el
nucleo del dominio, el cual mantiene su estructura a través de la coordinacion de dos
atomos Zinc (figura 3.12 A).

El motivo RING descripto por primera vez, se lo denominé RING1 (Really interesting
new gene 1). Hasta el momento se conoce que esos motivos cumplen funciones de
unién a ADN, unién a sustratos proteicos o lipidicos y de participar en la actividad de
ubiquitina ligasa (Deshaies & Joazeiro, 2009). Esta ultima actividad consiste en la
unién covalente de una Ubiquitina a la proteina blanco. Brevemente el proceso
consiste en la activacion de la Ubiquitina a través de un enlace tioéster catalizado por
una enzima E1. Una vez activada, la energia almacenada en ese enlace cataliza el
acople del residuo C-terminal de la ubiquitina con la cisteina ubicada en el sitio
catalitico de la enzima E2. Una vez que la proteina E2 es “cargada” con Ubiquitina,
esta estara disponible para transferir su carga a residuos de glicina, lisina, serina,
treonina, cisteina, o metioninas terminales de la proteina que sera ubiquitinada (figura
3.12 B). La especificidad de este ultimo proceso se logra a partir de las 616 E3
Ubiquitin-ligasas codificadas por el genoma humano, y son estas enzimas las que
conforman en mayor proporcion la familia RING. (Gustin et al., 2011)

Existen varias superfamilias con motivos Zinc Finger, las cuales varian segun la
secuencia o la estructura del dominio. En los arenavirus este motivo comprende
aproximadamente 50 aminoacidos, y Z es la proteina mas pequefia conocida que
contiene un motivo RING, comprometiendo aproximadamente el 50% de la secuencia
aminoacidica total. Este dominio central participa en la inhibicion de la sintesis del
ARN viral a través del bloqueo del sitio catalitico de L, previamente mencionado, en la
interaccion con proteinas celulares (PML o elF4E, ver mas adelante) y, como se ha
descripto recientemente, a través de ensayos de mutagénesis dirigida, en el proceso

de brotacion viral (Wang et al., 2012).
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Figura 3.12 A. Esquema genérico de la secuencia canénica de la familia RING. B. Esquema
de las etapas iniciales de la via de ubiquitinacion. La primera etapa constituye la activacion de
la ubiquitina por medio de la enzima activadora de ubiquitina E1. Luego la ubiquitina activada
es transferida desde E1 a la enzima conjugadora de ubiquitina E2. Finalmente la enzima
ubiquitin-ligasa E3 especifica para el sustrato blanco permite la unién espacio-temporal de
ambos sustratos, permitiendo asi la transferencia de la ubiquitina a la proteina blanco.

Dominios tardios

Un paso necesario en la generacion de viriones envueltos, es la formacion de la
membrana lipidica que los recubre. En la mayoria de los casos esta cubierta deriva de
la membrana de la célula hospedadora, en un proceso que implica la curvatura de la
misma y la brotaciéon del virion naciente. En algunos casos los virus han resuelto el
mecanismo de este estadio a través de la imitacion de los procesos celulares naturales
para la formacion de vesiculas.

El término “dominio tardio” (Late domain) o “dominio L” fue utilizado para describir a
aquellos motivos secuenciales a los que su mutacion inducia el ensamblaje defectivo

de la progenie viral, de manera tal que los viriones nacientes eran incapaces de
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escindirse de la membrana celular, observandose una acumulacion de los mismos

(Bieniasz, 2006). El estudio de estos motivos comenzé dentro de la familia de
retrovirus, donde se caracterizaron como dominios tardios las siguientes secuencias:
YPXL, PTAP y PPXY. Consecuentemente estos motivos fueron descriptos en otras
familias virales (Filoviridae, Rhabdoviridae y Arenaviridae), observandose su relacion
con el proceso de brotacién viral.

Garrus et al., (2001) describieron la presencia del motivo PTAP por primera vez en
la proteina p699 del virus del HIV y su interacciéon con la proteina TSG101 (fumor
susceptibility gene 101), un componente de la maquinaria de transporte vesicular o
vesicular protein-sorting. Dos afios mas tarde Pérez et al. demostraron que la
inhibiciébn de Tsg101 por ARN de interferencia (ARNi) producia una disminucion
significativa en la brotaciéon de LCMV, con un fenotipo similar al observado en los
mutantes defectivos en los dominios tardios (Pérez ef al. 2003). Si bien la secuencia
aminoacidica de LCMV no contiene el dominio PTAP, si posee un dominio rico en
prolina (PSSP) en una ubicacion similar. Estos datos junto con la colocalizacion de Z y
TSG101, fueron los primeros indicios de la participacion de factores celulares del
transporte vesicular en el mecanismo de brotacion de los arenavirus. Por otro lado el
motivo PPXY, presente en la mayoria de los arenavirus del Viejo Mundo, es capaz de
unir a los dominios WW presentes en las proteinas ubiquitin-ligasa Nedd-4 y otras
ubiquitin-ligasas tipo Nedd-4, los cuales consisten en secuencias de 38 a 40
aminoacidos espaciados por dos triptéfanos.

Ademas, existe evidencia de que numerosos virus que contienen estos dominios
tardios son capaces de interactuar con proteinas de clase E (VPS4A, VPS4B, Nedd4 y
TSG101), las cuales estan implicadas en el camino de la formacién de los cuerpos
multivesiculares y la citoquinesis. Esta convergencia sugiere que la brotacion de virus
que contienen dominios tardios, la formacidon de cuerpos multivesiculares y la
separacion final de las células en divisidn, podrian ser procesos analogos donde se
involucran factores celulares similares (McDonald & Martin-Serrano, 2009; Urata et al.,
2006). En la revision de Gustin et al. (2011) se menciona que mediante estudios de
mutagénesis dirigida se ha analizado, en proteinas virales, la posibilidad de que estos
dominios tardios fueran ubiquitinilados en los residuos de lisina. Estos estudios no
lograron confirmar la hipotesis, sin embargo la reciente descripcion de los residuos
Ser, Thr, y Cys como aceptores de ubiquitina alternativos obligan a revisar los estudios
previos.

Un dato importante sobre los dominios tardios es su capacidad para funcionar como
unidades autéonomas. Es decir, que son capaces de promover la brotacién viral aun

cuando son expresados en un contexto proteico diferente, y en posiciones no
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naturales dentro de una proteina. Esto fue estudiado principalmente en la proteina
Gag del virus del Sarcoma de Rous y de HIV, donde otros dominios tardios fueron
capaces de remplazar el motivo PTAP presente naturalmente en estas proteinas,
incluso en posiciones distintas (Parent et al., 1995). Este funcionamiento auténomo
sugiere un mecanismo de accién asociado al reclutamiento de otros factores virales o
celulares responsables de la brotacién viral, de manera independiente al contexto
proteico que contiene el dominio L. Estos factores involucrados en el transporte
multivesicular han sido ampliamente estudiados en levaduras, donde se ha descripto
un subconjunto de factores designados de Clase E, los cuales participan en la
formacién de cuatro complejos proteicos, denominados complejos de clase endosomal
requeridos para el transporte (ESCRT, por la denominacién inglesa endosomal sorting
complexes required for transport) -0, -l, -1l y —lll. Estos complejos participan en el
reconocimiento y la clasificacién de las proteinas ubiquitiniladas en la membrana de
las vesiculas de transporte y estan ampliamente conservados en mamiferos, por lo
que se los denomina de manera analoga. Los factores pertenecientes a estos
complejos son capaces de ubiquitinar y reconocer proteinas ubiquitinadas, de manera
tal que actuan de forma secuencial y orquestada para estimular la formacion de
vesiculas o, en el contexto de una infeccién viral, el proceso de brotacién viral. Por
ejemplo la proteina de unién al dominio PTAP perteneciente al complejo ESCRT-I,
Tsg101 posee en su extremo N-terminal (residuos 1-145) una variante E2 del dominio
de unién a ubiquitina (Ubiquitin E2 variant UEV), una regién central rica en prolina
(residuos 146-215) y en el extremo C-terminal una regién Coil-coiled (residuos 240-
311) en conjunto con una steadiness box regién (S-box) (figura 3.13 A). La actividad
propuesta para TSG101 es la de unir independientemente a proteinas ubiquitinadas y
al dominio tardio PTAP de manera de funcionar como puente para el reclutamiento de
las proteinas de los complejos ESCRT promoviendo la formacién de vesiculas o la
brotacion viral (figura 3.13 B). El proceso de ubiquitinacién consiste en la unién
covalente de ubiquitina (una proteina de 76 aminoacidos), la cual es llevada a cabo
por enzimas Ubiquitin-ligasas. Esta modificacién ocurre sobre los residuos de lisina y
sefalizan el destino degradativo de la proteina blanco, o el camino hacia MVB, entre

otros.
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Figura 3.13 Proteina Tsg101. A. Esquema de la estructura de Tsg101. Sobre el extremo N-
terminal se indica en verde el dominio de unién a PTAP y la ubiquitina, UEV. En celeste se
indica el dominio rico en prolina, PRO. En naranja se indica el dominio predicho Coil-coiled. Y
sobre el extremo C-terminal se indica en azul el dominio S-box. Los dos ultimos han sido
propuestos como los sitios de unién a proteinas de los complejos ESCRT (VPS37 y VPS28).
Intercalado entre estos dos dominios se encuentra presente la secuencia PTAP, la que permite
la oligomerizacion de TSG101 a partir de su unidén a la regiéon UEV. Figura adaptada de
Stuchell M.D: et al. 2004. B. Estructura cristalografica de la proteina TSG101 unida a
ubiquitina. Se destaca en bastones amarillos el dominio PTAP. Figura adaptada de Sundquist
et al., 2004

Otra de las proteinas mas estudiadas de uniéon a dominios tardios, es la proteina
ubiquitin-ligasa Nedd4. Esta posee tres dominios principales: un dominio N-terminal de
unién a lipidos, un dominio central WW, y un dominio C-terminal HECT con actividad
de ubiquitin-ligasa. Una de las principales funciones de Nedd4 es la de regular la
expresion del canal de sodio epitelial en la superficie celular a partir del reclutamiento
de otras proteinas de los complejos ESCRT. Por otro lado, Nedd4 es capaz de unir al
dominio tardio PPPY reclutando otros factores, y de esta manera estimula la brotacion

viral a través de la escisiéon de la particula naciente (Freed, 2002). Justamente los
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motivos PTAP y PPPY son los dominios mas conservados entre los arenavirus (figura
3.14).

Dos nuevos dominios han sido recientemente descriptos, el primero de ellos
caracterizado por la secuencia ®PxV (“x” implica cualquier aminoacido, y “®” indica la
presencia de un residuo hidrofébico) el cual fue identificado en el virus de
Parainfluenza-5, otro patdgeno de ARN de cadena negativa que pertenece a la familia
Paramixoviridae (Schmitt ef al., 2005). El segundo dominio YMYL fue identificado en
otro miembro de la familia Paramixoviridae, el virus Nipah (Ciancanelli & Basler, 2006)
(figura 3.14).

1
:- Bluetongue - NS3 Marburg - VP40 1
: Prototypic foamy - Gag Rabia - M :
| Junin - Z Rous-Sarcoma - Gag |

|
: LCMV - Z LCMV - Z I
1 Ebola - VP40 Ebola - VP40 |
1 Vesicular Vesicular Vaceinia - FI3L :
I stomatitis - M stomatitis - M
| Moloney murine Moloney murine Equine infectious |
1 leukemia - Gag leukemia - Gag anemia - Gag |
| Mason-Pfizer Mason-Pfizer |
| mankey - Gag monkey - Gag Sendai - M I
1 Human T-cell : ; I
| HIV - Gag isiiksmis - Gag HIV - Gag Parainfluenza-5 - M Nipah - M :

PT/SAP PPxY
YPxL

Alix/AIP1

Tsg101

Figura 3.14. Dominios tardios. Los cinco dominios tardios reportados se listan en conjunto
con las proteinas de los complejos ESCRT de union a los mismos. Los recientes dominios
FPIV (Schmitt et al., 2005) e YMYL (Ciancanelli & Basler, 2006) no poseen proteinas de unién
reportadas. En el cuadro superior se listan ejemplos de virus que poseen dominios tardios en
sus proteinas de matriz. Estos datos fueron obtenidos de Chen & Lamb, 2008
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Existen dos especies de la familia arenavirus, que no poseen dominios tardios ricos

en prolina, una es miembro de los arenavirus del Viejo Mundo, el virus Merino Walk y
la otra especie de los arenavirus del Nuevo Mundo, el virus Tacaribe. En este Gltimo,
en lugar del motivo PTAP aparece la secuencia ASAP, la cual no se conoce si
participa en el proceso de brotaciébn. En cualquier caso, Urata et al. (2009) han
demostrado la capacidad de producir particulas brotantes a partir de la sola expresiéon
de Z de TACV, a través de una via dependiente de ESCRT e independiente de
TSg101. Por otro lado, se ha reportado que en el caso de la expresién de Z de TACV,
la co-expresion con NP aumenta la formacion de particulas tipo virales (Groseth et al.,
2010). Este fenbmeno podria ser consecuencia de un reclutamiento de ESCRT por
parte de NP la cual, en el caso de TACV, posee motivos YxxL y OPxV capaces de
funcionar como dominios tardios (Wolff et al., 2013).

Por otro lado, en el proceso de brotacion viral existen dos fuerzas impulsoras
necesarias: jalado o pulling y empuje o pushing. Estas fuerzas se han estudiado
detalladamente en el virus Influenza, donde se ha descripto a la fuerza de pulling como
la estimulacion de la curvatura de la membrana por parte de las proteinas de matriz.
Por otro lado, la fuerza de pushing ha sido adjudicada a la presencia y polimerizacion
de microfilamentos de actina cortical, los cuales unen a las ribonucleocapsides
presentes en la particula viral naciente (Nayak ef al., 2009). Si bien esta hipétesis ha
sido estudiada en el virus de Influenza, se ha descripto la presencia de proteinas del
citoesqueleto en otros virus envueltos, incluyendo retrovirus (Damsky et al., 1977),
rhabdovirus (Naito & Matsumoto, 1978) y Arenavirus (Paisan ef al. 1983). En el caso
del virus Junin, la doctora Nélida Candurra et al. han descripto la participacién de
componentes del citoesqueleto en el ensamblaje de la particula viral (Candurra et al.,
1999). En particular, se describié la interaccion de la glicoproteina GP2 con filamentos
de actina. Estos datos permitirian hipotetizar la existencia de esta fuerza de pushing
dentro de los miembros de los arenavirus.

Estudios recientes han reportado que ademas de los dominios tardios, la via de
PI3K/Akt esta implicada en el proceso de brotaciéon viral de los arenavirus. En el
estudio de Urata y colaboradores (2012) observaron la disminucién dosis dependiente
de la multiplicacion de LCMV en células infectadas tratadas con BEZ-235 y LY, ambos
inhibidores de la via de PI3K/Akt. El fosfatidil inositol 3-fosfato (PI3P) es el producto de
la enzima PI3K, el cual es necesario para el ensamblaje del complejo ESCRT en la
membrana de los endosomas mediante su reclutamiento. Es posible que las
interacciones con ESCRT sean facilitadas en los microdominios ricos en PI3P, y por lo
tanto la inhibicion de la actividad PI3K disminuya la eficiencia de brotacion viral.

Incluso, la via de PI3K/Akt podria estar directamente implicada en la fosforilacién de la
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proteina Z, de al menos LCMV y LASV, que podria ser necesaria para la brotacion
viral (Urata ef al., 2012). Por otro lado, la induccién de esta via promueve las sefiales
de supervivencia celulares, inhibiendo las proteinas pro-apoptéticas (Linero & Scolaro,
2009), lo cual es complementario a la funciéon anti-apoptética descripta para la

nucleoproteina viral.

Interacciones con proteinas celulares

Ademas de la interacciobn entre la proteina celular Tsg101 y Z mencionada
previamente, la proteina de matriz de los arenavirus es capaz de interaccionar con
otros factores de la célula hospedadora, produciendo efectos variados en el contexto

de la infeccién viral.

e PRH/HEX

La proteina rica en prolina (Proline-rich Homeodomain Protein, PRH), también
conocida como proteina de homeobox expresada hematopoyéticamente
(Hematopoietically Expressed homeobox, HEX), pertenece a la familia de factores de
transcripcion que regulan el desarrollo (Djavani et al., 2005). Es uno de los primeros
genes requeridos para el desarrollo del higado, y también se expresa en tejidos
adultos implicados principalmente en los procesos de regeneracion vascular y
hematopoyesis (Barton ef al., 1995). Es importante mencionar que el tejido hepatico, el
endotelio vascular y las células hematopoyéticas son los principales blancos para los
virus de fiebres hemorragicas, siendo el higado el érgano de mayor tasa replicativa
viral (Lukashevich et al., 2004). Djavani et al. propusieron en el afio 2005 la hipétesis
de que las cepas virulentas de Arenavirus causan disfuncién hepatica mediante la
inhibicién de los procesos fisiolégicos de reparacion del tejido, como consecuencia de
la disminucién de la produccion de PRH y de la dispersion de los cuerpos nucleares de
PRH (Djavani et al., 2005). Estudios de doble hibrido en levaduras y de co-
precipitacion han demostrado la capacidad de la proteina Z, en particular su dominio
RING, de interaccionar con PRH (Topcu ef al, 1999). Si bien la proteina Z en el
contexto de infecciones virales con cepas virulentas y no virulentas es capaz de
colocalizar con PRH, la translocacion los cuerpos PRH al citoplasma y la disminucion
de la expresiéon de PRH solo ocurre con las cepas virulentas, lo que en el contexto del

individuo podria bloquear el proceso regenerativo.
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e PML

La proteina de la leucemia promielocitica (Promyelocytic Leukemia Protein, PML)
fue descubierta por primera vez como parte de una proteina de fusion presente en la
leucemia promielocitica aguda (Acute Promyelocytic Leukemia, APL). En el contexto
celular gran parte de la proteina PML se encuentra formando complejos multiproteicos
de localizacion nuclear, los cuales poseen varias denominaciones: Dominio nuclear 10
(ND10), cuerpos nucleares, dominios oncogénicos de la leucemia promielocitica
(Promyelocytic Leukemia oncogenic domains o PODs) o cuerpos de Kremer. Estos
complejos estan formados por al menos siete proteinas (SP100, NDP52, PIC1,
NDP55, factor asociado a PML, una molécula ubiquitin-like y PML), y su distribuciéon
nuclear se ve alterada durante algunas condiciones patogénicas como en la leucemia
promielocitica aguda, infecciones virales y condiciones neurodegenerativas. En
particular, en APL una porcion de PML (incluyendo el RING) se encuentra fusionada al
receptor alfa del acido retindico (RARa) como consecuencia de una translocaciéon
cromosomal (de The et al, 1991). Esto produce en la célula una menor induccion
hacia la apoptosis. En paralelo se observa que PML-RARa no forma cuerpos
nucleares, mientras que se distingue un patrén citosplamatico punteado (Koken et al.,
1994). Esto ultimo sugiere que la integridad morfolégica y estructural de los complejos
de PML esta directamente relacionada con su funcién pro-apoptética y supresora del
crecimiento. (Melnick & Licht, 1999). Como se mencion6 previamente, la distribucion
de los cuerpos de PML se ve distorsionada en presencia de infecciones virales,
incluidos los arenavirus (Borden ef al., 1998). Estos virus son capaces de replicar sin
producir efectos citopaticos significativos, lo que podria ser consecuencia de una
menor induccion de la apoptosis, sin embargo en infecciones agudas se observan
disfuncién plaquetaria y trombocitopenia, siendo ambos sintomas compartidos con la
APL (Tallman & Kwaan, 1992).

La proteina PML de 882 aminoacidos (97,5 kDa) estructuralmente contiene tres
dominios ricos en cisteina de union a Zn*?, los que son conocidos como RING y cajas
B (B1 y B2), y un dominio rico en leucina denominado coiled-coil (Borden et al., 1995)
(figura 3.15).

Por otro lado, PML se encuentra asociada a la respuesta antiviral de la célula
mediante la induccién de la expresién de IFN-a y B, los cuales poseen un efecto
inhibidor de la proliferacion celular. (Djavani et al., 2001)

La proteina PML y Z ambas contienen un dominio RING coordinando dos atomos de
Zn?*. Y se ha descripto que ambas moléculas son capaces de interaccionar in vitro e in
vivo, siendo esto ultimo la causa de la relocalizacién de los cuerpos nucleares y la
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colocalizacion de ambos péptidos durante la infeccidn viral (Borden ef al., 1998). Esta
interaccion desorganiza los cuerpos nucleares y previene la induccion de interferon,
resultando en un aumento de la transcripcion y replicacion viral (Everett & Chelbi-Alix,
2007).

Figura 3.15 Estructura cristalografica de PML. Las regiones en rosa corresponden a los
motivos alfa-hélice, mientras que las flechas amarilla indican B-sheet. Las esferas grises
representan los atomos de Zn*2 coordinados por el motivo RING. En azul se encuentran
destacados los aminoacidos implicados en la coordinacion de los atomos de Zn*2. (Cys9,
Cys12, Cys23 y Cys32 para el Zn?*l; y Cys 24, Hys26, Cys40 y Cys43, para el Zn?*l|

Ademas, Z y PML son capaces de interaccionar con el factor de traduccién
eucariota (elF4E) independientemente, disminuyendo su afinidad por el m’GTP y
provocando una reorganizacion de su estructura secundaria, que estabiliza su
conformacion libre de m’GTP (Kentsis ef al., 2001). Esto Ultimo produce la supresién

de la traduccion in vitro.

e PO

Tanto PML como Z son capaces de interaccionar con las proteinas ribosomales P
(PO, P1y P2) sin afectar su distribucion (Campbell Dwyer et al., 2000). Estas proteinas
forman parte del complejo ribosomal mayor y son necesarias para la sintesis proteica.
La interaccién entre las proteinas P y Z podria ser la razén de la presencia de

ribosomas y de PO en la particula viral. (Leung & Rawls, 1977).

e elF4E
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La capacidad de uniéon entre Z y el elF4E, fue utilizada por Volpon ef al. (2010) para

permitir la determinacién de la estructura tridimensional de la proteina Z de LASV por
RMN. Esto permiti6 identificar un dominio RING en el centro de la proteina Z (residuos
30 a 70) el cual posee una estructura definida, incluida un alfa hélice entre los residuos
50-58. Ademas posee dos dominios B-sheet antiparalelos (B1: 42-44, 47-49 y B2: 63-
64, 49-70) y dos regiones loop (loop1: 35-39, loop2: 58-62) (figura 3.16 B y C). A su
vez, el dominio RING se encuentra coordinando dos atomos de Zn*? (los cuales se
numeraron | y Il en la Figura 3.16 C).

Figura 3.16 Estructura de la proteina Z de LASV asignada por RMN. A. Estructura de la
proteina Z determinada mediante RMN del complejo Z-elF4E. Las zonas sombreadas
corresponden a los extremos C y N-terminal, los cuales presentan multiples conformaciones
aproximadas (en la figura se encuentran representadas las 10 conformaciones de menor
energia). B. Estructura de la proteina Z con los extremos asignados a una conformacién
arbitraria. La regiébn sombreada indica la region central, correspondiente al dominio RING,
donde se observan los dos atomos de Zn*2 coordinado (circulos grises). La region rosada
corresponde a una alfa hélice, mientras que las regiones amarillas corresponden a estructuras
beta-plegadas. C. Detalle de la region RING, donde se sefialan los aminoacidos implicados en
la coordinacion de los atomos de Zn*2 (I y Il) indicados como circulos amarillos (C31, C34, C44,
H47, C50, C53, C64, C67). Ademas se indican el loop1 y el loop2 mencionados en el texto.
Figura adaptado de Volpon ef al., 2010.

El factor elF4E es un potente oncogén, altamente regulado, que se encuentra
altamente expresado en algunos casos de cancer severo. elF4E es la proteina que
interactia con el m’GTP de los ARNm (figura 3.17), donde los aminoacidos
implicados en el sitio de unién con la guanina metilada, utilizan un nimero de puentes

de hidrégeno, tal como lo haria una citosina en la estructura de Watson y Crick (figura
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3.18 A y B). Esta interaccion induce el comienzo de la traduccion y la exportacion del
ARNmM (Hershey, 1994; Rhoads et al., 1994; Shatkin, 1985; Sonenberg, 1994). Ambas
actividades se encuentran descontroladas en células malignas, por lo que la
regulacion de elF4E suele ser blanco de estudio para terapias oncogénicas. El factor
elF4E es regulado por tres tipos de efectores: aquellos que contienen dominios de
unioén a elF4E altamente conservados, como elF4G o las proteinas de unién a elF4E
(4E-BPs) (figura 3.17); aquellos con dominios RING, como la proteina Z de los
arenavirus; y otros como la proteina viral VPg de Potyvirus (Michon et al., 2006). Los
integrantes del primer grupo unen a elF4E por la region dorsal de su superficie (figura
3.19 B), lo que puede aumentar su afinidad por el m”GTP incrementando la eficiencia
traduccional, como lo hace factor elF4G (von Der Haar ef al., 2000), o pueden producir
la disminucion de la traduccion mediante el secuestro de elF4E junto con el ARNm
(4E-BPs). En la segunda categoria se encuentran las proteinas con dominios RING,
como PML y Z, las cuales unen a elF4E (figura 3.19 A) reduciendo la afinidad por el

m’GTP, aproximadamente 100 veces (Kentsis ef al., 2001).

Figura 3.17. Complejo de pre-iniciacion ARN mensajero. EI ARNm es activado mediante la
unién del complejo de pre-iniciacion (PIC), el cual se compone de elF4E, elF4G, elF4A e
elF4B, que unen al CAP (m’GpppG), y la proteina PABP (poly(A) binding protein) que une a la

cola de poly(A). La unién del PIC estimula la circularizacion del ARNm (Sonenberg 2009).

Interesantemente, el tratamiento alternativo a la infeccién por arenavirus con el
nucledsido Ribavirina, el cual inhibe la sintesis de nuclet6tidos de guanosina y bloquea
el ingreso del m’GTP al sitio del elF4E produciendo la inhibicion de la traduccion CAP-
dependiente, ha demostrado ser eficiente in vitro e in vivo (Damonte & Coto, 2002;

McCormick et al., 1986). Se ha documentado la disminucién de la mortalidad y
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morbilidad en infecciones por LASV cuando se administra la Ribavirina durante los

estadios iniciales de la enfermedad, e incluso se han obtenido resultados

experimentales similares en infecciones por MACV y JUNV.
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Figura 3.18 A. Estructura cristalografica del factor elF4E unida a m’GDP. B. Detalle del sitio de
unién a m’GDP. Los residuos seleccionados en colores corresponden a los aminoacidos
implicados en el reconocimiento del CAP. Los puentes de hidrogeno e interacciones de van der
Waals estan indicadas en lineas punteadas, mientras que las tres moléculas de agua
implicadas estan indicadas por esferas negras. Figura adaptada de Kentsis ef al., 2001

En un principio Kentsis et al. (2001) reportaron que el sitio de uniéon de Z a elF4E
coincidia con el sitio de unién del factor a elF4G, siendo el primero mas afin que el
segundo, lo cual producia el bloqueo del sitio, y la consecuente inhibicion de la
traduccién. Sin embargo, el estudio cristalografico del complejo Z-elF4E revel6 que el
sitio de unién del elF4E a Z o al elF4G eran diferentes, siendo el primero mas cercano
a la primer alfa-hélice (Volpon et al., 2010), lo cual descarta la hipétesis del bloqueo de
Z al sitio de unién a elF4G (figura 3.18).

Por otro lado, la unién de Z a elF4E fue caracterizada mediante el estudio
cristalografico complementado con estudios de mutagénesis dirigida. De esta manera,
fue posible concluir que los residuos implicados en la coordinacion de Zn?* del sitio |
de Z son indispensables para mantener la actividad de unién, mientras que esto no
ocurre para el Zn?* del sitio Il. Ademas mediante estudios biofisicos, se encontrd que
la unién de Z al factor produce cambios quimicos en los aminoacidos del sitio |,
mientras que esto no ocurre en el sitio Il.

Por ultimo, el elF4E afecta la expresion de la proteina IRF-7 (Interferén regulatory
factor 7), la que a su vez regula la expresion de interferén en células dendriticas. Por

lo mismo, es posible que Z por medio de la inhibicion (en forma indirecta) de IRF-7 en
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en células dendriticas infectadas con arenavirus, esté involucrada en la disminucién de
la respuesta por interferén, lo que permitiria al virus evadir la respuesta inmune innata
(Urata & de la Torre, 2011).

elF4E / Z LASV elF4E / elF4G

Figura 3.19 Estructura del factor elF4E. A. Regién del factor elF4E la cual interactuar con la
proteina Z. B. Region del factor elF4E la cual interactuar con el factor elF4G. En ambos casos
la region sombreada indica la zona de interaccion, donde los aminoacidos marcados con rojo

son los implicados en la interaccion de manera directa. Figura adaptada de Volpon ef al. 2010.

e RIG-I

El sistema inmune innato es capaz de reconocer el contexto de infeccion viral e
inducir una respuesta primaria mediante la produccion de interferon o/f. Estas
proteinas poseen funciones antivirales, antiproliferativas e inmunomoduladoras. El
sistema inmune innato es activado a través de receptores de reconocimiento de
patrones (PRR) capaces de identificar estructuras y patrones conservados entre los
patdégenos. Algunos de los receptores mas importantes son los denominados Toll-like
y los inducible por acido retinoico (RIG-I). Este ultimo es capaz de reconocer ARN
simple cadena en el citoplasma, siempre que contenga un extremo 5" fosforilado, es
decir, que carezcan de la estructura de CAP. A pesar de este sistema de deteccion,
muchos virus (VSV, Influenza, NDV) han evolucionado de manera de evadir este
reconocimiento inhibiendo la sintesis de interferén mediante diferentes estrategias.

Se describié que la proteina Z de al menos cuatro arenavirus del Nuevo Mundo

(Machupo, Guanarito, Sabia y Junin) son capaces de unir y colocalizar con RIG-I,
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interrumpiendo la formaciéon del complejo entre el RIG-I y los MAVS (Mitochondrial

antiviral signaling proteins) (Fan et al., 2010). Esta interaccion impide la activacion de
NF-kB y del factor de regulacién de Interferon 3 (IRF-3), lo que resulta en una
disminucion de la induccién de IFN-B. En el trabajo mencionado, la proteina Z del virus
Junin fue la que evidencié mayor disminucion de la expresion de IFN-B, mientras que
los experimentos realizados con las proteinas Z de Lassa y LCM no mostraron una
disminucion significativa. A pesar de este reporte, recientemente un grupo de
investigadores de Universidad de Texas ha reportado la estimulacion de Interferén-I
durante la infeccién por el virus Junin (Huang et al.,, 2012). Por este motivo, resulta
interesante analizar la regidon donde interaccionan RIG-l y Z, para mejorar la
comprension del fendbmeno de la modificacién de la produccion de interferon mediada

por la infeccién de diferentes miembros de la familia Arenaviridae.

e TsglOl

Como se menciono previamente, las proteinas Z de los arenavirus del Nuevo Mundo
poseen el dominio tardio P[T/S]JAP en su secuencia, y son capaces de interaccionar
con el factor perteneciente al complejo ESCRT-I, Tsg101. Esta interaccion permite el
reclutamiento de otros factores de los complejos ESCRT, mediando el proceso de

brotacion viral.

Oligomerizacion

El dominio RING en la proteina PML posee funciones analogas a la proteina Z. De
la misma manera se ha observado que 50 de los 200 miembros de la familia de
proteinas RING se encuentran en forma de estructuras subcelulares visibles al
microscopio confocal in vivo, tal como ocurre con PML (Kentsis ef al., 2002a). Esta
funcién esta ligada al dominio RING, debido a que cambios en este dominio producen
la pérdida de la capacidad de oligomerizar. Esto fue observado in vitro para la proteina
Z purificada producida en E. coli (Kenisis ef al, 2002b). Si bien los autores
demostraron la importancia del motivo RING de la proteina Z para la funcion de
autoasociacién, la ausencia de modificaciones postraduccionales (como Ila
miristoilacién) en el sistema procariota impide el estudio de esta caracteristica en el
contexto de la infeccién viral o de su asociaciéon con la membrana plasmatica. Por otro
lado, los estudios in vitro permitieron analizar el contexto termodindmico y cinético de
la asociacion, donde fue posible determinar un mecanismo Gnico no fibrilar y ordenado

de autoensamblaje, en el cual Z se estructura de a 24 subunidades (en seis arreglos

57



58

Estudio de la funcion y actividad de la proteina Z del virus Junin

tetraméricos) formando cuerpos de aproximadamente 500A, equivalentes en tamafio a
los observados in vivo en células infectadas con arenavirus.

Posteriormente se demostré que la proteina Z de TACV y JUNV son capaces de
auto-asociarse en formas oligoméricas en células de mamifero, ain en ausencia de
otras proteinas virales, siendo el aminoacido G2 el determinante para la unién Z-Z.
Esto implicaria que la homo-oligomerizacion de Z estaria asociada a la miristoilacion y
al anclaje a membrana (Loureiro et al., 2011). Alternativamente se propone que el
direccionamiento a membrana podria inducir cambios conformaciones en Z que a su
vez inducirian la homo-oligomerizacion, lo que finalmente estabilizaria la unién de Z a
la membrana plasmatica, tal como fue sugerido para VP40 de Ebola y gag de HIV
(Hoenen et al., 2010; Li et al., 2007). Por ultimo, mediante mutagénesis dirigida fue
demostrada la importancia del motivo RING y el dominio LPTK en la oligomerizacion
de Z (Wang et al., 2012).

Interaccion con proteinas virales

Si bien se ha especificado la interaccion de Z con cada una de las proteinas virales,
es interesante resumirlas en el contexto de la infeccién viral.

La asociacién entre la proteina Z y la glicoproteina es dependiente de la
miristoilacion de la primera. Mientras que GPC es capaz de migrar a los sitios de
ensamblaje por si sola, como se mencioné en el caso de células polarizadas, es la
interaccion entre GPC y Z la que las colocaliza y permite la brotacion de la particula
viral con las espiculas de la glicoproteina en su superficie. Esto es de esencial
importancia para el posterior reconocimiento del receptor celular, el cual permite
mediar la entrada del virus. Por otro lado, la interaccion entre Z y N, junto con el factor
celular AIP1 promueven la incorporaciéon de NP a los viriones. Si bien se ha descripto
que NP y las proteinas derivadas de GPC no son capaces de interactuar fisicamente,
es Z la que interacciona con ellas, funcionando como “puente” y asegurando de esta
manera la incorporacién de NP y de las proteinas derivadas de GPC a la particula
viral. Por ultimo, Z y L forman un complejo que inhibe la iniciacién de la sintesis de
ARN, contribuyendo a la regulacion de la finalizacion de la etapa de replicacion vy el
comienzo del estadio final de ensamblaje viral, y asegurando de esta manera la
incorporacion de L en el virién. De esta manera, Z funciona como un actor central en
todos los procesos del ciclo viral, lo que hace de la proteina Z un blanco estratégico

para la busqueda de antivirales para el tratamiento de infecciones por arenavirus.
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Antivirales

Ademas de la previamente mencionada terapia antiviral con Ribavirina existen otros
compuestos descriptos como inhibidores del ciclo viral. En particular se han descripto
numerosos antivirales que utilizan como blanco a la proteina viral Z. En términos
genéricos, la estrategia utilizada fue la evaluacion de antivirales, ya sean previamente
descriptos o derivados de los mismos de manera tradicional o0 masiva. Un ejemplo de
esto ultimo es el trabajo de (Capul y de la Torre, 2008) donde se describié un ensayo
High Troughput para la evaluacion de inhibidores del proceso de brotacion basado en
la construccién de una proteina de fusién entre Z y el dominio C-terminal de la
luciferasa de Gaussias (Gluc). La posibilidad de efectuar mediciones rapidas y
cuantitativas a partir del sobrenadante un cultivo de células tratadas, permite realizar
una primera clasificacion entre los compuestos evaluados, para luego analizar su
potencial en el contexto de la infeccion viral.

El grupo de investigaciéon de la Dra. Damonte en la UBA ha realizado grandes
aportes en este campo, comenzando en el afio 2000 con el estudio de antiretrovirales
especificos de proteinas RING otorgados por The National Cancer Institute (EE.UU.),
utilizandolos en el modelo de las infecciones provocadas por el virus Junin (Garcia et
al.,, 2000). Entre los compuestos previamente seleccionados como inhibidores
significativos del ciclo viral, el disulfuro aromatico NSC20625 se destacé por su
significativa actividad y por su interferencia nula con otras proteinas RING celulares.
En el trabajo publicado por Garcia et al. (2006) se observd que particulas virales
previamente tratadas con este disulfuro aromatico, retenian su actividad de union y
entrada a la célula, pero no eran capaces de realizar la replicacion viral.
Posteriormente en el afio 2009, nuevamente Garcia ef al. (2009) describieron detalles
del mecanismo de accion de este compuesto. En su estudio, se observé que particulas
de JUNV tratadas con NSC20625 evidenciaban alteraciones en la migracion
electroforética de Z en condiciones no reductoras, una marcacién electrodensa en la
membrana de particulas tratadas (observadas por microscopia electronica), cambios
en la distribucion celular de Z y la imposibilidad de desarmar el revestimiento de las
nucleocapsides virales durante la infeccion. Estas evidencias permitieron hipotetizar un
mecanismo de accion del compuesto NSC20625 sugiriendo la induccién de la
oligomerizacion de Z, probablemente debido a la expulsion de los iones metalicos y a
la formacion de enlaces disulfuro intermoleculares a través de los residuos de cisteina
del dominio RING (Garcia et al., 2009).
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En el afio 2010 el mismo autor demostro la especificidad de NSC20625 para actuar
sobre el dominio RING de Z, sin interferir sobre miembros celulares de esta familia,
como PML (Garcia et al., 2010). Ademas, evidencié que en las células infectadas con
JUNV vy tratadas con el antiviral, se restablecia el patron nuclear punteado
caracteristico de PML necesario para su actividad supresora de la proliferacién celular
que cambiaba durante la infeccién viral (Djavani ef al., 2001). Ademas de NSC20625,
el grupo de la Dra. Damonte postul6é otros tres nuevos compuestos como posibles
antivirales para el virus Junin (NSC4492, NSC71033 y NSC14560), los cuales han
evidenciado una inhibicién significativa en la expresion de las proteinas virales y la
oligomerizacién de la proteina Z similar a la previamente descripta (Sepulveda ef al.,
2010). Por ultimo, abordando otro tipo de estrategia, también se demostré Ila
efectividad en la utilizacion de ARNs de interferencia pequefios (SiARNs) como
compuestos antivirales, usando como blanco la proteina de matriz del virus Junin
(Artuso ef al., 2009). Si bien los antivirales basados en siARNs aln no se encuentran
aprobados, numerosas compafias farmacéuticas investigan esta propuesta.
Actualmente, estudios en HBV y HIV se encuentran en fase |, mientras que
tratamientos contra Rous Sarcoma Virus utilizando siARN esta en fase II.

El uso de compuestos sintéticos como antivirales ha demostrado ser eficiente, sin
embargo existen componentes celulares capaces de comportarse de manera analoga.

La proteina Tetherin o Teterina (también conocida como BST2 por bone marrow
stromal antigen 2, CD317, o HM1.24) ha sido identificada como un factor celular capaz
de inhibir la brotacién de particulas virales. Inicialmente fue descripta en células
infectadas con HIV-1 (Neil ef al., 2008), aunque también se comprobd el mismo efecto
inhibitorio de la brotacién de los virus Lassa y Marburg (Sakuma et al., 2009). Esta
proteina se encuentra asociada a la membrana plasmética a través de un dominio
transmembrana situado en su region N-terminal. Ademas posee un dominio central
extracelular y un extremo C-terminal de anclaje a glicosilfosfatidilinositol (GPI).

Se describid que la expresion constitutiva de teterina en células infectadas con
LASV y MACV es capaz de disminuir la produccion de particulas virales, lo que
permite hipotetizar acerca de la ausencia de una funcion antagonista a teterina
presente en el virus. Este efecto permitiria demorar la propagacién viral de modo de
facilitar la accién de la respuesta inmune (Urata & de la Torre, 2011).

Otra alternativa que permite demorar el ciclo viral es la utilizacion de inhibidores de
la via P13K/Akt. La via de la fosfatidil inositol 3 kinasa (PI3K)/Akt participa en
numerosos procesos celulares, incluyendo la proliferacion y diferenciacion celular, y
recientemente se ha reportado que esta via se encuentra activada durante la infeccion

con JUNV (Linero & Scolaro, 2009). En este mismo trabajo se evidencié que la
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inhibicién de esta via disminuia la progenie viral, debido a un bloqueo en el reciclaje

del receptor de transferrina involucrado en la entrada viral. La utilizacion de antivirales
que posean como blanco la via PI3K/Akt podria reducir la velocidad de propagacion
viral, lo que proporcionaria al hospedador una ventana para montar una respuesta
inmune eficaz (Urata ef al., 2012). Actualmente existen numerosos inhibidores de esta
via previamente caracterizados en estudios oncoldgicos (BEZ-235, LY, entre otros), lo
que permite la rapida obtencion de informacion sobre la citotoxicidad y blancos de
accion de los mismos.

Teniendo en cuenta que el proceso de brotacion viral es dependiente de la
interaccién entre Z y las proteinas del ESCRT, se ha pensado en esta asociacion
como un posible blanco antiviral. Si bien la disrupcién del funcionamiento normal del
mecanismo de transporte multivesicular a través de las proteinas de los complejos
ESCRT podria resultar en efectos citotoxicos inaceptables, las infecciones por
arenavirus inducen procesos agudos, por lo que se podria evaluar la aplicacién de
compuestos inhibidores de los miembros de ESCRT que produzcan una inhibiciéon a
corto plazo.

Por ultimo, en el afio 2004 Cornu y colaboradores reportaron a la proteina Z como
un antiviral per se capaz de producir un efecto inhibitorio sobre la polimerasa viral de

manera especifica (Cornu et al., 2004).

CicLo VIRAL

Una vez detalladas las funciones de cada uno de los componentes virales y sus
interacciones, las cuales se resumen en la figura 3.20, es necesario describir su
participacion en el contexto de la infeccion viral.

