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Resumen

En las ultimas etapas del ciclo de replicacion de los virus de
immunodeficiencia de simios (SIV), ocurre el ensamblado de las particulas
virales en la membrana plasmatica de las células infectadas. Durante la
morfogénesis de los viriones se produce la incorporacion de la glicoproteina
viral de envoltura (Env), proceso que es esencial para la infectividad viral.
La glicoproteina Env se sintetiza como un precursor proteico, el cual es
clivado en las subunidades de superficie y transmembrana por proteasas
celulares. A diferencia de otros retrovirus, SIV posee una proteina
transmembrana con un dominio citoplasmatico (CD) particularmente largo,
de 164 residuos. Para investigar el rol que cumple el CD en la incorporacion
de Env a las particulas virales y en la infectividad, se generaron y
caracterizaron glicoproteinas Env mutantes llevando pequefias deleciones
internas de 4 a 7 aminoacidos en el CD o bien acortamientos progresivos de
20 residuos desde su extremo carboxilo. Las mutaciones introducidas no
tuvieron efecto alguno sobre la sintesis, procesamiento y expresion en la
superficie celular de la glicoproteina Env. Sin embargo, las deleciones
internas que afectaron el tercio carboxilo terminal del CD de Env inhibieron
significativamente tanto la incorporacion de Env a viriones como la
infectividad viral. El mismo fenotipo defectivo fue observado al remover 20
a 100 aminoacidos del extremo carboxilo del CD. En cambio, glicoproteinas
Env con CDs de 44 o 24 aminoacidos se incorporaron a viriones en forma
mas eficiente que la proteina Env salvaje, e incrementaron no menos de 10
veces la infectividad viral respecto de la de viriones llevando la Env salvaje.

Por otro lado, se realizd un estudio de evolucion forzada de un virus
mutante llevando una delecion interna en el CD de Env que bloquea la
capacidad replicativa del virus. La propagacion durante periodos
prolongados de tiempo de células linfoideas infectadas con este virus
mutante condujo a la seleccion de poblaciones virales revertantes. En estos
virus, el fenotipo defectivo causado por la delecidn original fue revertido por
mutaciones puntuales en el gen env que acortaron el CD a una longitud de
52 0 48 aminodcidos.



Resumen

En conjunto, los resultados presentados en este trabajo de Tesis
demuestran cdmo variaciones en la longitud del CD de la glicoproteina Env
de SIV modulan las funciones virales mediadas por Env.



Abstract

During the late stages of simian immunodeficiency virus (SIV) replication,
particle assembly takes place at the plasma membrane of the infected cells.
During virus morphogenesis, the envelope glycoprotein (Env) is
incorporated into virions, a step that is essential for virus infectivity. The
Env glycoprotein is synthesized as a heavily glycosylated precursor that is
cleaved by cellular proteases into the surface and transmembrane subunits.
The cytoplasmic domain of the SIV transmembrane protein is unusually long
(164 amino acids) compared to those of other retroviruses. To investigate
the role that the SIV Env cytoplasmic domain plays in Env incorporation into
virions and virus infectivity, we generated and characterized two sets of SIV
Env mutants: a series of mutants carrying small in-frame deletions
throughout the entire Env cytoplasmic domain, and another series of Env
mutants bearing progressively truncated cytoplasmic tails. None of these
mutations had an effect on the synthesis, processing and cell surface
expression of the SIV Env glycoproteins. Interestingly, in-frame deletions
targeting domains in the C-terminal third of the Env cytoplasmic tail
impaired both Env incorporation into particles and virus infectivity. A similar
defective phenotype was observed for the SIV Env mutants lacking the C-
terminal 20 to 100 amino acids. Of note, SIV Env glycoproteins bearing a
44- or 24- amino acid cytoplasmic tail were incorporated into virions at
levels significantly higher than those of wild-type Env and increased virus
infectivity by more than 10-fold with respect to that conferred by the full-
length Env protein.

In addition, we performed a “forced evolution” study in which we
propagated for a long period of time cells infected with a replication-
defective mutant virus containing an in-frame deletion within the SIV Env
cytoplasmic domain. These experiments led to the selection of second-site
revertant viruses in which the defective phenotype imposed by the original
deletion was reversed by mutations in the env gene that truncate the Env
cytoplasmic tail to 52 or 48 amino acids.