El ciclo comienza con el ingreso del viriobn a la célula a partir de la unién de la
proteina G1 al receptor celular especifico, el cual en el caso del virus Junin y los virus
que utilizan el receptor de transferrina, es internalizado por endocitosis mediante
vesiculas cubiertas de clatrina (clathrin-coated vesicles, CCVs), mientras que los
Arenavirus que unen al receptor de a-dextroglicano lo hacen por la via de MVBs vy los
complejos ESCRT. A continuaciéon la membrana del virion se fusiona a la membrana
del endosoma tardio en un evento dependiente de la acidificacion del pH local. Esto
induce un cambio conformacional en G2, exponiendo asi las regiones con actividad
fusogénica. La posterior uniéon de las membranas libera la nucleocapside directamente
al citoplasma celular y es alli donde comienza la sintesis de los ARN mensajeros, a

partir de los segmentos genémicos virales.
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Figura 3.20 Interaccion entre las proteinas del virus Junin. Las glicoproteinas G1y G2 se
muestran como trimeros, los cuales se mantienen unidos por interacciones electroestaticas. El
endodominio de G2 interacciona con Z, la cual interacciona a la vez con las nucleocapsides

virales, las que a su vez contienen a la proteina N, L y al genoma viral.

Debido a la estrategia de codificacion ambisentido de los arenavirus, es necesario
que en el viribn se encuentre al menos una molécula de la ARN polimerasa
dependiente de ARN viral (proteina L) para poder comenzar la transcripcion del
genoma viral. Una vez iniciada la transcripcién del genoma ingresado, se generan
numerosas copias de las especies de orientacion antigendmica del ARN viral, los
ARNm de L y N, y mas adelante, probablemente después de la traduccion consistente
de las proteinas L y N, los ARNs S y L antigendmicos, que actian como formas
replicativas. Estas formas replicativas actian como moldes para la sintesis de las
especies de orientacion genomica del ARN viral (S y L) y de los ARNm tardios de Z y
de GPC. Esta estrategia replicativa permite la expresion de las distintas proteinas
virales en las etapas correspondientes del ciclo viral. En consecuencia, el complejo
GPC es ensamblado en microdominios en la membrana plasmatica, junto con Z, la
cual es direccionada a membrana junto con las nucleocapsides previamente
reclutadas (formadas por el genoma viral asociado a NP y L). Por tltimo, se produce el
ensamblaje de la particula en la membrana plasmatica y la brotacidon del viridén
mediada por la actividad de la proteina Z. En la figura 3.21 se muestra un esquema

del ciclo descripto.
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Figura 3.21 Esquema del ciclo de infeccidon arenaviral. El comienzo del ciclo ocurre con la
union de la particula viral al receptor celular, en este ejemplo el receptor de transferrina para
los virus del Nuevo Mundo, lo que produce la internalizacién de la particula a través de una
endocitosis mediada por clatrina. Luego a partir de la accion de la glicoproteina se produce la
fusion de la membrana viral con la de la vesicula, produciéndose asi la liberacion del genoma
viral al citoplasma celular. Esto desencadena la transcripcion del genoma y la sintesis del
antigenoma. A partir de la transcripcién se produce en una primera etapa la proteinaLy N, y a
partir del antigenoma se sintetizan nuevas cadenas gendémicas, las cuales seran incorporadas
en los viriones nacientes. A partir de estas moléculas se transcriben los genes de z y gpc.
Estas proteina seran transportadas a le membrana plasmatica donde se terminaran de

ensamblar los nuevos viriones.

Si bien esta concatenacion de eventos puede deducirse de la suma de los estudios
realizados sobre cada uno de los procesos por separado, estudios de criomicroscopia
electronica y de microscopia de fluorescencia han permitido estudiar en detalle la

localizacién de una gran parte de los componentes celulares y virales involucrados.
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En primer lugar el trabajo de Neuman y colaboradores (2005) analizé la estructura
de los virus Pichinde, Tacaribe y LCM por criomicroscopia electronica (Neuman et al.,
2005). A partir de este estudio se demostro la estructura pleomoérfica y envuelta de las
particulas, junto con la presencia de las espiculas correspondientes a los complejos de
las proteinas derivadas de GPC. Ademas, se evidencio6 la presencia de dos subcapas
electrodensas por debajo de la bicapa lipidica (BL) derivada de la membrana
plasmatica en la regién interna de las vesiculas, las cuales fueron asignadas a las

proteinas Z y NP, respectivamente (figura 3.22).

GPC

Bicapa
Lipidica

Figura 3.22 Criomicroscopia electronica de los virus Pichinde, Tacaribe y LCM. El esquema a
la izquierda representa a las proteinas virales segun lo que se observa en las criomicroscopias.
Imagenes extraidas de (Neuman ef al.,, 2005) Bicapa lipidica (BL), Nucleoproteina (NP) y

complejos de las proteinas derivadas de GPC (GPC)

Por otro lado, Schlie et al. (2010) realizaron un trabajo extenso sobre la localizacion
de las proteinas virales GPC, NP y Z, fuera del contexto viral, en células en cultivo.
Primero, se realizaron estudios de localizacion de las proteinas virales luego de
ensayos de expresion de esas proteinas solas, sin el agregado de ninguna otra
proteina viral. En estos ensayos, las proteinas derivadas de GPC localizan en
estructuras membranosas dentro del citoplasma, muy probablemente en el reticulo
endoplasmico, y en la membrana plasmética (figura 3.23 A). Por su parte, la
nucleoproteina NP se distribuye uniformemente por todo el citoplasma con un patrén
punteado (figura 3.23 B). En contraste, la proteina Z se localiza en grandes parches
alrededor del citoplasma (figura 3.23 C). Luego, se realizaron estudios de localizaciéon
de las proteinas virales después de ensayos de co-expresion de esas proteinas a
pares o de la triada. Después de la co-expresion, GPC y Z muestran una
colocalizacién parcial en estructuras vesiculares perinucleares (figura 3.23 D a H).

También se observo la colocalizacion parcial de la nucleoproteina y Z, aunque la co-
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expresion no modifica el patron correspondiente al obtenido de la expresién individual

de cada una de ellas (figura 3.23 J a M). Por el contrario, después de la co-expresion,
GPC y NP no evidencia colocalizacién de las mismas (figura 3.23 N a R). Sin
embargo, después de la co-expresion de las tres proteinas, GPC, Z, y NP colocalizan
en estructuras vesiculares en la region perinuclear, similares a las observadas

después de la co-expresion de GP y Z (figura 3.23 S a W).

Superposicion Aumento

GP+NP NF+Z GP+Z Expresion unica

GP+NP+Z

Figura 3.23 Colocalizacién intracelular de las proteinas GPC, Z, y NP del virus Lassa.
Inmunofluorescencia confocal de células epiteliales Huh 7 transitoriamente transfectadas para
la expresion de GPC, Z y NP. Figura tomada de Schlie ef al., 2010

Por ultimo, en este mismo trabajo Schlie et al. analizaron la polaridad de la entrada y
la salida del virus LCMV en células epiteliales, evidenciando una significativa
diferencia. En el proceso de entrada viral se observd una preferencia por la region
basolateral de las células, sitio donde también se observé una mayor cantidad del

receptor a-distroglicano. Por otro lado, en la salida viral se evidencio una marcada
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preferencia por la region apical de las mismas células, donde también se observo la
acumulacion de las proteinas derivadas de GPC, independientemente de la expresion

de otras proteinas virales (figura 3.24).
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Figura 3.24 Esquema de células epiteliales polarizadas. Las regiones apical y basolateral se
sefialan en el dibujo, junto las uniones estrechas (UE) o Tight junction. El receptor a-
distroglicano y el complejo GPC se esquematizan con simbolos rojos y verdes,

respectivamente.

Se conoce que los virus que se transmiten a través de aerosoles o por contacto con
la superficie de los liquidos corporales, en general atraviesan la barrera epitelial a
través de la regién apical. Mientras que las infecciones debidas a lesiones o picaduras
de insectos entran al tejido desde la region basolateral. En el caso de las fiebres
Hemorragicas por arenavirus, el contagio ocurre a través de los aerosoles de las
excreciones de los roedores, lo que no seria compatible con los resultados de Schlie y
colaboradores que estamos discutiendo. Sin embargo, en una publicacion del afo
2008 se sugiere que en los casos de JUNV y LCMV se requiere la presencia de
lesiones en el tejido epitelial de las vias respiratorias para que la infeccién viral ocurra
(Dylla et al., 2008).
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PARTICULAS TIPO VIRALES O VIRUS-LIKE PARTICLES

La primera vacuna desarrollada por Edward Jenner para combatir la viruela en el afio
1796, aunque solo recuperaba para el mundo occidental practicas y experiencias
desarrolladas mucho tiempo antes en china, india y Medio Oriente, fue el inicio de una
nueva era en la investigacion biomédica. A partir de este descubrimiento se desarrollaron
multiples vacunas veterinarias y humanas basadas en virus inactivados o atenuados, lo
que redundé en un gran avance en la calidad de vida de los seres humanos. Si bien las
vacunas han sido exitosas, existen algunos casos fallidos de virus que revirtieron a la
forma mas patogénica o que solo fueron parcialmente inactivados.

Como consecuencia, en la década del 70" del siglo XX, se describié por primera vez que
era posible producir una vacuna a partir de una Unica proteina viral. Finalmente, en el afio
1981, Kleid y colaboradores lograron clonar y expresar el polipéptido VP3 de FMDV (foot-
and-mouth disease virus) en E. coli y producir una vacuna Uutil para cisnes y ganado,
logrando asi la primer vacuna generada por técnicas de ingenieria genética (Kleid et al.,
1981). Gracias a los avances en la tecnologia de ADN recombinante, cinco afios después
se logré obtener la primer vacuna comercial a subunidad, la vacuna para hepatitis B a
partir de su antigeno de superficie (HBsAg). Si bien este tipo de vacunas son eficientes, la
expresion de una proteina viral aislada no mimetiza totalmente la naturaleza del agente
infeccioso. Es por eso que actualmente las vacunas basadas en particulas de tipo virales
(VLPs por virus-like particles) se postulan como soluciones prometedoras. Esto se ve
acentuado luego de haberse obtenido las primeras vacunas licenciadas por la autoridad
Federal de manejo de drogas de EE.UU. (FDA), basadas en la tecnologia de VLPs, las
vacunas contra el virus del papiloma humano Gardasil® (Merck & Co) y Cervarix®

(GlaxoSmithKline’s), en los afios 2006 y 2009 respectivamente.

Propiedades biotecnologicas

Las VLPs son particulas auto-ensambladas, no replicativas y no patogénicas, con
propiedades inmunogénicas naturales capaces de mimetizar la organizacion y la
conformacién del virus auténtico. Esto ultimo hace que las VLPs posean epitopes
conformacionales similares al virus complejo, por lo que se presupone mayor potencial
inmunogénico. Por otro lado, la alta repetitividad de epitopes en la superficie de las VLPs
es capaz de inducir respuestas humorales mayores en ausencia de adjuvantes, en
comparacién a los epitopes solubles o aislados.

Las VLPs han sido ampliamente utilizadas en diversos campos de la biologia. Se han

empleado como plataforma para vacunas contra agentes infecciosos, contra el cancer y
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para la vehiculizacibn o delivery de genes, proteinas o drogas (Chang ef al., 2011;
Gamaley et al., 2010; Kaczmarczyk et al., 2011; Ramqvist et al., 2007). La utilizaciéon de
sistemas basados en VLPs presenta diversas ventajas, en particular la ausencia de acidos
nucleicos en las particulas hace que las mismas puedan ser obtenidas en laboratorios
genéricos, carentes de sistemas sofisticados de contencién biologica (Chackerian, 2007;
Mena & Kamen, 2011). La naturaleza particulada y las dimensiones de las VLPs (25-200
nm) hacen que estas sean eficientemente internalizadas por las células presentadoras de
antigenos (APC), en particular, las células dendriticas (DC), quienes transportan los
antigenos a los nodos linfaticos para su posterior presentacion e induccion de la respuesta
inmune. Ademas, las DC poseen la capacidad de realizar la presentacién cruzada de los
antigenos endocitados, de manera tal que los mismos podrian ser expuestos utilizando la
via de MHC | y de MHC II. Esta ultima es mas eficiente con antigenos derivados de
particulas estructuradas que utilizando antigenos solubles (Harding & Song, 1994;
Kovacsovics-Bankowski et al., 1993; Storni & Bachmann, 2004)

Actualmente se estan desarrollando diversas vacunas basadas en VLPs (Roldao ef al.,
2010), las cuales se encuentran en distintos estadios de evaluacién. Las plataformas de
cada sistema, varian seguin el blanco viral evaluado. Desde virus proteicos a virus
envueltos, en sistemas procariotas a sistemas eucariotas (levaduras, células de insecto,
células de mamifero, etc.). Esto demuestra la amplia versatilidad de la produccién de
VLPs, permitiendo la obtencion de VLPs quiméricas, que permiten vehiculizar antigenos
fordneos al sistema viral utilizado para producir las particulas tipo virales.

Las VLPs estructuralmente simples, compuestas por una o dos proteinas, pueden
obtenerse en sistemas de produccién bacterianos. Si bien la produccion de proteinas en
bacterias es sencilla y poco costosa, ningin desarrollo basado en este tipo de sistemas ha
logrado ser comercializado para uso humano. Esto es consecuencia de la ausencia de
modificaciones postraduccionales complejas en los sistemas bacterianos y al incremento
de los costos de produccion al momento de eliminar completamente las toxinas
bacterianas. Por otro lado, los sistemas de produccion en levaduras poseen algunas de las
ventajas de los sistemas bacterianos en conjuncién con algunos beneficios de los sistemas
eucariotas. Actualmente existen 4 vacunas basadas en VLPs producidas en levaduras
aprobadas por la FDA (U.S. Food and Drug Administration) y la Agencia europea de
medicamentos: Recombivax HB® ((Merck & Co, vacuna recombinante anti hepatitis B),
Engerix-B® (GlaxoSmithKline’'s, vacuna recombinante anti hepatitis B), Hepavax-Gene®
(GreenCross Vaccine Corporation, vacuna recombinante anti hepatitis B) y Gardasil®
(Merck & Co, vacuna recombinante anti papiloma humano).

Para la obtencién de VLPs mas complejas pueden utilizarse los sistemas de expresion

en células de insecto utilizando baculovirus, los cuales presentan ventajas frente a los
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sistemas de células de mamifero. Son sistemas biotecnol6gicamente eficientes, en los

cuales las proteinas sobrexpresadas pueden alcanzar hasta el 30% de las proteinas
totales. Las células de insecto, como las levaduras y las bacterias, pueden ser cultivadas
en suspension, alcanzando altas densidades (Aucoin ef al., 2010), lo que facilita el proceso
de escalado. También estan disponibles variantes de medios de cultivo definidos (libres de
suero fetal bovino), lo cual evita la problematica y compleja remocion final de residuos del
suero y no requiere de incubadoras gaseadas con CO.. En resumen, la utilizacion de
células de insecto disminuye los costos y la complejidad en las etapas de produccién. Las
células de insecto son capaces de realizar modificaciones postraduccionales similares a
las células humanas, carecen de pirégenos y patdbgenos humanos, y si bien los baculovirus
son capaces de transducir células de mamifero, estan imposibilitados de replicar en las
mismas (Airenne ef al., 2009). Sin embargo, la principal desventaja y limitante de este
sistema es la significativa co-produccion y co-purificacion de los baculovirus brotantes.
Esto aumenta la complejidad del proceso de purificacion posterior de las vesiculas, o
requiere la inactivacion de los baculovirus, pudiendo afectar al producto final obtenido. Si
bien esto ultimo implica algunas desventajas del sistema, la reciente aprobacion de la FDA
de la vacuna Cervarix® producida en células de insecto y de la vacuna terapéutica
Provenge®, ambas en 2009, abre la puerta a futuros desarrollos en la medicina humana.
Por otro lado, para las vacunas de uso veterinario, este tipo de sistemas basados en
células de insecto/baculovirus podrian ser una muy buena opcion, dado que la presencia
de baculovirus inactivados en la preparacion han demostrado poseer caracteristicas
adjuvantes (Hervas-Stubbs ef al., 2007, Abe & Matsuura 2010).

Uno de los sistemas que aun no ha obtenido una vacuna licenciada, pero que resulta
prometedor, es el sistema de produccién en plantas transgénicas. Estos son sistemas
seguros, de bajo costo y de facil escalado. Sin embargo, su mayor desventaja es la
ausencia de modificaciones postraduccionales complejas, junto con la dificultad de obtener
VLPs correctamente ensambladas y estables

Finalmente, en el caso de que sean necesarias modificaciones postraduccionales
complejas los sistemas mas adecuados a utilizar son los de células de mamifero. Si bien
su mayor desventaja son los altos costos en la produccién, tanto en el proceso previo o
posterior a la generacion de vesiculas, las eficiencias obtenidas son similares a las de los
sistemas de células de insecto/baculovirus (1mg/l).

Como se ha detallado en este capitulo, existen diversas plataformas de produccion de
VLPs y numerosos sistemas de expresién para cada uno de ellos, debiéndose hallar la
combinacién correcta para cada caso en particular. Actualmente existe una clara tendencia
de las empresas farmacéuticas a la utilizacion de las VLPs como plataformas para la

produccion de vacunas seguras. El desafio consiste en hallar sistemas de produccion a
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bajo costo, para que los productos obtenidos de estos desarrollos sean abordables para
los paises subdesarrollados. Como consecuencia de los resultados presentados en esta
tesis, se discute la posibilidad de generar una plataforma genérica de producciéon de VLPs
basada en las caracteristicas funcionales de la proteina Z del virus Junin.
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INTRODUCCION

La proteina Z de los arenavirus posee un tamafio de 99 a 105 residuos
aminoacidicos, segun la especie viral. El 60% de los mismos participan en la
formacién del dominio RING ubicado en el centro de la proteina, el cual coordina dos
atomos de Zn?*. Ademas, como se detallard a continuacion, existen otras regiones
altamente conservadas entre las especies virales, algunas representativas de la familia
viral y otras de alguno de sus clados.

Por otra parte, como se menciond en el capitulo 3, las funciones asignadas a la
proteina Z son numerosas y variadas. En este sentido, es probable que haya existido
una optimizacién evolutiva de la secuencia proteica donde cada una de las regiones
conservadas haya jugado un rol central en la determinaciéon de las funciones de la
proteina, promoviendo su unién tanto a proteinas celulares del huésped como a
diferentes proteinas virales. Esto permite formular una serie de preguntas sobre la
relacion de Z en el ciclo replicativo viral. En este capitulo se analizara la estructura
primaria de la proteina Z, y se describira la funcion de cada uno de sus dominios y sus
regiones conservadas.
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RESULTADOS

Alineamiento de secuencias aminoacidicas

Con el objeto de analizar la secuencia aminoacidica de la proteina Z en la familia
Arenaviridae, se realizd un alineamiento multiple utilizando las secuencias
aminoacidicas ya reportadas de un total de 29 (tabla M.2) (materiales y métodos). En
este analisis se puede observar las secuencias aminoacidicas particulares de cada
especie, los sitios conservados y la variacion de longitud entre las mismas (figura 5.1).

Por otro lado, se representaron los resultados del alineamiento de secuencias
mediante Sequence Logo (Schneider & Stephens, 1990) con la finalidad de destacar
de forma simple las particularidades de la secuencia de Z (figura 5.2). Para no sesgar
este analisis hacia un determinado clado, se seleccioné un grupo mas reducido de
secuencias, tomando como maximo 2 representantes de cada una de las especies
virales.

De acuerdo a estos analisis es posible dividir la secuencia de la proteina Z en tres
regiones: i) la region N-terminal, entre el aminoacido 1 y el 36; ii) la region central entre
el aminoacido 37 y el 87 y iii) la region C-terminal entre el aminoacido 88 y el extremo
de la proteina.

En la figura 5.2, en la region N-terminal de la proteina Z, desde el residuo 1 al 6, se
indica el motivo de miristoilacién (sombreado en rosa), donde se destaca una glicina
en la posicion 2 totalmente conservada. En la posicion 3, con un grado relativamente
mayor de variabilidad se encuentran residuos basicos (K o R), con cadenas laterales
del grupo amida (Q o N), sulfhidrilo (C), o hidroxilo (S o Y). Estos residuos
probablemente constituyan un factor adicional para la asociacion a membranas
celulares (Maurer-Stron & Eisenhaber, 2004) o quiza formen parte del sitio de
reconocimiento de la enzima celular, N-miristoil transferasa. El resto de la regiéon N-
terminal presenta alta variabilidad, excepto por una isla presente en los arenavirus del
Viejo Mundo caracterizada por la secuencia consenso Rx(4)PD, donde x representa
cualquier aminoacido. La misma se encuentra subrayada y enumerada como 1 en el
panel C de la figura 5.2 (residuos 26-32).

En la region central de la proteina (residuos 37 a 87) se observa una distribuciéon
homogénea de sitios conservados. Esta regién contiene el mayor dominio de Z, y se
caracteriza por ser la region mas estructurada de la proteina. Particularmente se
destaca la presencia de los 8 aminoacidos necesarios para la coordinacién de los dos
atomos de Zn?', los cuales participan en el plegado del dominio RING, y que se

corresponden a 7 residuos de cisteina en las posiciones 43, 46, 56, 62, 65, 76, 79 y
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uno de histidina, en la posicion 59. Estos residuos se encuentran completamente

conservados en la familia viral, indicando una fuerte presion de selecciéon sobre este
motivo y su importancia biolégica. Por otro lado, se pueden observar residuos
altamente conservados en otras posiciones dentro de la region central. Por ejemplo los
residuos Kas, War y Ls3 estan totalmente conservados dentro de la familia, lo que
sugiere que estos sitios podrian ser necesarios en el plegamiento de Z, o incluso
podrian formar parte de interacciones proteina-proteina. Por ejemplo la interaccion con
PRH, (Topcu ef al, 1999), con elF4E (Kentsis et al, 2001), o con Z (homo-
oligomerizacion) (Wang et al.,, 2012). Por otro lado la secuencia inicial de la region
central presenta un dominio caracteristico para cada clado: L[YH]JGR[YF]N (37-42)
para el Nuevo Mundo y GP[ELQ][FNS] (39-42) para el Viejo Mundo (subrayada y
enumerada como 2 en la figura 5.2).

En la region central se observa el motivo tardio YLCL (subrayado en la figura 5.2 y
numerado como 3) el cual fue previamente descripto en otros virus (Bieniasz, 2006;
Lee et al., 2007; Pornillos et al., 2002) y se encuentra altamente conservado en la
familia (posiciones 60 a 63), y mayoritariamente en los miembros del Nuevo Mundo.
Un estudio reciente (Shtanko et al, 2011) ha involucrado al dominio YLCL en el
reclutamiento de la proteina N y en la interaccion con los complejos ESCRT,
ALIX/AIP1.

En las posiciones 80 a 87 se observa otro motivo conservado entre la familia viral
Kx(0,1)PLPTX[IL] (subrayado y enumerado como 4 en la figura 5.2). Wang y
colaboradores (2012) describieron que mutaciones en este sitio afectaban la homo-
oligomerizacion de la proteina Z, afectando de esta manera su funcion bioldgica
(Wang et al., 2012). Por otro lado, se sugirié que dentro de esta secuencia la leucina
de la posicion 83 estd implicada en la incorporacion de las nucleocapsides y
glicoproteinas en las particulas virales (Casabona et al., 2009).

Por dltimo, en la region C-terminal de la proteina Z se encuentran dos tipos de sitios
conservados que corresponden a los dominios tardios caracteristicos de las proteinas
de matrizz P[TS]JAP y PPPY (sombreados en verde en la figura 5.2) los cuales
participan en el proceso de brotacion viral (Capitulo 3). Ambos motivos se encuentran
presentes en el grupo del Viejo Mundo, mientras que en el grupo del Nuevo Mundo se
encuentra mayoritariamente el motivo P[TS]JAP. Un caso particular es el virus
Tacaribe, la especie del Nuevo Mundo aislada a partir de muestras de murciélagos, el
cual no posee los dominios tardios caracteristicos, sino un motivo ASAP, el que
aparentemente no funciona como dominio tardio. Ademas se ha demostrado que
Tacaribe es capaz de producir la brotacién viral por una via independiente de Tsg101,
pero si dependiente de la ATPasa Vps4A/B (Urata ef al., 2009).
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A. Arenavirus

Figura 5.2. Sequence Logo de la proteina Z de la familia Arenaviridae. En la parte superior se detallan las tres regiones principales de la proteina
Z. A. Corresponde al alineamiento mdltiple de todas las secuencias de la proteina Z de todos los arenavirus listados en la tabla 10.1 B. Secuencias del

funciones sugeridas. El recuadro sombreado rosa sefiala la regio hidrofébica a continuacion de la posicién de miristoilacion. El recuadro sombreado en

Nuevo Mundo. C. Viejo Mundo. Los motivos subrayado y numerado del 1 al 4 son motivos conservados en la familia, los cuales en su mayoria poseen
verde, indica los dominios tardios descriptos para la familia.
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Existe la posibilidad que estos dominios se encuentren en proteinas celulares
implicadas en el transporte de compartimentos membranosos. En el afio 2003 se
describio la presencia de motivos PTAP-like en la proteina Vps27 de levaduras y su
homologo en humanos, la proteina Hrs (mammalian hepatocyte receptor tyrosine
kinase substrate) (Pornillos ef al., 2003). Ambos son componentes del complejo
ESCRT-O0, el cual esta implicado en el trasporte multivesicular. Como se mencioné en
el capitulo 3, este transporte esta implicado en el direccionamiento de proteinas
ubiquitinadas a los endosomas, donde son agrupadas en microdominios que se
transforman en pequefias vesiculas. Posteriormente, las vesiculas brotan hacia el
interior del endosoma tardio, para formar los cuerpos multivesiculares. Estos, se
fusionan con los lisosomas, donde finalmente ocurre la degradacién de su contenido.

Normalmente, Vps27 es reclutada a la membrana de los endosomas a través de su
dominio FYVE. Este motivo interactta con el fosfatidil inositol 3-fosfato (PI3P) que se
encuentra en la membrana de los endosomas. Desde esa localizacién Vps27 recluta a
otros componentes del complejo ESCRT a partir de su dominio tipo PTAP (PSDP 524—
527 y PTVP 581-584). Finalmente el complejo ESCRT sera el encargado de la
brotacién de la vesicula (figura 5.3).

Los dominios tipo PTAP son equivalentes a los dominios tardios presentes en Gag y
en Z. Ambas proteinas se encargan, entre otras funciones, del redireccionamiento de
la maquinaria ESCRT celular a la membrana plasmatica, donde Gag y Z se
encuentran ancladas mediante el acido miristico por su extremo N-terminal. Esta
modificacién postraduccional, permite la unién a membrana, asi como los parches de
PI3P reclutan a Vps27. De esta manera Gag y Z, mimetizan a Vps27 redireccionando
la maquinaria de ESCRT a la membrana plasmatica, y promoviendo la brotacion viral
(figura 5.3) (Katzmann ef al., 2003). Esto ha sido empiricamente demostrado para la
proteina Gag de HIV, realizando el rescate de un virus de HIV defectivo en el dominio

tardio de Gag, a partir de la regién homoléga de Hrs. (Pornillos et al, 2003).
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Figura 5.3 Esquema de los procesos de brotaciéon viral y brotacién intraluminal. Las
proteinas celulares Vps27 y Hrs (ESCRT 0) contienen el dominio tipo PTAP, que producen el
reclutamiento de la maquinaria de transporte multivesicular ESCRT | (Vps27 une a Vps37,
Vps28 y Vps23, mientras que Hrs interactia con Tsg101). Tanto Vps27 como Hrs son
direccionadas a la membrana endosomal a partir del dominio FYVE, el cual une a PI3P. Los
complejos ESCRT | y ESCRT Il inducen la curvatura de la membrana y la formacion de la
vesicula. Finalmente el complejo ESCRT Ill produce la separacion de la vesicula de la
membrana, y es reciclado por la accion de una ATPasa.

Las proteinas virales Gag y Z (de la mayoria de los Arenavirus), poseen dominios PS/TAP,
los cuales unen a Tsg101 de manera analoga a lo anteriormente descripto, redireccionando la
maquinaria de ESCRT | al sitio de brotacion viral, y en consecuencia a los complejos ESCRT Il
y lll. Ambas proteinas se localizan en la membrana plasmatica, debido al dominio de

miristoilacién en la region N-terminal.
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DiscusION

Mediante la representacion grafica de Sequence Logo (figura 5.2) se describi6 la
conservacion aminoacidica de la proteina Z de los miembros de la familia
Arenaviridae. La misma se dividié en tres regiones principales de manera de facilitar
su estudio, y cada una de las regiones conservadas fue analizada en detalle. Si bien
muchos de estos dominios han sido previamente descriptos y/o caracterizados, existen
otros patrones detallados en el texto para los cuales aun se desconoce su funcion.

Por ejemplo, el motivo indicado como 2 en la region central es Unico para cada grupo
viral (Nuevo o Viejo Mundo) y estd altamente conservado dentro de los mismos.
Debido a que los Arenavirus del Nuevo Mundo y del Viejo Mundo poseen huéspedes
pertenecientes a dos subfamilias diferentes dentro de los roedores muridos
(Sigmodontinae 'y Murinae, respectivamente), es probable que el motivo 2, esté
relacionado con la definicion del rango de huésped de los Arenavirus.

El analisis global de la proteina Z indica un elevado grado de conservacién entre
grupos virales, mas aun entre especie o cepas. Por ejemplo, el andlisis de las
secuencias de la proteina Z pertenecientes a las cepas de la genealogia vacunal del
virus Junin, no presenta ninguna diferencia entre ellas. Claramente, la proteina Z del
virus Junin no esta involucrada en el proceso de atenuacion viral que permitié la
generacion de la vacuna Candid#1, ya sea por azar, debido a su corta secuencia o,
por que existe una fuerte presion de seleccion sobre esta secuencia que dificulta su
modificacion sin una alteracion significativa de la adaptabilidad viral. Justamente, las
diversas funciones asignadas a Z, que requieren de su interaccién con distintos

factores celulares y virales, abonan esta ultima posibilidad.
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INTRODUCCION

En este capitulo se presenta el desarrollo de herramientas que luego seran
utilizadas a los largo de este trabajo en ensayos de funcionalidad in vivo e in vitro. En
primer lugar se describe la expresion y purificacién de versiones recombinantes de la
proteina Z en un sistema procariota y en células de insecto, principalmente para
realizar estudios de cristalografia y analisis de la estructura tridimensional. Luego, se
muestra la optimizacién de la expresion de las proteinas recombinantes (Borio, Tesina
de licenciatura, 2008). En este trabajo se realizd la optimizacion de la purificacion de
las proteinas recombinantes en E.coli, en colaboracion con el Instituto Pasteur de
Paris, en la Unité de Virologie Structurale bajo la direccion del Dr. Felix Rey. En el
proyecto original, entre otras tareas, se planificé la cristalizacién de la proteina Z
formando un complejo proteico con alguna de las proteinas con las que Z es capaz de
interaccionar. Para esto se seleccion6 al factor de iniciacion de la traduccion elF4E, el
cual fue clonado, expresado y purificado en E. coli. Sin embargo, previamente a la
finalizacion de nuestros experimentos, Volpon et al. (2010) describieron la estructura
del complejo mencionado mediante RMN resaltando la flexibilidad del mismo, lo que
presentod indicios de que la estrategia de cristalizacion no era la 6éptima para este par
proteico. A partir de ello, se reestructuraron los objetivos planteados, derivando en los
resultados que luego se detallaran en la seccion IV de este trabajo.

Por otro lado, en este capitulo se detalla la produccion de sueros policlonales contra
Z (a-Z) y contra GFP (a-GFP), los cuales seran utilizados en los ensayos presentes en
este estudio. Esta produccion fue realizada en colaboracién con el Laboratorio de
Inmunologia y Virologia de la Universidad Nacional de Quilmes, bajo la direccion de la

Dr. Graciela Glikmann.

79



DESARROLLO DE HERRAMIENTAS
CAPITULO 6






80

Estudio de la funcion y actividad de la proteina Z del virus Junin

RESULTADOS

PRODUCCION DE PROTEINAS RECOMBINANTES

El objetivo general de un sistema de expresion heterdlogo es obtener una proteina
purificada en su conformacioén nativa, y a veces activa. Z es una proteina viral pequefia
(aproximadamente 11 kDa), normalmente expresada en células de mamiferos durante
las fase tardia de la infeccion por arenavirus. Por lo tanto, es esperable que la
sobreexpresion de la proteina Z en su forma nativa fuese mas facil de optimizar en un
sistema de expresién eucariota (en células de mamiferos, insectos u hongos). Sin
embargo, existen algunas aplicaciones para las cuales no es necesario obtener la
proteina en la conformacién nativa, por ejemplo, para la producciéon de anticuerpos.
Ademas, se ha reportado que en muchas proteinas las modificaciones post-
traduccionales son escasas, por lo tanto, en estos casos los sistemas de expresion
bacterianos son realmente ventajosos, debido a los mayores niveles de expresion
obtenidos y a la reduccién de los costos, en comparaciéon con la expresién en sistemas
eucariotas (Demain & Vaishnav, 2009). Por lo tanto, el sistema sera seleccionado
dependiendo la aplicacién del producto final obtenido.

Durante el analisis de la expresién de la proteina Z en bacterias, no fue posible
obtener el producto sin la fusién de secuencias heterélogas. Probablemente, esto sea
consecuencia de cierto grado de citotoxicidad de la proteina Z.

Varias estrategias de expresion fueron analizadas, incluidas distintas cepas de E.
coli con diferentes propiedades biologicas, sin embargo, sélo fue posible purificar Z
cuando se fusion6 una secuencia heteréloga en sus extremos, probablemente debido
a que la fusion logro estabilizar la proteina recombinante, mejorando asi los niveles de
expresion.

En este trabajo, se realiz6 la sobre-expresion de tres variantes recombinantes de la
proteina Z: Tio-Z-V5-His, GST-Z, y His-Z. Estas construcciones tuvieron como objetivo
la expresion de las versiones recombinantes para la realizacion de estudios de
cristalografia, mientras que Tio-Z-V5-His también seria utilizada para la obtencién de

un suero policlonal a-Z.

Tio-Z-V5-His

Para la expresion de la proteina Z de la cepa Candid#1 del virus Junin en E. coli se
construyé un plasmido de expresion basado en pET102/D-TOPO, que contenia
clonado el ORF del gen z, bajo el control del promotor de la ARN polimerasa del fago

T7. El mismo se fusion6 por el extremo N-terminal al ORF de la proteina Tiorredoxina



Desarrollo de Herramientas CAPITULO 6

(Tio), y al epitope V5 con un poli histidina (His) por el extremo C-terminal (figura 6.1).

Por otro lado, el polipéptido de fusion codificado posee un sitio de corte para la
proteasa especifica enteroquinasa (ENK) que permite separar la tiorredoxina del resto

de la proteina (Cherfiac, Tesina de licenciatura, 2006).

T7prom i
L To H z

ENK
12.81kDa 14,54 kDa
27,33 kDa

Figura 6.1. Esquema de las construcciones plasmidicas conteniendo el ORF de la
proteina Z. Plasmido recombinante que contiene la secuencia para la proteina Tio-Z-V5-His,
bajo la regulacion del promotor T7Prom. Entre el ORF de la proteina Tioredoxina y el de la Z, se
encuentra el sitio para la proteasa Enteroquinasa. Y en el extremo C-terminal se encuentran el

epitope V5 y la cola de histidinas.

Expresion de Tio-Z-V5-His

La cepa de E. coli, BL21 (DE3), contiene el gen de la ARN polimerasa viral del fago
T7 regulado bajo el operador /ac. La presencia de IPTG en el cultivo celular permite la
induccion de la ARN polimerasa y la transcripcion de la secuencia clonada en el vector
de expresion (pET102/D-TOPO) a partir de su promotor (T7 prom).

Luego de evaluar varias condiciones de induccion y crecimiento del cultivo, los
parametros Optimos para la expresion fueron la induccion del cultivo una vez
alcanzada una DQOggo de 1, utilizando para ello una concentracion final 1 mM de IPTG,
e incubando a 37 °C y 220 rpm durante 4 h. El perfil de expresion de la proteina
recombinante Tio-Z-V5-His obtenido se muestra en la figura 6.2 A, donde Ty indica el
momento donde el IPTG fue agregado al cultivo y Tr corresponde al tiempo final del
cultivo. Cercano al peso molecular de 30 kDa es posible observar una banda de
proteina sobre expresada, la cual se encuentra ausente en los tiempos iniciales. En
orden de continuar con los pasos correspondientes a la purificacion de la proteina
recombinante, es necesario analizar la solubilidad de la misma en el citoplasma
bacteriano. Para ello se probaron distintos métodos de ruptura celular, siendo la
utilizacion de ruptura mecanica por presion con el homogenizador Emulsiflex-C5

homogenizer (Avestin) a 1000psi la técnica 6ptima. La muestra una vez procesada, es
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centrifugada obteniéndose dos fracciones independientes, la fraccion soluble e
insoluble. En la figura 6.2 B es posible observar la presencia de la proteina
sobrexpresada en ambas fracciones. A pesar de observarse una proporciéon
considerable de proteina de interés en la fraccion insoluble, el porcentaje soluble es

suficiente para continuar los estudios.

Mmw T, T T, T MW P S
‘-3-1' : ! ‘:! 50 kDa =2 | wu
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50 kDa—3 | e S
a_._. R 30 kDa —»
40 kDa —» .
-_— - 25 kDa —3|
Kl
. s 20 kDa —>
30 kDa —> a— A
o B o J 15 kDa —> .

Figura 6.2. Expresion de la proteina Tio-Z-V5-His. A. SDS-PAGE 12% de las muestras del
cultivo correspondientes al tiempo inicial (To) y 4 hs posterior a la inoculacién a 37°C (Te). La
flecha roja indica la proteina recombinante Tio-Z-V5-His. B. SDS-PAGE 15% de las fraccion
insoluble (P, pellet) y soluble (S) del cultivo expresando Tio-Z-V5-His. La flecha roja indica Tio-
Z-\/5-His.

Purificacion de Tio-Z-V5-His

Teniendo en cuenta la presencia de la cola de histidinas agregada en el extremo
carboxilo de la proteina de fusion Tio-Z-V5-His, se utiliz6 una cromatografia de
pseudoafinidad mediante metal inmovilizado (IMAC-Ni*?) para su purificacion. La
separacion fue monitoreada por UV280.m (Xaps fenilalanina) y UV254n,  (Aabs
triptofano), y la elucion fue realizada mediante la aplicacion de un gradiente de
imidazol desde 20 mM a 500 mM- Como se observa en la figura 6.3 A, el perfil
cromatografico presenta dos picos mayoritarios, el primero corresponde a 250 mM de
imidazol y presenta valores de absorbancia a 254 nm (curva roja) superiores a los
valores de 280 nm (curva azul), mientras que el segundo pico eluye a 450 mM de
imidazol y se observa mayor absorbancia a 280 nm. Las fracciones correspondientes a

cada pico fueron colectadas y analizadas por SDS-PAGE, el cual se observa en la
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figura 6.3 B. En la misma se muestra que la banda mayoritaria en ambos picos

corresponde con el peso molecular de Tio-Z-V5-His. (27 kDa).
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Figura 6.3. Purificacion de la proteina Tio-Z-V5-His. A. Perfil cromatografico (IMAC)
correspondiente a la elucion de la proteina Tio-Z-V5-His mediante la aplicacion de un gradiente
de imidazol (El eje Y corresponde al porcentaje de imidazol, Linea negra). La linea roja
corresponde a los valores de UV2s4 nm y la linea azul a UVasonm. Las fracciones 9 a 12
(sefialadas en el eje X) corresponden al primer pico, mientras que las fracciones 13 a 21, al
segundo. B. SDS-PAGE 12% de las fracciones correspondientes a la elucion de la proteina
Tio-Z-V5-His. La flecha indica Tio-Z-V5-His.

Para analizar los picos obtenidos y aumentar la pureza de la proteina de interés, las
fracciones seleccionadas correspondientes a cada pico fueron concentradas y
separadas por filtracién en gel en una columna Superdex 200 (Amersham, Ge) (figura
6.4). El perfil de eluciéon correspondiente al primer pico muestra la purificacion de la
proteina de 27 kDa con un méximo valor relativo de absorbancia de 25 mAU, y el
analisis por SDS-PAGE evidencia la baja concentracion de la misma (figura 6.4 A, 1°
pico). Por otro lado, en el perfil de eluciéon del segundo pico se observa la purificacion

de la proteina con un valor maximo de absorbancia de 200 mAU, distribuido en 9
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fracciones (figura 6.4 B, 2% pico). En el analisis por SDS-PAGE de estas fracciones
observa el nivel de pureza de la proteina Tio-Z-V5-His. Estas fracciones (8-16) fueron
agrupadas y dializadas para su posterior tratamiento con enteroquinasa (figura 6.4 C).
El rendimiento obtenido de la proteina Tio-Z-V5-His purificada fue de

aproximadamente 10-12 mg por litro de cultivo bacteriano.
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Figura 6.4. Purificacion mediante Gel filtracion de Tio-Z-V5-His. A. Perfil de elucion de la
muestra correspondiente a las fracciones del 1¢ pico. B. Perfil de elucién de la muestra
correspondiente a las fracciones del 2% pico. El eje Y representa los valores de absorbancia
relativos, mientras que el eje X contiene los tiempos de elucion (ml). Las lineas roja y azul
indican la absorbancia a 254 nm y 280 nm respectivamente. Los pesos moleculares estimados
de cada pico se indican en numeros rojos. Los mismos fueron determinados utilizando un
patrén de peso molecular previo a la filtracién de la muestra. (Standard gel filtration, BioRad).
En ndmeros azules se indica el valor maximo de absorbancia de los picos de 27 kDa. C. SDS-
PAGE 12% de las fracciones de gel filtracion de cada pico. La flecha roja indica la proteina Tio-
Z-\/5-His.
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Protedlisis de Tio-Z-V5-His con la enzima Enteroquinasa.

Para obtener la proteina Z sin tiorredoxina, se traté Tio-Z-V5-His con la proteasa
Enteroquinasa, la cual reconoce un sitio especifico ubicado entre Tioredoxina y Z
permitiendo separar a la tiorredoxina (12,8 kDa) de la proteina Z-V5-His (14,5 kDa).

Para esto, las fracciones 8 a 16 obtenidas de la filtracion en gel del segundo pico
(figura 6.4) fueron colectadas, concentradas (Vivaspin 25,000 MWCO, Sartorious),
dializadas y confirmada su pureza mediante SDS-PAGE (figura 6.5 A). Luego, la
proteina fue incubada con Enteroquinasa durante dos horas y la eficiencia del proceso
se evalu6é mediante SDS-PAGE (figura 6.5 B).
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Figura 6.5. Proteélisis de Tio-Z-V5-His y purificacion de Z-V5. A. SDS-PAGE 12% de las
fracciones colectadas de la filtracion en gel de Tio-Z-V5-His. Esta fraccion es el sustrato de la
reaccion de protedlisis. La flecha indica Tio-Z-V5-His. B. SDS-PAGE 15% de la reaccion de
protedlisis con enteroquinasa. La primera y ultima linea corresponde a Tio-Z-V5-His purificada,
mientras que las lineas centrales corresponden a la reaccion de protedlisis. Las flechas indican
los productos de la reaccion, tiorredoxina y Z-V5-His.

Purificacion de Z-V5-His

Teniendo en cuenta que sélo el fragmento Z-V5-His retiene la capacidad de unirse a
la resina de Ni?* inmovilizado, es posible separar ambos productos de la protedlisis
mediante una cromatografia IMAC. Para esto, la fraccién tratada con Enteroquinasa
fue sometida a una cromatografia de afinidad como se describié previamente, y fue
posible observar tres picos de absorbancia (figura 6.6). El primero, en el lavado de la
columna correspondiente a la proteina tiorredoxina, el segundo pico fue el
correspondiente a Z-V5-His (100mM de imidazol), mientras que el tercer pico
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corresponde a Tio-Z-V5-His sin cortar (300mM de imidazol). Las fracciones
correspondientes al pico de Z-V5-His fueron colectadas, concentradas y la presencia
de la proteina fue confirmada por SDS-PAGE y western blot utilizando anticuerpos
anti-His (figura 6.6 B y C).
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Figura 6.6. Purificacion de Z-V5-His. A. Cromatografia de afinidad (His-Trap) de la reaccién
de protedlisis de Tio-Z-V5-His. El primer pico corresponde a la proteina tiorredoxina, el
segundo a Z-V5-His y el tercero a Tio-Z-V5-His. La linea roja representa el gradiente de
imidazol, desde 20mM a 500mM. B. SDS-PAGE 15% de Z-V5-His purificada mediante
cromatografia de afinidad (His-trap). La flecha indica Z-V5-His. C. Western blot de la

purificacion de Z-V5-His, utilizando anticuerpos anti-His. La flecha indica Z-V5-His.

GST-Z

El ORF de z de la cepa Candid#1 fue clonado (Cherfiac, Tesina de licenciatura,
2006) en el vector pGEX-B (GE Healthcare). De esta manera, la secuencia codificante
de interés quedod fusionada por su extremo carboxilo con el extremo 3 del ORF que
codifica para la enzima Glutation-S-Transferasa (GST) presente en el vector (plasmido
pGST-Z)
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Expresion de GST-Z

A partir del plasmido pGST-Z (Cherfac, Tesina de licenciatura, 2006), que contenia
el ORF de gst fusionado al ORF de z de la cepa de Candid#1, bajo el control del
promotor hibrido fac, se llevo a cabo la optimizacién de la expresion y purificacion de la
proteina GST-Z (figura 6.7).

ptac
GST A Z
Fxa
26,29 kDa " 11,56 kDa
37,85 kDa

Figura 6.7. Esquema de la proteina recombinante GST-Z regulada por el promotor de ptac.
Entre la secuencia de GST y Z se encuentra la secuencia de reconocimiento de la proteasa
especifica, Factor Xa la cual produce dos péptidos de 26,29 kDa y 11,56 kDa

Como se describié anteriormente, se ensayaron varias condiciones de expresion
(Borio, Tesina de licenciatura, 2008), y se escogieron como optimas la temperatura de
cultivo: 37 °C; velocidad de rotacién del cultivo: 220 rpm; concentracién de inductor
(IPTG): 1 mM; y densidad del cultivo al momento de inducir: DOgoo nm= 1.
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Figura 6.8. Expresion de GST-Z. A. Andlisis mediante SDS-PAGE 12% del perfil de expresion
de la proteina GST-Z, donde To representa el tiempo inicial de induccion del cultivo y Tr el
cultivo inducido luego de 20 hs a 20°C. B. Andlisis mediante SDS-PAGE 12% de la ruptura
celular (S, fraccion soluble; P, fraccion insoluble).
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La expresion luego de 20 hs post-induccién muestra la presencia de una banda
sobrexpresada con un peso molecular aproximado al de GST-Z (37 kDa) (figura 6.8
A), ausente en la muestra control (tiempo 0 de induccion). La solubilidad de la proteina
fue un parametro importante para su posterior purificacion, por lo que se analizaron las

fracciones solubles e insolubles luego de la lisis celular (figura 6.8 B).

Purificacion de GST-Z

Luego de la ruptura celular, la fraccion soluble fue utilizada para purificar GST-Z en
batch utilizando una resina Gluthathione Sepharose 4B (Amersham). Como se observa
en la figura 6.9 A, una parte de la proteina de interés se obtuvo en el sobrenadante de
la incubacion de la resina con el lisado celular (Vo), lo que indicaria una posible
saturacion de la resina para la muestra utilizada. Por otro lado, se obtuvo la proteina
deseada en las etapas de elucion con glutation (E1, y E2). También se observan dos
bandas que co-purifican con GST-Z de aproximadamente 29 kDa y 25 kDa. Al ser
eluidas junto a la proteina de interés GST-Z, luego del agregado del glutatiéon, podria
asumirse que las mismas poseen sitios de interaccién con la resina cromatogréfica, y
su presencia podria deberse a productos de degradaciéon de la proteina de interés. La
cantidad de proteina GST-Z obtenida fue aproximadamente de 5-8 mg por litro de
cultivo procesado. La proteina GST utilizada como control de los experimentos fue
expresada y purificada de la misma manera que GST-Z, a partir del plasmido pGEX-b.

Las fracciones eluidas fueron unificadas, concentradas y separadas mediante una
resina de filtracién en gel (Superdex 200, Amersham).

Como se observa en la Figura 6.9 B se obtuvieron dos picos mayoritarios, de
aproximadamente 700 kDa y 40 kDa. Este ultimo corresponde a la fraccion de la
proteina GST-Z monomérica, mientras que la otra fraccion podria deberse a
agregados o multimeros de la proteina. El analisis por SDS-PAGE muestra mayor
presencia de la proteina GST-Z a partir de las fracciones correspondientes al primer
pico (~700 kDa), y por otro lado que las bandas de 29 kDa y 25 kDa co-purifican en
ambos picos (figura 6.9 C).
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Figura 6.9. Purificacion de GST-Z. A. Analisis mediante SDS-PAGE 12% de la purificacién de
GST-Z utilizando la resina Gluthathione Sepharose 4B (Amersham). S, fraccion soluble; Vo,
frente de columna; Lav., Lavado de la columna con PBS; E1 y E», fracciones de elucion con PBS
1X'y 25 mM de glutation reducido respectivamente. En todos los casos la flecha roja indica la
proteina GST-Z. B. Purificacion de GST-Z utilizando una resina de filtracion en gel. Las lineas
roja y azul corresponden a los valores de absorbancia a 254 nm, y 280 nm respectivamente. En
el eje x se indican los numeros de las fracciones obtenidas. Los pesos moleculares de cada
fraccion se correlacionaron con los valores de elucién de un patron de peso molecular (Gel
filtration Standard, BioRad). C. Andlisis mediante SDS-PAGE 12% de las fracciones 6-16
obtenidas a partir de la cromatografia. Las flechas rojas indican la banda correspondiente a
GST-Z, y las dos bandas que co-purifican con ella.

Protedlisis de GST-Z con la enzima Factor Xa

Con el objetivo de obtener Z sin el dominio de GST, la proteina purificada fue
dializada e incubada con la proteasa Factor Xa. Los productos esperados luego del
tratamiento, GST (25 kDa) y Z (12 kDa) fueron observados mediante SDS-PAGE

(figura 6.10 A) y confirmados mediante western blot (figura 6.10 B).
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Figura 6.10. Protedlisis de GST-Z con el Factor Xa. A. Analisis mediante SDS-PAGE 16% de
la cinética de reaccion de protedlisis. T+1-Ts representan 1 h, 2 hs, 4 hs, 6 hs y 16 hs. En la
primera y ultima linea del gel (GST-Z y GST) se encuentran los controles de la proteina GST-Z,
sin tratamiento, y GST purificada. B. Andlisis mediante western blot de la reaccién de
protedlisis, utilizando anticuerpos a-Z y a-GST (Santa Cruz Biotechnology). En los extremos de

la figura se encuentran las proteinas control Z-V5-His y GST-Z sin tratamiento.

Como se muestra en la figura 6.10 A fue posible detectar una banda de
aproximadamente 12 kDa correspondiente a Z, la cual se observa de manera muy
tenue en el SDS-PAGE como también una minima proporcién de GST-Z sin cortar, la
cual se observa en la parte superior de las calles de las muestras tratadas con FXa.
También se detectan las bandas de 29 kDa y 25 kDa en la muestra sin procesar. El
analisis mediante western blot confirma la identidad de cada banda (figura 6.10 B). La
visualizacion de una unica banda de 12 kDa (utilizando anticuerpos anti Z) indicaria
que las bandas de degradacion de GST-Z (29 kDa y 25 kDa) se estarian obteniendo a

partir de la degradacion del extremo N-terminal, donde se encuentra GST.

Ensayos de protedlisis limitada

La técnica de protedlisis limitada es cominmente utilizada para analizar la presencia
de dominios conformacionales protegidos 0 menos accesibles a proteasas. Esto ultimo
permite determinar dominios estructurados, que suelen ser mejores sustratos para la
purificacion y posterior cristalizacion. Como se mencioné anteriormente, durante la
expresion y purificacion de GST-Z se observé la presencia de dos péptidos de menor
tamarfio, posiblemente productos de degradacién de la proteina completa. Con el
objetivo de eliminar estos co-productos se analizé la posibilidad de identificar dominios

de mayor estabilidad mediante esta metodologia.
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A partir de GST-Z purificada se realiz6 un ensayo de protedlisis limitada con

distintas concentraciones de tripsina (Try) y quimiotripsina (Chy). Como se observa en
la figura 6.11 A la utilizacién de la enzima tripsina produce la desaparicion de la banda
correspondiente a GST-Z y un aumento de la banda de 25 kDa, mientras que la
protedlisis con quimiotripsina parece conservar varias estructuras de distintos pesos

moleculares. En base a este resultado se escogié a la quimiotripsina para analisis

posteriores.
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Figura 6.11. Protedlisis limitada de GST-Z. A. SDS-PAGE 15% de las muestras de la
protedlisis limitada de GST-Z con las enzimas tripsina y quimiotripsina en distintas diluciones.
B. SDS-PAGE 15% de la protedlisis limitada con quimiotripsina en diferentes diluciones. En el
grafico se indican los péptidos secuenciados (I, Il y Ill). C. Esquema de la proteina
recombinante GST-Z y sus productos de protedlisis con el FactorXa. D. Esquema de GST-Z
donde se indican los primeros seis aminoacidos de los péptidos I, Il y Ill, junto con su
localizacion en la secuencia aminoacidica. También se indican los pesos moleculares de la
proteina completa, y luego de la protedlisis con el Factor Xa.

Los péptidos co-purificados y los obtenidos luego del tratamiento con quimiotripsina,
(figura 6.11 B) fueron analizados mediante secuenciacién de la porcion N-Terminal
(Applied Biosystems Sequencer AB1494). Las secuencias se indican en la figura, y
como puede observarse la banda | (fragmentos co-purificados) comienza con los

primeros 6 aminoacidos de GST (MSPILG), confirmando la hipotesis de degradaciéon
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de GST-Z, mientras que las bandas Il y Il (productos de la incubacion con
quimiotripsina) concuerdan con la porcién C-terminal de GST (LNGDVH) y la region
central de Z previa el motivo RING (GRYNCK), respectivamente. Por dltimo, no fue
posible reconocer un dominio significativamente estructurado, por lo que no se

modifico la secuencia de la proteina de interés (figura 6.11 C).

His-Z

Para la expresion de la proteina Z en células de insecto se utilizé el sistema Bac-to-
Bac. ElI ORF de z fue clonado en el vector pFastBac-HTa (Invitrogen) fusionado a una
cola de histidinas en su extremo N-terminal (como se muestra en la figura 6.12), la
cual puede ser removida mediante la accién de la proteasa (Cherfac, Tesina de
licenciatura, 2006) (pFast-Z). El vector con el inserto de interés es transformado en
una cepa de E. coli que contiene el genoma modificado (bacmido) del baculovirus
AcMNPV (Autographa califérnica multiple nuclear poliedrosis virus). Mediante un
mecanismo de transposicion in vivo se transfiere el cassefte conteniendo el gen de
interés al genoma viral. EI genoma recombinante es aislado y transfectado en células
de insecto de Spodoptera frugiperda (Sf9). Luego de 120 hs de incubacién, se
recuperé el sobrenadante de las células transfectadas, donde se encontraban
presentes los baculovirus brotantes correspondientes a la primer progenie de
baculovirus recombinantes (Ac-Z). Con el fin de obtener un stock viral de mayor titulo,
y posteriormente ensayar la expresion de la proteina recombinante, el sobrenadante
fue utilizado como inéculo para la reinfeccion de cultivos de células Sf9. El stock viral
obtenido fue titulado por ensayo en placa obteniéndose un titulo aproximado de 1,7
107 pfu/ml.

Polh prom

TEV

15,43 kDa

Figura 6.12. Esquema de la construccion del que codifica para la proteina de fusion His-
Z. El gen esta regulado por el promotor de poliedrina (pol prom). En el extremo N-terminal se
encuentra una cola de histidinas y el sitio para la proteasa TEV.



Desarrollo de Herramientas CAPITULO 6

Expresion de His-Z

A partir de los virus recombinantes obtenidos, se infectaron cultivos de células sf9 a
distintas MOI (multiplicity of infection, 10, 5y 1). Se analiz6 el nivel de expresion para
cada condicion de infeccion y se observd un leve aumento a medida que se
incrementd la MOI. Se seleccioné la MOI de 5 como condicion de infeccion (Datos no
mostrados).

La expresion de His-Z se analizé mediante western blot (figura 13). Se detectaron
dos bandas mayoritarias, posiblemente producto de inicio de traduccion internos en la
region reguladora del gen de fusion. Las mismas no se detectaron en los controles
negativos (fraccion celular de células Sf9 sin infectar (figura 6.13, linea 3) o la fraccién
de células infectadas con el bacmido Wild type (figura 6.13, linea 4). Como control

positivo del ensayo se utilizé la proteina Z-V5-His previamente purificada.

Ac-Wild Type

Ac-Z
Ac-Z
Sin inf

1
=
B
o
N

37 kDa —>»

25 kDa —>
20 kDa —>»

15 kDa —»

10 kDa —>

Figura 6.13. Deteccion de la expresion de His-Z en la fraccion celular. A. Western blot de la
fraccion celular de células Sf9 infectadas con Ac-Z, utilizando anticuerpos a-Tio-Z-V5-His. Las
lineas 1 (Ac-Z) y 2 (Ac-Z) corresponden a la infeccién con Ac-Z, la linea 3 corresponde a células
Sf9 sin infectar (Sin Inf.), mientras que la linea 4 son células Sf9 infectadas con el bacmido wild
type (Ac-WildType). En la linea 5 (Z-V5-His) se encuentra el control de la técnica, la proteina Z-
V5-His.

elF4E

Expresion de elF4E

El factor elF4E es una proteina integrante del complejo de iniciaciéon traduccional en
células de mamiferos. Este proceso comienza con la identificacién del codon de inicio
al cual se une el complejo de pre-iniciacion 43S, conteniendo el ARN; para el

aminoacido metionina y los factores elF1, 1A, 2, 3 y 5, los que se unen con el extremo
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CAP 5 del ARNm (m’GpppN). Esta interaccion es facilitada por elF4E, quien
interacciona directamente con el CAP, elF4G (proteina de andamiaje) y elF4A (ARN
helicasa) (Sonenberg & Hinnebusch 2009). Estudios previos demostraron que la
proteina Z de algunos arenavirus pose la capacidad de interaccionar, mediante su
motivo RING finger, con el factor elF4E, disminuyendo su afinidad por el CAP,
inhibiendo de esta manera la traduccion proteica (Marcotrigiano et al., 1997; Campbell
Dwyer et al., 2000; Kentsis et al.,, 2001; Volpon et al., 2008). Aprovechando la
propiedad de Z de interactuar con elF4E se planteé como objetivo cristalizar la
proteina Z en conjunto con una de las proteinas con las que interacciona. Esta
estrategia permite tener complejos proteicos mas estables permitiendo una mejor
cristalizacién de la proteina. En este sentido, a continuacion se describe el clonado
expresion y purificacion del factor elF4E, y en el siguiente capitulo los ensayos in vitro
que se realizaron para formar el complejo Z-elF4E, con el objetivo final de obtener
cristales.

Para analizar la expresion del factor celular elF4E, el ORF fue sintetizado y clonado
en el vector de expresion pET-28a+ bajo el promotor plac. De esta manera se obtuvo
una construccion plasmidica adecuada para la expresion de elF4E en E. coli sin

secuencias heterdlogas agregadas (figura 6.14).
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Figura 6.14. Esquema del plasmido pET-elF4E. En el esquema se indica los sitios que se
utilizaron para clonar el ORF elF4E, y los elementos mas importantes que contiene el plasmido
de expresion. (pT7: promotor del fago T7, lacl: gen del represor lac; kan: gen de resistencia a
kanamicina; operador lac: secuencia de union al represor Lacl). Por otro lado se indica el PM
tedrico de la proteina que codifica el ORF elF4E.
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Las bacterias transformadas con la construccion pET-elF4E fueron inducidas con
0,4 mM de IPTG durante 4 hs. La muestra previa a la induccion (To) y la
correspondiente al tiempo final del cultivo (T¢) fueron analizadas mediante SDS-PAGE,
al igual que las muestras correspondientes a la fraccion soluble e insoluble (figura
6.15). Es importante destacar la conveniencia de utilizar un sistema procariota para la
producciéon de elF4E, dado que las bacterias son incapaces de sintetizar m’GTP (7-
metilguanosina trifosfato, m’GTP), por lo que la proteina producida estara libre de

CAP, permitiendo su posterior purificacion mediante esta interaccion.

75 kDa —>»

58 kDa —»
43 kDa —>

34 kDa —>»
26 kDa —>

17 kDa —>

10 kDa —> L

Figura 6.15. Expresion de la proteina elF4E. SDS-PAGE 15% de las muestras
correspondientes al inicio de la induccion del cultivo (To) y al final de la incubacion (Te), junto
con las muestras de las fracciones soluble e insoluble. Las flechas rojas indican la banda

sobrexpresada de aproximadamente 25 kDa, también presente en la fraccién soluble.

Purificacion de elF4E

Con el objetivo de purificar la proteina elF4E sin la adicién de secuencias
heterologas, se aprovecho la capacidad de la misma para unir a m’GTP, utilizando
una resina unida a m’GTP (m’GTP-Sepharose, Amersham). Como material de partida
de la purificacion se utilizo la fraccién soluble obtenida (figura 6.15). Las fracciones
obtenidas conteniendo elF4E fueron agrupadas, concentradas y cargadas en una
columna Superdex 200 (figura 6.16 A y B). Este ultimo paso confirmé que la proteina
de interés se encontré6 mayoritariamente en su forma monomérica (no agregada)
(figura 6.16 C).
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Figura 6.16. Purificacion de elF4E. A. Analisis mediante SDS-PAGE 15% de la purificacién
mediante columna de afinidad de la proteina elF4E. (Vo), volumen muerto de la columna de
afinidad; (Lav.), muestras correspondiente al lavado con buffer de equilibrio; (2 — 12),
fracciones luego de la elucion con GDP. B. Cuantificaciéon de cada fraccién obtenida mediante
el método de Bradford. C. Perfil de elucidén de la purificacion de elF4E mediante columna de

filtracion en gel.

PRODUCCION DE SUEROS POLICLONALES

Titulacion del suero policlonal a-Tio-Z-V5

Se produjo suero policlonal a-Tio-Z-V5-His a partir de la inoculacion de conejos con
la proteina purificada Tio-Z-V5-His (Cherfac, Tesina de licenciatura, 2006), en
colaboracion con el Laboratorio de Virologia de la Universidad Nacional de Quilmes).
Para su titulacion, se determind el valor de corte del ensayo utilizando un panel de
sueros policlonales heterélogos (cedidos por la Dra. Graciela Glikman). Este valor es
equivalente al promedio de los valores de absorbancia, sumado a dos desvios
estandar (DE). (Valor de corte = Promedio + 2 * DE)

Para llevar a cabo el analisis se realiz6 un ensayo de EIE indirecto utilizando como
antigeno a la proteina de fusiébn GST-Z, cuya produccion y purificacion fue descripta

previamente. Luego de la optimizacibn de las condiciones, el suero policlonal
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heterélogo fue ensayado en una dilucion de 1/300, mientras que el anticuerpo

secundario (suero de cabra a-IgG de conejo) se utilizé en una dilucién de 1/16000.
Para el célculo del valor de corte, se sembraron 36 puntos conteniendo la misma
cantidad de antigeno. EIl promedio del valor de absorbancia obtenido en el ensayo fue
de 0,143 y el Desvio Estandar calculado de +0,011. De esta manera, el valor de corte
obtenido fue de 0,165, y utilizando este numero fue posible determinar el titulo de
anticuerpos del suero policlonal obtenido contra la proteina Tio-Z-V5-His.

El titulo de anticuerpos, se defini6 como la inversa de la Ultima dilucién de suero que
da reaccion positiva; tomando como reaccién positiva los valores que superan el valor
de corte. Para la determinacion del titulo de los anticuerpos obtenidos se llevé a cabo
un EIE en las mismas condiciones del ensayo de determinacién de valor de corte. A
partir del suero policlonal se realizaron diferentes diluciones seriadas, comenzando
con la dilucién 1/1000. De esta manera, el titulo de anticuerpos en el suero policlonal
a-Tio-Z-V5-His de conejo obtenido fue de 128000.

Purificacion de Inmunoglobulinas tipo G

A partir del suero a-Tio-Z-V5-His se purificaron las inmunoglobulinas de tipo G
mediante cromatografia de afinidad con la resina Protein G - Sepharose Fast Flow
(Amersham Pharmacia). Las fracciones obtenidas fueron analizadas por SDS-PAGE
(figura 6.17) y cuantificadas por el método de Bradford, utilizando una curva de
calibracion de IgGs de cabra. En la Figura se observan dos bandas correspondientes a
la cadena pesada vy liviana de las IgGs obtenidas. Se colectaron las fracciones de

mayor absorbancia, se concentraron y se determind la concentracion final (3,19

mg/ml).
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Figura 6.17. Purificacion de Inmunoglobulinas tipo G. A. SDS-PAGE 12% de la purificacion

de IgG por cromatografia de afinidad. Linea 1 y 4. Marcador de peso molecular (Fermentas); 2.
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Fraccion 5. 3. Fraccion 6; 5. Fraccion 7; 6. Fraccion 8; 7. Fraccion 9. Las flechas rojas indican
las bandas correspondientes a la cadena pesada y liviana de las inmunoglobulinas. B. Perfil de
elucién de la purificacién de IgG realizando el seguimiento de absorbancia a 595nm (Bradford)
de las diferentes fracciones, y extrapolando los datos a mg/ml, utilizando una curva de
calibracion de Inmunoglobulinas de cabra.

Produccion del suero policlonal a-GFP

Para la obtencion de un suero policlonal a-GFP se inocularon 10 ug de proteina
GFP (Green Fluorescent Protein) purificada con adjuvante completo de Freund en
ratones Balb/C. Se realizaron refuerzos a los 21 dias. Se tomaron muestras cada 7
dias de suero de raton y se analizaron mediante enzimo-inmuno ensayo (EIE). A partir
del dia 14 se observé el maximo de produccién de anticuerpos y se mantuvo hasta el
dia 42 (figura 6.18). Los sueros colectados al dia 42 seran posteriormente utilizados

en ensayos de inmunodeteccion.
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Figura 6.18. Produccion de suero a-GFP. Deteccion de IgG a-GFP mediante EIE de los
sueros de los dias 0, 7, 14, 21, 35 y 42. El suero policlonal se utilizé en una diluciéon 1/50,
mientras que el suero a-IgG de ratén se utilizé en una diluciéon 1/2000 Los datos graficados son
un promedio de los 3 ratones del grupo.

Titulacién del suero policlonal a-GFP

Para la titulacion del suero policlonal a-GFP se utiliz6 nuevamente el calculo del
valor de corte (cutoff) previamente mencionado. Para esto se realizd un EIE indirecto

utilizando como antigeno a la proteina GFP, y sueros policlonales heterdlogos en una
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dilucion 1/200, junto con el suero a-IlgG de ratdén en una dilucion 1/2000. De esta

manera el valor promedio de absorbancia obtenido fue de 0,016 con una desviacién
estandar de 0,015. Por lo tanto, se obtuvo un valor de corte de 0,047.

Luego de haber calculado el cutoff para el EIE, se realizé un nuevo EIE indirecto
donde la ultima dilucién del suero a-GFP en otorgar un valor de absorbancia superior
al cutoff fue 1/25600. Por lo tanto el titulo estimado para el suero policlonal a-GFP
obtenido de ratén fue 25600.
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Discusion

En este capitulo se describié el desarrollo de la mayoria de las herramientas
necesarias (produccion y purificacion de proteinas recombinantes, generacion de virus
recombinantes, generacion de distintos anticuerpos, obtencién de virus, etc.) para
realizar los ensayos que nos permitieron alcanzar los objetivos de esta tesis.

En primer lugar, se obtuvo la proteina recombinante Tio-Z-V5-His expresada en E.
Coli, con buenos rendimientos y en su forma soluble. Durante el primer paso de
purificacién utilizando una columna de IMAC, el perfil observado presenté dos picos
mayoritarios indicando la purificaciéon de dos especies conformacionales indistinguibles
en el analisis por SDS-PAGE. Ambos picos fueron analizados por gel filtracién, y se
concluyé que el primero de ellos contenia muy bajos niveles de Tio-Z-V5-His en
comparacién al segundo pico. En consecuencia, los estudios se continuaron con las
fracciones del segundo pico agrupadas y concentradas. Una vez purificada Tio-Z-V5-
His se elimind la porcién correspondiente a Tioredoxina mediante el tratamiento con
Enteroquinasa y se purifico Z-V5-His. El tratamiento con la proteasa especifica
permitié la obtencién de Z con una menor proporcién de secuencias heterélogas, sin
embargo esto produjo una disminucion significativa de la eficiencia de produccion.

Se utilizé la proteina completa para la produccién de anticuerpos, dado que para la
produccion de un suero policlonal la presencia de Tioredoxina no resultd ser
excluyente, y facilité los pasos de produccion y purificacién. Finalmente, utilizando Tio-
Z-\/5-His se logr6 obtener un suero policlonal de conejo a-Tio-Z-V5-His con un titulo
aproximado de 128000. A partir del suero se purificaron Inmunoglobulinas G, las
cuales seran utilizadas en ensayos de inmunodeteccion (Western blot, Dot blot, EIE,
immunogold, inmunocitoquimica).

Para obtener la proteina Z purificada en su conformacién nativa, sin el agregado de
secuencias heterélogas para su posterior cristalizacién, se construyé la proteina
recombinante GST-Z y se la expreso en E. Coli. La adicion de Zn*? en el medio de
cultivo y en la solucion de lisis, previamente descripta por (Volpon et al, 2008),
permiti6 la obtencion de la proteina en la fraccidon soluble, en una proporciéon
significativa. Sin embargo mediante el analisis por gel filtracién de GST-Z purificada,
fue posible observar la presencia de dos variantes mayoritarias, la proteina en su
forma polimérica o monomérica. Este fendmeno de agregacion fue previamente
reportado por (Kentsis et al., 2002b), donde se detect6 a la proteina de fusiéon GST-Z
(LCMV) en la formacién de agregados amorfos. Los autores interpretaron que la
presencia de GST podria interferir en el ensamblado de la proteina Z, posiblemente

inhibiendo estéricamente la formacion de los intermediarios durante el ensamblado, lo
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que podria explicar lo obtenido en este trabajo. Para el estudio estructural por

disfracciéon de rayos X se purificd la fraccion monomérica. Por otro lado, luego de la
purificacion de GST-Z, se observo la presencia de dos proteinas adicionales, producto
de la degradacion o procesamiento sitio especifico de GST-Z y confirmada mediante
secuenciacion del extremo N- terminal. Este mismo perfil de co-purificacion y
procesamiento proteolitico fue observado por Hayashi y Kojima en la publicaciéon de un
vector de expresién inducible por frio basado en la fusién de GST a las proteinas en
estudio (Hayashi & Kojima, 2008).

Debido a estas irregularidades observadas durante los pasos de purificacion, se
evalué la modificaciéon de la secuencia proteica, de manera de continuar los estudios
con la expresion de dominios conformacionales estables. Para esto se analizé la
presencia de regiones conformacionales protegidas del ataque de proteasas utilizando
un ensayo de protedlisis limitada con las enzimas tripsina y quimiotripsina. A partir de
los datos obtenidos fue posible inferir que el dominio mas estructurado,
correspondiente al péptido de aproximadamente 25 kDa correspondia a la proteina
GST, la cual no fue proteolizada aun en las concentraciones mas altas de las
proteasas. También fue posible detectar otros fragmentos preservados de la
proteolisis, los cuales fueron secuenciados. Uno de estos fragmentos (6,8 kDa)
poseia en su extremo N-terminal los aminoacidos GRYNCK. Como se observa en la
figura 5.1 del capitulo 5, esta region corresponde a una secuencia totalmente
conservada entre los miembros del Nuevo Mundo, la cual se encuentra en el comienzo
del dominio RING. Estos resultados son compatibles con lo previamente descripto
sobre la estructura de Z determinada por RMN (Volpon ef al., 2008), donde se observé
una mayor estructura alrededor del dominio RING y una mayor flexibilidad en la
regiones terminales. Por esta razén, en 2010 Volpon repitié la estructura de Z con
mayor detalle, utilizando el complejo proteico formado por el factor elF4E y Z, el cual
estabiliza ambas estructuras (\VVolpon et al., 2010). Por ultimo, la obtencion de Z sin el
agregado de GST resulté ser una proceso poco eficiente, por lo que seria necesario el
procesamiento de grandes cantidades de cultivo transformado para la obtencién de
cantidades significativas de Z, tal que sea posible realizar ensayos de cristalizacion.

Por otro lado con el objetivo de expresar Z en un sistema eucariota, la proteina His-
Z fue expresada en células de insecto Sf9 utilizando el sistema Bac-to-Bac. Si bien
este sistema permite la obtencién de grandes cantidades de la proteina recombinante
(hasta un 30% de las proteinas totales) no fue posible visualizar una banda de
sobreexpresion. Sin embargo fue posible detectar His-Z por western blot con 1gG o-
Tio-Z-V5-His en la fraccion celular, aunque la misma se vié acompafiada de una banda

de menor peso molecular, quiza un producto de degradacion de la misma.
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Por otro lado, para los estudios de funcionalidad in vitro e interaccion con Z, se
realizd la expresion y purificacion del factor elF4E. Esto ultimo se realizé de manera
eficiente utilizando la propiedad intrinseca del factor de interactuar con el m’GTP.

Ademas, con el objetivo de producir herramientas que posibiliten futuros estudios,
se realiz6 la produccion de un suero policlonal a-GFP en ratones. La obtencién de las
proteinas recombinantes y de herramientas que permitan la inmunodeteccion, seran

fundamentales para los posteriores estudios in vivo e in vitro.
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INTRODUCCION

Actualmente es de interés conocer en profundidad los procesos moleculares que
ocurren durante la infeccion por arenavirus, particularmente para la basqueda de
blancos antivirales. Los blancos de mayor interés residen en los mecanismos de
brotacion viral.

Como ya se mencion6 en el capitulo 3, en los arenavirus este proceso es dirigido
principalmente por la proteina Z, por lo que se ha convertido en un blanco de drogas
antivirales muy estudiado.

Para el estudio de Z, es necesaria la expresién y purificacién de la proteina. En este
capitulo se describe la metodologia utilizada para la purificacién de la proteina nativa,
sin agregados de dominios de purificacion, utilizando su capacidad de union al factor
de traduccion elF4E. Si bien, es posible desarrollar resinas de este tipo utilizando
anticuerpos contra Z, la interacciébn de Z con los anticuerpos no asegura el
mantenimiento de su conformacion nativa.

Por otro lado, en base a las caracteristicas encontradas en Z en esta seccion se
propone el desarrollo de un sistema de purificacion de proteinas recombinantes

general (fusionadas a Z) utilizando una matriz de sefarosa unida al factor elF4E
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RESULTADOS

Pulldown de GST-Z y elF4E

La interaccion Z-elF4E ha sido descripta y caracterizada para el virus LCMV (Kentsis
2001, Campbell dwyer 2000) y LASV (Volpon et al. 2010), ambos representantes del
clado de Arenavirus del Viejo Mundo. Si bien es de esperar que esta caracteristica se
conserve a través de los miembros del Nuevo Mundo también, se realiz6 un ensayo de
recuperacion por atraccion (pulldown) para confirmar esta hipoétesis con la proteina Z
del Virus Junin (figura 7.1). Para este ensayo se ligd a la resina glutathione
Sepharose 4B (GE Healthcare) la proteina recombinante GST-Z, cuya produccién fue
previamente descripta en el capitulo 6, y se determiné la capacidad de esta resina
modificada de retener a la proteina elF4E (expresada en E. coli y purificada, capitulo
6).

La proteina GST-Z fue ligada a la resina utilizando un sistema en batch, luego para
evaluar la retencion de elF4E se incubd la resina-GST-Z con el factor purificado, se
realizaron lavados y se detecté la presencia de las proteinas mediante Western blot.

Si bien GST-Z se visualiza a través de la presencia de 3 bandas (37, 30 y 28 kDa) la
identidad de las mismas fue previamente caracterizada, demostrando que las bandas
adicionales son productos de degradacion secuencial a partir del C-terminal de la
proteina recombinante, por lo que van perdiendo secuencias de Z (capitulo 6). Por otro
lado, la expresion del factor elF4E previa a la purificacion contiene tres bandas
detectadas con anticuerpos monoclonales a-elF4E, sin embargo luego de su
purificacion se obtiene la banda de 25 kDa, identificada como elF4E por secuenciacion

de Edman, que es la que utilizamos en este experimento.
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Figura 7.1. Western blot con anticuerpos monoclonales a-elF4E y policlonales a-Z (segun se
indica en la figura) del ensayo de pulldown de GST-Z y elF4E. De lzquierda a derecha, la
primer linea corresponde a la incubacion de la resina Gluthathion Sepharose 4B con el factor
elF4E. A continuacion el control positivo del inmunoensayo correspondiente a elF4E purificada
y luego, la fraccion celular de la lisis de bacterias expresando elF4E. La siguiente linea
corresponde a la resina unida a GST-Z y a continuacion, la resina unida a GST-Z incubada con
elF4E. Por ultimo, se sembré nuevamente el control positivo de elF4E. El siguiente panel,
revelado con 1gG o-Z, contiene en la primer linea elF4E purificado (control), en la siguiente
linea, la resina unida a GST-Z y finalmente, la resina unida a GST-Z incubada con elF4E. Las
flechas rojas indican la sefial en las calles donde se evidencia la unién de GST-Z a elF4E.

Como se observa en la figura 7.1, luego de la incubacién del factor elF4E con la
resina modificada, es posible detectar la presencia del factor elF4E luego de los
lavados, utilizando anticuerpos a-elF4E y a-Z. Por otro lado el control de incubacién de
la resina sin modificar con elF4E no fue capaz de retener al factor, no evidenciando
sefial para elF4E, al igual que el control negativo, la resina modificada con GST-Z sin
contacto con el factor. El control de incubacion de elF4E con la resina unida a GST
(sin Z) no fue realizado en este ensayo, ya que previamente se reporté que elF4E no
es capaz de unir a GST (Kentsis ef al.,, 2001). Estos resultados indicarian que la

proteina elF4E es capaz de interaccionar con la proteina Z del Virus Junin, de la cepa
Candid#1.
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Desarrollo de un sistema de purificacion basado en la proteina Z

A partir de los resultados obtenidos de la interaccion de Z y el factor elF4E, y
teniendo en cuenta las caracteristicas de Z (tamafo, estructura), se pens6 en la
utilizacion de la misma como dominio de purificacion de proteinas recombinantes.

A lo largo de este trabajo, en diferentes ensayos pudimos comprobar que es posible
fusionar péptidos por el extremo N-terminal (GST-Z) o C-terminal (Tio-Z-V5-His, Z-
EGFP) de Z, sin afectar su actividad de union al factor elF4E; y fusiones en el extremo
C-terminal tampoco interfieren con la actividad de brotacién en células de mamifero o
insecto. Por otro lado, Z presenta un tamafio relativamente pequeiio, lo cual permite su
manipulacion de forma sencilla.

En base a estas caracteristicas se desarrollé un sistema para expresar proteinas
recombinantes y purificarlas mediante una matriz de afinidad. Por otro lado el sistema
permitiria la expresion de proteinas en células eucariotas y su recuperacion del
sobrenadante, a través de la purificacién las VLPs derivadas.

Para el desarrollo del sistema se construyé una matriz de sefarosa unida
covalentemente al factor elF4E previamente purificado (colaboracion con el Dr. M.
Graselli, Laboratorio de Materiales Biotecnolégicos - UNQ), y a partir del clon
conteniendo el plasmido pET-Z se obtuvo la proteina recombinante Tio-Z-V5-His. Esta
fue utilizada para evaluar la capacidad de unién de la matriz previamente armada, y
ensayar la purificacion de la proteina recombinante Tio-Z-V5-His. Inicialmente el
ensayo fue disefiado en batch utilizando la resina unida a elF4E y Tio-Z-V5-His
purificada. Luego de la purificacién fueron analizadas las fracciones mediante SDS-
PAGE, y como se muestra en la figura 7.2 se obtuvo una alta eficiencia de union del
factor elF4E a la resina (calle 1 y 2), dado que la proporcion de elF4E antes y después
de la incubacion es significativamente menor. El siguiente gel mostrado en la figura
7.2 indica la eficiencia del sistema de purificacion basado en Z. La muestra control
(figura 7.2, Sep. control) corresponde a la incubaciéon de Tio-Z-V5-His con la resina
Sepharose no unida a elF4E, realizando el protocolo en paralelo a la muestra
ensayada. Se observa que a pesar de que una fraccién importante de la proteina se
mantuvo en el volumen muerto (Vo), la proteina Tio-Z-V5-His fue efectivamente
retenida por la resina modificada (elF4E Sep. + Tio-Z-V5-His) y que una proporcion
muy baja de la proteina fue separada por los lavados (Lavado 1). La muestra control

(Sep. Control) no evidencia la presencia de Tio-Z-V5-His.
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Figura 7.2. Analisis de la interaccion de Tio-Z-V5-His con la resina elF4E-Sepharose mediante
SDS-PAGE. El primer panel corresponde a la muestra de elF4E purificado antes y después de
ser incubada con la resina Sepharose activada. El siguiente panel corresponde al ensayo de
interacciéon, donde la primera linea corresponde a Tio-Z-V5-His previamente purificada y a la
fraccion del volumen muerto de la columna (Vo). La resina incubada con Tio-Z-V5-His fue
lavada 3 veces con PBS 0,5M KCI 1% NP-40, y una fraccion del sobrenadante de cada lavado
fue analizada. A continuacion del marcador de peso molecular (M) se muestran el primer y
tercer lavado de la resina. Por ultimo, se encuentran la muestra correspondiente a la resina
elF4E Sepharose incubada con Tio-Z-V5-His indicando la proteina retenida después de los
lavados (sefialado con la flecha roja), y a la resina Sepharose (sin estar unida a elF4E)

incubada con Tio-Z-V5-His (Sep. control).

Estos resultados evidencian que fue posible retener la proteina recombinante Tio-Z-
V5-His en la resina elF4E Sepharose. Como se puede ver en la calle donde se sembré
solo la proteina (inéculo) comparada con la del volumen muerto obtenido luego de la
interaccion con la matriz (V0), mucha de la proteina no fue retenida. Esto puede ser
debido a la saturacién de la resina o las condiciones de unién, las cuales deben ser

optimizadas.
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DiscusION

El ensayo de pulldown entre GST-Z y elF4E demostrd que, igual que lo que ocurre
para el virus LCM, la proteina Z del virus Junin interacciona con el factor elF4E. Esto
coincide con el elevado grado de conservacion de la secuencia de Z observado en los
analisis realizados in silico (capitulo 5) y se encuentra directamente asociado a la
funcion de interaccion con proteinas celulares altamente conservadas. Esto permitiria
inferir que esta propiedad quiza se conserve también para otros miembros del grupo
del Nuevo Mundo.

La metodologia ensayada en este capitulo representa una importante herramienta
para el estudio de Z y la identificacién de las proteinas y moléculas con las que
interacciona durante el ciclo viral.

Teniendo en cuenta las propiedades fisicoquimicas encontradas para Z, se plante6
aplicarlas al desarrollo de un sistema de purificacién de proteinas recombinantes
general. Para ello se construy6 una matriz unida al factor elF4E y se evalu6 la
interaccion con una proteina fusionada a Z. Los resultados obtenidos de la utilizacion
de Z como dominio de purificacidbn de proteinas recombinantes mostraron que es
posible unir el factor a la resina de sefarosa (sin modificar su actividad de interaccion
con Z), y que Z fusionada por el extremo N-terminal es capaz de unir al factor
mediante su afinidad con el mismo.

Si bien estos resultados son preliminares nos indican que es posible el desarrollo de
este sistema. Sin embargo, resta determinar la eficiencia del mismo, las constantes de
afinidad, la capacidad de unién de la resina, y los parametros Optimos para la
interaccion proteina-matriz y su elucion.

Por otro lado, el sistema general fue disefiado con varios componentes. Entre ellos
un plasmido que permite la expresion de proteinas en células de mamiferos vy
bacterias, dependiendo las necesidades de las etapas de downstream. En el disefio
del sistema estd contemplada la utilizacién de la actividad de Z para inducir la
brotacion de VLPs en células de mamiferos (ver capitulo 9) y purificar las proteinas
del medio de cultivo. Para ello, el vector de expresién permite generar proteinas
fusionadas por el extremo N o C-terminal de Z, dependiendo como sera su
purificacion, entre otras cosas.