In conclusion, our results demostrate how variations in the length of the
SIV Env cytoplasmic domain modulate Env-mediated viral functions.
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Introduccion

Los virus de inmunodeficiencia de simios (SIV) pertenecen al grupo de los
retrovirus y fueron aislados de distintas especies de primates no humanos.
Estos virus se encuentran estrechamente relacionados morfoldgica,
antigénica y genéticamente con los virus de inmunodeficiencia de humanos
tipos 1 y 2 (HIV-1 y HIV-2, respectivamente) (Desrosiers, 1988).

Los retrovirus constituyen una familia viral muy diversa cuya caracteristica
particular es su estrategia replicativa. Su ciclo de replicaciéon incluye un
paso esencial de transcripcidon reversa del ARN gendmico viral a ADN doble
cadena y la subsiguiente integracion de este ADN como provirus al genoma
de la célula infectada.

El estudio de esta familia ha tenido un gran impacto en diversas areas de
la biologia y de la medicina. Durante la década de 1960, la biologia de los
virus animales era estudiada en base a su respuesta a inhibidores
metabdlicos. Sin embargo, los retrovirus representaban una verdadera
paradoja pues eran sensibles a inhibidores de la sintesis de ADN, a pesar de
que el dogma de la Virologia de la época postulaba que los virus con
genoma a ARN debian mostrarse resistentes. Ademas, no se detectaban
especies de ARN doble cadena en ninguna etapa del ciclo de replicacién,
caracteristica fundamental de los virus con genoma a ARN conocidos hasta
entonces. En 1964, el Dr. Temin presentd una explicacion para estos datos
hasta el momento contradictorios, proponiendo la hipétesis del provirus.
Esta hipétesis postulaba la generacion de un ADN copia a partir del genoma
viral y su posterior integracion en el genoma celular. Esta idea fue aceptada
afios después con el descubrimiento de una actividad de ADN polimerasa
dependiente de ARN en las particulas de estos agentes virales (Baltimore,
1970; Temin & Mizutani, 1970). El descubrimiento de esta actividad
enzimatica fue realmente muy importante en la historia de la Biologia
Molecular. En ese momento, correspondiente a los comienzos de la Biologia
Molecular, no se conocian excepciones al flujo unidireccional e irreversible
de la informacion genética de ADN a ARN y de éste ultimo, a proteina. Este
flujo, conocido como el dogma central de la Biologia, tuvo que ser
reconsiderado con el descubrimiento de esta actividad enzimatica viral.
Dado que esta enzima retroviral media la retrotranscripcion, esto es, el flujo
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reverso de ARN a ADN, se le dio el nombre de transcriptasa reversa, y a los
agentes virales que poseen esta actividad, se los llamé retrovirus por ir en
contra del dogma central de la Biologia.

En el afo 1975, los Dres. Temin y Baltimore recibieron el premio Nobel por
el descubrimiento de la transcriptasa reversa.

GENERALIDADES DE LOS RETROVIRUS

La familia Retroviridae comprende una gran variedad de agentes virales
que poseen un genoma compuesto por dos moléculas de ARN simple cadena
de polaridad positiva, una envoltura derivada de la membrana de la célula
infectada y propiedades replicativas particulares (Coffin 1992, 1996). Como
se menciond antes, la principal caracteristica de esta familia es su
estrategia replicativa, que involucra una etapa esencial en la que el genoma
viral a ARN es primero retrotranscripto a ADN doble cadena, y luego se
integra en el genoma de la célula infectada.

Los retrovirus pueden dividirse segin su organizacién gendmica en simples
y complejos (Figura 1). Todos los virus incluidos en esta familia poseen en
su genoma al menos tres regiones fundamentales que codifican para las
siguientes proteinas virales: el gen gag, que dirige la expresién de las
proteinas estructurales del virion; el gen po/, que contiene la informacion
para las proteinas con actividad enzimatica como la transcriptasa reversa y
la integrasa; y el gen env, que codifica para los componentes de la
envoltura viral. Los retrovirus que poseen sélo estas regiones son los
considerados simples, mientras que los complejos, como SIV y HIV,
presentan ademas regiones que codifican para proteinas accesorias con
funciones regulatorias (Coffin, 1992; Goff, 2001).