Este sistema presenta ventajas asociadas a la flexibilidad de eleccion de las células
de expresion que se utilizaria, seria el primero descripto basado en las actividades de
la proteina Z y representa la aplicacion de parte de la informacion obtenida en este

trabajo de tesis.
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INTRODUCCION

Los familia Arenaviridae se caracteriza por incluir virus de ARN simple cadena de
polaridad ambisentido. La estrategia de replicacion de estos virus incluye
intermediarios doble cadena, los cuales son blanco de deteccién para los sistemas de
defensa celulares contra virus de estas caracteristicas. Esta familia viral contiene
varios miembros causantes de fiebres hemorragicas en humanos, en particular la
fiebre hemorragica Argentina causada por el virus Junin, lo que nos indica la presencia
de sistemas de evasion de la respuesta inmune del huésped, mas especificamente del
sistema de ARNi

La célula hospedadora posee una amplia variedad de mecanismos de deteccién viral
y de sus intermediarios de la replicacion, los cuales en ultima instancia, desencadenan
en la producciéon de interferon (IFN) (Kanneganti, 2010). Esta cascada de sefalizacion
comienza con varias clases de los receptores de reconocimiento de patrones (RRP),
incluyendo los receptores tipo Toll (TLR), RIG-I-like receptors (RLRs), y con los
dominios de unién a nucleétidos NOD-Like receptors (NLRs), entre otros. La
sefializacion a través de estas moléculas conduce a la activacion de NF-kB, IRF3, IRF-
5 e IRF7, quienes promueven la expresion de IFNa y B. Sin embargo, numerosas
especies virales han adquirido mecanismos de evasién que les permiten hacer efectivo
el ciclo viral, y perdurar su progenie. Influenza y HBV poseen proteinas capaces de
inhibir la ubiquitinacion de RIG-I, lo que altera su funcién, e interfiere con la cascada
de induccion de IFN. El virus de la diarrea viral bovina (BVDV), los rotavirus y el virus
de la fiebre clasica del cisne (CSFV) incluyen en su genoma factores que inducen la
degradacion de IRF-3 e IRF-7. Estos y otros tantos ejemplos de mecanismos de
evasion se encuentran citados por Gustin et al, (2011), los cuales pueden ser
clasificados segun su blanco de accion.

En virus capaces de realizar infecciones persistentes es de fundamental importancia
poder inhibir la expresion de interferon o su cascada de sefalizacion. Los arenavirus
han sido ampliamente estudiados como modelo de infeccion persistente, y como se ha
descripto recientemente, la nucleoproteina viral de LCMV y la de otros miembros de
los Arenavirus del Nuevo Mundo, es capaz de modular la produccién de interferén en
la célula hospedadora.

Otro de los mecanismos de defensa de la célula ante la infeccion viral es la
magquinaria de ARN de interferencia (ARNi). Este es un mecanismo de silenciamiento
génico especifico de secuencia, que en células eucariotas es inducido por la presencia
de ARN de doble cadena. Actualmente se conoce que la maquinaria de ARNi funciona

en dos procesos distintos. En primer lugar, durante la regulacion post-transcripcional
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de la expresion de genes celulares mediante los microARN (miARNs), y en segundo
lugar, en la inhibicion de infecciones virales o en el silenciamiento de elementos
transponibles mediante la generacién de pequefios ARN de interferencia (o small
interfering ARNs de 20-21 nt, siARN). Estos siARNs pueden ser originados a partir de
estructuras secundarias presentes en el genoma viral o de intermediarios de
replicacion de ARN de doble cadena.

Interesantemente, ambos procesos de miARN y de siARN comparten algunos
componentes proteicos, como Dicer y RISC, lo que induce a pensar que operan de
manera similar. En particular, la maquinaria de ARNi ademas de poseer la funcién
regulatoria, posee una funcién antiviral, y es de esperar que los virus capaces de
completar el ciclo viral hayan adquirido mecanismos de evasion a esta estrategia de
defensa celular. Se supone que estos mecanismos incluyen la expresion de proteinas
supresoras de ARNi que inactivan mediante distintos blancos de accién a la
maquinaria de ARNi.

En el afio 2001 Carthew postul6 que el ARNi fue inicialmente desarrollado como una
forma temprana de la inmunidad innata celular dirigida al reconocimiento y
silenciamiento de los acidos nucleicos potencialmente dafiinos (por ejemplo, virus y
transposones) (Carthew, R. W. 2001). Lo que indicaria que estos mecanismos de
defensa han sido conservados desde el inicio de la vida en la Tierra y han co-
evolucionado con los agentes infecciosos.

La interaccion entre los virus y la maquinaria de ARNi como un sistema de defensa
antiviral fue primeramente descripta en plantas, a partir de la presencia de factores
necesarios para la infeccion viral que se convertian en dispensables al afectar el
mecanismo de ARNi del hospedador. Sin embargo, actualmente se encuentran
numerosos reportes de proteinas o ARNs supresores de la maquinaria de ARNi (RSS)
en virus de nematodos, insectos y mamiferos (ver tabla 8.1)

Para poder comprender el mecanismo de accién de los supresores de la maquinaria
de ARNi, primero es necesario describir su funcionamiento como mecanismo de
defensa celular. El proceso comienza cuando moléculas de ARN de doble cadena son
introducidas en un organismo (por infeccién viral o por transfeccion), y las mismas son
reconocidas por la célula y unidas a una enzima llamada DICER. Esta enzima cataliza
el corte del ARNdc en fragmentos de alrededor de 20-21 nt. Estos pequefios ARNdc
(siARNSs) se incorporan en un complejo compuesto por varios factores, entre ellos las
proteinas Ago y TRBP, llamado RISC el cual produce la separaciéon de las hebras de
ARN. Luego este complejo utiliza la hebra antisentido del siARN como molde para
seleccionar el ARNm blanco, el cual quedara unido por complementariedad al siARN

presente en el complejo. Finalmente, el complejo RISC cataliza el corte del ARN
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blanco, provocando la supresion de la expresion del gen. En el caso de la transfeccion

celular de siARNs, estas moléculas de aproximadamente 22nt son directamente
incorporadas en el complejo RISC, evitando el paso de acortamiento del ARNdc
mediado por DICER (figura 8.1).

Proteina viral o ARN Cita
HIV-1 Tat Bennasser & Jeang, 2006; Qian et al., 2009
Influenza NS1 de Vries et al., 2009, Li et al., 2004
HCV core Wang et al., 2006
HCV E2 Ji et al., 2008
Ebola VP35 Hasnoot et al., 2007
Vaccinia E3L Li et al., 2004
PVF-1 Tas Bannert et al., 2004
LACV NSs Soldan et al., 2004
Adenovirus VA1 (ARNdc) Andersson et al., 2005
WNV y DENV ARNsf Schnettler et al., 2012
Nodamura virus B2 Sullivan & Ganem 2005
SARS 7a Karjee et al., 2010

Tabla 8.1. Supresores proteicos y no proteicos de la maquinaria de ARNi hallados en virus de

nematodos, insectos y mamiferos.

Siendo los miembros de la familia Arenaviridae especies con genomas de gran
estructura secundaria, podria hipotetizarse que este pueda ser sustrato de DICER y
activar la maquinaria de ARNi, tal que asi se inhiba la infeccién viral. Sin embargo,
numerosos miembros de esta familia son capaces de completar el ciclo viral, lo que
podria ser el indicio de que existen mecanismos virales que permiten evadir las
defensas celulares mediadas por ARNi.

El objetivo del presente capitulo fue estudiar la presencia de mecanismos de evasion
a las defensas celulares en el virus Junin. Para esto se evaluaron a las proteinas N y
Z, debido a la informacion previa de la nucleoproteina involucrada en la modulacién de
la expresion de interferén y la alta conservacion en la secuencia de la proteina de
matriz. Esto ultimo podria inferir la interacciéon con elementos conservados, como los

son los factores celulares. En particular se evalu6 la capacidad de N y Z para revertir
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el silenciamiento de un gen reportero a partir de siARN especificos, en la linea celular

293T, mediante transfeccion.

) % Particula
Medio viral
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Figura 8.1. Esquema del mecanismo de accion de la maquinaria de ARNi como defensa
antiviral. En la figura se muestran dos posibles vias de ingreso de ARN de doble cadena. Una
de las vias comienza con la infeccion viral, y la liberacién del genoma viral en el citoplasma.
Las regiones de estructura secundaria pueden ser sitios de union a la enzima DICER, y esta
catalizar el corte del ARNdc en fragmentos de 22nt de ARNdc. Otra de las vias de ingreso es
mediante la transfeccion de siARNs de aproximadamente 22nt, los cuales se unen a DICER y
al complejo RISC el cual induce la separacion de las hebras de ARN. Luego la hebra
antisentido, aun unida al complejo, es utilizada como molde para unir al mMARN blanco. Una vez
que ocurre la unién, RISC cataliza el corte del intermediario de ARN doble cadena, inhibiendo
asi la traduccion del mismo.
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RESULTADOS

Silenciamiento de EGFP

Para evaluar la respuesta del sistema de silenciamiento de ARN (ARNi) de la célula
y optimizar los parametros de transfeccion, sensibilidad e interferencia, se realizaron
ensayos de transfeccion transitoria en cultivos de células 293T utilizando el plasmido
indicador (pCAGGS-EGFP), el cual posee el promotor fuerte C que combina el
promotor del gen Ac de gallina y el promotor CMV-IE (Niwa et al., 1991) permitiendo
una expresion aun mas intensa que con CMV-IE; el siARN sintético del gen egfp
(Ambion, EGFP silencer, Cat#AM4626) y el plasmido pSuperRetro-EGFP.

pSuperRetroGFP siRNA
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Figura 8.2. Optimizacion de las condiciones de silenciamiento de EGFP utilizando siARNs
sintéticos especificos para EGFP y el vector pSuperRetro-EGFP. En el panel superior se
muestra la fluorescencia luego de 24 hs post-transfeccion con el plasmido pSuperRetro-EGFP
y PCAGGS-EGFP en relacion 1:1 y 5:1. También se muestra la transfecciéon de pCAGGS-
EGFP junto con 50nM y 100nM de siARN contra EGFP. La ultima columna corresponde al
control de transfeccion sin silenciar, pPCAGGS-EGFP. En el panel inferior se observan las
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mismas condiciones luego de 48 hs de expresién, y ademas se adiciond la condicién de
realizar la transfeccion de pCAGGS-EGFP 24 hs luego de haber transfectado el plasmido
pSuperRetro-EGFP con una masa cinco veces mayor a la utilizada con pCAGGS-EGFP.

El vector pSuperRetro-EGFP codifica para un mARN con estructura secundaria
(Hairpin) tal que sea sustrato del complejo DICER, produciendo de esta manera
siARNs de aproximadamente 21 nt (gentiimente cedido por el Dr. Ariel Rodriguez
(figura 8.2). También se incluyd en los controles del ensayo al siRNA Control Negativo
#1 (Ambion) el cual no evidencié interferencia sobre la expresion de EGFP (datos no
mostrados)

Si bien se obtuvieron niveles significativos de la inhibicién de la expresion de EGFP
utilizando los siARNSs sintéticos o el vector pSuperRetro-EGFP (ver figura 8.3), en el
caso del vector los mejores resultados de silenciamiento se obtuvieron mediante la
transfeccion del vector pSuperRetro-GFP con una masa 5 veces mayor al vector
pCAGGS-EGFP, lo que incrementd demasiado la masa de ADN a transfectar,
pudiendo esto producir artefactos en los resultados. Dado que resultados similares se
obtuvieron mediante la adicion de 100nM del siARN sintético (70% de inhibicion de la

expresion de EGFP), se continuaron los estudios utilizando esta condicion.
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Figura 8.3. Densitometria de la optimizacion de las condiciones de silenciamiento de EGFP
utilizando siARNSs sintéticos especificos para EGFP y el vector pSuperRetro-EGFP, figura 8.2.
Los valores del eje Y corresponden a unidades arbitrarias de fluorescencia, relativizando el
100% al control positivo de transfeccion pCAGGS-EGFP.
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Evaluacion de la actividad supresora de ARNi de las proteinas Ny Z

Para el analisis del efecto producido por la expresion de las proteinas Z y N del virus
Junin, se construyeron plasmidos de expresiéon conteniendo los ORF cada una de las
proteinas mencionadas del virus Junin, bajo la regulacion de los promotores que
permitieran su expresion en diferentes sistemas. Se utilizdé el promotor de CMV para
ensayos en células de mamifero y el promotor 35S para ser utilizado en ensayos con
plantas. A partir de estos vectores se realizaron ensayos de transfeccion transitoria
para evaluar la actividad de las proteinas Z y N en la supresiéon del mecanismo de
ARN de interferencia de la célula. (El plasmido pT-Rex-N fue producido por el Dr.
Javier Iserte en nuestro laboratorio).

Los ensayos en células de mamifero consistieron en la co-transfeccion del plasmido
pCAGGS-EGFP, el vector conteniendo el ORF de N o Z junto con el siARN de EGFP
en células 293T, para luego comparar los niveles de expresion de EGFP en cada
condicion, contrastando con la condicion control, es decir en ausencia de Z o N.
(figura 8.4)

A partir de lo observado en la figura 8.4 es posible confirmar que la presencia del
siARN en una concentracion de 100nM es capaz de disminuir la expresion de EGFP, y
que ese efecto es mas evidente luego de 48 hs. Por otro lado, se observo un efecto
contundente en la inhibicion de la expresion de EGFP en presencia de la proteina Z en
las dos condiciones ensayadas. Mientras que en presencia de la proteina N fue
posible detectar una expresion significativa de EGFP en presencia del siARN, en
comparacion a la condicion control (pCAGGS + 100nM siARN), el cual fue levemente
mayor en la condicion de 10:1 con respecto al vector reportero. Este resultado implica
que N estaria interfiriendo con el proceso de la inhibicion de la expresién de EGFP
realizada por el siRNA. Datos cuantitativos aproximados por densitometria de las

imagenes de fluorescencia obtenidas, se muestran en la figura 8.5.
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Figura 8.4 Ensayos de evaluacion de la actividad supresora de la maquinaria de ARNi en
células 293T. El panel superior evidencia los resultados obtenidos luego de 24 horas de
expresion, mientras que el panel inferior muestra los resultados obtenidos luego de 48 hs post-
transfeccion. En ambos paneles se incluye a la muestra control de la transfeccién, pCAGGS-
EGFP, y a la muestra control del silenciamiento mediante los siARNs, pCAGGS + 100nM
siARN. Las siguientes cuatro condiciones incluyen al vector reportero pCAGGS-EGFP, al
siARN y a los vectores de expresion para las proteina Z o N. El nimero entre paréntesis indica
la cantidad de veces que fue multiplicada la masa de los vectores conteniendo Z o N con
respecto al vector pPCAGGS-EGFP, la cual se utilizé para transfectar.
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Figura 8.5. Densitometria de los ensayos de evaluacion de la actividad supresora de la
magquinaria de ARNi en células 293T, correspondiente a la figura 8.4. La unidad arbitraria de

fluorescencia mostrada en el eje Y, es relativa al control positivo de transfeccion pCAGGS-
EGFP.

En todos los casos la expresion de la proteina N en la fracciéon celular fue confirmada
mediante Western Blot con un suero policlonal anti-N (gentilmente cedido por el Dr.
Victor Romanowski, IBBM - Universidad Nacional de La Plata) como se muestra en la
figura 8.6. En el caso de la proteina Z no fue posible confirmar la expresién mediante

Western blot, dado que no se evidencio sefial en ninguna de las muestras ensayadas.
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Candid#1

pCAGGSGFP

+100nM siRNA + N(5)
pCAGGSGFP

+100nM siRNA + N(10)
pCAGGSGFP

+ 100nM siRNA

Figura 8.6. Western blot a-N de las fracciones celulares de células 293T transfectadas con
pCAGGS-EGFP, 100nM siARN (silenciador de EGFP) y pT-Rex-N. Este ultimo se transfectd en
una relacion 5:1 y 10:1 con respecto al plasmido reportero, (5) y (10) respectivamente. En la
primer linea se sefiala el control positivo del ensayo, el cual consiste en particulas virales de la
cepa vacunal Candid#1, mientras que la Ultima linea corresponde al control negativo del
ensayo, el cual consiste en células 293T transfectadas con pCAGGS-EGFP y 100nM de
siRNA. Las flechas rojas sefialan a la deteccion de la nucleoproteina.

Debido a la importancia de la actividad de ARNi en plantas y a que en numerosos
reportes de la evaluaciébn de posibles supresores virales se utilizan ensayos en
plantas, se procedié a verificar si los resultados de interferencia con el sistema de
inhibicion de la expresion de genes, se mantenian en un sistema diferente, utilizando
como modelo plantas de tabaco, incorporando los genes mediante la infiltracion con
Agrobacterium (figura 8.7). Este trabajo se realizd en colaboracion con el Dr. Adrian
Valli del Centro Nacional de Biotecnologia CSIC, de la Universidad Auténoma de
Madrid. En estos ensayos se utiliz6 como control positivo de la represién del sistema
siARN intrinseco de la planta a la proteina P1b del ipomovirus Cucumber Vein

Yellowing virus, cuya actividad fue descripta previamente (Valli et al., 2007).
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Figura 8.7 Ensayos de evaluacion de la actividad supresora de la maquinaria de ARNi en
hojas de tabaco. En la figura se muestra la fluorescencia de cada condicion ensayada (N, P1g

y el Control o empty), para dos clones independientes, 3 y 6 dias luego de la infiltracion.

Como control de los ensayos se utilizd plasmido para la expresion de EGFP junto
con el vector vacio en una mitad de la hoja, mientras que en la otra mitad se infiltro el
plasmido para EGFP junto con el vector de la proteina N o Z, con el supresor P1b o
con el mismo vector que se usé como esqueleto para el clonado de N, Z y P1b. En
todas las condiciones se observo la expresion de EGFP a los 3 y 6 dias luego de la
infiltracion.

A partir de lo observado del ensayo en hojas de tabaco, se confirma que la
magquinaria de ARNi en plantas es altamente eficiente, disminuyendo ampliamente la
expresion de EGFP. Ademas se observa que N es capaz de revertir ligeramente este
silenciamiento, asi como se observd en células 293T, pero este efecto es
marcadamente menor que el que se observa cuando se utiliza el supresor proteico del
ipomovirus de plantas P1b. También es posible decir que el esqueleto utilizado para la
expresion de P1b, Z y N no interfiere con la supresién de la expresién de EGFP, lo que
indicaria que los efectos observados son exclusivamente producto de los genes
expresados. En esta figura no se muestran los resultados obtenidos para la proteina Z,

dado que no se observé ningun efecto en la supresion de la expresion de EGFP.
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Citotoxicidad de la expresion de la proteina Z

En el ensayo de evaluacion de la actividad supresora de la maquinaria de ARNi en
células 293T, donde Z no fue capaz de revertir la supresién de la expresién de EGFP,
se observo el efecto contrario, produciendo una inhibicion casi completa de la
fluorescencia. Para analizar en mayor profundidad estos datos se realizé un ensayo de
interferencia de la expresion de EGFP mediante la expresiéon de la proteina Z. En este
ensayo se adicion6 a la microscopia de fluorescencia una técnica cuantitativa, como lo
es la citometria de flujo, para poder obtener datos numéricos de la expresion de
EGFP. Esta se aplico6 a monocapas de células 293T transfectadas con el vector
reportero pCAGGS-EGFP vy el vector de expresién para Z (pEZ-N3) en relaciones 1:1,
1:3 y 1:5. Para evitar artefactos producidos por la transfeccién de distintos valores de
masa en cada una de las condiciones, se normalizé la masa total transfectada
completando la misma con el vector comercial pBlueScript, en los casos que fueron
necesarios (esto se indica en la figura 8.6 con las barras de color verde a la derecha
de la figura)

A partir del analisis por microscopia de fluorescencia se observé una disminucion de
la expresion de EGFP dependiente de la cantidad de pZ-N3 transfectada (figura 8.8).
Esto mismo se observd a partir de los resultados obtenidos por citometria de flujo,
donde puede detectarse una disminucion significativa del numero de eventos
fluorescentes. En particular, resulta evidente la disminuciéon de eventos de mayor
fluorescencia, junto con el consecuente aumento de los eventos de menor
fluorescencia.
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Figura 8.8. Ensayo de interferencia de pZ-N3 en 293T — Citometria de flujo y microscopia
d fluorescencia. En el margen izquierdo de la figura se observan los perfiles de citometria de
flujo para cada condicion, junto con la proporcion de plasmidos tranfectados (Verde: pCAGGS-
EGFP, Violeta: pZ-N3, Amarillo: pBS). La porcion del histograma marcada en rojo, indica los
eventos contabilizados como negativos, mientras que la porcion verde, corresponde a los
valores de fluorescencia positivos. Este valor de corte se obtuvo a partir de la muestra control
de células sin transfectar. El eje X de los histogramas corresponde al valor de intensidad de
absorbancia (FLH-1), mientras que el eje Y corresponde al numero de eventos detectados. En
la porcién derecha de la figura se observan las microscopias de fluorescencia correspondientes
a cada condicién, en el aumento 4x, 10x y la superposicion del campo fluorescente y de luz
blanca a un aumento de 10x. El histograma superior (pPCAGGS-EGFP) corresponde al control
positivo del experimento y el inferior al control negativo de células sin transfectar, mientras que
las demas condiciones corresponden a las proporciones de pCAGGS-EGFP:pZ-N3, siendo
este ultimo el que varia con respecto a pPCAGGS-EGFP.
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Si bien el valor promedio de fluorescencia depende del porcentaje de transfeccion, el
mismo se evalud calculando el porcentaje de células con fluorescencia positiva con
respecto al total mediante citometria de flujo. Estos datos fueron comparados con el
analisis densitométrico de las imagenes de microscopia (figura 8.9), lo que permitio
concluir que la disminucion de la fluorescencia no se debe a una disminucién en el
porcentaje de transfeccion o a la muerte celular, sino a una disminuciéon en la
intensidad de expresion de EGFP. Esto mismo puede verse en los histogramas de
citometria de flujo, donde se observa un corrimiento de la fluorescencia hacia menores

valores de intensidad.
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Figura 8.9. Ensayo de interferencia de pZ-N3 en 293T. En el eje Y se muestra la medicién
del porcentaje de células transfectadas, obtenido a partir de los datos de la citometria de flujo
(la linea de puntos continua), y la densitometria de la intensidad de fluorescencia, medida en
valores arbitrarios de fluorescencia (representado por las barras de color verde). En el eje X se
detallan las proporciones de pCAGGS-EGFP:pZ-N3 ensayadas, donde este ultimo es el que
varia su proporcién con respecto a pCAGGS-EGFP.

Al realizar un ensayo equivalente en células VERO se observo un efecto similar al
observado en 293T, sin embargo la baja eficiencia de transfeccion y la ausencia de
replicacion del vector en esta linea celular dificultaron la cuantificacion del efecto

observado (figura 8.10).
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Figura 8.10 Ensayo de interferencia de pZ-N3 en células Vero. A. Microscopia de
fluorescencia de células vero transfectadas con pCAGGS-EGFP:pZ-N3 en las proporciones
indicadas luego de 48hs de incubacion. Aumento 10x. B. Densitometria de las imagenes de

fluorescencia, donde las unidades arbitrarias de fluorescencia son relativas al control de
transfeccion pCAGGS-EGFP.
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DiscusION

La utilizacion de un gen reportero como EGFP para la evaluacién de los efectos de
silenciamiento y/o represion del silenciamiento, ha sido ampliamente utilizada en el
estudio de supresores de los mecanismos de ARNi, junto con la proteina luciferasa. En
estos estudios generalmente se cuantifica el efecto de cada una de las condiciones
por densitometria de imagenes de fluorescencia, actividad luciferasa, citometria de
flujo y Northern Blot. Si bien esta ultima técnica no fue utilizada en nuestros estudios,
la misma ésta planificada para los futuros ensayos

La estrategia inicial de utilizar el plasmido pSuperRetro-EGFP y los siARN sintéticos
para EGFP, fue disefiada para permitir la identificacion del sitio de inhibicién de la
supresion. Por un lado, para que el vector pSuperRetro-EGFP silenciara la expresién
de EGFP era necesaria la accion de DICER en conjunto con la maquinaria de RISC.
En cambio, para que los siARNs sintéticos fueran eficientes solo era necesaria la
accion de RISC. Por lo mismo, el aspecto diferencial entre ambos hubiera permitido
identificar el blanco de accién entre DICER y RISC. En la figura 8.2 se muestra la
optimizacién de las condiciones del ensayo, donde se observé aproximadamente un
70% de inhibicion de la expresion de EGFP para la condicion de 100nM siRNA y 55%
para 50nM siRNA. En las muestras silenciadas mediante el vector pSuperRetro-EGFP
en relacion 1:1 y 5:1 con respecto al vector pCAGGS-EGFP, se detecté una
disminucién de la expresién del gen reportero de un 66% y 84%, respectivamente. Si
bien los resultados obtenidos mediante ambas estrategias son significativos, se
continuaron los estudios utilizando los siRNA sintéticos, para evitar incluir la variable
correspondiente al volumen de reactivo de transfeccion utilizado, el cual debe ser
utilizado en proporcién a la masa total de ADN a transfectar. En la condiciéon 5:1 del
vector pSuperRetro-EGFP, el cual fue inicialmente transfectado y 24 hs después se
transfecté pCAGGS-EGFP (5:1 24 hs) se observé un silenciamiento total. Nuevamente
no se seleccion6 esta condicién para futuros ensayos, de manera de evitar la variable
de eventos de transfeccion independientes.

Si bien en este trabajo no se profundizé en los efectos del silenciamiento mediante
vectores pSuperRetro, en el futuro se podrian optimizar las condiciones de
transfeccion para abordar esta estrategia, utilizando lineas estables para la expresion
de EGFP.

Los estudios de silenciamiento fueron evaluados a través de microscopia de
fluorescencia y densitometrias de las mismas. En la figuras, junto con las imagenes de
fluorescencia, se muestra el campo claro correspondiente a cada una de ellas, para

evidenciar la integridad de la monocapa y no confundir disminucién de la fluorescencia
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con una menor confluencia celular. Ademas, las imagenes mostradas (y utilizadas

para la cuantificacién por densitometria) fueron las correspondientes a 48 hs post-
transfeccion.

En el ensayo de reversion del silenciamiento para las proteinas Z y N de la figura
8.4 se logré evidenciar efectos contrarios de cada una sobre la expresiéon de EGFP. En
primer lugar, la proteina N fue capaz de revertir el silenciamiento de EGFP casi
totalmente, para la condicion de 10:1 de pT-Rex-N respecto de pCAGGS-EGFP, y en
menor medida para la condicién 5:1. Estos resultados sugieren un efector supresor del
silenciamiento a cargo de N, aunque es necesario destacar que el efecto se produce
cuando N estd presente en una proporcidbn muy grande con respecto al vector
reportero. Esto sin embargo podria simular las condiciones de la infeccién viral, donde
N es la proteina viral de mayor expresion y en estadios tempranos del ciclo.

Por otro lado, para evitar la transfeccién del vector de expresion de N en
proporciones mayores al del vector reportero, seria interesante evaluar la utilizaciéon de
una version inestable de EGFP (ds-EGFP), la cual permitiria una mayor sensibilidad
del sistema (Sullivan & Ganem 2005). En el presente trabajo se utilizdé el vector
reportero pCAGGS-EGFP el cual posee un promotor muy fuerte, lo que pudo haber
provocado una menor sensibilidad del sistema, es decir una minimizacién de los
efectos del silenciamiento y su inhibicién. Este hecho fue evidente dado la necesidad
de incorporar a la célula 5 o 10 veces mayor cantidad del plasmido silenciador
(pSuperRetro-EGFP) con respecto al vector reportero, y en el moderado efecto
silenciador de los siARNs. Sin embargo, la variacion en la relacion de vector
reportero:silenciador ha sido utilizada en otros estudios, como en la evaluacion de la
proteina B2 del virus Nodamura como RSS (RNAi supressor), permitiendo observar
efectos dosis dependientes en la supresion del gen reportero (Sullivan & Ganem
2005).

Si bien la actividad de supresion del silenciamiento observado para la proteina N
requirid de la transfeccién de una mayor masa del vector con respecto al elemento
silenciador, seria interesante evaluar este mismo efecto en otras lineas celulares, pero
utilizando cantidades menores del vector para la expresion de N. Se ha descripto
previamente que las lineas celulares de mamiferos han sido optimizadas para alcanzar
altos niveles de expresion de proteinas recombinantes, lo que en consecuencia
produce defectos en la eficiencia de la respuesta de INF y/o ARNi. Esto podria explicar
los bajos efectos de silenciamiento y supresion del silenciamiento observados. Albini et
al. (1995) describieron un subtipo de células dendriticas especializadas en producir
IFN-a, las cuales podrian simular mas correctamente el entorno de una infeccién viral,

de modo que seria adecuado evaluar a una potencial proteina supresora de la
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magquinaria de ARNi (RSS) en este tipo celular. Por otro lado, es de esperar que el
efecto de una RSS no sea total, dado que de otra manera seria altamente citotoxico, y
esto se resalta aun mas en el caso de virus capaces de establecer infecciones
persistentes, donde los efectos virales deben ser minimizados para no estimular la
muerte celular.

Numerosos RSS fueron identificados inicialmente como antagonistas de interferén,
dado la superposicion entre la via de IFN y ARNi. Este podria ser el caso de la
Nucleoproteina de los arenavirus (excepto para la especie Tacaribe), la cual ha sido
previamente descripta como involucrada en la evasién inmune (a través de su
actividad exonucleasa, Qi ef al., 2010; Hastie et al., 2010, o de la region 382-386,
Martinez-Sobrido ef al,, 2007, o mediante su interaccion con RIG-1 y MDA5, Zhou et
al., 2010, o por la inhibicién de la translocacion nuclear de IRF-3, Pythoud ef al., 2012;
Rodrigo et al., 2012). Nuevamente, una manera de diferenciar estas actividades es la
utilizacion de células primarias (como células dendriticas), las cuales poseen la
magquinaria de ARNi intacta.

Muchas veces mutaciones o deleciones en los RSS participan en la atenuacion viral,
por lo que seria interesante evaluar las mutaciones diferenciales presentes en la
region C-terminal de la secuencia de la proteina N de la cepa patégena XJ#44 vs.
Candid#1 (Goni et al., 2010), para evaluar si estan implicadas en la modulacion de la
inhibicién de la respuesta de ARNi

En un trabajo reciente se menciona que es posible predecir proteinas RSS
basandose en las caracteristicas de otras proteinas virales previamente descriptas
como RSS en vertebrados y plantas (Bivalkar-Mehla et al., 2011). En el articulo se
destaca la presencia de motivos GW/WG y/o motivos de union al ARN como
elementos capaces de predecir una posible actividad RSS. Como se mencioné
previamente, la nucleoproteina de los arenavirus es capaz de unir a ARNdc y ss, sin
embargo la presencia de motivos GW / WG no ha sido reportada aun.

Los motivos WG / GW fueron descriptos por primera vez en la proteina GW182
humana (Eystathioy ef al, 2003), y se caracterizan por unir a las proteinas
Argonautas. Como se menciond previamente durante la replicacion viral se producen
intermediarios ARNdc, los cuales se procesan en fragmentos de 21-24 nt por accién
de la enzima Dicer. Estos siARNs se ensamblan con las proteinas Argonauta (Ago) en
RISC para luego permitir la degradacion del ARNm blanco. En virus de plantas se ha
descripto que los motivos GW/WG en proteinas virales juegan un papel critico en la
desactivacion de RISC mediante el secuestro de las proteinas Ago. Un ejemplo de
esto es la proteina P1 de Sweet potato mild mottle virus, la cual es capaz de
interactuar con AGO1 (Giner et al., 2010).
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Utilizando un servidor de busqueda de motivos GW/WG (AGOS: A composition-

based WG/GW Argonaute-binding domains detector, Karlowski et al., 2010; Zielezinski
et al., 2011) sobre la secuencia de la proteina N del virus Junin de la cepa XJ#44 y
candid#1, se detecté en ambos casos un motivo GW/WG entre los aminoacidos 305-
321 (LCLSGDGWPYIGSRSQI) con un p-value de 3.96 E'. Este podria ser un motivo
interesante para mutar y evaluar el efecto inhibitorio del silenciamiento. Este mismo
analisis se realizd sobre las otras proteinas arenavirales (GPC, L y Z), no
encontrandose ningn motivo GW/WG.

Volviendo al ensayo correspondiente a la figura 8.4, en particular a los resultados
obtenidos para la proteina Z, no se observé una disminucién en la inhibicién del gen
reportero, sino que se observé un efecto contrario, aumentando el efecto silenciador
de los siARN y del plasmido silenciador. Este mismo efecto, como se muestra en la
figura 8.8 se observé en ausencia de elementos silenciadores y de manera dosis
dependiente de Z. La cuantificacion por citometria de flujo de este efecto permitio
confirmar que la disminucion en la fluorescencia no fue consecuencia de una menor
eficiencia de transfeccién, sino que fue a causa de una menor tasa de expresion de
EGFP. Esto se evidencia en los histogramas de la citometria de flujo, en el corrimiento
de los eventos con altos valores de fluorescencia hacia valores menores,
manteniéndose estable el nimero de eventos con fluorescencia mayores al umbral
control (figura 8.9). Este efecto es consistente con la previamente descripta actividad
de la proteina Z arenaviral como inhibidor de la traduccién dependiente de elF4E.

Si bien se observo un efecto sobre la expresion de EGFP en presencia del plasmido
pZ-N3, no fue posible detectar por western blot a la proteina Z, como asi se hizo con
N. Sin embrago, los resultados obtenidos en células 293T en conjunto con lo
observado en VERO (figura 8.10), permitiria hipotetizar que la disminucién en la
expresion de EGFP se debe a la presencia de la proteina Z, la cual esta siendo
efectivamente expresada en cantidades no detectables por western blot en las
condiciones ensayadas. Esta hip6tesis concuerda con la actividad inhibidora de la
traducciéon CAP dependiente descripta para Z, haciendo posible la deteccion de la
expresion de la proteina Z del virus Junin mediante su actividad. Esto también es
consistente con lo mencionado en el capitulo 6, donde no fue posible la expresion de Z
en sistemas bacterianos sin el agregado de secuencias heteréloga.

Un aspecto interesante de los resultados mostrados en este trabajo, fue la
evaluacion del efecto de las proteinas virales Z y N en el sistema de hojas de planta de
Tabaco. Si bien los péptidos evaluados son proteinas de virus que infectan mamiferos,
es comun que potenciales factores (proteicos y no proteicos) supresores de ARNi sean

evaluados en plantas, donde la maquinaria de ARNi es altamente efectiva (Sullivan &
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Ganem 2005; Scnettler et al., 2012). En este sistema, el efecto represor del
silenciamiento de EGFP por la presencia de N fue menor al observado en 293T, y
obviamente también fue menor que al producido por la proteina de accion homologa al
sistema, la proteina P1b del ipomovirus Cucumber Vein Yellowing virus. Sin embargo
aun es posible optimizar las condiciones del ensayo para evaluar diferentes versiones
mutantes de N.

Estos resultados, si bien aun son preliminares, sugieren que la nucleoproteina N
estaria involucrada directa o indirecta en la supresién de la respuesta celular via ARNi,
mediante un mecanismo genérico dado que afecta tanto a células de mamifero como
vegetales. Seria interesante evaluar si existe interaccion entre la proteina N de los
arenavirus y algunos de los componentes del complejo DICER, RISC o de las
proteinas sensoras de la infeccion viral como son MDA-5, RIG-I, entre otras.

Por otro lado, es posible observar que la proteina Z del virus Junin no estaria
implicada en mecanismos de supresion de la maquinaria de RNAI, por el contrario, la
proteina Z parece poseer una funcién antagonista de la expresion proteica,
probablemente asociada al cambio de estructura en elF4E mediado por su interaccién

conZ.
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La proteina Z como la fuerza impulsora de la brotacién viral CAPITULO 9

INTRODUCCION

Uno de los aspectos mas interesantes del ciclo de vida viral es la forma en que los
virus envueltos adquieren sus membranas. El ensamblaje de las proteinas virales y la
consecuente formacién de la particula viral madura requieren de la deformacion de la
membrana de la célula huésped para luego culminar en un proceso de separacién de
la particula viral naciente de la membrana celular. Este mecanismo viral simula
algunos procesos celulares, como son la citoquinesis, la formacion de vesiculas
intraluminales u obtenidas a partir de los compartimentos membranosos, como el Golgi
o el reticulo endoplasmatico (McDonald & Martin-Serrano 2009). Estos procesos
comparten gran parte de la maquinaria celular (por ejemplo, los complejos ESCRT), y
es de esperar que la infeccidon viral utilice y secuestre a la misma, para producir un
fendmeno equivalente durante la brotacion viral. En los arenavirus esta funcién es
llevada a cabo por la proteina de matriz Z, la cual como se describié en el capitulo 3,
es capaz de interactuar con algunos factores de los complejos ESCRT, y de esta
maneja dirigir la brotacion vial.

El objetivo de este capitulo es estudiar a la proteina Z del virus Junin como la fuerza
impulsora de la brotacion viral, a partir del estudio de su actividad aislada de la
infeccion viral. También se incluira en este estudio una versién recombinante de la
proteina Z, fusionada a EGFP (enhanced Green Fluorescent Protein), para estudiar la
localizacion intracelular. Por ultimo, se analizara la expresion de la proteina Z y su
version recombinante en un sistema de expresion de células de insecto, mediante la

utilizacion de baculovirus recombinantes.
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RESULTADOS

EXPRESION DE Z-EGFP BAJO EL CONTROL DE PROMOTORES DE VIRUS DE
MAMIFEROS

Con el objetivo de analizar la expresién de la proteina Z de la cepa Candid#1 del
virus Junin en células de mamifero, se realizé el clonado del ORF que codifica la
proteina Z en un vector de expresién para dicho sistema, tal como se esquematiza en
la figura 9.1. El vector utilizado (pEGFP-N3 Clontech, Genbank #U57609) posee un
origen de replicacion del virus SV40, que permite la replicacion del plasmido en
presencia de la proteina denominada “antigeno T” de origen viral. En este estudio se
utilizard la linea celular 293T, que como se menciond previamente, expresa
constitutivamente el antigeno T. Por otro lado, este vector presenta el promotor CMV-
IE, que genera altos niveles de transcriptos del inserto clonado en células de

mamifero.
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Figura 9.1. A. Esquema del vector comercial pEGFP-N3 (Clontech). El mismo posee el ORF de
EGFP regulado por el promotor de CMV, el origen de replicaciéon de SV40, una secuencia de
poliadenilacién de SV40 y un gen de resistencia a kanamicina. B. Esquema del vector pZ-N3 el
cual deriva del pEGFP-N3, pero con el ORF de EGFP intercambiado por el de la proteina Z.

Utilizando el vector pZ-N3 se transfectaron células 293T utilizando el protocolo
especificado en la seccion de materiales y métodos. Las mismas fueron analizadas

mediante Western blot, utilizando el suero a-Z, 24 hs y 48 hs post-transfeccion. No se
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logré detectar la proteina Z tanto en la fraccion celular como en el sobrenadante de
cultivo. (Datos no mostrados). Teniendo en cuenta la sensibilidad de la inmuno-
deteccion, es posible pensar en una baja o nula expresion de la proteina. Sin
embargo, debido a las funciones citotoxicas de Z dentro de la célula, no se descarta
que una minima expresion de Z (no detectable mediante western blot) sea suficiente
para arrestar el metabolismo celular, incluyendo el proceso de traduccion (ver capitulo

8, Citotoxicidad de la expresién de la proteina Z).

Expresion de Z-EGFP (CMV) en 293T por transfeccion

Para obtener un vector que permita la facil detecciéon de Z sin alterar sus funciones,
se construy6 una version recombinante de Z (figura 9.2 A). En nuestro laboratorio se
habian realizado experimentos de produccién de Z en bacterias, y analogamente,
resulto muy dificil detectar la expresion de la proteina sin modificaciones. En este
caso, la adicién de secuencias heterélogas en los extremos permitié la expresion de Z.
Por ello, se prob6 si la misma estrategia podia mejorar los resultados de expresion de
Z en células de mamifero. La secuencia heteréloga, que corresponde al gen de la
proteina EGFP se adicioné en el extremo C-terminal de Z, de manera de permitir el
proceso de miristoilacion en el extremo N-terminal. Como control de los experimentos
se utilizé el vector comercial pEGFP-N3, el cual expresa la proteina EGFP (figura 9.2
B)

A CMV prom
10,55 kDa . 26,94 kDa
) 37,90 kDa '
CMV prom
B ——
EGFP
’ 26,94 kDa

Figura 9.2. A. Utilizando como base el vector pEGFP-N3, se realiz6 la construccion pZ-EGFP,
donde se introdujo el ORF que codifica para la proteina Z del virus Junin entre la secuencia del
promotor de CMV y EGFP. B. El plasmido comercial pEGFP-N3 que expresa EGFP se utilizd

para los controles de los ensayos.
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Se transfectaron células 293T con el vector pZ-EGFP, y luego de 48 hs se detecto
por microscopia de fluorescencia la expresion de Z-EGFP. Como puede verse en la
figura 9.3 A se obtuvo alta intensidad y gran porcentaje de transfeccion. La identidad
de Z-EGFP fue confirmada mediante inmuno deteccién de Z a partir de la fraccién
celular y por estimacion de su peso molecular (figura 9.3 B). Estos mismos resultados
fueron observados también en células BHK, aunque con menor eficiencia de

transfeccion e intensidad de fluorescencia (datos no mostrados).

Figura 9.3. Expresion de Z-EGFP. A. Microscopia de fluorescencia 48 hs post transfeccion
con pZ-EGFP (aumentos 40x y 20x). El control corresponde a células 293T sin transfectar. B.
Western blot de la fraccion celular de células transfectadas con pZ-EGFP vy sin transfectar

(control) detectado con el anticuerpo o-Z.

Para estudiar la localizacion de Z en la célula con mas detalle, se transfectaron
células 293T con pZ-EGFP y luego se analiz6 la distribucién de la fluorescencia
mediante microscopia confocal. Como puede visualizarse en la figura 9.4, se
encontraron importantes diferencias entre las células expresando Z-EGFP con
respecto al control negativo (células transfectadas con pEGFP-N3). Lo primero que se
puede observar es que la distribucion de fluorescencia entre las dos condiciones es
similar. En general se distribuye alrededor de la membrana plasmética, reticulo
endoplasmatico y en menor medida por el citoplasma. Sin embargo, en las células que
expresan la version recombinante de Z se pueden ver granulos de Z-EGFP en el
citoplasma (resaltado con flechas rojas en la figura 9.4) que no estan presentes en el

control. Esto mismo se puede apreciar en detalle en los cortes Opticos de cada
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muestra (anexo, figuras xiii y xiv), donde se observa que el patron punteado se

mantiene a lo largo del eje Z.

Figura 9.4. Microscopia confocal de células 293T. A. Serie Z de células 293T control
transfectadas con pEGFP-N3, seguida por una seccién éptica y zoom digital de la region
delimitada por el rectangulo amarillo. B. Serie Z de células 293T transfectadas con pZ-EGFP,
seguida por una seccion optica y el zoom digital. Las flechas rojas indican los sitios de

acumulacion de Z-EGFP en el citoplasma y con flecha azul se indica las estructuras vesiculares
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formadas en la membrana plasmatica. En cada figura la barra de tamafio representa 10 um.
(Ver ampliacion de las secciones Opticas en el anexo Il)

Por otro lado, el rearmado de las imagenes en tres dimensiones (figura 9.4, cuadros
Ay B) evidencia una interesante diferencia respecto de filipodios y extensiones de la
membrana plasméaticas presentes en el control negativo y no en las células
expresando Z-EGFP. En su lugar se pueden ver estructuras “esféricas™ sobre la
membrana. Al realizar la ampliacibn de una seccion de la figura, se evidencia
claramente la abundante formacion de estructuras vesiculares en la membrana de las
células transfectadas con pZ-EGFP, que no estan presentes en las células control,

donde se observan membranas plasmaticas “lisas”.

Busqueda de vesiculas extracelulares conteniendo Z-EGFP

La forma semiesférica de las evaginaciones, detectadas por microscopia confocal
so6lo en presencia de Z-eGFP, sugiere la presencia de un proceso de brotacién de
vesiculas debido a las propiedades de la proteina Z. Por ello, se analizé la posibilidad
de que se estuvieran produciendo vesiculas que contengan Z-eGFP anclada en su

membrana.

Deteccion de Z-EGFP en el sobrenadante del cultivo

Inicialmente, a partir de células 293T transfectadas con pZ-EGFP se analiz6 la
presencia de Z-EGFP asociada en estructuras macromoleculares en el sobrenadante
de cultivo. Para esto se colecto el sobrenadante de cultivo a las 48 hs post-
transfeccion, se clarificé y ultracentrifugd en colch6n de sacarosa. Las muestras
obtenidas, y el control de células sin transfectar, fueron analizadas mediante western
blot, utilizando anticuerpos contra Z. La deteccion de una Unica banda de
aproximadamente 37 kDa en el western blot (figura 9.5 A) evidencia la presencia de
Z-EGFP en particulas capaces de precipitar por ultracentrifugaciéon obtenidas a partir
del sobrenadante de cultivo.

Ensayo de proteccion a Proteinasa K

Si bien la técnica de ultracentrifugacion permite sedimentar particulas, como
vesiculas o virus, también suelen precipitar agregados proteicos de gran volumen. Por
este motivo, fue necesario analizar si la sefial observada en el sobrenadante era
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consecuencia de la sedimentacién de un agregado proteico que incluya Z-EGFP o de
particulas conteniendo la misma. Para esto se realizé un ensayo de proteccién a
proteinasa K (Figura 9.5 B). Las muestras obtenidas de la ultracentrifugacion fueron
tratadas con proteinasa K en presencia y ausencia de Tritdbn X-100, el cual
permeabiliza membranas lipidicas. En consecuencia, las proteinas aisladas seran
sustrato de la proteasa, mientras que aquellos péptidos contenidos dentro de
membranas lipidicas seran protegidos de la misma. Por otro lado, en presencia de
detergentes, los péptidos contenidos en estructuras membranosas estaran expuestos
a la degradacién por la proteinasa K.

A B . 0,04 pg/pl - 0,08 pglpl - 0,4 pg/pl "
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Figura 9.5. Purificacion de VLPs. A. Western blot del pellet obtenido a partir de la
ultracentrifugacion del sobrenadante de cultivo de células transfectadas con pZ-EGFP. El
control corresponde al pellet obtenido a partir del sobrenadante de células 293T sin transfectar.
B. Ensayo de proteccion a proteinasa K del pellet obtenido de la ultracentrifugaciéon del
sobrenadante de cultivo de células transfectadas con pZ-EGFP. El esquema indica si la
muestra se encuentra en presencia o ausencia de proteinasa K o Tritdbn X-100 utilizando los
simbolos + y -. Ademas se indica la concentracion de proteasa utilizada en cada caso. C.

Esquema del modelo propuesto para la localizaciéon de Z en el interior de las VLPs.

En la figura 9.5 B se observa que el tratamiento con proteinasa K en distintas

concentraciones no tuvo efecto sobre la proteina Z-EGFP, mientras que en presencia
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de Triton-X100 la misma no se detecta. Estos resultados son compatibles con la
presencia, en el sobrenadante de cultivo, de particulas tipo virales que contienen Z-
EGFP en su membrana lipidica y que esta se encuentra orientada hacia el interior de
las mismas, preservada de la degradacién por proteasas tal como se esquematiza en
la Figura 9.5 C.

Determinacion de la presencia de vesiculas fluorescentes en el sobrenadante
de cultivo mediante citometria de flujo

Por otro lado, se demostré la presencia de Z-EGFP en las VLPs purificadas
mediante citometria de flujo de la muestra obtenida luego de la ultracentrifugacion del
sobrenadante de cultivo (figura 9.6). En la muestra de células transfectadas con pZ-
EGFP se observa un corrimiento de la nube de puntos hacia la regién de particulas de
mayor tamafio (FSCH) y mayor complejidad (SSCH), 6999/50000 (figura 9.6 A),
comparado con los valores determinados para el control, 571/50000 (figura 9.6 B).
Ademas en las células que expresan Z-EGFP se evidencia un mayor nimero de
eventos detectados con fluorescencia positiva respecto a la muestra control (figura 9.6
C).
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Figura 9.6. Citometria de Flujo del sobrenadante de cultivo de células 293T. A. Células
transfectadas con pZ-EGFP y B. Células control. (Grafico superior: Parametro Y: SSCH (log) ,
parametro X: FSCH (log). Grafico inferior, pardmetro Y: niumero de eventos, parametro X:
fluorescencia en FL1-H, 530 + 15 nm. C. Superposicion de los perfiles de fluorescencia. La
linea roja indica el valor de fluorescencia basal de las células control. Los valores de

fluorescencia superiores son anotados como positivos.

Deteccion de vesiculas en el sobrenadante del cultivo por microscopia
electronica de transmision

Con el objetivo de caracterizar la estructura de las particulas tipo virales que
contiene Z-EGFP, la muestra obtenida de la ultracentrifugaciéon del sobrenadante de
células transfectadas con pZ-EGFP fue analizada mediante microscopia electrénica de
transmision acoplada a la inmuno deteccion de Z con particulas de oro coloidal. En la
figura 9.7 es posible observar la presencia de estructuras irregulares electrodensas,
de entre 40 y 150 nm de diametro, donde fue posible detectar a la proteina Z-EGFP
mayoritariamente en asociacion a las particulas. Las particulas mencionadas no fueron
observadas en la muestra control, de células sin transfectar o transfectadas con
pEGFP-N3 (Datos no mostrados).
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Figura 9.7. Microscopia electrénica de transmisién con immunogold (a-Z) del pellet obtenido
luego de la ultracentrifugacion del sobrenadante de células 293T transfectadas con pZ-EGFP.
La barra de tamafio indica 50nm en todos los casos. Las flechas rojas indican la marca de oro
coloidal.

Caracterizacion proteica de las VLPs

Teniendo en cuenta que aun no se encuentra completamente descripto cual es el

contenido proteico dentro de las particulas virales, y por otro lado, sabiendo que Z
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posee la capacidad de unir directa e indirectamente a factores celulares, se analizé la
presencia de proteinas en las VLPs purificadas.

Para ello, se realizé6 un SDS-PAGE de la muestra obtenida a partir de la
ultracentrifugacion del sobrenadante de cultivo, previa y posterior al tratamiento con
proteinasa K. En la figura 9.8 se observa la presencia de un patrén de proteinas para
las dos muestras (con y sin tratamiento con proteinasa K). Sin embrago, luego del
tratamiento con proteinasa K, se puede ver la eliminacion de algunas de las proteinas
como por ejemplo la correspondiente a la banda mayoritaria de aproximadamente 70
kDa (de acuerdo al peso molecular y a la cantidad, posiblemente corresponda a BSA,
presente en medio de cultivo). Por otro lado, una gran cantidad de proteinas, junto con
Z-EGFP, parecen haber sido protegidas del tratamiento con proteinasa K, por lo que
se puede suponer que la mayoria han sido incluidas en el interior de la VLPs.
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Figura 9.8. Analisis proteico de las VLPs de Z-EGFP. SDS-PAGE con tincion de Coomassie
blue y western blot (a-Z) de la muestra obtenida luego de la ultracentrifugacion del
sobrenadante de células 293T transfectadas con pZ-EGFP, tratada con proteinasa K (+) y sin
tratar (-).

Control de VLPS con pEGFP-N3

La actividad celular basal es capaz de secretar vesiculas al exterior celular. Estas
pequefias vesiculas envueltas de membrana lipidica, llamadas exosomas., son
secretadas al medio extracelular por la mayoria de los tipos celulares e interviene en la
comunicacion intercelular (Ludwig & Giebel, 2012). Estas se forman por gemaciéon de

la membrana de endosomas tardios, los cuales son liberados al lumen del endosoma.
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Cuando este ultimo se fusiona con la membrana plasmatica libera su contenido al

medio extracelular, incluyendo los exosomas luminales.

Teniendo en cuenta la actividad de secrecion de exosomas, fue necesario
comprobar que las VLPs detectadas fueran realmente producto de la expresiéon de Z-
EGFP, y no exosomas que contuvieran aleatoriamente a la proteina heteréloga. Para
esto se transfectaron células 293T con el plasmido control pEGFP-N3, el cual expresa
la proteina EGFP (25 kDa) y se analiz6 la presencia de la misma en el sobrenadante
de cultivo. La muestra se sometié al mismo tratamiento utilizado para la purificacién de
las VLPS de Z-EGFP, incluyendo el tratamiento con proteinasa K. Los resultados
fueron analizados mediante SDS-PAGE e inmunodeteccion con el suero policlonal a-
GFP.
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Figura 9.9. A. Western blot de la fraccion celular y extracelular de células 293T transfectadas
con el plasmido control pEGFP-N3. La primera linea corresponde al control positivo de la
técnica, la ultracentrifugacion (UC Z-EGFP) del sobrenadante de cultivo de células
transfectadas con pZ-EGFP. A continuacion la UC de células tranfectadas con pEGFP-N3
tratadas con proteinasa K + Tritén X-100 (UC EGFP c/ Prot K + Triton), solo con Proteinasa K
(UC EGFP c/ Prot K), un marcador de peso molecular, y luego la misma muestra sin tratar (UC
EGFP s/ Prot K). Las dos ultimas lineas de este panel corresponden a las fracciones celulares
transfectadas con pEGFP-N3 (Mono EGFP) y sin transfectar (Mono sin Transf.). B. Deteccion
mediante SDS-PAGE con tincion de coomassie blue de las siguientes muestras: UC de células
transfectadas con pEGFP-N3 tratadas con proteinasa K + Triton X-100 (UC EGFP c/ Prot K +
Tritén), solo con Proteinasa K (UC EGFP c/ Prot K) y sin tratar (UC EGFP s/ Prot K). Luego el
control positivo de GFP purificada (GFP), el marcador de peso molecular, y la fraccién de
células transfectadas con pEGFP-N3 (Mono EGFP) y sin transfectar (Mono sin Transf.).
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En la figura 9.9 se observa la ausencia de sefial para GFP en las muestras
obtenidas de la ultracentrifugacion (UC) del sobrenadante e cultivo tratadas con
proteinasa K. Si bien se observan sefiales inespecificas en la muestra de UC sin
tratamiento con la proteasas, las mismas desaparecen luego de la incubacién con
proteinasa K. Lo mismo se observa en el analisis por SDS-PAGE, donde la muestra
sin tratamiento contiene un alto contenido proteico, el cual desaparece luego de la
exposicion a la proteasa. Este resultado indica la presencia de agregados proteicos no
protegidos por una envoltura lipidica, los cuales precipitan durante el proceso de
ultracentrifugacion. Por lo tanto, si bien fue posible detectar la presencia de EGFP en
la fraccion celular de células transfectadas con pEGFP-N3, no hubo evidencia de la

presencia de EGFP dentro de particulas lipidicas.

EXPRESION DE Z-EGFP BAJO EL CONTROL DE PROMOTORES BACULOVIRALES

Teniendo en cuenta que uno de los principales objetivos de esta tesis es la
utilizacion de las VLPs para el desarrollo de un sistema de vehiculizacion vy
presentacion de antigenos especificos, en este apartado del capitulo se describe el
estudio de sistemas celulares de insectos para la produccion de las mismas.

Las razones principales por la que se escogi6 este sistema celular de produccién
fueron la disminucion de los costos productivos, el precedente de la aprobacion de
este sistema en la formulacién de vacunas para humanos, y la experiencia previa en la
manipulacion de sistemas similares.

A partir de la construccién pZ-EGFP, que contiene el promotor de CMV, se realiz6 la
construccion del plasmido ple1-Z-EGFP, el cual posee el promotor del gen baculoviral
temprano ie1 de AQMNV (Anticarsia gemmatalis multiple nuclear virus) en tandem con
el promotor CMV (figura 9.10). El promotor je? es el encargado de la regulacion del
gen Inmediate early 1 (le1) presente en el genoma baculoviral. Es una secuencia
reconocida por la maquinaria celular sin la necesidad de otros factores virales y genera
la produccion de transcriptos a tiempos muy tempranos (2 hs post-infeccion) (Bilen et
al., 2007). El objetivo de utilizar este vector es evaluar la expresion de la proteina Z-
EGFP y la produccién de VLPs en células de insecto. En este estudio se analizaran las
lineas de insecto Sf9 y UFL-Ag 286.
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Figura 9.10. Construccion de ple1Z-EGFP. En base al vector pZ-EGFP se realiz6 la
construccion ple1Z-EGFP, donde se introdujo la secuencia del promotor del gen baculoviral ie1

entre la secuencia del promotor de CMV y Z.

Expresion de Z-EGFP (le1) en 293T por transfeccion

La posibilidad de utilizar una Unica construccién plasmidica para varios sistemas de
expresion brinda numerosas ventajas, por lo que se decidié ensayar su actividad en
células 293T. En este caso el plasmido utilizado posee los promotores CMV e le1 en
tandem, regulando la expresion de Z-EGFP, lo que permitira ensayar la hipotesis de
sinergismo entre ambos promotores. Para esto se transfectaron células 293T con el
vector ple1Z-EGFP, y luego de 48 hs se analiz6 la fluorescencia en las mismas (figura
9.11). Si bien se logré observar Z-EGFP en ambas condiciones, la construccion

regulada por CMV resulté en una mayor intensidad de fluorescencia.

Control ple1-ZEGFP pZ-EGFP
A
o St

Figura 9.11. Microscopia de fluorescencia de células 293T. El control corresponde a células
sin transfectar mientras que la siguiente columna corresponde a la transfeccion del vector que
expresa Z-EGFP bajo la regulacién del promotor le1. La Ultima columna corresponde al control
de células transfectadas con la construccién pZ-EGFP. En los tres casos se muestra el campo

claro y el de fluorescencia en un aumento 20x.
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Expresion de Z-EGFP (le1) en Sf9 por transfeccion

Se transfectaron células sf9 con el plasmido ple1Z-EGFP, y luego de 48 hs se
analizaron las imagenes de las mismas. Como se muestra en la figura 9.12 la
eficiencia de transfeccion observada en todos los casos fue muy baja en comparacion
a la transfeccion en células 293T, La baja expresion de la proteina en el sistema
celular evaluado mediante esta técnica, no permiti6 estudiar la actividad ni la
localizacion celular de Z-EGFP.

PEGFP-N3 (CMV) pZ-EGFP (CMV) Control le1Z-EGFP

Figura 9.12. Microscopia de fluorescencia de células Sf9. Células transfectadas con la
construccion pEGFP-N3 y pZ-EGFP, ambas bajo la regulacién del promotor CMV. El control
corresponde a células sin transfectar mientras que la siguiente columna corresponde a la
transfeccion del vector que expresa Z-EGFP bajo la regulacion del promotor le1 (ple1-Z-
EGFP). En todos los casos se muestra el campo claro y el de fluorescencia en un aumento
20x. En este ultimo se sefialan con flechas blancas las células fluorescentes.

Produccion de baculovirus recombinantes Ac-Z-EGFP

Los baculovirus recombinantes se han convertido en un excelente sistema de
expresion de genes heteordlogos ampliamente utilizado, con la posibilidad de usar
células de insecto cultivadas y larvas de insectos como bioreactores. Los genes
heterélogos colocados bajo el control transcripcional del promotor fuerte del gen de la
poliedrina del nucleopoliedrovirus  Autographa californica (AcMNPV)  son
abundantemente expresados durante las etapas tardias de la infeccién viral. El
sistema comercial Bac-to-Bac utiliza una version modificada del genoma a ADN
circular de cadena doble de AcMNPV denominada bacmido, el cual permite la

recombinacién sitio especifica del gen de interés y puede ser replicado en bacterias.
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Teniendo en cuenta los resultados obtenidos mediante transfeccién transitoria en
células de insectos y con el objetivo de generar un sistema de transferencia genética
mas eficiente se planteé la construccién de baculovirus recombinantes que puedan
llevar el gen z-egfp.

En nuestro estudio se introdujo el ORF z-egfp junto con el promotor le1 dentro del
bacmido de AcMNPV utilizando el sistema Bac-to-Bac. A partir del sobrenadante de
cultivo de células Sf9 previamente transfectadas con el bacmido, se obtuvo una
progenie viral del fenotipo brotante conteniendo en su genoma el gen z-egfp bajo la
regulacion del promotor temprano le1 (Ac-Z-EGFP). Estos viriones se utilizaron para

infectar células Sf9 y estudiar la expresién de Z-EGFP.

Expresion de Z-EGFP (le1) en Sf9 por infeccion

Cinética de expresion de Z-EGFP en Sf9 infectadas

Con el objetivo de evaluar la expresion de Z-EGFP en células Sf9 mediante la
infeccion con Ac-ZEGFP, se ensayé la cinética de expresion. La misma se realizé a
una multiplicidad de infeccion (MOI) de 1, con un tiempo de adsorcién de 1 hora.
Luego se removi6 el sobrenadante y la monocapa fue lavada con PBS tres veces. La
misma fue monitoreada por microscopia de fluorescencia, colectando el sobrenadante
a cada tiempo ensayado. En la figura 9.13 se puede observar que a las 8 hs post
infeccion todas las células estan infectadas, con bajos niveles de expresion. Luego de

48 hs el nivel de expresién aumenta llegando a su maximo.

16hs.

10x

20x

Figura 9.13. Cinética de expresion de Z-EGFP en células de insecto Sf9. Se muestran las

microscopias correspondientes al campo claro y de fluorescencia de los distintos puntos de la
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cinética de expresion de Z-EGFP en Sf9 mediante la infeccion con el virus recombinante Ac-Z-
EGFP.

A partir de los resultados previos mostrados en el capitulo 6 (figura 6.13) donde se
confirmé la presencia de la proteina Z en el sobrenadante de cultivo de células Sf9
infectadas con baculovirus recombinantes que contenian el gen z (Ac-Z), se realizaron
los mismos ensayos para este nuevo baculovirus conteniendo el gen z-egfp. Para
esto, los sobrenadante de células infectadas con Ac-Z-EGFP fueron colectados a
distintos tiempos, clarificados y ultracentrifugados en colchén de sacarosa, al igual que
lo descripto previamente para la purificacion de VLPs de células de mamifero. Las
muestras fueron sometidas al analisis mediante western blot utilizando 1gG a-Z (figura
9.14). Como control del ensayo, se utilizaron las muestras de monocapa y
sobrenadante de cultivo de células sin infectar, mientras que como control positivo se
agrego el pellet del sobrenadante ultracentrifugado de células Sf9 infectadas con Ac-Z.
En la figura 9.14 se detecta la presencia de Z-EGFP de los sobrenadantes de cultivos
a partir de las 14 hs post infeccién, la cual aumenta hasta el Gltimo punto evaluado (72
hs). Las muestras control no evidenciaron sefial para Z, mientras que en el positivo de
la reaccion se detectd una banda de aproximadamente 14 kDa, correspondiente a His-
Z

Pellet UC Sf9 Z-EGFP

14hs.
25hs.
72hs
Mono. 5f9
Marcador
UcC sf9
ucC sf9
Ac-Z

0 0
il =] ¥ —
N T

55 kDa —m
43 kDa —»

34 kDa —p

26 kDa —»

17 kDa —»

Figura 9.14. Cinética de expresion de Z-EGFP en células Sf9 post infeccion con Ac-Z-
EGFP. Las primeras cinco lineas corresponden a las muestras de ultracentrifugacion del
sobrenadante de cultivo de Sf9 infectadas a los distintos tiempos de la cinética. Luego se
encuentran las fracciones celulares o monocapas de células infectadas y sin infectar. Por

ultimo las dos ultimas lineas corresponden al sobrenadante ultracentrifugado de células Sf9 sin
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infectar y de células infectadas con el bacmido control Ac-Z. Las flechas rojas indican la banda

correspondiente a la proteina Z-EGFP y His-Z

Busqueda de VLPs conteniendo Z-EGFP producidas en células de insecto

A partir de la deteccién de Z-EGFP en el sobrenadante de cultivo de células Sf9
infectadas con Ac-Z-EGFP, se realizaron ensayos para confirmar la presencia de
VLPs. Para esto se colect6 el sobrenadante de células Sf9 a las 72 hs post infeccion,
se clarifico y se ultracentrifugd en colchén de sacarosa, como se menciond
anteriormente. El material obtenido fue analizado utilizando los ensayos previamente
descriptos para la caracterizacion de VLPs obtenidas en células de mamiferos (Inicio

del capitulo 9).

Ensayo de proteccion a proteinasa K

Como se puede observar del western blot mostrado en la figura 9.15, se detecté la
presencia de la proteina Z-EGFP en el sobrenadante del cultivo de células Sf9
infectadas con Ac-Z-EGFP (calle 1). Por ello, para analizar la naturaleza particulada de
las VLPs, la muestra fue sometida a un ensayo de proteccion a proteinasa K, en
presencia o ausencia de Tritén x-100. En la figura 9.15 se observa la deteccion de Z-
EGFP en la muestra sin tratar y tratada en ausencia de detergente. Sin embargo no se
detectd Z-EGFP en presencia del detergente Tritébn X-100. Esto indicaria que Z-EGFP
se encuentra dentro de particulas envueltas por una membrana lipidica, la cual la

protege de la degradacion mediada por proteasas en ausencia de Triton X-100.

N * = Triton X-100

- + + Proteinase K

N —

Figura 9.15. Western blot del ensayo de proteccion a proteinasa K. Sobrenadantes
ultracentrifugados de células Sf9 infectadas con Ac-Z-EGFP incubados con proteinasa K (0,4
pg/ul) y/o Tritdn X-100 (utilizando los simbolos + y -). Se detect6 la presencia de Z utilizando

anticuerpos policlonales anti Z.

Si bien las VLPs obtenidas en células de mamifero 293T a partir de la expresion de

Z-EGFP evidenciaron el mismo comportamiento que el observado en células Sf9, en
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este caso es necesario tener en cuenta que en el sobrenadante también estan
presentes los baculovirus brotantes derivados del ciclo replicativo viral. Como se
menciono previamente los baculovirus poseen un tamafo similar al observado para las
VLPs de Z-EGFP obtenidas en células 293T (100 nm y 200 nm), y estan recubiertos
por una membrana lipidica. Si bien ambas particulas difieren en su morfologia (los
baculovirus de estructura cilindrica envuelta y las VLPs son estructuras envueltas
pleomorficas), son capaces de sedimentar mediante ultracentrifugacion en colchén de
sacarosa y co-purificarse.

De acuerdo a estas caracteristicas, existe la posibilidad de que los resultados
obtenidos a partir de células de insecto correspondan a VLPs y/o virus brotantes

conteniendo la proteina Z-EGFP en su envoltura.

Gradiente de sacarosa del sobrenadante de Sf9 infectadas con Ac-Z-EGFP

Una caracteristica intrinseca de las virus like particles es la ausencia de material
genético, por lo que no son infectivas per se. Esta propiedad no es compartida por los
baculovirus brotantes que componen la progenie viral. Por lo tanto, esta propiedad
permitiria realizar una separacion de ambas particulas a partir de la diferencia de
densidad. Para ensayar esta hipotesis se realizé un gradiente de sacarosa a partir del
sobrenadante de células Sf9 infectadas con Ac-Z-EGFP y las fracciones obtenidas se
analizaron mediante PCR (para la deteccion del genoma baculoviral), y Dot Blot (para
la deteccion de Z-EGFP).

En la figura 9.16 se observa la inmunodeteccion por dot blot de Z-EGFP dividida en
dos conjuntos de fracciones de mayor sefial (cuadros de linea punteada roja, figura
9.16 C). Para la mejor visualizacion de los resultados, se realizé una densitometria de
la sefal obtenida por dot blot, la cual se encuentra graficada en la figura 9.16 B. De
esta manera es posible observar dos picos mayoritarios, con uno intermedio de menor
intensidad. La deteccion del genoma baculoviral de las fracciones sefialadas en el
recuadro con linea punteada roja (figura 9.16 D) indica que la presencia de genoma
viral coincide con las fracciones del pico | y el pico intermedio. Mientras que en las
fracciones que estan representadas en el pico Il, no se detecta la presencia de
genoma baculoviral mediante PCR. Por otro lado se reinfectaron monocapas de Sf9
con las fracciones del gradiente observandose una gran proporcion de los baculovirus
infectivos en las fracciones representativas del pico I, y una menor proporcién en la
fracciones representativas del pico Il, en comparacion con el control de Sf9 infectadas
a una MOI de 1 con Ac-Z-EGFP.
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Estrategias para disminuir la presencia de virus brotantes en el

sobrenadante de cultivo

Expresion de Z-EGFP en células UFL-Ag 286

Si bien el bacmido recombinante Ac-Z-EGFP esta basado en AcCMNPV (Autographa
californica MNPV), se sabe por ensayos previos que AcMNPV es capaz de infectar
células derivadas de otros hospedadores como por ejemplo Anticarsia gemmatalis
(células UFL-Ag 286). Sin embargo, la cantidad de virus brotantes que se obtiene a
igual periodo de tiempo en esta linea celular es hasta dos ordenes menor que en Sf9
(datos no publicados).

Por otro lado, el virus recombinante Ac-Z-EGFP fue disefiado para regular la
expresion del gen z-egfp mediante el promotor del gen temprano ie1 de AGQMNPV.
Como se mencioné anteriormente este promotor presenta varias ventajas para este
sistema. Es reconocido por la maquinaria de transcripcién celular sin la necesidad de
factores virales adicionales. Al ser un promotor temprano nos permite obtener
transcriptos a tiempos muy cortos post-infeccion (antes de que se generen virus
brotantes). Por ultimo esta secuencia es reconocida por diferentes lineas celulares de

insecto y de mamiferos (Bilen MF, tesis doctoral, 2007).

2hs. 16hs. 24hs. 48hs.

¥
)
-

10x

20x

Figura 9.17. Cinética de expresion de Z-EFP en células de insecto UFL-Ag 286. Se
muestran las microscopias correspondientes al campo claro y de fluorescencia, a un aumento
de 10X y 20X, de los distintos puntos de la cinética de expresion de Z-EGFP en células UFL-Ag
286 por infecciéon con el bacmido Ac-Z-EGFP.
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De acuerdo a estas caracteristicas, se evalué la expresion de Z-EGFP en la linea
celular UFL-Ag 286 con el objetivo de disminuir la produccién de baculovirus brotantes
mediante la regulacion del tiempo post-infeccion y la utilizacién de una linea celular
menos eficiente para la generacion del ciclo viral de AcMNPV.

Asi como se observd para las células Sf9, la expresiéon de Z-EGFP se evidenci6
claramente a partir de las 8 hs, mostrando un pico maximo a las 48 hs (figura 9.17).
Sin embargo cuando se recolect6 el sobrenadante de cultivo y se ensayé la deteccién
de Z-EGFP se obtuvo una sefial muy débil solo a 48 hs post-infeccion y en la

monocapa (datos no mostrados).

Ensayo de Afidicolina

Como se menciond previamente las particulas presentes en el sobrenadante de
cultivo de células Sf9 infectadas con Ac-Z-EGFP (virus brotantes y VLPs) son
envueltas y poseen propiedades de sedimentacion similares, por lo que métodos de
separacion basados en estas propiedades no serian aptos. Por este motivo se intenté
disminuir la presencia de virus brotantes en el sobrenadante mediante la inhibicion de
la replicacion baculoviral, luego del proceso de infeccion. De esta manera se buscd
incrementar la proporcion de VLPs derivadas de la actividad de brotacion de Z-EGFP
en el sobrenadante. Para este ensayo se utilizé el compuesto Afidicolina (APH), el cual
es un diterpeno tetra ciclico con propiedades antivirales y antimicéticas (figura 9.18
A). Se encuentra como un metabolito secundario del hongo Nigrospora sphaerica y se
extrae a partir del medio en el que crece el hongo. Esta micotoxina es capaz de inhibir
el crecimiento de células eucariotas y de algunos virus animales, sin embargo este
compuesto no tiene ningun efecto sobre el crecimiento de las células bacterianas. La
afidicolina inhibe especificamente las ADN polimerasas de la familia a y d, pero no a
las de la familia B, mientras que los procesos de sintesis de ARN y proteinas no se
observan afectados. El mecanismo de inhibicion de la ADN polimerasa es
consecuencia de la competencia con el nucleétido dCTP por el sitio de unién a la
enzima, lo que bloquea el proceso de replicaciéon. En particular, (Thumbi et al., 2007)
en el ano 2007 se describi6 la susceptibilidad del virus de Autographa californica a
este compuesto de manera dosis dependiente, con bajos efectos citopaticos. Por estos
motivos esta micotoxina fue elegida para producir el efecto inhibitorio de la replicacién
baculoviral, sin afectar la expresiéon de Z-EGFP.

En primer lugar se ensay¢ la actividad inhibitoria de la droga sobre la replicacion de
Ac-Z-EGFP en células Sf9 midiendo la intensidad de fluorescencia emitida en

presencia de distintas concentraciones de afidicolina. En la figura 9.18 C se muestra
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la densitometria de las microscopias obtenidas a 72 hs post-infeccion para cada

condicion (figura 9.18 B).
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Figura 9.18. A. Estructura molecular de la micotoxina Afidicolina. B. Microscopia de
fluorescencia de células Sf9 infectadas con Ac-Z-EGFP, a un aumento 4x. (7,5 pM; 60 nM y
2,4 nM de afidicolina). C. Densitometria de las microscopias de fluorescencia de células Sf9
infectadas con Ac-Z-EGFP en presencia de distintas concentraciones de afidicolina (eje X). El
eje Y corresponde a valores arbitrarios de fluorescencia.

A partir de la informacion obtenida, se decidié trabajar con concentraciones de
afidicolina entre 7,5 pyM y 15 pM en medio Grace suplementado con 10% de suero
fetal bovino.

El disefio del experimento se encuentra esquematizado en la figura 9.19. Luego de
la infeccién de células Sf9 con Ac-Z-EGFP ( MOI de 2), se incub6 durante 2 hs para
permitir el proceso de adsorcion. Una vez retirado el inoculo viral, la monocapa se lavo
con PBS de manera de disminuir la presencia de baculovirus no adsorbidos. Seis

horas después de la infeccidn, se agregé al medio afidicolina 1x (15 pM). Este periodo



La proteina Z como la fuerza impulsora de la brotacién viral CAPITULO 9

permite la replicacién parcial del genoma baculoviral, el cual contiene el gen para la
expresion de Z-EGFP, previo al inicio del proceso de brotacién. Y ha sido previamente
descripto por Rosinski ef al. (2001) que el proceso de brotacién viral inicia su estapa

exponencial luego de las 20 hs post infeccion.

L

==
==
Afidicolina 1x

Figura 9.19. Esquema del disefio experimental del ensayo Afidicolina. A tiempo cero,
monocapas de Sf9 a un 80% de confluencia son infectadas con Ac-Z-EGFP a una MOI de 2,
luego de 6 hs de incubacion se agrega la afidicolina 1x 6 0,5x y se incuba 72 hs. En esta etapa
se recupera el sobrenadante de cultivo, la monocapa se lava tres veces con PBS 1x, y se
agrega medio de cultivo fresco con la misma concentracion de afidicolina usada en la etapa
anterior. Luego de incubar otras 72 hs (144 hs en total), se recupera el sobrenadante y se
almacena la monocapa para los posteriores analisis. Ambos sobrenadantes recuperados son

titulados y ultracentrifugados para su analisis mediante western blot.

Luego de 72 hs de incubacién el sobrenadante de cultivo fue colectado, la
monocapa fue lavada con PBS y se agregd nuevamente medio de cultivo
suplementado con afidicolina 15 pM. Las células se incubaron otras 72 hs, es decir
una total de 144 hs. Finalmente se colectd el sobrenadante y la fraccion celular. Se
estimd la expresion de la proteina Z-EGFP mediante la medida de la fluorescencia
emitida a diferentes tiempos post infeccién. Los sobrenadantes colectados a 72 hs y
144 hs post-infeccion se titularon, y una fraccion fue purificada mediante
ultracentrifugacion, para analizar por western blot la presencia de Z-EGFP.

Como controles del ensayo se utilizaron células Sf9 sin infectar en presencia de
afidicolina (APH) y células Sf9 infectadas con Ac-Z-EGFP en ausencia de APH.

En la figura 9.20 A. se muestra la expresion de Z-EGFP en células Sf9 a las 24 y 48

hs post infeccion con Ac-Z-EGFP, en presencia y ausencia de afidicolina. Es
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importante destacar que la intensidad de fluorescencia en presencia de afidicolina se
mantiene constante, mientras que en ausencia de la droga aumenta en el tiempo
(figura 9.20 B). A las 72 hs no se detecta incremento de la fluorescencia con respecto

a 48 hs, en presencia de APH (datos no mostrados).

A. APH+ APH+ [ APH-
BAC- BAC+ BAC+

w

=

q - -

o™

: - -

=

oD

-

B * APH

=—f=Bac- Aph+
=fi—Bac+ Aph+
Bac+ Aph-

Fluorescencia

Figura 9.20. Ensayo de Afidicolina. A. Microscopias de fluorescencia de monocapas de Sf9
infectadas con Ac-Z-EGFP (Bac+) en presencia (Aph+) o ausencia (Aph-) de Afidicolina, 24 hs
y 48 hs post-infeccion. También se muestra la fraccion celular correspondiente al control de Sf9
sin infectar (Bac-) en presencia de la micotoxina. B. Densitometria de las infecciones
mencionadas anteriormente. El eje Y corresponde a valores arbitrarios de fluorescencia,
mientras que el eje X corresponde a los distintos tiempos evaluados. La linea punteada sefiala
el tiempo al cual se agregoé la afidicolina al medio de cultivo.

Para cuantificar los viriones brotantes generados en el ensayo, las fracciones del
sobrenadante de cultivo colectadas a 72 y 144 hs post-infeccién fueron tituladas
mediante el ensayo de formacién de placas fluorescentes (Materiales y métodos), y se
analizaron mediante western blot con anticuerpos a-Z (figura 9.21 A).
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Figura 9.21. Ensayo de afidicolina. A. Western blot y titulacion viral (especificado en pfu/ml)
de los sobrenadante recuperados de células Sf9 infectadas con Ac-Z-EGFP en presencia y
ausencia de Afidicolina (72 hs y 144 hs). También se muestra el control de Sf9 sin infectar en
presencia de la toxina. B. Cociente entre los valores de densitometria de la inmunodeteccion
de Z en el sobrenadante de cultivo y el titulo viral obtenido. El codigo de colores BAC+ APH- en
naranja y BAC+ APH+, en amarillo se conserva en ambos graficos. Los valores de
densitometria poseen unidades arbitrarias.

Segun puede observarse en la figura 9.21 A, se detecta la presencia de Z-EGFP en
las células infectadas con y sin tratamiento con afidicolina, aunque resulta evidente
una diferencia significativa en la intensidad de la sefial entre ambas muestras.
Ademas, solo en la condicion sin afidicolina (BAC+APH-) se puede observar un
aumento en la sefal entre las 72 hs y 144 hs. En cuanto a los titulos virales fueron
constantes en cada grupo, y significativamente diferentes entre ambos. Una manera
de analizar la composiciéon de la sefal observada mediante la inmunodeteccion de Z
es relativizando la sefal obtenida respecto al valor del titulo viral para cada condicién
(figura 9.21 B). De este modo, se normaliza cada valor (de sefial de Z-GFP) respecto
a la cantidad de particulas virales y si se detectan incrementos en los valores de este
cociente podria adjudicarse a la presencia de otras particulas conteniendo Z-EGFP.

En este caso, cuanto mas elevado es el valor de la relacion (Densitometria/Titulo
viral), mayor proporcion de la sefial es consecuencia de la presencia de particulas
distintas a los baculovirus. Como se observa en la figura 9.21 B los valores mas
elevados se obtienen en células infectadas en presencia de afidicolina (BAC+APH+)
en ambos tiempos. Mientras que en las células infectadas, en ausencia de la
micotoxina se obtienen valores menores. Este resultado indicaria que en condiciones

de infeccién con el baculovirus recombinante sin afidicolina, una porcion importante de
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la sefal en el sobrenadante ultracentrifugado, corresponde a la proteina Z-EGFP
incluida en baculovirus brotantes. Sin embargo, también se evidencia que existen otras

particulas en el sobrenadante, distintas a los baculovirus, que contienen Z-EGFP.

EXPRESION DE HiS-Z EN CELULAS SF9

En el capitulo 6 se describi6 la expresion de la proteina His-Z, en baculovirus
regulada por el promotor de poliedrina, con la finalidad de obtenerla pura y en cantidad
para su posterior cristalizacion.

En esta estrategia se construyé un baculovirus recombinante (Ac-Z) que contenia la
proteina Z fusionada por su extremo amino terminal a 42 aminoacidos, provenientes
del plasmido de expresion y un tag de 6 histidinas para su posterior purificacion.

El analisis, mediante western blot, de la expresién de esta version de la proteina Z
revela dos bandas de aproximadamente 15y 10 kDa (figura 9.22 A). Las dos bandas
detectadas podrian corresponder, de acuerdo a su peso molecular, a la proteina
teorica, y a la generada a partir del inicio de traduccién propio del ORF de z (sin el tag
de histidinas).

Por otro lado, en ensayos anteriores se detect6 la presencia de Z-EGFP en
particulas brotantes a partir de células de insecto infectadas con Ac-Z-EGFP. Este
resultado podria estar indicando que las células de insecto poseen un sistema de
miristoilacién y brotacion similar al de las células de mamiferos u otro que estuviese
reconociendo a la proteina Z y generando la brotaciéon de particulas con Z incluida en
membranas.

Para intentar resolver esta cuestiéon y confirmar la presencia de VLPs a partir de
células de insecto, se realizaron ensayos de expresion de Z en células Sf9, mediante
la infeccién del baculovirus recombinantes Ac-Z, con la finalidad de obtener la

expresion de Z sola.

Busqueda de Z en particulas brotantes después de la infeccion

A partir de la infeccion de células Sf9 con Ac-Z, se analiz6 la presencia de Z en el
sobrenadante de cultivo. Para esto, el sobrenadante colectado fue clarificado y
ultracentrifugado en colchéon de sacarosa 30 %. El pellet obtenido, donde se espera
obtener viriones y otras particulas de tamafo similar derivadas del cultivo, fue
resuspendido en PBS y se analizd mediante western blot con anticuerpos a-Z (figura

9.22 A). Paralelamente, otra fraccion de la muestra fue analizada mediante
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microscopia electronica de transmision con inmuno deteccion, utilizando anticuerpos

a-Z y anticuerpos a-IgG de conejo conjugado con particulas de oro coloidal.

Se observaron particulas envueltas pleomorficas de alrededor de 100 nm (figura
9.22 B), junto con estructuras en forma de baculos, las que identificamos como
baculovirus brotantes (figura 9.22 C). Ambas particulas contenian granulos de oro, lo
cual indicaban la presencia de Z.

A | Ac-Z N ! Mock . =Ac-Ds-Red .
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Q
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Figura 9.22. Expresion de Z en células Sf9 A. Western blot de la fraccion celular y del
sobrenadante de cultivo ultracentrifugado de células Sf9 infectadas con Ac-Z, Ac-Ds-Red
(control) y sin infectar, utilizando anticuerpos a-Z. B y C. Microscopias electronicas de
transmision del pellet obtenido luego de la ultracentrifugacion del sobrenadante de cultivo de
células infectadas con Ac-Z, utilizando tincion negativa con acetato de uranilo. Tipos de
particulas detectadas conteniendo Z (B. VLPs, C. baculovirus brotante). La inmunodeteccion se

realizd con anticuerpos a-Z. Las barras de tamafio son equivalentes a 100 nm.