La familia Retroviridae esta subdividida a su vez en siete géneros. Los
lentivirus constituyen uno de estos siete géneros y se caracterizan por
causar en sus huéspedes una infeccion lenta y enfermedades que resultan
de la disfuncion de células u organos especificos. Los ejemplos mas
representativos de este género son el HIV, agente causante del sindrome de



Introduccion

inmunodeficiencia adquirida (SIDA) y los virus de primates no humanos,
SIV.

ORGANIZACION GENOMICA DE LOS RETROVIRUS Y FUNCION DE LAS PROTEINAS
RETROVIRALES

E! genoma de los retrovirus contiene al menos 3 marcos abiertos de
lectura cuya organizacién es invariablemente gag-po/-env en sentido 5' a 3’
del genoma (Figura 1).

La expresion de los genes retrovirales ocurre a través de un complejo
mecanismo de formacion de precursores proteicos que son luego
procesados para generar las proteinas maduras. Este mecanismo de
expresion de las proteinas virales como precursores permite asegurar que
se expresen en correcta proporcion entre ellas y, ademds, que éstas lleguen
al lugar de ensamblado viral como una entidad unica asegurando que todas
las proteinas virales sean incorporadas a las particulas nacientes.

El gen gag se encuentra en el extremo 5’ del genoma viral, y codifica para
un precursor poliproteico Gag que da origen a por lo menos tres proteinas
estructurales maduras que son, en orden desde el extremo amino al
carboxilo del precursor Gag: matriz (MA), capside (CA) y nucleocdpside
(NC). Algunos retrovirus, como HIV y SIV, presentan ademas péptidos
adicionales (Figura 1). La proteina MA se encuentra en el virion maduro
inmediatamente por debajo de la bicapa lipidica que forma la membrana
viral y por lo tanto, intimamente asociada con ella. Esta proteina contiene
sefiales fundamentales para la interaccién del precursor Gag con la
membrana plasmatica y para el ensamblado de las particulas virales (Bryant
& Ratner, 1990; Delchambre et al., 1989; Freed et al., 1994; Gonzdlez et
al., 1993; Gonzdlez & Affranchino, 1995, 1998; Goéttlinger et a/., 1989). La
proteina CA forma el core viral que contiene al complejo ribonucleoproteico
ARN-NC en las particulas maduras. Presenta una region carboxilo terminal
que es crucial para el ensamblado de particulas y la formacion del core viral
y una region de unos 20 residuos muy conservada entre los retrovirus
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A)
LTR gag pol env LTR

MA CA NC SU ™

= s+ S

B)
LTR gag pol env LTR
. MA CA NC : :
U3 R US
p2 pb
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vpx vpr

Figura 1. Organizacién genémica de los retrovirus.

A) Se presenta la organizacion gendémica del virus de la leucosis aviar
(ALV) como ejemplo de un retrovirus simple. Su genoma contiene los genes
comunes a todos los retrovirus: gag, pol y env; y flanqueando la region
codificante, las repeticiones terminales largas (LTR) que contienen las
regiones regulatorias U3, R y U5. B) Como ejemplo de retrovirus complejo
se presenta el genoma de SIV. Contiene ademas de los genes gag, pol y
env, los genes accesorios como tat, rev, vif, vpr, vpx y nef cuyos productos
cumplen diferentes funciones durante la replicacién viral. En SIV y HIV, el
precursor Gag se procesa en los productos MA, CA, NC, p6, p2 y pl.

Se indican ademas las proteinas maduras productos de la expresion de los
genes gag: matriz (MA), cdpside (CA) y nucleocapside (NC); pol: proteasa
(PR), transcriptasa reversa (TR) e integrasa (IN); y env: subunidades de
superficie (SU) y de transmembrana (TM).
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llamada regién de alta homologia que es esencial para la replicacion viral
(Dorfman et al., 1994a; Mammano et al., 1994). La proteina NC se
encuentra intimamente asociada al ARN genémico en el viribn maduro.
Contiene motivos aminoacidicos ricos en residuos de cisteina e histidina
similares a los dominios llamados “dedos de zinc”. Estos motivos son
esenciales para la replicaciébn viral pues estan involucrados en el
empaquetamiento especifico del ARN gendmico por interaccion con
secuencias de empaquetamiento presentes en el genoma viral (Aldovini &
Young, 1990; Dorfman et al., 1993, Gorelick et al., 1993).

El gen pol/ se encuentra en la region central del genoma viral. Codifica para
las proteinas virales con funciones enzimaticas. Estas son: la proteasa (PR),
la transcriptasa reversa (TR) y la integrasa (IN). En la mayoria de los
retrovirus el gen pol/ se expresa como un precursor poliproteico originado
por un corrimiento en el marco de lectura respecto del correspondiente al
gen gag. Este corrimiento de -1 en la lectura del ARN mensajero (ARNm)
ocurre solamente con una frecuencia aproximada del 5% (Jacks et al.,
1988; Jacks, 1990). De esta forma, el ARNm que codifica para los genes
gag-pol es traducido principalmente para generar el precursor Gag,
mientras que en menor proporcién se genera el precursor Gag-Pol. Este
constituye un mecanismo eficiente para regular los niveles intracelulares de
proteinas con actividad enzimatica y que son incorporadas al viridon. La
proteina PR es la responsable del procesamiento de los precursores Gag y
Gag-Pol durante la maduracion de los viriones, proceso fundamental para la
adquisicién de infectividad (Gottlinger et a/., 1989; Kohi et al., 1988). Por
esta razon, la actividad de la PR es uno de los puntos del ciclo de replicacién
viral mas susceptible para el desarrolio de drogas antivirales. Estudios de
cristalografia mostraron que la PR debe encontrarse como un homodimero
para ser funcional (Lapatto et a/., 1989; Navia et al., 1989); por lo tanto, es
la dimerizacién el proceso que regula la actividad proteolitica de la PR
durante la brotaciéon de las particulas virales. La proteina TR posee la
actividad enzimadtica responsable de copiar el genoma viral de ARN a ADN.
Esta enzima viral es un heterodimero que posee actividades de ADN
polimerasa dependiente de ARN asi como de ARNasaH que degrada la

10
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cadena de ARN en el heteroduplex generado durante la etapa de
transcripicion reversa (Coffin, 1996). La proteina IN cataliza la integracién
del ADN viral al genoma de la célula infectada. Posee la capacidad de
reconocer los extremos del ADN viral doble cadena recién sintetizado,
remover dos nucledtidos de cada extremo 3' y unir este ADN al genoma
celular (Coffin, 1996).

El gen env se encuentra en el extremo 3’ del genoma viral. Se expresa a
partir de un ARNm de tamano subgendémico del cual los genes gag y po/ han
sido removidos. Se expresa como un precursor proteico Env, el cual es
clivado y modificado durante su transporte hacia la membrana plasmatica a
través de la via secretoria celular. El clivaje del precursor Env genera las
subunidades de superficie (SU) y transmembrana (TM) que se mantienen
asociadas en forma no covalente en la membrana plasmatica de la célula
infectada (Hunter & Swanstrom, 1990).

En cada extremo del genoma viral, y flanqueando la region codificante, se
encuentran las llamadas repeticiones terminales largas o LTRs. Estas
secuencias estan formadas por las regiones U3, R y U5, las cuales contienen
zonas regulatorias para la integracién del ADN proviral al genoma de la
célula huésped y para la iniciacién de la transcripcion (Goff, 2001).

Los lentivirus, miembros del grupo de los retrovirus complejos, poseen
ademds genes que codifican para proteinas accesorias. Estos genes
accesorios se expresan a partir de moléculas de ARNm de tamafio
subgenémico que han sufrido procesamiento multiple y dan origen a las
proteinas regulatorias Tat, Rev, Nef, Vif, Vpr y Vpu.

La proteina Tat es un potente transactivador de la transcripcion. Actia por
unidn a una regién del ARN naciente llamada TAR que se encuentra
localizada en la region R de la LTR. Esta region, ubicada en el extremo 5
del ARN, adopta una estructura particular llamada tallo y horquilla donde la
proteina Tat se une y regula la elongacién de la transcripcion (Cullen, 1990;
Dayton et al., 1986; Jones & Peterlin, 1994).