Fue posible detectar la proteina Z utilizando anticuerpos a-Z tanto en la fraccion
celular como en el pellet ultracentrifugado del sobrenadante de cultivo (figura 9.22 A).
La sefial detectada estuvo ausente en los controles de células Sf9 sin infectar (Mock) y
células infectadas con el baculovirus recombinante conteniendo la proteina Ds-Red
(Ac-Ds-Red).
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Ensayo de proteccion a Proteinasa K

Para analizar la integridad de las particulas purificadas del sobrenadante de cultivo
de células infectadas con Ac-Z, las muestras obtenidas del pellet de Ila
ultracentrifugacion se sometieron a un ensayo de proteccién a proteinasa K. Las
muestras fueron tratadas con 0.4 ug/ul de proteinasa K o la misma suplementada con
1% Tritén X-100. Estas muestras fueron analizadas por western blot utilizando el suero
policlonal a-Z, como se muestra en la figura 9.23

0,4 pglul .
- = P Triton X-100
- o+ e Proteinasa K

Figura 9.23. Deteccion de Z en el sobrenadante de cultivo. Western blot del ensayo de
proteccion a Proteinasa K del pellet obtenido de la ultracentrifugacion del sobrenadante de
cultivo de células infectadas con Ac-Z. El tratamiento se realizd en presencia y ausencia de
Triton X-100, comparando con el control sin tratamiento. Las flechas rojas indican las
bandas correspondioentes a la expresion de His-Z.
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DISCUSION

En este capitulo se analizé la expresion y actividad de la proteina Z de la cepa
Candid#1 del virus Junin en sistemas de células eucariotas, en particular en células de
mamifero y de insecto. En primer lugar se ensayo la expresiéon de la proteina Z sin el
agregado secuencias heterélogas en el sistema de expresion de células 293T, donde
no fue posible la inmunodeteccion de la misma. Teniendo en cuenta las funciones
biolégicas descriptas para Z, las cuales indican un comportamiento citotéxico para la
célula hospedadora, no es sorprendente que se dificulte la expresién de Z en
cantidades detectables. Este tipo de efecto citotdéxico también fue observado
anteriormente para la expresion de la proteina Z del virus Lassa (Branco et al., 2010)
resaltando una marcada elongacién celular luego de 24 hs, y una separacion del
sustrato plastico significativo a las 48 hs post-transfecciéon. Si bien en nuestro estudio
no se midié cuantitativamente este efecto, se observé un efecto similar en células
transfectadas con pZ-N3. Por este motivo se construyd un vector conteniendo el ORF
que codifica para la proteina Z fusionado por el extremo 3° al ORF de la proteina
EGFP, esperando disminuir el efecto citotdéxico. La transfeccion del mismo produjo
altos niveles de expresion de la proteina Z-EGFP con una distribucion homogénea en
el citoplasma con algunas acumulaciones en regiones cercanas al nucleo celular
(figura 9.3 A). Las imagenes obtenidas por microscopia confocal permitieron estudiar
en mayor detalle algunas de estas regiones (figura 9.4). En primer lugar, las
acumulaciones de Z-EGFP en regiones cercanas al nucleo celular coinciden con la
zona donde se esperaria encontrar el sistema membranoso del reticulo
endoplasmatico. Por otro lado, las regiones de acumulacion de la proteina con una
distribucion punteada en el citoplasma podrian ser consecuencia de la interaccién
anteriormente descripta entre Z y la proteina celular PML (ver capitulo 3). Esta
oncoproteina forma “cuerpos nucleares”, los cuales en presencia de la proteina de
matriz de los arenavirus se redistribuyen en un patrén punteado citoplasmatico
(Borden et al., 1998). Por otro lado, las pequefias regiones de acumulacion de Z-EGFP
observadas en la figura 9.4 podrian ser consecuencia de compartimientos
endosomales tardios, tales como los cuerpos multivesiculares (MVB). Estos podrian
contener vesiculas intraluminales derivadas de Z-EGFP, como se ha descripto para
algunos retrovirus (McDonald & Martin-Serrano, 2009). Estos cuerpos multivesiculares
componen una via de salida extra a la brotacién viral en la membrana plasmatica.
Luego de ser transportados a la membrana plasmatica, estos compartimientos se
fusionan a la misma y permiten la liberacién de las vesiculas intraluminales, en este
caso, las VLPs derivadas de Z-EGFP. Esta hipotesis, la que describe a Z-EGFP
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asociada a vesiculas membranosas, se soporta en el hecho de que en el sistema de
células de mamifero la proteina Z puede ser miristoilada. Esta caracteristica de la
proteina de matriz de los arenavirus dirige su distribucion hacia la membrana
plasmatica y hacia pequefias regiones de acumulacion alrededor del citoplasma, en
células infectadas o transfectadas con Z (Strecker et al., 2006). En consecuencia es
posible postular la hipétesis de que los puntos observados en el citoplasma de células
transfectadas con pZ-EGFP, podrian ser vesiculas membranosas que transportan la
proteina desde el lugar de sintesis hacia la membrana plasmatica. Un trabajo reciente
de Fehling et al., (2013) soportaria la hipotesis de que las regiones de acumulacién de
Z-EGFP citoplasmaticas corresponden a la proteina asociada a compartimientos
membranosos. En este trabajo los autores describieron que las proteinas Z de los
virus Lassa, Junin y Machupo son capaces de colocalizar con la kinesina KIF13A, una
proteina motora del extremo positivo dependiente de los microtubulos, la cual esta
involucrada en el transporte endosomal. A si mismo, mostraron que Z es capaz de
colocalizar con la proteina marcadora de endosomas tardios o cuerpos
multivesiculares CD63, lo que en conjunto estaria evidenciando que el transporte de Z
ocurre asociado al citoesqueleto de microtubulos y en asociacion a los endosomas
tardios. Justamente, es en estos ultimos donde se localizan los componentes del
complejo ESCRT involucrados en la posterior brotacién viral. Si bien es la primera vez
que se describe este mecanismo para un miembro de la familia Arenaviridae, esta
estrategia de direccionamiento mediante microtibulos ha sido descripta previamente
para los virus vaccinia, HSV-1 y HIV-1.

Por otro lado, en el afio 2002 Kentsis et al. describieron que la proteina Z del virus
LCM expresada en un sistema bacteriano es capaz de autoensamblarse en
estructuras proteicas ordenadas de aproximadamente 500 A, las cuales se aproximan
en tamafo a los agregados de proteina observados in vivo en este trabajo. Si bien el
tamafio de los multimeros obtenidos in vitro por Kentsis coincide con los puntos de
acumulacion descriptos en la figura 9.4, es importante destacar que la proteina Z
purificada expresada en un sistema bacteriano no se encuentra miristoilada, dado que
este tipo de modificaciones postraduccionales no ocurre en estos sistemas.

Continuando con el analisis de la transfeccién de pZ-EGFP en células 293T se
observé que la morfologia de las mismas se diferencia claramente de las células
control (transfectadas con pEGFP-N3). En el primer caso, fue posible observar la
curvatura de la membrana plasmatica como si existieran regiones de iniciacion de la
brotacion asociadas a la proteina recombinante, lo que sugiere que Z-EGFP es activa
para la funcién de brotacion, tal como lo es Z. Este tipo de curvaturas de la membrana

plasmatica también se han observado por microscopia confocal de fluorescencia para
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otros virus tales como el baculovirus AcMNPV (Ohkawa et al., 2010), el retrovirus MLV
(Gladnikoff et al., 2009) y en el sistema artificial de vesiculas gigantes unilamelares
asociadas con componentes de ESCRT (Thomas Wollert & James H. Hurley 2010).
Este tipo de curvatura de la membrana no se observa en la muestra control, la cual
expresa la prtoeina EGFP.

Los resultados representados en la figura 9.5 muestran que la proteina
recombinante Z-EGFP fue capaz de formar vesiculas a partir de la membrana
citoplasmatica, lo que sugiere que la fusién a una proteina de 238 aminoacidos como
EGFP no perjudicaria la capacidad de gemacién de Z. Esta es una caracteristica
comun de los polipéptidos de la matriz, como la proteina Gag de VIH o la proteina M1
del virus Influenza (Chackerian, 2007). Sin embargo, no es frecuente que las proteinas
de matriz sean capaces de retener su actividad propulsora de la brotacion al estar
fusionadas a proteinas de gran tamafio. Se ha descripto recientemente que la fusion
de la luciferasa de Gaussia princeps (185 aminoacidos) a la proteina Z resulté en una
proteina quimérica capaz de conservar la actividad de produccion de VLPs (Capul y de
la Torre, 2008)

Considerando la capacidad de la proteina Z del virus Junin de retener la actividad
de brotacion al estar fusionada a una proteina heteréloga (como EGFP), se postula
que otras proteinas podrian ser acopladas a Z, para generar VLPs quiméricas,
pudiendo estas Ultimas ser utilizadas como una herramienta para la vehiculizacién de
antigenos.

Con el objetivo de analizar otros sistemas de expresiéon para Z-EGFP y produccién
de VLPs, se realizaron ensayos de expresion en células de insecto. En primer lugar se
analizé la fuerza del promotor baculoviral le1 en células 293T mediante transfeccion,
respecto a CMV (figura 8.11). Se observd que el primero es menos eficiente que
CMV. Luego se realizé este mismo ensayo en células Sf9, y se observd que la
eficiencia de transfeccion en este sistema fue muy baja (figura 8.12). En contraste, la
expresion de Z-EGFP, bajo la regulaciéon de le1, mediante infeccion de células Sf9 y
UFL-Ag 286 resultd en altos niveles de expresion. Fue posible detectar la presencia de
Z-EGFP en la fraccion celular y en el sobrenadante de cultivo de células infectadas, a
partir de las 8 hs post-infeccion (mediante microscopia de fluorescencia, figuras 9.13
y 9.15) y 14 hs post-infeccion en el sobrenadante de cultivo de Sf9 (mediante Western
blot, figura 9.14). Esto coincide con la temprana actividad de le? durante la infeccion
viral.

La deteccion de Z-EGFP en el sobrenadante de cultivo infiere la funcionalidad de las
sefiales de miristoilacion y direccionamiento en células de insecto. Por este motivo, se

analizé la integridad de las particulas detectadas en el pellet de la ultracentrifugacion
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del sobrenadante de cultivo de células Sf9 infectadas con Ac-Z-EGFP (figura 9.16).
Se observo que las particulas precipitadas protegian a Z-EGFP de la degradacion de
la proteinasa K, y que esta protecciéon fue sensible al detergente Triton X-100. Estos
resultados abonan la hipotesis de que la expresion de Z-EGFP en células de insecto
permite la brotacién de VLPs.

Sin embargo, la expresion de Z-EGFP mediante infeccion puede producir
baculovirus brotantes que contengan Z-EGFP como consecuencia de la brotaciéon de
los mismos a partir de la membrana plasmatica de la célula infectada. En la figura
9.17, correspondiente a la purificacion de VLPs mediante gradiente de sacarosa se
observa la presencia de Z-EGFP en dos fracciones diferenciales. En una de las
mismas (sefialada como | en la figura) fue posible detectar genoma baculoviral,
mientras que en la ofra no (indicada como Il). Esto podria indicar que la fraccion |
corresponde mayoritariamente a lo baculovirus brotantes, mientras que la fraccion Il,
esta enriquecida en particulas no virales. Sin embargo mediante reinfeccioén de células
Sf9 con cada una de las fracciones correspondientes al gradiente de sacarosa, se
observoé la presencia de baculovirus brotantes funcionales en casi todas las fracciones,
mayoritariamente en las correspondientes al pico |. Debido a que las sefales de las
dos fracciones (pico | y Il) son muy similares, la disminucion significativa del titulo viral
en el pico Il (junto con la no deteccién del genoma viral en este pico) es indicativo de la
presencia de otro tipo de vesiculas membranosas conteniendo Z-EGFP en esta
fraccion.

Continuando con el objetivo de confirmar la funcionalidad de Z en células de insecto,
e intentando disminuir la proporcién de particulas baculovirales brotantes en el
sobrenadante de cultivo, se analiz6 la infeccion de Ac-Z-EGFP en células derivadas de
Anticarsia gematalis (UFL-Ag 286), teniendo en cuenta que la progenie viral en estas
células es mucho menor. Como se observo en la figura 9.17, solo se logré evidenciar
la expresion de Z-EGFP en células ULF-Ag mediante fluorescencia y western blot (a
partir del sobrenadante de cultivo) luego de 48 hs post-infeccion (Datos no mostrados).

Como una segunda alternativa para la disminucién de las particulas baculovirales
brotantes en el sobrenadante de cultivo, se realizaron ensayos de infeccion de células
Sf9 en presencia de un inhibidor de las polimerasa viral (Afidicolina). Como se observé
en la figura 9.18 y 9.20 el compuesto afidicolina fue capaz de disminuir la expresion
de EGFP de manera dosis dependiente, siendo esta disminucion consecuencia de la
inhibicién de la replicacién del genoma viral luego de la infeccién. El ensayo con
Afidicolina, permitié detectar Z-EGFP en el sobrenadante de cultivo en presencia de
APH y con muy bajos titulos de baculovirus funcionales (figura 9.21). Esto permitiria

inferir que las particulas detectadas mediante western blot en el sobrenadante de
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cultivo podrian corresponder no solo a viriones sino a VLPs derivadas de la expresién
de Z-EGFP. Por otro lado, esto indicaria que la actividad de Z como inductora de la
brotacién se mantiene en las células de insecto Sf9.

Para confirmar los resultados obtenidos en células de insecto se realizaron ensayos
de infecciéon con el baculovirus recombinante Ac-Z, el cual expresa la versién de Z
fusionada al tag de histidina (por el extremo N-terminal).

Se analizé la expresion de Z en el sobrenadante de células Sf9 infectadas. En la
figura 9.22 se observa que fue posible detectar la presencia de Z en el sobrenadante
de cultivo, y mediante microscopias electronicas de transmisién con immunogold para
la proteina Z se evidenciaron estructuras correspondientes a baculovirus brotantes y
vesiculas membranosas redondeadas. Ambas estructuras fueron detectadas por IgG
a-Z, indicando la presencia de la proteina Z en las mismas.

Asi como se hizo para la proteina Z-EGFP, se realizé un ensayo de proteccién a
proteinasa K de la fraccion obtenida luego de la ultracentrifugacion del sobrenadante
de cultivo (figura 9.23), y nuevamente se observd que Z era protegida de la
degradacion, en ausencia de detergente.

Los resultados obtenidos indicarian que las células de insecto Sf9 son capaces de
producir VLPs basadas en la proteina Z, y que las mismas co-purifican con viriones
brotantes.

Cabe destacar que la version de la proteina Z expresada a partir de Ac-Z contiene
fusionado un péptido de 42 aminoacidos en el extremo N-terminal, donde ocurre el
proceso de miristoilacion. Sin embrago, el analisis por western blot de la expresion de
la proteina en células Sf9 muestra tres bandas de expresion (figura 9.23) de
aproximadamente 15,1 kDa, 12,7 kDa y 10,6 kDa que corresponden al peso molecular
teorico (15,4 kDa, 12,3 kDa y 10,4 kDa) de tres polipéptidos originados a partir de
inicios de traduccién internos al ORF. La banda mas pequefia (10,6 kDa) coincide con
el peso molecular de la proteina Z sin agregado aminoacidicos.

Es importante considerar que la brotacion observada en los ensayos debe estar
dada por la fraccion correspondiente a la expresion de Z sin agregados aminoacidicos,
ya que la adicion de aminoacidos en el extremo N-terminal de la proteina podria
afectar directamente la miristoilacion, de acuerdo a lo descripto por Farazi et al.
(2001). Oftra alternativa posible es que las células de insecto puedan procesar y/o
reconocer a Z con el péptido de fusion incluido y permitir la brotacion de las VLPs.

Aunque en células de insecto no se ha descripto aun la modificacién de proteinas
mediante el agregado de acido miristico, estas células llevan a cabo una variedad de
modificaciones similares a las conocidas para lineas de mamiferos (Klenk, 1996).
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Para confirmar estos resultados, en el futuro se utilizaran mutantes de Z para el sitio
de miristoilacion y se realizaran ensayos de interferencia utilizando siARN contra el
gen vp80 (Marek et al., 2010), que esta asociado a la produccion de baculovirus
brotantes. De esta manera, la potencial presencia de Z-EGFP en el sobrenadante de
cultivo seria exclusivamente consecuencia del proceso de brotacion de VLPs
derivadas de Z-EGFP.

Por ultimo, previendo el escalado de la produccion de VLPs se evlaué un método
alternativo de transferencia génica.Teniendo en cuenta la capacidad de los baculovirus
de transducir células de mamiferos, y los elevados costos de los reactivos de
transfeccion, se analizé como alternativa la trasduccion con Ac-Z-EGFP en células
293T.

En el afio 1983 fue reportada la capacidad de los baculovirus brotantes de
transducir células de mamifero (Volkman & Goldsmith, 1983), y desde alli que se ha
estudiado a los baculovirus como herramienta para la vehiculizacion de genes.

Los datos obtenidos, a partir de las condiciones ensayadas (ver materiales y
métodos), no demostraron una eficiencia de expresion aceptable mediante
transduccion (Datos no mostrados).

Esta estrategia ha demostrado ser altamente eficiente en algunos casos, mediante
la utilizacién de MOI mayores a 80 y la adicion de butirato de sodio (Tang et al., 2011).
Se planea en el futuro la evaluacion de la expresion de Z-EGFP en condiciones

similares a las utilizadas por Tang et al.
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Disefo de un sistema de vehiculizacion de antigenos CAPITULO 10

INTRODUCCION

Los resultados obtenidos a partir de los estudios basicos de la proteina Z del virus
Junin descriptos en los capitulos anteriores, nos permitieron proponer el disefio y
desarrollo de una plataforma biotecnoldgica que aprovechara sus caracteristicas para
la vehiculizacion de antigenos especificos.

Teniendo en cuenta la capacidad de la proteina Z de inducir la produccion de VLPs,
se propone un sistema que permita la expresion de Z fusionada por el extremo C-
terminal a un antigeno especifico para vehiculizarlo por medio de VLPs. De acuerdo al
estudio realizado, la proteina Z es capaz de soportar la fusion de la proteina EGFP en
el extremo C-terminal, sin perder su actividad como inductora de la brotacion.

Para el disefio de una plataforma que permita la generacion de VLPs antigeno
especificas, nos planteamos dos preguntas principales: 1- jlas VLPs producidas son
capaces de generar una respuesta inmune sobre el antigeno de interés fusionado?, 2-
¢,€s posible fusionar cualquier péptido a Z para generar VLPs antigeno-especificas?

En este capitulo se describen los resultados preliminares del desarrollo de un
sistema de expresién y presentacion de antigenos para la estimulaciéon de la respuesta
inmune, basados en la capacidad de la proteina Z del virus Junin para la generacion
de VLPs.

Para responder las preguntas formuladas anteriormente se estudié la capacidad de
las VLPs para estimular la respuesta inmune humoral en ratén, utilizando como
antigeno modelo, a la proteina fluorescente EGFP.

Por otro lado, para evaluar la vehiculizacion de otros antigenos fuisonados a Z se
analizé a la toxina Shiga asociada al Sindrome Urémico Hemolitico y la proteina VP6

de rotavirus (cepa murina EC).

Toxina shiga

Las infecciones causadas por las bacterias Escherichia coli productoras de toxina
Shiga (Stx) (STEC), provocan colitis hemorragica y son un serio problema de salud
publica. En algunos casos, la colitis lleva a una complicacién conocida como Sindrome
Urémico Hemolitico (SUH), que estd caracterizado por anemia hemolitica
microangiopatica, trombocitopenia, y falla renal (Karmali, 1989). Las STEC producen
mayormente dos tipos antigénicamente diferentes de Stx: Stx1 y Stx2, con sus
variantes. Sin embargo, la Stx2 es clinica y epidemiolégicamente mas relevante, ya
que es la que mas se asocia a casos de SUH (Boerlin et al, 1999). Su estructura

incluye dos subunidades, la A (subA) enzimaticamente activa, y antigénicamente
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conservada entre las distintas variantes de toxinas y una subunidad B (sub B)
pentamérica de unién al receptor. Posteriormente, a la colonizacién del intestino por la
bacteria, la toxina Shiga producida pasa a la circulacion y, a través de la subunidad B,
se une a su receptor especifico (globotriaosil ceramide, Gb3) presente
fundamentalmente en el endotelio del glomérulo renal y el epitelio tubular, donde es
internalizada y produce la muerte celular por inhibicién de la sintesis proteica.
Argentina presenta la mayor incidencia del mundo para este sindrome; ademas, es
la principal causa de falla renal aguda en la infancia y la segunda causa de transplante
renal en la adolescencia. Las secuelas de falla renal crénica o falla neurolégica,
afectan al 30 % de los pacientes. Aunque la dialisis peritoneal ha reducido
significativamente la mortalidad, ain no existen terapias preventivas, ni tratamientos
especificos, que posibiliten controlar el nivel de dafio renal. Debido a la ausencia de
tratamiento especifico, es de suma importancia el desarrollo de vacunas

experimentales para infecciones con STEC.

Rotavirus

Con respecto al segundo antigeno seleccionado para la evaluacion del sistema, la
proteina VP6 de los rotavirus, es uno de los componentes de la capside del virién. Las
particulas virales de rotavirus estan compuestas por 3 capas proteicas, la capa interior
se compone de 120 moléculas de VP2 que encierran los 11 segmentos gendmicos de
ARN junto con moléculas de VP1 y VP3. La capa intermedia se compone de 780
moléculas de VP6, mientras que la capa externa de la capside esta compuesta por las
proteinas VP4 y VP7. La proteina VP6 es la mas abundante en masa con respecto al
resto de los componentes virales. La misma esta altamente conservada y es un buen
candidato para estimular la respuesta inmune y la generacion de anticuerpos
neutralizantes contra rotavirus. Dentro de la secuencia de VP6 existe una region de 14
aminoacidos, la corresponde a un epitope T. Este epitope se encuentra contenido
dentro de la regidon denominada CD4 ubicada en el extremo C-terminal de VP6
(residuos 332-397) (Choi et al., 2000). Esta region fue descripta como capaz de inducir
altos titulos de anticuerpos, por lo que fue seleccionada como una alternativa a VP6
completa, para ser fusionada a Z o Z-EGFP.

Los rotavirus del grupo A provocan unos 125 millones de casos y alrededor de
600.000 muertes al afio en todo el mundo (Estes & Kapikian, 2007; Parashar ef al.,
2006). Virtualmente todos los nifios se infectan con rotavirus en los primeros afios de
vida y, a pesar de que la mayoria de las infecciones causan diarrea leve, del 15 al 20%

de los casos requieren tratamiento clinico, y del 1 al 3% requieren hospitalizaciéon por
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deshidratacion severa (Yee ef al., 2006). Se estima que mas del 80% de las muertes

ocurren en regiones pobres y se asocian con una inadecuada o tardia atencion médica
y desnutricién (Parashar et al,, 2003). El alto nimero de muertes en paises en
desarrollo y los altos costos médicos y sociales que genera la enfermedad hacen de
los rotavirus un blanco de preferencia para el desarrollo de vacunas (Dennehy, 2008).
No obstante la existencia en el mercado de dos vacunas, los problemas de cobertura
y, sobre todo la necesidad de reducir los costos a través de desarrollos originados en
paises periféricos indican la conveniencia de generar alternativas (Ward et al., 2008).
Dado que estos agentes son también una importante causa de patologia diarreica en
especies de interés comercial incluyendo bovinos, porcinos, equinos, ovinos y aves de
corral, los nuevos desarrollos pueden tener aplicaciones también en sanidad animal
(Dhama et al., 2009). En este sentido, un ejemplo de gran importancia para la
produccion ganadera en nuestro pais lo constituye la diarrea neonatal en bovinos. Las
diarreas neonatales en un rodeo de cria afectan las metas de produccién porque
provocan pérdidas en la ganancia de peso de los terneros al pie de la madre, muertes
y elevados costos en tratamiento, diagnéstico y mano de obra. El sindrome diarreico
se presenta por lo general en terneros menores de 10 dias y hasta los 45 dias de edad
y puede alcanzar indices de morbilidad superiores al 50% con mortalidad entre el 1% y
el 20% (Margueritte, 2007).

Tecnologia de particulas tipo virales

Como se menciond en el capitulo 4, actualmente los sistemas vacunales tienden a
maximizar la seguridad, tanto de los operarios durante la produccién de la misma,
como de los usuarios al momento de su aplicacion. Una de las estrategias que
permiten obtener este tipo de niveles de seguridad es la utilizacion de VLPs. En este
caso, la proteina Z del virus Junin permite obtener VLPs derivadas de su expresion,
las cuales contienen a Z asociada a su membrana interior. La posibilidad de obtener
VLPs quiméricas a partir de la fusién de secuencias heterdlogas a Z, permite utilizar
esta estrategia como vehiculizacion de antigenos para la estimulacion de la respuesta
inmune, y las ventajas de este sistema radican en el tamafio reducido de la proteina Z,
su baja inmunogenicidad y la posibilidad de proteger al antigeno dentro de la particula

envuelta.
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RESULTADOS

Produccion de VLPs conteniendo Z-EGFP

Con el objetivo de obtener cantidades suficientes de VLPs conteniendo Z-EGFP
para realizar ensayos de inmunogenicidad, se realizd un escalado de la produccién a
nivel de laboratorio. Para esto se transfectaron células 293T, se recuperd el
sobrenadante de cultivo (durante una semana, ver materiales y métodos), se clarificd
para la eliminacion de restos celulares, y luego se ultracentrifugé en colchén de
sacarosa. El pellet obtenido fue sometido a un tratamiento con Proteinasa K, con el
objetivo de eliminar agregados proteicos u otras particulas no protegidas por envoltura
lipidica que hubieran precipitado en este paso. Por Ultimo se realiz6 una segunda
ultracentrifugacion, para eliminar la proteasa y concentrar la muestra para permitir la
inoculacién de los animales de laboratorio (figura 10.1).

Construccion del Transfeccion Purificacion de VLP Tratamiento con Extraccion de Inoculacion de
Vector pZ-EGFP

de células 293T a partir de sobrenadante Proteinasa K Proteinasa K Ratones Balblc
e ity )
Cie ) ® SR e F P b rlg'
' & ' o)

Figura 10.1. Esquema de produccion de VLPs. A partir de células 293T transfectadas con la
construccion pZ-EGFP se purifican VLPs a partir del sobrenadante de cultivo clarificado. A
continuacion se realiza un paso de limpieza con Proteinasa K y luego una segunda
ultracentrifugacion para retirar la misma y concentrar la muestra. Por Ultimo, con la muestra

obtenida se inoculan ratones Balb/C para el posterior analisis de la respuesta inmune.

Analisis de la respuesta inmune humoral

Para determinar la respuesta humoral contra EGFP, se inmunizaron ratones Balb/C
con las VLPs en ausencia de adjuvante y por via intramuscular, segun el esquema de
la figura 10.2 A. Se inocularon 4 grupos de ratones, el grupo A fue inoculado con la
muestra de VLPs purificadas derivadas de la expresién de Z-EGFP, el grupo B fue
inoculado con las VLPs purificadas derivadas de la expresion de Z-EGFP previamente
permeabilizadas por tratamiento con Triton X-100, el grupo C fue inoculado con la
proteina GFP purificada y soluble en PBS, y el grupo control D fue inoculado con PBS
(figura 10.2 B).
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Figura 10.2. A. Cronograma de inoculacién utilizado en este experimento. B. Grupos de
ratones Balb/C inoculados via intramuscular con las muestras de VLPs de Z-EGFP (Grupo A),
VLPs de Z-EGFP tratadas con Triton x-100 (Grupo B), GFP diluida en PBS (Grupo C) y el
control de PBS (Grupo D).

Se tomaron muestras de sangre cada siete dias hasta el sangrado final, se obtuvo el
suero de cada una de ellas y se realizd un enzimo-inmunoensayo para la
cuantificacion de Inmunoglubulinas tipo G especificas de EGFP. Los resultados del
ensayo demostraron que luego del dia 21 los ratones pertenecientes al grupo A
generaron respuesta contra EGFP, con su maximo titulo en el dia 35. En la figura 10.3
se observa la sefial relativa entre el grupo A (inoculado con las VLPs de Z-EGFP
enteras) respecto a los distintos controles al dia 35.

Interesantemente, las VLPs enteras resultaron mas inmungénicas que cantidades
similares de proteina EGFP soluble, e incluso de cantidades equivalentes de VLPs
desarmadas por el tratamiento con detergentes.

Por otro lado, se evalu6 mediante ELISA y western blot las IgG anti-Z de los sueros
de los ratones de cada uno de los grupos, para determinar la respuesta humoral
generada por la misma. No se obtuvieron niveles detectables por ninguna de las dos

metodologia (datos no mostrados).
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Figura 10.3. Respuesta de IgG especifica para EGFP. Las muestras de suero del dia 35
fueron diluidas 50 veces y utilizadas para la determinacion de IgG a-EGFP mediante ELISA. En
el eje Y se observa la media aritmética junto con la barra de error standard de la densidad
optica a 590 nm, mientras que en el eje X se observan los cuatro grupos de ratones
inmunizados. La determinacion de la significancia estadistica de los datos se realizé6 mediante
el test de ANOVA one-way (utilizando el test de comparaciéon multiple Tukey). *; P<0,05

correspondiente a diferencias significativas. ns; no significativo (P>0,05).

Produccion de Z-EGFP VLPs en células COS

Una de las lineas celulares de mamiferos mas utilizadas para la producciéon de
productos biofarmaceduticos es la linea celular COS-7 (Roldao ef al., 2010). Esta linea
derivada de rindn de mono verde africano, transformada con el antigeno mayor T de
SV40, es adecuada para la transfeccion de vectores con origen de replicacion de
SV40, debido a que los mismos son capaces de replicar independientemente del
genoma celular.

Dado que en el futuro se pretende realizar el escalado y la produccién de VLPs en
una linea celular apta para produccién de biofarmacos, se ensay6 la produccién de

VLPs derivadas de Z-EGFP en células COS-7. La expresion de la misma fue
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confirmada en la fraccion del sobrenadante del cultivo por microscopia de
fluorescencia (datos no mostrados) y por western blot revelado con a-Z, antes y
después de ser tratada con proteinasa K, en ausencia y presencia de Tritén X-100
(figura 10.4)

= + = Triton X-100
- + + Proteinasa K
(0.4 pg/pl)

~34 kDa | ===

Figura 10.4. Ensayo de proteinasa K sobre particulas purificadas por colchén de sacarosa, del
sobrenadante de cultivo de células COS-7 recombinant human erythropoietin transfectadas
con el vector pZ-EGFP. En el grafico se indica la presencia o ausencia de proteinasa K (0,4
pg/pl) y/o Tritén X-100.

Evaluacion del sistema de vehiculizacion utilizando otros antigenos

Luego de los resultados obtenidos para la vehiculizacion del antigeno EGFP, se
decidié evaluar el sistema utilizando otras proteinas. Para esto se seleccionaron a la
toxina Shiga, en particular a la porcion Stx2A, y a la proteina VP6 de rotavirus (cepa
EC, murina). Las mismas se clonaron fusionadas al extremo C-terminal de la proteina

Z del virus Junin utilizando como base el vector pZ-N3 (ver Materiales y Métodos).

Expresion de Z-VP6 en células 293T

Una vez obtenida la construccion pZ-VP6, esta fue transfectada en células 293T y se
evalué la expresion de Z-VP6 mediante western blot con anticuerpos a-Z y a-
Rotavirus. No se detecto sefial positiva para ninguno de los dos péptidos (datos no
mostrados). Por otro lado se realiz6 una inmunofluorescencia con anticuerpos a-
rotavirus marcados con fluoresceina sobre células transfectadas con la misma
construccién. Los resultados que se observan en la figura 10.5 muestran senal de
fluorescencia en un bajo niumero de células y con baja intensidad. Esto podria ser

consecuencia de la toxicidad de VP6 como proteina viral, ain estando fusionada a Z.
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Z-VP6 Control (Sin transfectar)

Figura 10.5. Inmunofluorescencia de células 293T transfectadas con pZ-VP6 con anticuerpos

a-rotavirus marcados con fluoresceina. Los dos paneles de la derecha corresponden a la
monocapa de células transfectadas con pZ-VP6, mientras que los paneles de la izquierda

corresponden a las células control sin transfectar. Aumento 100x

Para comprobar si Z-VP6 posee propiedades citotoxicas (al menos en referencia al
proceso de sintesis proteica) se realizd un ensayo de interferencia similar al
previamente presentado en el capitulo 8. El mismo consiste en la co-transfeccion de
un vector indicador conteniendo EGFP, y el vector para la expresion de la proteina a
evaluar, en este caso pZ-VP6. Luego de 48 hs se analiza el perfil de fluorescencia de
la muestra co-transfectada con respecto al control que fue transfectado Unicamente
con el vector reportero. Si la fluorescencia de la muestras es menor a la del control de
EGFP, se puede inferir un efecto de inhibicién en la expresion de EGFP.

Como se muestra en la figura 10.6 la presencia del vector pZ-VP6 no provoco
interferencia sobre la expresion de EGFP, lo que evidenciaria una baja o nula
citotoxicidad de Z-VP6 con respecto a la sintesis proteica. En la figura también se
muestran los resultados obtenidos transfectando el vector pZ-N3 (control positivo del
ensayo) del cual ya se habia descripto su efecto de inhibicion en la sintesis proteica

(ver capitulo 8), y para el vector pZ-Stx2A, que sera detallado mas adelante.
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Figura 10.6 Ensayo de inhibicion de la fluorescencia para pZ-VP6 y pZ-Stx2A. A.
Monocapas de células 293T co-transfectadas con los vectores pEGFP-N3 y pBS (pBlueScript),
pZ-N3, pZ-VP6 y pZ-Stx2A, en relacion 1:1. Las imagenes fueron obtenidas 48 hs post-
transfeccion en los aumentos 10x y 20x. B. Densitometrias de las imagenes de fluorescencia,
donde las unidades arbitrarias de fluorescencia, expresadas como %expresion de EGFP, son
relativizadas al control positivo de transfecciéon pEGFP-N3 + PBS.

Expresion de Z-CD4 y Z-CD4-EGFP en células 293T

Debido a que no fue posible detectar la expresion de Z-VP6 mediante western blot
en la fraccion celular, ni obtener VLPs a partir de esta construccion, se selecciond un
dominio altamente inmunogénico, el domino C-terminal de VP6 denominado CD4
(Choi et al., 2000) . Este dominio fue fusionado al extremo C-terminal de la proteina Z
(pZ-CD4). Ademas de esta construccion, se realizé otra conteniendo una fusion del

epitope CD4 entre el extremo C-terminal de la proteina Z y el N-terminal de EGFP (pZ-
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CD4-EGFP). La misma fue realizada para poder visualizar la expresion de la proteina
de fusion mediante fluorescencia.

A partir de los ensayos realizados, no fue posible detectar sefial en la fraccion celular
de 293T transfectadas con pZ-CD4 mediante western blof. Por otra parte, si fue
posible detectar a Z-CD4-EGFP mediante la inmunodetecciéon y por microscopia de
fluorescencia, aunque se observé una menor intensidad de la sefal en comparaciéon
con pZ-EGFP (figura 10.7). Esto se observa a partir la diferencia entre los tiempos de

exposicién durante la captura de las imagenes que se muestran en la figura 10.7.
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Figura 10.7. A. Microscopia de fluorescencia de células 293T transfectadas con pZ-CD4-EGFP
y pZ-EGFP (aumento 10x y 20x). En nimeros blancos se indica el tiempo de exposicién
durante la captura de la imagen (en milisegundos, ms). B. Western blot revelado con a-Z de las
fracciones celulares de células 293T transfectadas con pZ-EGFP, pZ-CD4-EGFP y sin

transfectar. Las flechas rojas sefialan las bandas correspondientes a Z-EGFP y Z-CD4-EGFP.

Expresion de Z-Stx2A en células 293T

El segundo de los antigenos seleccionados para ser fusionado al extremo C-terminal
de la proteina Z fue la porcion A de la toxina Shiga (Stx2A). El plasmido recombinante
generado se denomind pZ-Stx2A. Esta construccion fue transfectada en células 293T
y se evalud su expresion mediante western blot. En este caso tampoco se logro
detectar a la proteina Z-Stx2A, y para evaluar la citotoxicidad de la proteina de fusion
se realizd un ensayo de inhibicién de la fluorescencia. Los resultados se muestran en

la figura 10.6 junto con los resultados obtenidos para Z-VP6. En este caso la proteina
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de fusién Z-Stx2A provoco la anulacion casi total de la expresion de EGFP, incluso
aun mayor que la observada para la proteina Z. Esto indicaria un alto nivel de
citotoxicidad de Z-Stx2A, lo que podria explicar los indetectables niveles de expresion,

explicando la razén de la ausencia de sefial en el ensayo de inmunodeteccion.
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DiscusION

Algunas caracteristicas importantes para un sistema de vehiculizacion de antigenos
son: que sea posible su generacion de forma segura en un bajo nivel de bioseguridad,
que sea capaz de presentar los antigenos vehiculizados y que las moléculas
antigénicas que se desean presentar estén protegidas de la degradacién. En este
sentido, las VLPs derivadas de la proteina Z del virus Junin carecen de funciones
replicativas caracteristicas de los virus, por lo que no son infectivas, y pueden ser
producidas en laboratorios de bajo nivel de bioseguridad. Ademas, las VLPs derivadas
de Z son capaces de proteger al antigeno EGFP de la degradaciéon en presencia de
proteinasa K.

Con el fin de analizar la capacidad de presentacion de antigenos de las VLPs
derivadas de la expresion de Z-EGFP, se realizé un ensayo de inmunizacién de
ratones Balb/C, y se detectd respuesta inmune humoral satisfactoria contra la proteina
EGFP contenida dentro de las VLPs. Esta respuesta fue detectada luego del primer
refuerzo, alcanzando un titulo maximo al dia 35. Los otros grupos de ratones
inmunizados con VLPs derivadas de Z-EGFP tratadas previamente con Tritén X-100, o
inmunizados con una preparacién de EGFP soluble, no evidenciaron una respuesta de
IgG detectable por ELISA (figura.10.3). Estos resultados sugieren una mayor
eficiencia de vehiculizaciéon y presentacion del antigeno EGFP en asociaciéon a las
VLPs intactas. Existen numerosos reportes que destacan que la naturaleza particulada
de las VLPs mejora la inmunogenicidad de las proteinas incluidas en las mismas
(Bachmann & Jennings, 2010; Ramgqvist et al, 2007). Por lo mismo, no es
sorprendente que las VLPs descriptas en este trabajo hayan sido mas inmunogénicas
que el mismo antigeno soluble.

Las VLPs tradicionales, asi como los agentes patdgenos tienen superficies muy
repetitivas y por lo general son capaces de inducir fuertes respuestas de anticuerpos,
ya que pueden entrecruzar los receptores de las células B con una alta eficiencia
(Bachmann et al., 1993). Las vesiculas generadas en este estudio muestran una
diferencia importante con otros sistemas de VLPs, dado que en este caso, la proteina
se encuentra contenida dentro de la vesicula, como se demostré a través del ensayo
de proteccién a la proteasa (figura 8.5). Para obtener buenos niveles de produccién
de anticuerpos, las proteinas deben ser expuestas para que puedan ser reconocidas
por las células B. En este caso, esto podria haber ocurrido por la ruptura parcial de la
membrana de las VLPs, exponiendo el antigeno y estimulando de manera directa a las
células B. Por otro lado, el tamafo promedio de las VLPs (50-100nm) permitiria el

acceso de las mismas a los vasos linfaticos junto con su transporte directo a los
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nédulos linfaticos (Bachmann & Jennings, 2010; Singh et al., 2007), Sin embargo, no
podemos excluir la posibilidad de que el transporte de antigenos nativos asociado a
células esté implicado en la activacion de las células B. Este fendbmeno, que consiste
en la internalizacion y el reciclado del antigeno nativo a la superficie celular, ha sido
descripto para los macréfagos asociados al seno subcapsular (Junt et al., 2007; Szakal
et al., 1983), células dendriticas (Huang et al, 2005; Qi et al, 2006) y células
dendriticas foliculares (Link et al., 2012). Este mecanismo es de importancia en las
células dendriticas, que tienen vias degradativas y no degradativas de captacion de
antigenos, lo que les permitiria estimular no sélo a las células T, sino también la
presentacion del antigeno a las células B naive. Algunos autores han demostrado que
este mecanismo depende de la interaccién de complejos inmunes con receptores Fc
inhibitorios (Bergtold et al., 2005), pero una reciente publicacién de Le Roux ef al.,
(2012) demuestra que las células dendriticas poseen la capacidad de regurgitar el
antigeno sin procesar, lo cual permite plantear un mecanismo alternativo de activacion
de las células B.

Cualquiera de estas posibilidades o, una combinacion de varias de ellas permitiria la
induccion de una respuesta de anticuerpos contra EGFP, a pesar del hecho de que la
proteina este contenida dentro de las VLPs. Resultados similares fueron obtenidos por
Cubas ef al. (2009) luego de la inmunizacion de ratones con VLPs de HIV (SIV Gag
HIV + SF162 Env), ya que se observd una respuesta de anticuerpos tanto para la
proteina de la envoltura externa (Env), como para la proteina interna Gag.

Si bien la respuesta inmunoldgica inducida contra EGFP requiere una
caracterizacion adicional en cuanto a la cantidad de muestra, via de inoculacion,
cronograma de inoculacion, entre otras cosas, los resultados sugieren que este
sistema puede ser utilizado como una plataforma para administrar antigenos
heterélogos foraneos incluso quiméricos, que pueden inducir una respuesta de
anticuerpos aun en ausencia de cualquier adyuvante exégeno.

Para evaluar el sistema de vehiculizacion propuesto utilizando otros antigenos se
analizdé la expresion de las versiones recombinantes Z-VP6, Z-CD4(VP6), Z-
CD4(VP6)-EGFP y Z-Stx2A. En el caso de Z-VP6 no fue posible detectar la expresion
de la misma en la fraccion celular mediante western blot, sin embargo mediante
inmunofluorescencia se evidenciaron bajos niveles de expresion en células 293T. Si
bien esto podria ser consecuencia de la citotoxicidad de la proteina recombinante, el
ensayo de interferencia sobre la expresiéon de EGFP demostrdé que Z-VP6 parece no
afectar la expresion proteica, pero esto no elimina la posibilidad de que Z-VP6 sea
toxica para la célula, dado que estar afectando otros procesos celulares.
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En cuanto a la construccion pZ-CD4, la cual posee el fragmento C-terminal de VP6
(CD4) fusionado a Z, tampoco fue posible evidenciar la expresion. Sin embargo, la
construccion pZ-CD4-EGFP evidencié expresion medida mediante microscopia de
fluorescencia. Esto fue confirmado por inmunodeteccion con anticuerpos a-Z (figura
10.7 B), aunque la banda correspondiente al peso molecular de Z-CD4-EGFP es
coincidente con una banda de deteccion inespecifica (de menor intensidad) en el
control de células sin transfectar. Este resultado debera ser confirmado mediante la
utilizacion de sueros a-EGFP y/o a-rotavirus.

Por dltimo, se ensay6 la expresion de la proteina recombinante Z-Stx2A la cual no
pudo ser detectada mediante western blot. Nuevamente, esto podria ser consecuencia
de la citotoxicidad de Z-Stx2A, tal cual lo indica el ensayo de interferencia de esta
proteina sobre la expresion de EGFP. En este caso, Z-Stx2A interfiere casi
completamente en la expresion del gen indicador. Esto no fue sorprendente, dado que
la toxina Shiga naturalmente afecta al proceso de traduccion celular durante la
infeccion.

Los resultados obtenidos a partir de la expresion de las versiones recombinantes de
Z junto a los antigenos de E.Coli (STEC) y Rotavirus, permiten concluir que la
toxicidad de algunos péptidos puede interferir en la expresion y producciéon de VLPs,
acotando las caracteristicas de los mismos. Sera necesario evaluar nuevos antigenos,
de manera de detectar las caracteristicas 6ptimas del antigeno para ser incluido en
VLPs derivadas de la proteina Z del virus Junin.

En la actualidad estamos evaluando otros antigenos y la posibilidad de utilizar
péptidos inmunogénicos cortos. Este proyecto esta siendo llevado a cabo por varios
grupos de investigacion de Argentina, Brasil y Uruguay. Recientemente, en el trabajo
de tesina de investigacion de la Lic. Nadine Calvente se logré fusionar la proteina Z del
virus Junin a la porcion C-terminal de la proteina N del virus del Sarampién, junto con
EGFP (pZ-Nct-EGFP) (Calvente, Tesina de licenciatura, 2013). En este trabajo se
logré detectar la expresion y fue posible obtener VLPs derivadas de la misma.
Ademas, en colaboracién con otros grupos de investigacion se esta trabajando con la
fusion de la proteina VP7 de rotavirus a Z, y de la Hemaglutinina del virus del
Sarampion, dentro del marco de un proyecto de investigacion conjunto.