La proteina Rev juega un rol esencial en la replicacion de los retrovirus,
pues permite el transporte de los ARNm virales no procesados desde el
nucleo al citoplasma de la célula infectada. Una vez que la proteina Rev es

11
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sintetizada en el citoplasma, una sefal de localizacion nuclear dirige su
importaciéon al nucleo donde se une entonces a una regiéon en los
mensajeros virales conocida como elemento que responde a Rev 0 RRE,
evitando asi el procesamiento completo del mensajero. De esta forma, el
ciclo de replicacién viral puede ser dividido en una etapa regulatoria
temprana, donde predominan los ARNm multiprocesados que codifican para
Tat, Rev y Nef, y una etapa productiva tardia, donde la acumulacion de Rev
permite generar los ARNm tardios, mono o no procesados, para la expresion
de los precursores Gag, Gag-Pol y Env (Kim et al., 1989; Viglianti et al.,
1990). Por lo tanto, la proteina Rev no sélo es importante para la expresion
de las proteinas virales, sino que permite ademds el transporte al
citoplasma de moléculas de ARN de tamafio gendmico completo para que
sean incorporadas como genoma de nuevas particulas (Kalland et al., 1994;
Meyer & Malim, 1994).

Nef es una proteina esencial para la patogénesis viral in vivo (Kestler et
al., 1991). Mutantes defectivos en la proteina Nef inducen bajos niveles de
viremia en animales infectados, aunque el mecanismo por el cual Nef ejerce
esta accion no estd claramente definido. Por otro lado, el aislamiento de SIV
denominado PBj14 posee una proteina Nef con un motivo aminoacidico que
promueve la activacion de los linfocitos, favoreciendo asi la replicacion viral.
Esto se traduce en una enfermedad particularmente aguda en los animales
infectados (Saucier et al., 1998). Ademas, la proteina Nef promueve la
endocitosis del receptor CD4 (Aiken et al., 1994; Sanfridson et al., 1994) y
disminuye los niveles del complejo mayor de histocompatibilidad clase I
inhibiendo la lisis por citotoxicidad mediada por linfocitos T de las células
infectadas con HIV-1 (Collins & Baltimore, 1999; Johnson & Desrosiers,
2002). En un trabajo reciente se ha mostrado que la proteina Nef de HIV-1
también interviene en un complejo mecanismo que permite la infeccion de
células T quiescentes (Swingler et al., 2003). En este trabajo, se propone
que en macréfagos infectados con HIV-1, la proteina Nef promueve la
liberacion de factores que acttian sobre los linfocitos B. Estos linfocitos B al
ponerse en contacto con los linfocitos T quiescentes permiten que estos
ultimos sean infectados por el virus.

12
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La proteina Vif es conocida como factor de infectividad, pues es un
potente regulador de la infectividad y de la replicacion viral y por lo tanto,
es esencial para la patogénesis in vivo. Estudios realizados con virus HIV-1
mutantes defectivos en Vif, indican que Vif es capaz de suprimir el efecto
antiviral de factores celulares presentes en células mononucleares
periféricas, macrofagos y en ciertas lineas celulares lamadas no permisivas
(Sheehy et al., 2002). Se ha demostrado que el blanco de Vif es la proteina
celular CEM15, la cual acttia como un potente inhibidor de la replicacién de
HIV-1, ya que por medio de su actividad de desaminasa produce una
hipermutacion del genoma viral (Zhang et al., 2003).

La proteina Vpr es empaquetada en las particulas virales de los lentivirus
de primates y fue la primer proteina regulatoria que pudo ser detectada en
las particulas virales (Cohen et al., 1990). En la mayoria de los retrovirus,
la entrada del ADN copia del genoma viral al nicleo requiere de la division
celular, mientras que en los lentivirus de primates la proteina Vpr permite la
importacién del complejo de preintegracion al nucleo de las células aun en
ausencia de division celular (Heinzinger et al., 1994). Cabe destacar que en
HIV-2 y SIV se encuentra el gen vpx que es una duplicaciéon de vpr
(Fletcher et al., 1996).