Por otro lado, existe un proyecto de cooperacion con el laboratorio de Virus
Diarreicos (INTA Castelar), para evaluar las fusiones de la proteina VP8 de rotavirus
equino y E2 del virus de la diarrea viral bovina a Z, para la expresién y produccion de
VLPs en células de insecto.

Los resultados obtenidos en este capitulo han permitido abrir una nueva linea de

investigacion que involucra la cooperacion con el Departamento de Microbiologia,
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Inmunologia e Parasitologia de la Universidad Federal de Santa Catarina (Brasil) y la
Facultad de Ciencias de la Universidad de la Republica (Uruguay), a través de un
proyecto CABBIO, para la evaluacion de antigenos virales del virus de la Hepatitis C,

el virus Dengue y el parasito de la Malaria.
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CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

En el comienzo de este trabajo (capitulos 1 al 4) se realizé una resefia del estado del
arte en el campo de los arenavirus, con el objetivo de contar con un compendio

detallado y actualizado, el cual pueda ser consultado como referencia.

El analisis bioinformatico de la secuencia de la proteina Z de los miembros de la
familia Arenaviridae, abordado en el capitulo 5, mostré la alta conservacion que existe
en los dominios de miristoilacién, el dominio RING, y los dominios tardios asociados a
la brotacion. Por otro lado, se puede observar una secuencia altamente conservada
entre los arenavirus del Nuevo Mundo ubicada al inicio del dominio RING, la cual no
posee funcion asignada hasta el momento. Se pretende estudiar mas adelante la
funcion de esta secuencia, teniendo como referencia la estructura cristalografica de Z,

utilizando mutantes proteicos y analizando su actividad.

En el capitulo 6 se describieron los resultados de la expresién de variantes de la
proteina Z en distintos sistemas celulares, bacterianos o de insecto. Se logré expresar
y purificar de manera eficiente numerosas versiones recombinantes de la proteina Z, lo
que permitio gran versatilidad en los estudios posteriores. Sin embargo, en bacterias,
la expresion de Z sin el agregado de secuencias heterélogas no fue posible,
probablemente debido a un efecto citotdxico. Ademas la obtencion de anticuerpos anti-
Z, como producto final de la puesta a punto de la expresion y purificacion de Z, se
convirtié en una herramienta vital para la realizacién de los estudios in vitro e in vivo.
Los resultados detallados en este capitulo junto con los mencionados en el capitulo 5,
resultaron en una publicacién en la revista Journal of Biomedicine and Biotechnology
en el afio 2010.

La confirmacion de la interaccién de la proteina Z del virus Junin al factor elF4E,
descripta en el capitulo 7, derivd en una metodologia eficiente para la purificacion de Z
nativa (sin el agregado de secuencias heterdlogas). Por otro lado, se inici6 el
desarrollo de un sistema de purificacion general de proteinas, utilizando a Z como
dominio de afinidad para su purificacion. El disefio del sistema permite obtener las
proteinas expresadas a partir del sobrenadante de cultivo de células de mamifero o de
insecto, contenidas en las VLPs.

A futuro se planea realizar ensayos cuantitativos que permitan estimar la eficiencia

del sistema, y evaluar su potencial a partir de diferentes tipos de muestras.
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En el capitulo 8 se detall6 el estudio de la evasion de la inmunidad celular, donde
ademas de Z se analiz6 la potencial actividad de la proteina N del virus Junin, siendo
esta Ultima la que evidenci® una actividad represora de la maquinaria de
silenciamiento de ARN. Estos resultados si bien aun son preliminares, abren una
nueva linea de estudio, que podria contribuir a dilucidar aspectos moleculares de la
infeccion por Junin, junto con la posibilidad de hallar nuevos blancos antivirales. En
este sentido, aun restan realizar ensayos de Northern Blot que permitan confirmar la
disminucién de los transcriptos del gen silenciado y ademas ensayos similares a los
descriptos, pero utilizando variantes de N obtenidas por mutagénesis dirigida, para
identificar los dominios involucrados en dicho mecanismo, o estudios de interaccion de

N con proteinas miembro de los complejos RISC y DICER.

La proteina de Z y su version de fusion Z-EGFP fueron utilizadas para abordar
aspectos basicos y aplicados. En particular, a partir de la quimera Z-EGFP, en el
capitulo 9 se describi6 el estudio de la funcién de brotacién de Z, en células de
mamifero e insecto. Los resultados obtenidos en este apartado confirmaron la
funcionalidad de Z en células de mamifero y se obtuvo evidencia que demuestra que
la maquinaria celular de células insectos también es capaz de reconocer las sefales
presentes en la secuencia de Z y permitir la brotacién de VLPs. Sin embrago, todavia
es necesario reconfirmar los resultados obtenidos en células Sf9, ya que debemos
descartar la posibilidad de que Z esté presente solamente dentro de los viriones
baculovirales. Para ello, entre las perspectivas de este trabajo, se plantea la utilizaciéon
de siARN contra el gen baculoviral vp80, el cual anula la brotacién de baculovirus
brotantes, sin alterar el resto del ciclo viral. Ademas, se realizaran mutantes de Z (en el
dominio de miristoilaciéon y en la secuencia PTAP) para evaluar su funcionalidad en

células de insecto.

Por altimo en el capitulo 10 se describieron los estudios aplicados para generar una
herramienta biotecnolégica, basados en los resultados obtenidos sobre la brotacién
mediada por Z. Se demostrd que a partir de la expresion de Z-EGFP en células 293T
se obtuvieron, caracterizaron y purificaron VLPs quiméricas, capaces de inducir
respuesta humoral en ratones inmunizados en ausencia de adyuvantes. Estos
resultados permitieron el inicio del desarrollo de un sistema de vehiculizaciéon de
antigenos, el cual se encuentra en evaluacion con diferentes péptidos.

La informacién obtenida en este capitulo permitio la generacion de una nueva linea

de trabajo en nuestro laboratorio y, hasta el momento, resulté en una publicacion en la
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revista BMC Biotechnology en el afio 2012. También tuvo como consecuencia la

conformacion de una red de laboratorios que colaboran alrededor de este desarrollo, y
que esta siendo financiada por varios instrumentos. En particular, estamos
colaborando con el laboratorio de Inmunologia y Virologia de la Universidad Nacional
de Quilmes, con el Departamento de Microbiologia, Inmunologia e Parasitologia de la
Universidad Federal de Santa Catarina (Brasil), con la divisién virologia de la Facultad
de Ciencias de la Universidad de la Republica (Uruguay) y con el laboratorio de Virus
Diarreicos (INTA Castelar), mediante financiamientos obtenidos de la Agencia

Nacional de Promocion Cientifico y Tecnolégica y del CABBIO.

En resumen, estos estudios permitiran evaluar la plataforma de vehiculizacion de
antigenos en una variedad de sistemas y nos ofreceran una muestra de su potencial.
Si los resultados fueran auspiciosos, sera necesario aun, resolver problemas de
estandarizacion, produccion y escalado para poner en marcha este sistema como

producto biotecnologico.
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En el presente capitulo, se enumeraran las diferentes técnicas de biologia celular y

molecular y los insumos empleados a lo largo de todo el trabajo, haciendo principal
hincapié en el desarrollo de los objetivos planteados al inicio de esta Tesis. De todas
formas, es necesario destacar que en todos los casos se utilizaron reactivos quimicos
de grado de biologia molecular.

Los procedimientos realizados con cultivos celulares eucariotas, se llevaron a cabo
en flujos laminares NuAire Clase Il A/B3 (Biological Safety Cabinets, Modelo UN-425-
600E, EE.UU.), en una sala destinada especialmente para tal fin. Por otro lado, los
cultivos bacterianos fueron procesados en un flujo laminar Telstar Clase 1l (Modelo AV-
100, Espafia). Las esterilizaciones de los diferentes reactivos e insumos fueron
realizadas teniendo en cuenta las recomendaciones de los fabricantes. En general, la
esterilizacion por calor humedo fue realizada en autoclave SMI AVX 90.E (Francia) a 1
atmosfera de presion y 121 °C, mientras que la filtracién se realizé con filtros de 0,22
pum picroclar (MINI CLAR, Argentina).El agua destilada empleada en la preparacion de
diversos reactivos fue obtenida con el equipo FIGMAY F.M. 4 (Argentina), mientras
que la desionizacion se realiz6 con EASYpure RF (Thermo Scientific Barnstead,
EE.UU).

1. TECNICAS DE BIOLOGIA CELULAR

1.1 Lineas celulares de Mamiferos

La linea celular 293T fue obtenida a partir de la transformacion de células de rifién
de embrion humano (HEK) con ADN de adenovirus tipo 5. Fue descripta por primera
vez por Graham ef al., 1977. Esta variante contiene el antigeno mayor T de SV40 que
permite una replicacion episomal de alto nimero de copias de aquellos vectores que
contengan un origen de replicacion del virus SV40.

En este trabajo también se utiliz6 la linea celular BHK-21 (C-13) derivada de
fibroblastos de rifién de hamster lactante (Stoker & McPherson, 1961), VERO EG6
derivada de fibroblastos de rifidn de mono verde africano Cercopithecus Aegipticus.
(Yasumura & kawakita 1963) y COS-7 derivada de la linea celular de rifion de mono
verde africano (CV-1), la cual fue transformada con un origen de replicacién mutante

de SV40 que codifica para el antigeno T de tipo salvaje (Gluzman 1981).

1.1.1 Mantenimiento de lineas celulares de mamiferos

El cultivo se realizdé en frascos de poliestireno de 25 cm2 y en poli cubetas de
diferentes superficies (Sarstedt), con medio RPMI 1640 (AppliChem GmbH, Alemania),

suplementado con 10 % (v/v) de suero fetal bovino (Bioser, Argentina) y 1x de
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antibiéticos/antimicéticos (Invitrogen), incubando a 37 °C con 5 % de CO2 (Sanyo
MCO-17AIC, Sanyo Electric Co).

Los repiques celulares se efectuaron cuando el cultivo presentaba una cobertura de
la superficie superior al 70 % de confluencia. Para esto, en los casos que fue
necesario se empled Tripsina 1x (stock 10x, PAA Laboratories GmbH, Alemania) para
desprender las células de la superficie plastica, inactivando la misma mediante el
agregado de medio con suero, y siendo luego diluidas en medio de cultivo fresco.

Durante el mantenimiento de las lineas celulares se realizaron pasajes con

diluciones ¥4 en medio de cultivo fresco.

1.1.2 Transfeccion de células de mamifero

Monocapas celulares confluentes al 70% se lavaron con PBS y se transfectaron con
el reactivo de transfeccion Polyfect (Qiagen) o Geneduice (Merck) siguiendo las
instrucciones del fabricante. En todos los casos el ADN fue purificado utilizando el kit

de purificacion de plasmido de Productos Bio-l6gicos

1.1.3 Transduccién de células de mamifero

Monocapas celulares confluentes al 70% se lavaron con PBS y se incubaron con el
inoculo viral correspondiente a baculovirus brotantes durante una hora. Luego el
inoculo es retirado y reemplazado por medio de cultivo suplementado con 10% suero

fetal bovino.

1.2 Amplificacion del virus Junin cepa Candid#1

El pasaje historico de la cepa Candid#1 del virus Junin ha sido descripta
previamente (Goni ef al., 2006) A partir de un stock de Candid#1 (gentiimente otorgado
por V. Romanowski) se infecté un frasco de 75cm? de células BHK al 60% de
confluencia en RPMI 1640 suplementado con 10% de suero fetal bovino y 2mM de L-
Glutamina. Las células se incubaron a 37°C y 5% de CO; y se colecto el sobrenadante
de cultivo al 6% dia (20 ml). Esta fraccién se utilizé para infectar dos frascos de 175cm?
de células BHK al 60%. Luego de la absorcion viral (4 hs) se retird el inoculo, se lavd
con PBS y se agregé RPMI 10% SFB. El sobrenadante de cultivo fue colectado al 3¢,
5t y 7m dia (30-40ml) y se realizd una extraccion de ARN a partir del sobrenadante y
de las células al 7™ dia. Esto se realizd utilizando un kit de extraccion de ARN

(Qiagen) siguiendo las instrucciones del fabricante.
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A partir de la extracciéon de ARN de ambas fracciones se realiz6 una sintesis de
ADNCc con el primer ARENA (Goni ef al., 2010) y luego una RT-PCR anidada con los
primers 1632S y 2095AS para la primer ronda, y 1656V y 2048C para la segunda,

ambos sobre el ORF de la proteina N, en el fragmento S del genoma (figura M.1)

1632 S CACTGCTTACAGTGCATAGGC
1656 V CTTCGGGAGGAACAGCAAGC
2048 C GACATAGAAGATGCAATGCCAGG
2095 AS GAAAACCACATGATGAGAAAGG
Arena CGCACAGTGGATCCTAGGC

1656V 2048C

e | S—————
ORF GPC ORF N
Arena 16325 2095AS Arena

Figura M.1 Secuencia y esquema de los primers utilizados para la deteccion del fragmento S

del genoma de Candid#1.

1.2.1 Titulacién viral (Candid#1)

Para la titulacion del stock de Candid#1 amplificado se utilizé un ensayo de lisis en
células VERO E6 (Ghiringhelli et al., 1991). En una multiplaca de 6 wells de células
VERO al 60% confluencia se incubaron 500yl de sobrenadante de cultivo del 3°" y 5
dia en distintas diluciones, y se observé la presencia de placas de lisis celular al 7™

dia mediante tincion con azul de metileno (figura M.2).
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Sin inf 3" dia 5 dia

Figura M.2. Ensayo de titulacién por placa con tincion de azul de metileno, utilizando el
sobrenadante del 3er y 5to dia posterior a la infeccion, y como control negativo células Vero sin

infectar (Sin inf.).

1.2.2 Purificacion de Candid#1

Utilizando los sobrenadante del 3°" y 5% dia, se clarificaron por centrifugacion a baja
velocidad (5000 rpm durante 15 min) y luego se sometieron a una ultracentrifugacion
en colchén de sacarosa 30%. El pellet obtenido se resuspendié en RPMI 10% Suero y
se almacené a -80°C.

1.3 Lineas celulares de insectos

Principalmente se utilizaron 2 lineas celulares: la primera Sf9, generada por Smith,
G.E. y Cherry, C.L. (1983) a partir de la linea progenitora (parental) IPLBSF-21. Esta
fue obtenida a partir de tejido de ovario de pupas de la oruga militar tardia Spodoptera
frugiperda (Vaughn et al., 1977). La segunda, High 5 (BTI-TN-5B1-4), también
conocida como Tn5, la cual deriva de células de ovario de la oruga medidora del

repollo, Trichoplusia ni (Granados et al., 1994)

1.3.1 Mantenimiento de lineas celulares de insecto

El cultivo se realizé en frascos de poliestireno de 25 cm? y en poli cubetas de 10
cm? de superficie (Sarstedt), con medio Grace (Invitrogen), suplementado con un 10%
(v/v) de suero fetal bovino (Bioser, Argentina) y 0,1 % de Gentamicina, a 27 °C (estufa
MIR 5531, Sanyo)
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Los repiques celulares se efectuaron cuando el cultivo presentaba una cobertura de

la superficie superior al 70% de confluencia. Para tal fin, en caso de ser necesario se
emplearon rastrillos de silicona para desprender las células de la superficie plastica,
las cuales fueron luego diluidas en medio de cultivo fresco. Durante el mantenimiento
de las lineas celulares se realizaron pasajes con diluciones Y2 en medio de cultivo

fresco.

1.3.2 Baculovirus como sistema de expresion heterdlogo

Los baculovirus infectan principalmente insectos, generalmente del orden
Lepidoptera. Poseen un genoma de ADN doble cadena y circular con un tamafio que
oscila entre 80 y 120kpb (Volkman, 1995). Durante el ciclo de infeccién presentan dos
fenotipos: virus brotantes y viriones ocluidos. Estos ultimos se caracterizan por estar
incluidos en una matriz proteica y ser responsables de la permanencia del virus en el
ambiente. Durante la etapa tardia de la infeccion, la proteina que constituye la matriz
proteica (poliedrina o granulina) se produce en altas concentraciones. Mediante
técnicas de ingenieria genética, ha sido posible generar baculovirus recombinantes
que poseen genes foraneos bajo el control de los promotores tardios y de muy alta
expresion. Los niveles de las proteinas recombinantes alcanzados por este sistema
superan a otros sistemas de expresion proteica, alcanzando entre el 25 y 50% de las
proteinas producidas por la célula (O'Reilly et al, 1992). Ademas, las proteinas
expresadas de esta manera retienen muchas de las modificaciones post-
traduccionales que se dan normalmente en células de mamifero, como lo son las
miristoilaciones. Cabe recordar que esta modificacion resulta crucial para la actividad
de la proteina Z de LCM en células infectadas (Pérez et al., 2004), por lo cual resulta
de particular interés a los efectos de utilizar la proteina Z de virus Junin en ensayos de

actividad especificos.

1.3.3 Bac-to-Bac (Obtencion de baculovirus recombinantes Ac-ZEGFP)

El sistema Bac-to-Bac se basa en la transposicion sitio especifica de un cassette de
expresion desde un vector plasmidico donor a un vector baculoviral (bacmido) que se
propaga en E. coli. El bacmido contiene el replicon mini-F de bajo niumero de copias,
un marcador de resistencia a kanamicina y un segmento de ADN que codifica para el
péptido LacZa. Luego de la region N-terminal del gen lacZa hay un segmento corto
que contiene el sitio de insercién para el transposén bacteriano Tn7 (mini-attTn7). El

bacmido se propaga en E. coli DH10BAC como un mega plasmido que le confiere
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resistencia a kanamicina y puede complementar la delecién lacZ presente en el
cromosoma para formar colonias azules (lac+) en presencia del sustrato cromogénico
X-gal y el inductor IPTG. Los bacmidos recombinantes se generan mediante
transposicion del elemento mini-Tn7, desde el plasmido donor pFastBac al sitio de
insercién miniattTn7 en el bacmido, en presencia de plasmido helper, el cual contiene
la secuencia de la transposasa. El cassetfe que se va a transponer desde el vector
donor contiene un promotor baculoviral especifico, un gen de resistencia a
gentamicina, un sitio de clonado multiple y una sefial de poliadenilacién insertada entre
los brazos derecho e izquierdo del Tn7. La transposicion interrumpe el marco de
lectura del péptido LacZa permitiendo identificar aquellas bacterias que llevan
bacmidos recombinantes mediante el desarrollo de colonias blancas. Luego este ADN
recombinante es utilizado para transfectar células de insecto (ver figura M.3). El stock
viral cosechado de las células transfectadas es utilizado para infectar nuevas células
de insecto para la posterior expresion, purificacion y analisis de proteinas.

En particular, en este trabajo se utiliz6é como plasmido donor al vector pFast
BacDual. El mismo fue digerido con las enzimas Xhol y Notl con el objetivo de ligar el
inserto obtenido de la digestion del vector ple1Z-EGFP con las mismas enzimas. Los
clones fueron examinados por PCR, utilizando los primers D10 y JZvc, para detectar
potenciales recombinantes. Para simplificar el analisis de un nimero muy grande de
clones, se realizaron dos rondas de PCR, la primera sobre un conjunto de clones, y la
definitiva sobre los clones individuales que estaban presentes en las mezclas que
resultaron positivas. La integridad del ORF de interés en los plasmidos seleccionados
fue determinada mediante secuenciamiento nucleotidico de ambas cadenas. Luego se

continué el procedimiento como se mencioné anteriormente.
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Glahadisdel Transformacion de DH10Bac

1e1Z-EGFF ‘“”;?’;‘E’;fﬂﬁ' d‘i}“fﬁ:e”:;d” v Colonias E.Coli con
e = e £ Bacmidos recombinantes
- \\
Plasmido Donor pFastBac-Z-EGFP \
pFastBacDual Estriado de

colonias
/ blancas
Cultive de colonias X
positivas y ’m
purificacion del Bacmido

Transfeccion ~ DNA Bacmido
de Sf2 2 Ac-Z-EGFP +——— x \
Stock de Baculovirus Verificacion de Colonias
Recombinates con Bacmidos Recombinantes

|

Y Infeccion
Y de Sf9

Expresién y verificacién
de la expresion de Z-EGFP

Figura M.3 Esquema de trabajo del sistema Bac-to-Bac. A partir del plasmido donor, en este
estudio el vector pFastBacDual, se realiz6 el clonado de la secuencia correspondiente al
promotor de le1 seguido por la proteina Z-EGFP. Una vez obtenida la construccion es
transfectada en E.coli DH10Bac, esta cepa contiene el bacmido de AcMNPV y el plasmido
helper, el cual codifica para la transposasa. Luego de la verificacion de las colonias blancas
obtenidas, se realiza una purificacion del ADN del bacmido recombinante, y se transfectan
células Sf9. El sobrenadante de cultivo obtenido tendra la primera progenie viral, la cual sera
amplificada en posteriores pasos de infecciéon. Finalmente se confirma la expresion de Z-EGFP

mediante microscopia de fluorescencia y western blot.

Una vez transfectadas las células de insecto con el vector pFastBacle1ZEGFP con
el reactivo de liposomas catidnicos Cellfectin (Invitrogen) segun el protocolo sugerido
por el fabricante, se recuperé el sobrenadante 120 hs post-transfeccion. Con el fin de
obtener un stock viral de mayor titulo, y posteriormente ensayar la expresion de la
proteina recombinante, el sobrenadante fue utilizado como inéculo para la infeccion de
cultivos de células de insectos. De esta manera se obtuvo un titulo de 5.106 ufc/ml

medido por la formacién de placas fluorescentes (figura M.4)
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1.3.4 Titulacién por formacion de placas

Para la titulacibn de los baculovirus, se realizaron diluciones seriadas del
sobrenadante de cultivos celulares infectado, y con las cuales se infectaron nuevas
monocapas celulares en placas multiwell de 6 o 12 pocillos, las cuales fueron cubiertas
con agarosa de bajo punto de fusion (SeaPlaque) para impedir la difusion de los
baculovirus brotantes. Luego de permitir el desarrollo de virus y la lisis celular
(aproximadamente 6 dias), las células fueron fijadas en PBS 4% de formaldehido y
luego tefiidas con azul de metileno, para realizar el conteo de las calvas resultantes y
el calculo del titulo viral.

1.3.5 Titulacion por formacion de placas fluorescentes

Realizando el mismo procedimiento descripto para la titulacion por formacién de
placas, se incuban las células infectadas durante 48 hs, para su posterior observacion
al microscopio de fluorescencia invertido (figura M.4). Esta técnica permite hacer un
seguimiento del proceso de infeccién, dado que no requiere la fijacion de las células, y
permite la obtenciébn de resultados en tiempos menores a los mencionados
previamente. El célculo del titulo viral se realiza mediante la cuantificacién de placas
de fluorescencia, como las que se observan en la figura, teniendo en cuenta la dilucion

y el volumen de inoculo inicial.

Control
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Figura M.4. Titulacion de baculovirus brotante de Ac-ZEGFP. Microscopias de fluorescencia

con un aumento de 4x de células Sf9 6 dias post infeccion. Cada panel corresponde a la
monocapa infectada con las diluciones del stock viral sefialadas. El panel control corresponde a
células Sf9 sin infectar.

1.4 Ultracentrifugacion en colchdn de sacarosa

Los sobrenadantes de las células previamente transfectadas/infectadas se
colectaron y las monocapas fueron resuspendidas utilizando el reactivo de, en lisis
celular en ProteoJET (Fermentas). Los sobrenadantes fueron clarificados por
centrifugacion a baja velocidad (3000 rpm) a temperatura ambiente durante 15 min. A
continuacién, las VLP presentes en los sobrenadantes fueron purificadas a través de
una ultracentrifugaciéon en colchén de sacarosa al 30% a 96.000 g durante 2 horas a 4
°C, en un rotor basculante rotor SW-28 (XL-70 Ultracentrifuge Beckman) Los pellets
obtenidos fueron resuspendidos en PBS para su posterior analisis.

Para la obtencién de grandes cantidades de VLPs derivadas de Z-EGFP para la
realizacion de los ensayos de estimulacion de la respuesta inmune, se transfectaron 4
frascos de 75 cm? con el plasmido pZ-EGFP. Luego se recuperaron los sobrenadantes
hasta el tercer pasaje celular, se colectaron en grupos para el primer paso de
ultracentrifugacion y luego se recuperaron los pellets en PBS, en una Unica muestra.
Esta fue sometida a tratamiento con protreinasa K continuado de un segundo paso de
ultracentrifugacion, el cual permite concentrar la muestra y elimina la proteinasa K. El

pellet fue resuspendido en PBS, y se utilizd para inmunizar los ratones.

1.5 Ultracentrifugacion en gradiente de sacarosa

Para la separacién de particulas presentes en el sobrenadante de cultivo mediante
su coeficiente de sedimentacion se utiliza un gradiente discontinuo de sacarosa. Para
esto el sobrenadante de cultivo es tratado tal como fue descripto para la
ultracentrifugacion en colchon de sacarosa. Una vez realizado este procedimiento el
pellet obtenido es resuspendido en 500 ul de PBS y depositado sobre un gradiente de
sacarosa 25%-60%, realizado previamente. Para la realizacion de este Ultimo se
utilizaron tubos de polipropileno (Beckman) en los cuales de depositaron
consecutivamente 1,5 ml de cada solucion de sacarosa (Sacarosa 25%, 30%, 35%,
40%, 45%, 50%, 55%, 60%) y se dejo reposar el gradiente durante 3 hs a temperatura
ambiente previo a ser utilizado. La ultracentrifugacion del gradiente se realiz6 a 96.000

g durante 2 horas a 4 °C, en un rotor basculante SW-28 (XL-70 Ultracentrifuge
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Beckman). La recoleccion de las fracciones se realiz6 mediante la perforacion de la

base del tubo utilizado, colectando por goteo fracciones de 250 pl.

1.6 Ensayo de proteccion a proteasa

Las muestras obtenidas del pellet de la ultracentrifugacion del sobrenadante
clarificado de la transfeccion de células 293T con pZ-EGFP fueron tratadas con 0.1 ug;
0.05 pg; 0.01 ug de proteinasa K (Fermentas) o proteinasa K suplementada con 1%
Tritén X-100 durante 30 min a 37°C. Luego de la incubacion, la reaccién fue detenida
con 100 mM de PMSF e incubadas a 1002C durante10 minutos. Estas muestras fueron

analizadas por SDS-PAGE, seguido por western blot utilizando las IgGs a-Z.

1.7 Citometria de flujo

Se realiz6 una dilucién en BD FACS Flow 1/50 de las VLPs purificadas y se analizé
mediante citometria de flujo (Beckton—Dickenson FACSCalibur). La informacion
original, de 50.000 eventos, fue adquirida utilizando CellQuest (Beckton—Dickenson) y
procesada con WinMidi (Joseph Trotter, Scripps Research Institute). Los parametros
FSCH (forward light scatter, reprensenta el tamafo de las particulas) y SSCH (side
light scatter, representa los detalles interiores de las particulas) fueron determinados

durante el ensayo. La longitud de onda del filtro FL1-H fue 530 £ 15 nm.

2. TECNICAS DE BIOLOGIA MOLECULAR

2.1 Electroforesis de acidos nucleicos

Para el andlisis de acidos nucleicos en diferentes experimentos, se realizaron
electroforesis en geles de agarosa, con buffer TAE 1x (Tris base 0,04 M, Acido Acético
Glacial 1,14 ml/l solucion; EDTA pH 8, 1 mM). Teniendo en cuenta el tamafio de los
fragmentos de ADN a separar, se seleccion6 el porcentaje deseado para confeccionar
el gel de agarosa y los patrones de peso molecular (Productos Bio-l6gicos) 6ptimos
para cada condicién. EI método de tincién de acidos nucleicos utilizado fue el de
bromuro de etidio (Sigma, stock 20000 X, 10 mg/ml) y revelado por exposicion a luz
UVv.

Para el caso de geles de agarosa para la visualizacion de ARN, las corridas se
realizaron en las mismas condiciones mencionadas previamente, teniendo la
precaucion de utilizar soluciones estériles y materiales lavados previamente con SDS
1%.
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2.2 Electroforesis de proteinas

Para el anélisis de proteinas se realizaron electroforesis en geles de poliacrilamida
10, 12, 16 y 18% utilizando el sistema de buffer Tris-glicina en el equipo vertical
Miniprotean 1l de BIO-RAD. Las muestras se sembraron utilizando el buffer de
siembra 4X (azul de bromofenol 0,4 %, glicerol 40 %, SDS 8 %, DTT 400 mM, Tris pH
6,8 200 mM), realizando una incubacidn previa en presencia del buffer de 10 min a 90
°C. La corrida se realiz6 a 35mA por gel durante 30 min y la tincién de los geles se
realizé con Coomasie brilliant blue R250 (Sigma). Todas las soluciones y reactivos se

fueron preparadas segun los protocolos descriptos (Sambrook ef al., 1989).

2.3 Extracciones plasmidicas

Las mini preparaciones se realizaron utilizando la técnica estandar de lisis alcalina
(Sambrook et al., 1989). Sin embargo, las preparaciones plamidicas utilizadas para
transfeccion de células eucariotas se realizaron utilizando el método de adsorcion a
matriz de silica (Kit de extraccion de plasmido, Productos Bio-logicos). La calidad y
rendimiento de las mismas fueron verificadas mediante electroforesis en geles de
agarosa y visualizadas por tincién con bromuro de etidio. En los casos de recuperacion
de ADN a partir de geles de agarosa se utilizé el método de adsorcion a matriz de
silica (Geneclean, Productos Bio-légicos), y para la utilizacion de productos de PCR
purificados durante las etapas de clonado, se utilizoé el kit de Clean-Up de Productos

Bio-logicos.

2.4 Extracciones plasmidicas a gran escala

A partir cultivos de 50 ml de medio TB (0,1 partes de TB Il) en erlenmeyers de
100ml con ampicilina 1x (50 mg/ml, 1000x), inoculados con un cultivo en fase
exponencial en 20% de glicerol a -80°C, se incuba a 200 rpm a 37°C durante toda la
noche. Se centrifuga a 5000 rpm durante 10 minutos a 4°C y se agregan 10 ml de
solucion isotonica de lavado (Solucion | de miniprep, Sambrook ef al. 1989). Se
resuspende por agitacion suave, se agregan 10 ml de solucion de ruptura celular
(soluciéon 1l de miniprep) se mezcla por inversion y se incuba 5min. a temperatura
ambiente. A continuacion se agregan 10ml de Solucién Il de miniprep y se mezcla por
inversion. Se centrifuga a 5000 rpm durante 10 minutos a 4 °C y se recupera el
sobrenadante. Se agregan 0,5 volimenes de cloroformo y se centrifuga a 5000 rpm
durante 10 minutos a 4°C. Se recupera la fase acuosa, se agrega 1 volumen de
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isopropanol y se incuba 5 minutos a -80 °C. Se centrifuga a 12000 rpm durante 20
minutos en el rotor JA-14 (Beckman J2-MCCentrifuge) a 4 °C se descarta el
sobrenadante, se lava con 1ml de etanol 70% y se centrifuga a 16000 xg durante 5
minutos. Se descarta el sobrenadante y se seca el precipitado. EI mismo se
resuspende en 200 ul de agua desionizada estéril (incubar 5 minutos a 50 °C), se

agregan 10ul de RNAsa A (50 mg/ml) y se incuba a 37 °C durante 30 minutos.

2.5 Digestiones Enzimaticas

En todas las digestiones con enzimas de restriccion (New England Biolabs,
Fermentas, Promega) se utilizaron 8 U finales para incubaciones de 2 h, y 2 U finales
para incubaciones durante toda la noche, utilizando los buffers éptimos para cada una
de ellas. Las enzimas se inactivaron térmicamente en las condiciones recomendadas
por el fabricante o se eliminaron mediante precipitacion con Acetato de sodio. En el
caso de digestiones dobles, y condiciones de reaccion incompatibles, las reacciones
se efectuaron en forma secuencial, realizando una precipitacién alcohdlica intermedia.
Se llevd el volumen de la muestra a una concentracion final de 0,1 M NaAc y 3
volumenes de etanol absoluto, luego se incubé a -80 °C por 2 h. Se centrifug6é a
14.000 rpm por 15 min y se retiré el sobrenadante.

En general, todas las digestiones fueron realizadas en un volumen final de 10 pl, e

incubadas a 37 °C (o a la temperatura 6ptima para la enzima utilizada).
2.6 Ligaciones

Las ligaciones de los diferentes fragmentos a los vectores correspondientes fueron
realizadas utilizando 1 U de ADN ligasa del bacteriéfago T4 (GIBCO), e incubando

durante 2 h a 22 °C, o durante toda la noche a 4 °C.

2.7 Electroporacion y plaqueo

Se utilizé el equipo Gene Pulser Il (BioRad), electroporando en cada caso 5 ng del
producto ligado. En todos las ocasiones se emplearon alicuotas de 75 ul de bacterias
electro competentes adecuadas segun el plasmido utilizado y siguiendo protocolos
estandar. Las bacterias transformadas fueron incubadas a 37 °C durante 1 h en medio
LB liquido (5 g extracto de levadura; 10 g de triptona, 10 g de NaCl; llevar a 1 1) sin
antibiético. Posteriormente se sembraron en placas de Petri con LB sélido (agregado
de 15 g de agar por | de LB liquido) y el antibiético correspondiente.

Ademas, en el caso de que el sistema utilizado permita utilizar el ensayo de o-

complementacion es posible discriminar entre los clones transformados con plasmidos
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sin inserto (a-complementaciéon positiva) de los clones transformados con plasmidos

que contienen un inserto foraneo (a-complementacion negativa). Para ello, el medio de
cultivo se adicion6 con el inductor IPTG (Isopropil-tio-a-D-galactésido) y con el reactivo
cromogénico, X-gal (5-Br-4-Cl-3-indolil-a-D-galactésido). Asi, a las cajas de Petri ya
preparadas conteniendo LB sélido con el antibiético adecuado, se les agreg6 40 pl de
una solucion de X-gal en dimetilformamida (20 mg/ml) y 4 yl de una solucién acuosa
de IPTG (200 mg/ml).

2.8 Amplificacion de ADN mediante PCR

Las amplificaciones de ADN utilizados en los pasos de clonado y confirmacién de
clones positivos se realizaron en un volumen total de 20 pl, utilizando las siguientes
concentraciones finales de los reactivos: 1,5 mM MgCI2; 0,2mM dNTPs; 1 uM de cada
primer y 0,05 U totales de la ADN polimerasa de Thermus aquaticus (Taqg ADN
polimerasa, Productos Bio-L&gicos).

En los distintos casos, se optimizaron las condiciones de reaccién, modificando las

concentraciones finales de Mg*?, dNTPs y de oligonucleotidos. Por otro lado,
también se modificé la temperatura de hibridacién de los primers, asi como los tiempos

de los distintos pasos del ciclado, utilizando como regla general 35 ciclos por reaccion.
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2.9 Primers

Los primers utilizados para las estrategias de clonado y confirmacion de los mismos

se encuentran listados en la tabla M.1.

Nombre

JZv
(invitrogen)
JZvc

(invitrogen)

JZvc-Stop

(invitrogen)

PGEX-Fw
(Genbiotech)
pGEX-Rev
(Genbiotech)
CMV Prom FW
(Genbiotech)
JZv-BgHind
(Genbiotech)
JZvc-Stop-XhBmH
(Genbiotech)
Z-Stop-Hindlll
(Genbiotech)
Stx2Fw
(Genbiotech)
Stx2Rev
(Genbiotech)
VP6Rev
(Genbiotech)
VP6Fw
(Genbiotech)
Fw-BamHICD4
(invitrogen)
RevBamHICD4

(invitrogen)

Secuenciade 5a 3’

ATGGGCAACTGCAACGGGGCATC

TGGTGGTGGTGCTGTTGGCTCCAC

CTATGGTGGTGGTGCTGTTGGCTCCAC

AACGTATTGAAGCTATCCC

GAGCTGCATGTGTCAGAG

ACAACTCCGCCCCATTGACG

GGAAGATCTAAGCTTATGGGCAACTGCAAC
GGGGCATC
CGCGGATCCCTCGAGCTATGGTGGTGGTG
CTGTTGGCTCCAC

CCCCAAGCTTCTATGGTGGTGGTG

CGCGGATCCGAGTTTACGATAGAC

TAAAGCGGCCGCGCTTATTTACCCGTTG

ATAGTTTAGCGGCCGCTCACTTTACCAG

CGCGGATCCATGGATGTGCTGTACTCC

CGCGGATCCGAATCAGTTCTCGCGGATGCA

AGT

CGCGGATCCCTTTACCAGCATGCTTCTAAT

Descripcion
Extremo 5° del

ORF Z. (Contiene
el codon de inicio)

Extremo 3" del
ORF Z

Extremo 3 del
ORF Z. (Contiene
el codon de
terminacion)

Extremo 3" del
ORF GST

Extremo 3" del
MCS de pGEX

Extremo 3°del
promotor CMV

Bglll-Hindlll

Xhol- BamHI

Hindlll

BamHI

Notl

Notl

BamHI

BamHI

BamHI

Tabla M.1. Listado de primers utilizados en este estudio, expresadas en direccién 5'a 3'.
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2.10 Seleccidon de clones positivos: PCR de colonias

Utilizando palillos estériles se repicaron las colonias obtenidas luego de la
transformacion. Los clones repicados se analizaron en grupos de 5, en microtubos
estériles de 0,5 ml, conteniendo 10 ul de H20 destilada. Las muestras fueron hervidas
durante 10 minutos y luego centrifugadas a 16000 xg durante 5 minutos. La reaccién
de amplificacion se realiz6 utilizando 1 ul del sobrenadante como molde en 10 ul de
volumen final de mezcla de reaccion, empleando pares de primers que permitan
verificar el sitio de incorporacion del inserto. Los grupos que presentaron el fragmento
de interés fueron analizados individualmente en una segunda ronda de amplificacion,
permitiendo asi seleccionar las colonias positivas individualmente. Estas fueron luego
analizadas por restriccion enzimatica utilizando enzimas para la obtencién de

productos diferenciales entre los clones positivos y negativos.

2.11 Secuenciacion

Para las reacciones de secuenciacion se utilizd el servicio de secuenciacion
automatizada de Macrogen (Korea) utilizando primers universales del proveedor o
primers especificos disefiados en nuestro laboratorio. Se utilizaron muestras de ADN
ultra puro mediante precipitacion con polietilenglicol 8000 (PEG 8000) o mediante la
utilizacion de kits de extraccion de plasmido comerciales, a una concentracion final de
100 ng/pl.

2.12 Precipitacion de acidos nucleicos

Para la concentracién de &cidos nucleicos se utilizé el protocolo de precipitacion
con etanol en presencia de sales. En este caso, se utilizd una solucion de acetato de
sodio 3 M pH 5,3. A partir de un volumen de &cidos nucleicos, se agregaron 2,5
volumenes de etanol 96° junto con 0,1 volumenes de la solucién de acetato de sodio.
Se incub6 a -20°C durante 20 min, y se centrifugo a maxima velocidad durante 20 min
a 4°C. Luego se realizé un lavado con etanol 70% y se resuspendi6 el pellet en el

volumen de agua deseado.

2.13 Cuantificacion de acidos nucleicos

Se utilizd el kit comercial Quant-it DNA Assay (Invitrogen) junto con fluorometro

Qubit (Invitrogen) segun las especificaciones del fabricante, utilizando un volumen de
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muestra variable entre 2-10 pl. Ademas en algunas ocasiones se utilizo el

espectrofotdmetro Nanodrop (Thermo)

3. EXPRESION Y PURIFICACION DE PROTEINAS EN E. coLI

La expresién de la proteina recombinante en un huésped bacteriano como E. coli
resulta de gran utilidad, debido a la practicidad de manipulacién de la misma, y a los
bajos costos de produccion que ofrece. Si bien, las proteinas expresadas no sufren las
modificaciones postraduccionales que recibirian en un huésped eucariota, el producto
obtenido es utilizable en la produccién de anticuerpos, ya sea contra epitopes
secuenciales o epitopes conformacionales que no involucren residuos glicosilados o
con otro tipo de modificaciéon post-traduccional.

Es importante sefialar que la expresion de las proteinas mencionadas en esta
seccion fueron obtenidas a partir de las construcciones plasmidicas realizadas por el
Lic. Fabian Cherfiac durante su seminario de Investigacion en el afio 2006. La
optimizacién de las condiciones de expresién de las mismas fue realizada durante el
seminario de investigacién de la Lic. Cristina Borio, por lo que en este trabajo se
mencionaran las metodologias correspondientes a los métodos seleccionados como

6ptimos para cada proteina.

3.1 Expresion de Tio-Z-V5-His

Para la proteina de fusion Tio-Z-V5, el mejor nivel de expresion se obtuvo con la
cepa de E. coli BL21 (DE3) (New England Biolabs Inc.). Las células transformadas se
cultivaron en 500 ml de medio LB conteniendo 100 ug/ml de ampicilina, a 37 ° C y 220
rpm. Cuando la absorbancia de cultivo a 600 nm alcanzé un valor de 1,5, las células
fueron inducidas con 600 mM de isopropil-B-D-tiogalactopiranésido (IPTG) durante 4
horas a 37 ° C. Las bacterias fueron cosechadas por centrifugaciéon a 4000 g durante
15 min, y se resuspendieron en 25 ml de buffer 50 mM de NaH2PO4 pH 8,2; 300 mM
de NaCl; 20 mM imidazol; 1% de Tritdbn X-100 y complementado con un coctel de
inhibidores de proteasas (Roche). Las células se rompieron mediante dos pasajes por
Emulsiflex-C5 homogenizer (Avestin) y luego de una centrifugacién a 20.000 xg
durante 30 min, las fracciones soluble e insoluble se colectaron y analizaron por SDS-
PAGE (el buffer de siembra 4X contiene 200 mM Tris-HCI, 8% de SDS, 40% de
glicerol, 0,4% azul de bromofenol y 400 mM de DTT, pH 6,8). Los analisis mediante
SDS-PAGE se realizaron de acuerdo a Laemmli (1970), utilizando porcentajes de

acrilamida entre 12-15%, y posteriormente tefiidos con azul de Coomassie R250. El
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buffer de corrida de Tris-Glicina se prepard segun (Maniatis, Fritsch, & Sambrook,
1982)

3.1.1. Purificacion de Tio-Z-V5-His

La fraccion soluble obtenida después de la induccién de pET-Z (25 ml) se clarificé
por centrifugacion a 12,000 xg durante 30 minutos y se cargo en una columna de Ni?*
inmovilizado de 5ml (His-Trap, Amersham), utilizando un buffer de corrida de NaH2PO4
50 mM, pH 8,2, NaCl 300 mM. Después de lavar la columna, se aplicd un gradiente de
Imidazol desde 20mM a 500 mM, a un flujo de 1 ml / min durante 20 minutos, usando
un FPLC AKTA (Amersham). Cada fraccion recogida se analiz6 por SDS-PAGE vy
aquellas que contenian la proteina Tio-Z-V5-His se agruparon. Esta fraccion se
concentr6 a un volumen final de 1 ml (Vivaspin 15, 10000 MWCO, Sartorius). A
continuacion, la muestra fue sometida a gel filtracién en una columna Superdex 200
10/300 GL (Amersham). En este caso el buffer de corrida utilizando fue de NaH.PO4
50 mM, pH 8,2, NaCl 300 mM, a un flujo de 0,5 ml/min. Nuevamente, las fracciones
colectadas se analizaron por SDS-PAGE y aquellas que contenian a Tio-Z-V5-His se

agruparon.