La proteina Vpu es distintiva de HIV-1 y de SIVs muy relacionados con
HIV-1. Esta proteina posee dos funciones: a) estimula la brotacién de las
particulas virales de la membrana plasmatica al medio extracelular
(Gottlinger et al., 1993), y b) promueve la degradacion de CD4 en el
reticulo endoplasmatico (RE), evitando asi que glicoproteina Env quede
retenida en el RE por asociacion con CD4 durante el transporte de Env por
la via secretoria celular (Willey et al., 1992a,b).

CICLO DE REPLICACION DE LOS LENTIVIRUS
Los eventos que ocurren durante la replicacién de los lentivirus involucran

varias etapas: reconocimiento y unién al receptor celular; fusién de las

membranas celular y viral; transcripcion reversa del genoma viral; entrada
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al nucleo e integracion del ADN viral; sintesis y procesamiento de las
proteinas virales; y finalmente, el ensamblado y maduracion de los viriones
(Figura 2). A continuaciéon se detallan algunos aspectos fundamentales de
cada etapa:

1) RECONOCIMIENTO DEL RECEPTOR CELULAR Y FUSION DE MEMBRANAS

El primer paso en el ciclo de infeccién es el reconocimiento por parte de la
particula viral de un receptor celular especifico. La interaccion entre el
receptor celular y la glicoproteina viral Env es un proceso muy complejo que
involucra una unién inicial, un drastico cambio conformacional en la
glicoproteina Env, y finalmente, la fusion de las membranas celular y viral.
La subunidad SU de la proteina Env es la responsable del contacto inicial
con el receptor celular, mientras que la subunidad TM interviene en el
posterior acercamiento y fusion de las membranas celular y viral. El primer
receptor identificado para un retrovirus fue la molécula de superficie CD4
(Dalgleish et al., 1984) involucrada en la infeccidon por HIV y SIV. El
reconocimiento por la glicoproteina Env del receptor CD4 es suficiente para
establecer la unién de la particula viral a la superficie celular, pero no lo es
para mediar la entrada del virion a la célula (Chesebro et al., 1990;
Clapham et al., 1991). Este hecho llevé a la busqueda de moléculas que
también intervinieran en la entrada viral y que actuaran como
correceptores. El primer correceptor que se identificé para HIV-1 fue CXCR4
(Feng et al., 1996) y desde entonces, se han identificado muchas moléculas
que actuan como correceptores para los lentivirus y probablemente la lista
aumente con el tiempo. Los correceptores identificados hasta ahora
corresponden a moléculas de la superficie celular pertenecientes a una
familia de receptores con siete dominios transmembrana y cuyos ligandos
son factores del sistema inmune llamados quimioquinas. Para HIV y SIV, se
han identificado dos familias de receptores de quimioquinas que intervienen
en el proceso de fusion: CXCR y CCR. Estas dos familias determinan el
tropismo celular presentado por los diferentes aislamientos virales, aunque
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existen otros factores posteriores a la entrada viral que también
condicionan el tropismo. En particular, cepas de HIV-1 con preferencia por
células de la linea T (T-tropicas) utilizan como correceptor a la molécula
CXCR4, mientras que las cepas con preferencia por macréfagos (macréfago-
tropicas) utilizan CCR5 (Bates, 1996). Sin embargo, el patron de utilizacion
de correceptores para HIV-2 y SIV es diferente del presentado por HIV-1
(Clapham & McKnight, 2002). La mayoria de los aislamientos de SIV utilizan
principalmente la molécula CCR5 como correceptor aunque existen otras
moléculas, como GPR15, CXCR6 y GPR1, que también pueden ser utilizadas
por SIV como correceptores (Chen et al.,, 1997; Clapham & McKnight,
2002).

El mecanismo de fusidn de las membranas celular y viral no esta
totalmente esclarecido. La interaccion de la subunidad SU de la
glicoproteina Env con el receptor y correceptor celulares induce un cambio
conformacional en la subunidad TM, que resulta en la exposicion del péptido
de fusidon que se encuentra en el extremo amino de la TM (Chan et al.,
1997). El péptido de fusion se inserta entonces en la membrana de fa célula
blanco promoviendo la aposicion de las membranas viral y celular (Chan &
Kim, 1998). Una vez que se han fusionado completamente las membranas,
el virion desnudo se libera en el citoplasma.