3.1.2. Protedlisis de Tio-Z-V5-His

Tio-Z-V5-His fue dializada contra el buffer de la enzima enteroquinasa (50 mM Tris-
HCI, pH 8, 1 mM de CaCl2; 0,1% de Tween-20) y luego se concentré la muestra a un
volumen final de 1ml (Vivaspin 6 10.000 MWCO, Sartorius) con una concentracion final
de 0,3 mg / ml. Una fraccion de 500 pl de esta muestra se sometié a protedlisis con
enteroquinasa en un volumen final de 600 | durante 16 hs a 4 ° C. Después de esto, la
muestra se cargd en una columna His-Trap (Amersham) de manera de separar ambos
productos de la protedlisis. Se aplicd un gradiente de concentracion de Imidazol desde
20mM hasta 500 mM durante 20 min y finalmente, las fracciones indicadas se
analizaron por SDS-PAGE.

3.2 Expresion de GST-Z

Para la expresion de la proteina GST-Z se evaluaron diferentes cepas de E. coli:
Rosetta pLys y B Origami (DE3) de Novagen, BL21 (DE3), BL21 (pLysS), BL21-
CodonPlus (DE3) y RIPL XL1blue de Stratagene; BL21 S| de Invitrogen;
OverExpress™ C41 (DE3) y C43 (DE3) de Lucigen. Las células fueron cultivadas en el
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medio de cultivo Luria Bertani (LB) (Luria & Burrous 1957) y suplementado con el
antibiético adecuado cuando fue requerido (34 pg/ml de kanamicina, 100 pg/ml de
ampicilina, 50 mg/ml de cloranfenicol, 12,5 mg/ml de tetraciclina). A partir de la
transformacion de bacterias con el plasmido pGEX-Z se obtuvieron niveles de
expresion similares para las cepas estudiadas. Sin embargo, debido a una mayor
proporcién de proteina soluble, se seleccion6 la cepa BL21 (DE3). Las células
transformadas se cultivaron en 500 ml de medio LB suplementado con ZnSO4 100 mM
y 100 ug/ml de ampicilina. Cuando el cultivo incubado a 37 °C alcanzé una densidad
optica de 600 nm de 0,7 las células fueron inducidas con 400 mM isopropil-B-D-
tiogalactopiranosido (IPTG) y se cultivaron durante 16 hs a 20 °C. Las bacterias se
cosecharon por centrifugacion a 4.000 xg durante 15 min, y el sedimento se
resuspendié en 25 ml de PBS, NaCl 200 mM, pH 8; Triton X-100 0,1%, DTT 100 mM
complementado con un coctel de inhibidores de proteasas (Roche). Las células se
rompieron con Emulsiflex-C5 homogenizer (Avestin) y luego se centrifugaron a 20.000
xg durante 30 min; las fracciones soluble e insoluble se colectaron y se analizaron por
SDS-PAGE.

3.2.1. Purificacion de GST-Z.

La fraccion soluble obtenida luego de la induccién de PGZ (25 ml) se clarificd por
centrifugacion a 12.000 xg durante 30 min, se resuspendié con 1 ml de Glutathion
Sepharosa 4B (GE Healthcare), y se incub6 a 4 °C durante 16hs. Después de cinco
lavados con 50 ml de PBS, la muestra se eluyé con 2 ml de glutatién reducido 25 mM
(Sigma) en Tris-HCI 50 mM, pH 9,5. La fraccién eluida se dializd contra un buffer
fosfato Na;HPO4 20 mM, pH 7,2 a 4 °C durante 16 hs, se concentré hasta un volumen
final de 1 ml (Vivaspin 2, 10.000 MWCO, Sartorious) y se cargd en una columna
Superdex 200 (Amersham) utilizando el mismo buffer anteriormente mencionado, a un

flujo de 0,5 ml / min.

3.2.2 Protedlisis de GST-Z

La proteina GST-Z purificada se dializ6 contra el buffer de la proteasa Factor Xa
(Tris-HCI 50mM pH 7,5; NaCl 150mM, CaCl; 1 mM) y 600 pl de esta muestra fueron
sometidos a la protedlisis con el Factor Xa a temperatura ambiente durante 16 hs. El

producto de reaccion se analizé por SDS-PAGE y western blot.
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3.3 Expresion de His-Z

El fragmento correspondiente al ORF de la proteina Z de la cepa MC2 se insert6 en
el vector pFastBac-HTA (Invitrogen) fusionado por su extremo N-terminal a una cola
de histidinas (His-Z). El plasmido recombinante (pFast-Z) se utilizd para generar
baculovirus recombinantes de AcMNPV que contengan en su genoma la secuencia
para la expresion de la proteina His-Z. Mediante la transfeccion de células de insectos
de Spodoptera frugiperda (SF9) (Granados et al, 1994) utilizando liposomas
cationicos (Cellfectin, Invitrogen) se obtuvieron baculovirus recombinantes para His-Z
(Ac-Z) recuperados del sobrenadante. Este stock viral es luego amplificado y titulado
por ensayo en placa.

Para la infeccion de células Sf9 con el objetivo de producir la proteina recombinante
se adiciona el virus a la MOI seleccionada previamente y se incuba durante 1 hora a
temperatura ambiente, luego son lavadas con PBS y mantienen a 25 ° C. La expresion
de la proteina de interés es luego analizada por SDS-PAGE y western blot.

Luego de la infeccion las células son crecidas en frascos de 25 cm? de poliestireno
en medio de cultivo Grace (Invitrogen), suplementado con 10% de suero fetal bovino
(SFB) y 0,1% de gentamicina.

3.4 Expresion de elF4E

La proteina elF4E fue expresada en E. coli, cepa BL21 (DE3) en el medio de cultivo
M9ZB, el cual corresponde a medio LB complementado con Na2HPO4 0.033M,
KH2PO4 0.022M, NaCl 0.085 M, NH4CI 0.02 M, MgS0O4 0.002 M, (Hagedorn et al.,
1997) y Kanamicina. El cultivo fue crecido hasta alcanzar una DO600 de 0,6-0,7,
donde fue inducido con 0.4 mM de IPTG durante 4 hs a 37°C y 220 rpm. El medio de
cultivo (500 ml) fue centrifugado a 500 xg durante 15 min. Y el pellet obtenido fue
resuspendido en 25ml de solucién de lisis (Tris 200 mM, pH 7,5, KCI 100 mM, EDTA 1
mM, DTT 1 mM, 0,1% Tritdbn e inhibidor de proteasas) y pasado dos veces por el
homogenizador de alta presion Emulsiflex-C5 homogenizer (Avestin). Luego de esto
se centrifugd la muestra a 10000 rpm en el rotor JA-14 (Beckman) durante 20 min. a
4°C. El sobrenadante obtenido, correspondiente a la fraccion soluble, sera el material
de partida para la purificacion de elF4E. El pellet fue resuspendido en 25 ml de

solucién de lisis y analizado mediante SDS-PAGE.
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3.4.1 Purificacion de elF4E

En el primer paso de purificacion se utilizé la resina m7GTP Sepharose
(Amersham). Los 25 ml de fraccion soluble fueron cargados sobre una columna con
0,5 ml de resina a un flujo constante de 1,5 ml/min. Durante la corrida se utilizé el
buffer de equilibrio (HEPES 20 mM, EDTA 0.1 mM, DTT 1 mM, Glicerol 10% y KCL
100 mM) y la elucion se realizd utilizando el buffer de equilibrio suplementado con 70
MM GDP (Sigma). Las fracciones conteniendo elF4E se juntaron y concentraron a un
volumen final de 1 ml. El extracto obtenido se cargdé en una columna Superdex 200

utilizando el buffer de equilibrio.

3.4.2 Pulldown elF4E- GSTZ

Utilizando una fraccion de la resina glutathione Sepharose 4B previamente unida a
GST-Z, la cual fue incubada con 100 ug de elF4E previamente purificada durante 1h a
temperatura ambiente con agitacion. Luego se realizan tres lavados con PBS 1x, se
resuspende la resina en buffer de siembra y se analiza la muestra mediante SDS-
PAGE y western blot.

3.4.3 Armado de elF4E Sepharose

Para la activacion de la resina se tomaron 33,3 ul de la misma (100 ul de la misma
resuspendida en isopropanol) y se lavo tres veces con 1ml de HCI 1M frio a 4 °C,
durante 5 min cada vez. Luego se incubo la resina con 500 yg de elF4E previamente
purificada durante 16 hs en agitacion a 4°C, y se lavo tres veces con 1ml de agua, tres
veces con 1ml de NaCl 1M, nuevamente tres veces con agua y por ultimo, tres veces
con 1ml de buffer de union (PBS, o, 5M KClI, 1% NP-40).

3.4.4 Purificacion de Tio-Z-V5-His con elF4E Sepharose

Una vez obtenida la resina Sepharose unida a elF4E se incubo la misma con 300
Mg de Tio-Z-V5-His, previamente purificada y concentrada, diluida en buffer de unién
(PBS, 0,5M KCI, 1% NP-40). Luego se realizan tres lavados con buffer de union y
finalmente se resuspende la resina en buffer de siembra para su posterior analisis por
SDS-PAGE.
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3.5 Filtracion en gel (Gel filtration)

Las columnas empaquetadas con 24 ml de volumen Superdex 200 GL y GL
Superdex 75 se utilizaron para obtener la proteina interés en su forma monomeérica.
Las columnas fueron cargadas con 1 ml de muestra a un flujo constante de 0,5 ml/min
utilizando un FPLC AKTA (Amersham). Para Tio-Z-V5-His, el buffer de corrida fue:
NaH2PO4 50mM, NaCl 300 mM, pH 8. Para la proteina recombinante GST-Z fue:
Na2HPO4 20mM, pH 7,2. Antes de cada separacion, un marcador de peso molecular
(Bio-Rad) se paso6 por la columna con el buffer correspondiente. De manera que,
correlacionando los datos de peso molecular y los ml de buffer eluidos, se obtiene una
curva de calibracion (figura M.5).
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Figura M.5 Marcadores de peso molecular para gel filtraciéon (Bio-Rad) utilizados para estimar
el peso molecular con el volumen de elucion, en ambas columnas, Superdex 200 y 75. Los
valores de los distintos puntos de la curva de calibracién son: 670 kDa, 158 kDa, 44 kDa, 17
kDay 1,35 kDa.

3.6 Protedlisis limitada

Una serie de diluciones desde 1/10 hasta 1/10.000 de un stock de 0,1 mg/ml de
quimiotripsina (Roche) y ftripsina (Roche), se incubaron con GST-Z en una

concentracion de 0.5 pg/pl durante 2 horas a temperatura ambiente. La reaccion se
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detuvo mediante la adicion del buffer de siembra del SDS-PAGE o mediante la

incubacion de la reacciéon a -20 ° C.

3.7 Secuenciacion del extremo N-terminal

Las muestras sometidas a la protedlisis limitada con quimotripsina fueron
separadas por SDS-PAGE 15% y transferidas a una membrana de PVC (Amersham).
La secuencia N-terminal de los péptidos relevantes se obtuvo utilizando un
secuenciador Applied Biosystems ABI494.

3.8 Propiedades bioquimicas de las diferentes proteinas recombinantes.

Los parametros bioquimicos se calcularon a partir de los datos de la secuencia de
aminoécidos, utilizando la herramienta ProtParam del servidor de Protedmica ExPASy

(www.expasy.ch, Protedmica, Analisis de estructura primaria (Gasteiger ef al., 2003).

3.9 Cuantificacion de proteinas

Se utilizé el kit comercial Quant-iT Protein Assay (invitrogen) junto con fluorometro
Qubit (invitrogen), segun las especificaciones del fabricante. Ademas se utilizo el
método de Bradford, el cual consiste en una mediciéon colorimétrica de la cantidad de
proteina soluble. Para esto, se realiza una dilucién 1/5 del reactivo de Bradford (Bio-
Rad) y se filtra utilizando papel Whatman. En una poli cubeta de 96 pocillos se colocan
200 pl del reactivo diluido, a los que se agregan 10 pl de muestra. Luego de incubar 15
minutos a temperatura ambiente se procede a la medicidon de absorbancia a 595 nm
utilizando un espectrofotémetro Thermo Max Microplate Reader. Para que la medicién
pueda ser cuantitativa, la misma debe contrastarse con una curva de calibraciéon. Esta
es construida a partir de diluciones seriadas de un stock de una proteina patréon de

concentracion conocida, como por ejemplo albumina bovina 1 mg/ml.

4. ENSAYOS Y METODOS INMUNOLOGICOS

4.1 Purificacion de IgG a-Tio-Z-V5-His

La produccién del suero policlonal a-Tio-Z-V5-His-V5-His fue realizada por el Lic.
Fabian Cherfiac en colaboracion con el laboratorio de Inmunologia y virologia de la

Universidad Nacional de Quilmes. A partir de esta preparacion se realizé la purificacion
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de los anticuerpos del isotipo G mediante cromatografia de afinidad con proteina G

(ProteinG-Sepharose Fast Flow, Amersham Pharmacia) de acuerdo a las
recomendaciones del fabricante, utilizando los siguientes buffers: Fosfato 20 mM pH
7,0, Glicina 100 mM pH 2,7 y Tris-HCI pH 9,0. Para el monitoreo del perfil de elucion
se utilizé el ensayo de Bradford modificado para microplacas y la determinacion de la
concentracion final de IgG obtenida se calculé utilizando una curva de calibracion 1gG

bovinas.

4.2 Inmunizacion de ratones

Ratones Balb/C machos de 6 semanas (4 por grupo) fueron inmunizados por via
intramuscular con 5 ug de Z-EGFP contenida dentro de las VLPs en 100ul de PBS, en
dos dosis con un intervalo de tres semanas. Como grupo control para el analisis de la
integridad de las VLP, se inmunizaron ratones con 5ug de Z-EGFP dentro de las VLP
previamente tratadas con 1% de Triton X-100. Ademas se inmunizaron dos grupos
control con 5 pg de proteina GFP soluble o con PBS. Se tomaron muestras de sangre
los dias 0, 7, 14, 21, 28 y 35 para el andlisis de la respuesta inmune, y finalmente los
ratones fueron sacrificados el dia 42. Los sueros obtenidos en cada DIA fueron

almacenados a -20 ° C hasta su posterior uso.

4.3 Produccién de suero policlonal a-GFP

Para la produccion de suero poli clonales a-GFP se emplearon 3 ratones Balb/C
macho de 6 semanas de edad. Antes de la primer inoculacion (dia 0), se extrajo una
muestra de sangre (suero preinmune), luego se realizé la inmunizacion con 10 ug de
proteina GFP purificada (gentiimente cedida por la Lic. Mirna Sanchez) en 100 pl de
adyuvante completo de Freund (Sigma Aldrich & Co) y el dia 21 se realizé un refuerzo
de la misma. Las inoculaciones se realizaron por via subcutanea en la region posterior
del lomo del animal. Los dias 7, 14, 21 y 35 se tomaron muestras de sangre para
realizar el seguimiento de la respuesta humoral. Finalmente, en el dia 42 post-
inoculacion, se realizé el sangrado mediante puncién cardiaca. La sangre extraida fue
centrifugada a 5000 g para separar el suero. Estos fueron conservados a -20 °C hasta

su posterior analisis mediante la técnica de Enzimo-inmuno-ensayo.

4.4 Enzimo-inmuno Ensayo (EIE o ELISA)

Para llevar a cabo el analisis de los sueros extraidos se realiz6 un ensayo de EIE

indirecto. Para ello, se sensibilizé una poli cubeta (Greiner Bio-One, Microlon) de 96
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pocillos con una solucion de 10 ug/ml de la proteina Tio-Z-V5-His purificada en buffer
Carbonato-Bicarbonato pH 9,0 (Na,CO3; 10 mM, NaHCO3; 90 mM, NaCl 140 mM), para
el anadlisis del suero a-Tio-Z-V5-His; y con una solucién de 10 pyg/ml de la proteina
GFP en buffer Carbonato-Bicarbonato pH 9,0 para el analisis del suero a-GFP. Luego
de incubar durante 1 hora a temperatura ambiente, se realizaron 3 lavados con
Solucion de Lavado (Buffer PBS conteniendo 500 mM de NaCl y 0,2 % de Tween 20,
pH 7,2) y se agregaron los sueros a evaluar diluidos en Solucion de Dilucion (Solucion
de Lavado con 1% de Albumina de suero bovino -PBS-BSA 1 %-, pH 7,2). Se incubd
durante 1 hora a 37°C, realizando 3 lavados al finalizar el tiempo. Luego se agrego la
dilucion correspondiente del conjugado comercial IgG de cabra anti-inmunoglobulinas
de conejo (para el suero a-Tio-Z-V5-His;) e IgG de cabra anti-inmunoglobulinas de
raton, para el suero a-GFP. Ambos conjugados con peroxidasa (Santa Cruz
Biotechnologies) en solucion diluyente y se incubd durante 1 hora a 37°C. Luego de la
etapa de lavado, se agregé a cada pocillo la solucion de revelado (1 mg/ml O-
fenilendiamina, OPD, en buffer citrato pH5, acido citrico 100 mM, Na;HPO4 200 mM
con el agregado de 1 ul de H202 30% por cada mg de reactivo). Luego de incubar la
reaccion a temperatura ambiente durante 15 minutos en oscuridad, se detuvo
mediante el agregado de una solucion 2N de H,SO. y se procedié a determinar la

absorbancia a 490 nm en lector Dimex Technologies MRXTC.

4.5 Evaluacion de la respuesta inmune humoral

Placas multi-well de 96 pocillos (Nunc, Maxisorpt Glostrup, Denmark) se recubrieron
con 0,5 ug de GFP previamente purificada, durante 16hs a 4 °C. Luego de tres lavados
con solucion de lavado (PBS, 0,5 M NaCl, 0,2% de Triton X-100), estas fueron
bloqueadas con PBS con caseina al 1% a 37 °C durante 1 h. A continuacién se
lavaron las placas tres veces con solucién de lavado y se adicionaron 50ul de los
sueros obtenidos, diluidos 1/50 en buffer de lavado con caseina al 1%. Se incubaron a
37 °C durante 1 h y luego los anticuerpos unidos se detectaron utilizando I1gG anti-
ratén conjugada con peroxidasa (Pierce) en buffer de muestra (dilucion 1/2000) a 37
°C durante 1 h. Finalmente las placas se revelaron con orto-fenilendiamina (OPD,
Sigma Chemicals Co.) y se midi6 absorbancia a 490 nm en un lector Dimex
Technologies MRXTC (Huang et al., 2005).
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4.6 Inmunodeteccion (Western blot)

Para la realizacion del western blot las muestras a analizar se separaron por SDS-
PAGE (12-15% en gel de poliacrilamida) y se transfirieron a una membrana de
nitrocelulosa (Hybond P+,Amersham Pharmacia) en buffer Tris-glicina conteniendo
20% (v/v) de metanol. Para evitar la unién no especifica de los anticuerpos, las
membranas fueron bloqueadas por incubacion con leche descremada al 5% en PBS
durante 16 hs horas a 4° C. Para la incubacién de los anticuerpos primarios se
utilizaron diluciones entre 1/500 y 1/1000 en leche al 2% en BPS a 37 °C durante 1 h.
Luego, para la incubacion del anticuerpo secundario se utilizaron anticuerpos
comerciales a-conejo o a-raton conjugados con peroxidasa (Santa Cruz,
Biotechnology) en una dilucion 1/10000 en PBS 0,1% de Tween-20 a 37 °C durante 1
h. Entre cada incubacion, la membrana fue lavada tres veces con PBS durante 5
minutos a temperatura ambiente. Para los ensayos de Dot blot, las muestras fueron
transferidas a una membrana de nitrocelulosa utilizando el equipo Bio-Dot
Microfiltration Apparatus de Bio-Rad y tratadas utilizando los mismos métodos

descriptos para el Western blot.

4.7 Inmunogold

El pellet obtenido de la ultracentrifugacion anteriormente mencionada fue
resuspendido en PBS 4% paraformaldehido. Una gota de esta suspension fue
depositada sobra una grilla de formvar-carbén recubierta de niquel durante 1 min y
luego lavada 6 veces con PBS. Las grillas fueron incubadas con PBS conteniendo
0,5% albimina y 0,1% tween-20 durante 30 min., luego lavadas con PBS e incubadas
con IgG anti-Z en una diluciéon 1/300 en PBS, 0,5% albumina y 0,1% Tween durante 1
hora. Nuevamente se realizaron 6 lavados con PBS y finalmente se incubo la grilla con
IgG de mono anti-conejo conjugado a particulas de oro coloidal de 12nm (invitrogen)
en una dilucién 1/20 en PBS 0,5% albumina y 0,1% Tween. Nuevamente se lavaron
las grillas con PBS, se fijaron con 2% glutaraldehido durante 10 min, se realiz6 una

tinciéon negativa con acetato de uranilo y se examinaron las muestras por TEM.
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5. ANALISIS BIOINFORMATICOS

5.1 Sequence Logos

La construccion de los Sequence Logos se realizd en el servidor online WebLogo

(http://weblogo.berkeley.edu), utilizando como archivo de entrada el alineamiento

aminoacidico de las secuencias de Z, utilizando el programa ClustalX. En la
representacién grafica cada logotipo se construye a partir del apilamiento de
caracteres en cada posicion del alineamiento. La altura del caracter indica el grado de
conservacion en esa posicion, mientras que la altura de cada caracter dentro del
apilamiento corresponde a la frecuencia de cada residuo en una posicion determinada.
Debido a las caracteristicas del software, y para evitar el sesgo hacia determinadas
especies que se encuentran sobre representadas en el banco de datos de secuencias,
se seleccionaron como maximo dos cepas de cada especie viral. Por otro lado, para
obtener una representacion mas sensible, los gaps dentro de cada secuencia del
alineamiento fueron considerados como un caracter. Todos los motivos sefialados
fueron denominados de acuerdo a las reglas de sintaxis del sitio Prosite (Hulo ef al.,
2008). En la tabla M.2 se listan los numeros de acceso de las secuencias

aminoacidicas de la proteina Z utilizadas en el alineamiento multiple.

Especie-Cepa Viral N° de acceso
Amapari Virus-BeAn70563 (ABY59841.1)
Cupixi Virus-BeAn119303 (ABY59842.1)
Guanarito Virus-CVH-961104 (AAT77691.1)
Guanarito Virus-VHF-3990 (AAT77689.1)
Junin Virus-MC2 (ABY59838.1)
Junin Virus-Candid#1 (AAU34182.1)
Machupo Virus-MARU-222688 (AAY27821.1)
Machupo Virus-9530537 (AAY27823.1)
Tacaribe Virus (NP694847.1)
Latino Virus-MARU-10924 (AAY27824.1)
Oliveros Virus-3229 (ABY59840.1)
Pirital Virus-VAV488 (ABY59836.1)
Pirital Virus-1743 (AAT77682.1)
Allpahuayo Virus-CLHP2472 (ABY59833.1)
Pichinde Virus-AN3739 (YP138535.1)
Bear Canyon Virus-A0060209 (ABY59834.1)



Bear Canyon Virus-AVA0070039
Whitewater Arroyo Virus-AV9310135
Tamiami Virus-W10777

Lymphocytic choriomeningitis Virus-#13
Lymphocytic choriomeningitis Virus—MX
Lassa Virus-CSF

Lassa Virus-Joshia

Ippy Virus-DakAnB188

Mobala Virus-Acar3080

Mopeia Virus-AN20410

Mopeia Virus-Mozambique

MATERIALES & METODOS

(AAX99343.1)
(AAX99351.1)
(AAX99348.1)
(ABC96003.1)
(CAA10342.1)
(AAO59514.1)
(AAT49001.1)
(YP516232.1)
(YP516228.1)
(YP170707.1)
(ABC71136.1)

Lujo Virus (YP002929492)

Morogoro Virus (ACJ24975.1)

Tabla M.2. Lista de secuencias aminoacidicas de la proteina z utilizadas para el alineamiento
multiple. Las secuencias fueron obtenidas del Genbank utilizando el nimero de acceso
indicado para cada secuencia. Las secuencias remarcadas en negrita del cuadro verde inferior
corresponden a los miembros del Viejo Mundo, el resto de las secuencias pertenecen al grupo

del Nuevo Mundo.

6. TECNICAS DE MICROSCOPIA

6.1 Microscopia de fluorescencia

La captura de imagenes se realizé a partir de células adherentes cultivadas sobre
cubreobjetos de vidrio estériles dentro de placas de 35mm a una confluencia del 30%.
Luego de 48 hs de incubacién (en el caso de células transfectadas), las mismas fueron
fijadas con 4% de formaldehido en PBS durante 15 min a temperatura ambiente, y
luego incubadas con solucién de montaje con DAPI (Vector). Las imagenes fueron
obtenidas utilizando un microscopio confocal Olympus FV1000 FluoView con un
aumento de 600x, y analizadas utilizando el software Olympus FluoView 2.0. Ademas,
para la captura de imagenes de células vivas cultivadas en placas o multiplacas se
utilizé el microscopio de fluorescencia invertido Nikon TE2000 eclipse Inverted

Microscope.
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6.2 Microscopia electrénica de transmision (TEM)

Una gota del pellet resuspendido, obtenido a partir de la ultracentrifugacion del
sobrenadante clarificado de la transfeccion de células 293T con pZ-EGFP fue
depositada en una grilla de formvar-carbén recubierto de niquel durante 1 min. Se
realizé una tincion negativa con 2% acido fosfotungsténico y examinadas en TEM
(Phillips EM 301 electron microscope).

6.3 Inmunofluorescencia

Células adherentes cultivadas sobre cubreobjetos de vidrio estériles dentro de
placas de 35mm a una confluencia del 30% fueron transfectadas. Luego de 48 hs
post-transfeccion las mismas fueron lavadas con PBS 1x, fijadas con 4% de
formaldehido en PBS durante 15 min a temperatura ambiente y lavadas nuevamente
con PBS. Luego fueron incubadas durante 10 minutos con una solucién de 0,5% NP40
en PBS, bloqueadas durante 60 minutos a 37°C con una solucién de 5% BSA en PBS
e incubadas otros 60 minutos a 37°C con un anticuerpo a-rotavirus marcado con
fluoresceina (dilucion 1/200). Por ultimo se realizaron lavados con PBS y se realiz6 el
montaje con una solucion de DAPI (Vector). Las imagenes fueron obtenidas utilizando
un microscopio Nikon Eclipse E200 con Lampara Nikon C-SHG1, a un aumento de
100x.

6.4 Cuantificacion mediante densitometria

Las densitometrias de las microscopias de fluorescencia fueron realizadas con el
programa ImageJ. Las secciones cuantificadas fueron de igual tamafio en cada uno de
los paneles del ensayo, tomando como blanco la imagen de fluorescencia de las

muestras sin transfectar.
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VECTORES DE CLONADO Y EXPRESION

pGEX-B y pGST-Z

Para la construccion de la proteina de fusion GST-Z se utiliz6 el vector comercial
pGEX-B (GE Healthcare). El vector de expresion pGEX-B permite el clonado y fusion
de un ORF de interés a la enzima Glutation-S-transferasa (GST), bajo el control del
promotor Ptac y el operador Lac (figura i.A). Esto ultimo facilita la posterior
purificacion de la proteina recombinante mediante la utilizacion de una columna de
glutation inmovilizado. Ademas el vector codifica para el super-represor laclq, el cual
bloquea la trascripcion del gen clonado uniéndose al operador lac rio abajo del
promotor Ptac, lo que permite la induccién de la expresion mediante la adicion de
isopropil-B-Dtiogalactopiranésido (IPTG).

La obtencion del vector pGST-Z se logro a partir de la digestion enzimatica de pQZ
(un vector secundario obtenido en el laboratorio) y pGEX-B. Esto fue realizado durante
la tesina del Dr. Fabian Cherniac (2006) (figura i.B).
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Figura i. A. Vector de expresion pGEX-B, para la expresiéon de proteinas recombinantes
fusionadas a GST por su extremo N-terminal. B. Vector pGST-Z para la expresiéon de la

proteina recombinante GST-Z.

pET102/D-TOPO® y pZ-Tio

El vector de expresion pET102/D-TOPO® (Invitrogen) permite el clonado, en un solo
paso, de una secuencia de interés a partir del disefio de un juego de primers
especificos mediante la tecnologia TOPO. Esta metodologia hace uso de un vector

lineal que se circulariza sélo luego de la incorporacion de un inserto. La reaccion de
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clonado en el vector pET102/D-TOPO es catalizada por la enzima Topoisomerasa,
que esta unida especificamente a un extremo del ADN doble cadena. Para facilitar su
clonado dirigido, el inserto debe ser construido con el agregado de 4 nucleétidos en el
extremo que se ligard con la Topoisomerasa. Para ello se utiliza un primer de
amplificacion especifico para la region 5° del inserto que contenga en su extremo 5’,
los 4 nucleétidos extra. De esta manera, el inserto amplificado podra complementar
con los 4 nucleotidos que posee el vector y sera ligado con gran eficiencia (figura
ii.A).

El gen de interés se expresa bajo el control del promotor de la ARN polimerasa del
fago T7, lo que hace necesario utilizar la cepa BL21 de E. coli, la cual codifica para la
polimerasa viral del fago y permite la induccién de su expresién en presencia de IPTG.
El producto proteico obtenido es la fusién entre la proteina de interés, la tiorredoxina
en su extremo amino terminal y una cola de histidinas en el extremo carboxilo.
Ademas, el polipéptido producido posee un sitio de corte por la proteasa especifica
Enterokinasa (EK) que permite separar la proteina completa de la Tioredoxina, y el
epitope V5 en el extremo carboxilo el cual permite la identificacién del producto

recombinante mediante inmunoensayos (figura ii.B).
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Figura ii. A. Vector de expresion pET102/D-TOPO, para la expresion de proteinas
recombinantes fusionadas a Tioredoxina por su extremo N-terminal. B. Vector pZ-Tio para la
expresion de la proteina recombinante Tio-Z-V5-His.

pFastBac y pHis-Z

El vector pFastBac (invitrogen) fue utilizado para el clonado del ORF de la proteina Z
para su expresion en células de insecto mediante la infecciébn por baculovirus
brotantes, mediante el sistema Bac-to-Bac (El sistema de expresion Bac-to-Bac fue

previamente descripto en la seccién de materiales y métodos, 1.3.3 Bac-fo-Bac -



Obtenciéon de baculovirus recombinantes Ac-ZEGFP). El clonado de Z en pFastBac

fue realizado durante la tesina del Dr. Fabian Cherniac.
Los clonados de las versiones recombinantes de Z para la expresion en E. coli y en

células de insecto se resumen en la figura Ill.

pPET28a+ y pelF4E

Para la expresidén del factor elF4E se utilizé el vector de expresiébn pET28a+
(Novagen), el cual regula la expresion del gen de interés mediante el promotor del
bacteriéfago T7 y operador Lac. El pET28a+ posee dos his-tag, uno rio arriba de la
regién para clonar el gen de interés, y otro rio abajo (figura iv.A). Para el clonado de
elF4E se utilizaron enzimas de restriccion (Ndel y Ncol) que permitieron la eliminacién
de ambas regiones y la insercion del ORF de elF4E (670 pb). Este se extrajo del
vector de clonado pUC57 conteniendo el ORF del factor de traduccion, el cual fue
sintetizado a partir del gen elF4E humano (GenBank AAX36938) fue sintetizado y
clonado en el vector pUC57 (GenScript Corp) (figura iv.B).

} ———

lacioperator

HisTags f

N
lacloperatar olF4E b 3

2000

Kan

s "
pET-elF4E
5967 bps

pET-28a(+) "™
-
5360 bps

200

Figura iv. A. Vector de clonado y expresion pET-28a(+). B. Vector pET-elF4E para la

expresion del factor elF4E sin el agregado de secuencias heterélogas.
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pEGFP-N3

El vector comercial pEGFP-N3 de Clontech es un vector de expresion para células
de mamifero, el cual permite el clonado y fusién del extremo C-terminal de la proteina
de interés, a la proteina EGFP (figura v.A). Esta Gltima codifica una variante
desplazada hacia el rojo de GFP wild type que ha sido optimizada para la obtencién de
una mayor fluorescencia y expresion en células de mamifero. (Maximo de excitacion
488 nm; maximo de emision 507 nm). Esta variante posee la sustitucion del
aminoacido Phe64 a Leu y de la Ser-65 a Thr. La secuencia de codificacion de EGFP
contiene mas de 190 cambios de bases silenciosos que corresponden al uso de

codones humano.
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Figura v. A. Vector de expresion pEGFP-N3 (Clontech) para la expresion de proteinas

fusionadas a EGFP a través de su extremo C-Terminal. B. Vector pZ-EGFP para la expresion
de la proteina de fusion Z-EGFP. C. Vector pZ-N3 para la expresion de la proteina Z en células

de mamifero.

El esqueleto de pEGFP-N3 fue utilizado por el Dr. Agustin Ure para la construccion
del plasmido pZ-EGFP para la expresion de la proteina de fusion Z-EGFP del virus
Junin, Cepa Candid#1 (figura v.B). También fue utilizado para la obtencién del vector
pZ-N3, el cual se construyd mediante la eliminacion del ORF de EGFP mediante
enzimas de restriccion (Hindlll y Notl) y la posterior adicion del fragmento del ORF de
Z, obtenido con primers especificos con el sitio de Hindlll en uno de sus extremos
(figura v.C).

Para las otras versiones recombinantes de Z se utilizé como vector base a pZ-EGFP,
al cual se le extrajo la secuencia correspondiente a EGFP y fue reemplazada por
fragmentos de PCR de los genes de interés (CD4, VP6, Stx2A), obtenidos con primers
especificos con sitios de enzimas de restricciéon en sus extremos. En el caso de la
construccion pZ-CD4-EGFP, el ORF de EGFP no fue removido, sino que fue

interrumpido con el fragmento CD4 (figura vi).
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pZ-CD4-eGFP
5206 bps

5\l Poly &

| CMVprom

Figura vi. Vectores para la expresién de las versiones recombinantes de la proteina Z. A.
pCD4-EGFP. B. pZ-CDA4. C. pZ-Stx2A. D. pZ-VP6.

Las secuencias de VP6 y el fragmento CD4 fueron amplificadas a partir del vector
pDonr221VPBEC, gentiimente cedido por el laboratorio de inmunologia y virologia de
la Universidad Nacional de Quilmes. El fragmento Stx2A fue amplificado a partir del
vector pGem-Stx, gentilmente cedido por la Dr. Leticia Bentancor, de la Academia de
medicina.

Por ultimo, las construcciones utilizadas en el sistema de expresion de células de
insecto/baculovirus fueron obtenidas a partir del vector pZ-EGFP, el vector comercial
pFastBacDual (Invitrogen) y el vector pUpLacDown, gentilmente cedido por el Dr.

Marcos Bilen.
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Figura vii. A. Vector pUplacDown conteniendo el gen LacZ flanqueado en sus extremos por los
fragmentos Up IE1 y Down IE1 del promotor IE1. B. Vector ple1-Z-EGFP para la expresion de
la proteina Z-EGFP regulada por la porcién Up del promotor le1 y el promotor CMV. C. Vector
comercial pFastBacDual (Invitrogen). D. Vector pFastBac-IE1-Z-EGFP para la expresion de la

proteina Z-EGFP regulada por la porcion Up del promotor le1 en células de insecto.

Para la expresién de Z-EGFP en células de insecto mediante transfeccion se
adicion6 al vector pZ-EGFP la secuencia de la region promotora del gen le1 del
baculovirus Anticarsia gemmatalis rio abajo del promotor CMV. El vector obtenido,
ple1-Z-EGFP, fue utilizado para clonar la secuencia de le1-Z-EGFP en el vector
comercial pFastBacDual, mediante enzimas de restricciéon (Xhol y Notl). La seleccién
de estos sitios de restriccion permitid la eliminacion de los promotores de poliedrina y

p10, propios del vector, para luego ser reemplazados por el fragmento le1-Z-EGFP.
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De esta manera la regulacion de la expresion de Z-EGFP seria controlada
exclusivamente por el promotor le1.

Los clonados de la secuencia codificante de la proteina Z del virus Junin y de sus
respectivas versiones recombinantes se encuentran resumidos en la figura ix.

Por ultimo, el resumen de todas las construcciones que contienen el ORF de Z (para
ser expresada en sistemas procariota y eucariotas) se encuentran listadas en la figura
viii, donde se incluye el peso molecular de cada una de las proteinas

correspondientes.

ptac
FXa
E Cod

T7 Prom

27,3 kDa

Tio-Z-His
E, Got
polH prom

TEV
e 154 kDa
CMY

I‘u'lammaian celle 10,4 kDa
le1prom
ze, L 37,9 kDa
ChV
Mamﬁi?aipcells 37;9 kDa
Mamf;z:l:ﬁ cells CD‘4 55,5 kDa
Foritan gl 45,3 kDa
Mamiﬁiz: cells 17,9 kDa
oy 47,7 kDa

Mammalian cells

Figura viii. Resumen de las construcciones que contiene el ORF de la proteina Z, donde se
indica el sistema de expresion correspondiente, el promotor que regula su expresion y el peso

molecular estimado.
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pCAGGS

El plasmido pCAGGS fue desarrollado por Niwa et al., 1991 con el objetivo de
obtener altos niveles de expresion de proteinas recombinantes en células de
mamifero. Este vector permite la expresion transitoria del gen de interés, el cual se
encuentra bajo la regulacion del promotor CAG. Este es una fusién entre el enhancer
CMV I[E y del promotor ubicuo fuerte derivado del gen Ac del pollo (Fregien vy
Davidson, 1986; Miyazaki et al., 1989) (figura x).
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Promoter | |

“ PCAGGS e

i 4826 bps
L GoE1or 300
o - 2000
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Neaol ‘llF'stI
BamHI Hindill

Figura x. Vector para expresion en células de mamifero pCAGGS (Niwa et al., 1991), el cual

posee un promotor fuerte para la transcripcion del gen de interés.

Ademas este vector posee un gen de resistencia al antibiético G418 mutado, tal que
reduce la resistencia al mismo (Yenofsky ef al., 1990). De esta manera solo aquellas
células que contengan un alto nimero de copias del vector seran seleccionadas en
altas concentraciones de G418. Por ultimo, este vector posee el 69% del fragmento
BPV (Bovine Papiloma Virus), lo que permite que el mismo replique de forma
autébnoma y con un alto numero de copias.

La construccion pCAGGS-EGFP fue realizada sobre el esqueleto de pCAGGS por el
Dr. Ariel Rodriguez, quien gentilmente nos facilité su utilizacion para los ensayos de
ARNi (figura xi A). El esqueleto de pCAGGS también fue utilizado para la
construccion de pCAGGS-Z (Junin, cepa Candid#1), el cual a pesar de haber sido
confirmado por secuenciacion, no fue posible evidenciar expresion de Z a partir de su

transfeccion en células 293T (figura xi B)
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Figura xi. A. pCAGGS-EGFP y B. pCAGGS-Z. Ambos plasmidos fueron construidos en base

al vector pPCAGGS mediante digestion con enzimas de restriccion y posterior ligacion.

pSuperRetro y pSuperRetro-GFP

El sistema de ARNi pSUPER desarrollado por OligoEngine™ proporciona un vector
de expresion de mamifero que dirige la sintesis intracelular siARNs. El vector utiliza el
promotor del gen H1-ARN polimerasa-lll, el cual produce la transcripcién de un ARN
pequefio el cual carece de la cola de poliadenosina y en su lugar posee una sefial de
terminacién que consta de cinco timidinas (T5). El transcripto producido tendra la
estructura secundaria que serd sustrato de la maquinaria DICER tal que se produzcan
los fragmentos de 21 nt, que produciran la inhibicién de la transcripcion del gen diana.

El vector pSuperRetro fue utilizado para el clonado de un fragmento de EGFP, de
manera de optimizar la inhibicién de la transcripcion de EGFP. Ambos plasmidos

fueron gentilmente cedidos por el Dr. Arel Rodriguez.

pTRex® Gateway y pTrex-N

Gateway (Invitrogen) es una tecnologia de clonado universal que utiliza las
propiedades de la recombinacion sitio especifica del bacteriéfago lambda (Landy,
1989). La estrategia de clonado consiste en la obtencion del gen de interés a partir de
PCR con primers que contienen en sus extremos la secuencia de recombinacion sitio
especifica, y su posterior insercion en un vector aceptor. Existe una gran variedad de

vectores aceptores comerciales, entre ellos el vector para expresion en células de
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mamifero pT-RexDEST30. Este contiene un promotor hibrido formado por CMV-IE

enhancer y el operador 2 de tetraciclina (TetO2), el cual permite regular la expresion

(figura xii A).
A. | BTN ceos IETEEN 4 B.
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Figura xii. A. Vector comercial aceptor pT-RexDEST30 (Invitrogen). B. Vector para la
expresion de la Nucleoproteina en células de mamifero, pT-Rex-N.

El esqueleto de pT-RexDEST30 fue utilizado por el Dr. Javier Iserte para el clonado
de la Nucleoproteina del Virus Junin, cepa Candid#1. También fue utilizado para el
clonado del precursor de las glicoproteinas virales y la proteina Z. Este ultimo, fue
confirmado por secuenciaciéon, aunque no fue posible confirmar la expresién de Z

mediante la transfeccion de células 293T (figura xii B).



ANEXO

MICROSCOPIA DE FLUORESCENCIA CONFOCAL DE CELULAS 293T

TRANSFECTADAS CON PZ-EGFP Y PEGFP-N3

Figura xiii. Secciones opticas individuales de células 293T. Transfectadas con pZ-EGFP,
de las secciones 21-67. El intervalo entre las secciones 6pticas corresponde a 3,9 nm.
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pEGFP-N3

Figura xiv. Secciones opticas individuales de células 293T. Transfectadas con pEGFP-N3,
de las secciones 16-61. El intervalo entre las secciones dpticas corresponde a 3,9 nm.
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