2) TRANSCRIPCION REVERSA

La transcripcidn reversa es un proceso complejo y altamente ordenado que
comienza luego de la liberacion del virion en el citoplasma de la célula
infectada. La reaccion de transcripcion reversa tiene lugar basicamente en
el citoplasma y, aunque la seflal que dispara la reacciéon de transcripcion
reversa no se conoce con exactitud, se piensa que es suficiente la simple
exposicion de la particula viral desnuda a altos niveles de desoxinucledtidos
presentes en el citoplasma. La TR retroviral que se encuentra en el virion es
capaz de sintetizar el ADN doble cadena copia del genoma viral tan pronto
se pierde la envoltura. El proceso de transcripciéon reversa resulta de cuatro
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actividades cataliticas presentes en la TR que intervienen en diferentes
etapas del proceso. Estas son: la actividad ADN polimerasa-ARN
dependiente; la ADN polimerasa-ADN dependiente; la ADN helicasa y la
actividad de ARNasa H (Kraus et al., 1990). El mecanismo de transcripcion
reversa propuesto indica que la reaccion de sintesis de la cadena de ADN
negativa comienza cerca del extremo 5 del genoma viral, utilizando un ARN
de transferencia (ARNt) como iniciador (Goff, 2001). Este ARNt es
incorporado a la particula viral durante el ensamblado por interaccion con el
llamado sitio de unién del cebador presente en el ARN gendémico viral. El
producto de esta primera reaccion se une luego al extremo 3’ de la misma o
de la otra molécula del genoma viral, actuando como iniciador para que se
complete la sintesis de la cadena de ADN de polaridad negativa. El
desplazamiento del fragmento inicial de ADN desde el extremo 5’ al 3’ del
ARN viral es posible gracias a la presencia de secuencias repetidas directas
en los extremos del genoma. Una vez terminada la sintesis del ADN de
polaridad negativa, el templado de ARN es digerido por la actividad de
ARNasa H de la TR. Sin embargo, la sintesis de la cadena de ADN de
polaridad positiva requiere de un fragmento de ARN gendémico que resiste la
degradacién por la ARNasa H y que actua como cebador (Charneau et al.,
1992). La sintesis de la cadena positiva continia hasta copiar 18 bases del
ARNt. Al ser degradado este ARNt, los extremos de ambas cadenas de ADN
hibridan, por ser complementarias a nivel de las LTRs, formandose asi una
molécula circular. Las discontinuidades en ambas hebras son reparadas por
enzimas celulares. Esta estrategia de sintesis de ADN permite el copiado de
seflales presentes en los extremos 5’ y 3’ del genoma fundamentales para la
transcripcion e integracién (Goff, 2001).

El proceso de transcripcion reversa resulta en la formacion del llamado
complejo de preintegracion compuesto por el ADN doble cadena copia del
genoma viral y las proteinas IN y TR, entre otros componentes (Miller et al.
1995; Bukrinsky et al., 1993). Una vez formado, el complejo de
preintegracién es conducido al nucleo celular.
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3) INTEGRACION DEL ADN PROVIRAL

El proceso por el cual el complejo de preintegracion llega al nicleo no esta
completamente esclarecido. Contrario a otros retrovirus, que necesitan la
division celular para que el ADN retroviral acceda al nucleo, los lentivirus
pueden infectar células quiescentes (Weinberg et al., 1991; Lewis et al.,
1992) por transporte activo del complejo de preintegracion a través de la
membrana nuclear mediado por sefiales presentes en las proteinas MA vy
Vpr (Freed et al., 1995; Gallay et al., 1995). Una vez en el nucleo celular, el
complejo de preintegracion se integra al genoma como provirus. La enzima
que cataliza la integracion especifica y eficiente del ADN viral es la IN. Esta
enzima cliva cada extremo 3’ del ADN viral eliminando 2 bases de cada uno
de ellos. La eliminacidon de estas bases genera grupos hidroxilo libres que
son utilizados para atacar la union fosfodiéster en el ADN celular. La energia
liberada por la ruptura de este enlace es usada para generar la union del
ADN viral con el genoma celular (Coffin, 1996). La reparacion del ADN y la
ligacion de las uniones completan el proceso produciendo una duplicacion
de una corta secuencia que flanquea al provirus. El sitio de insercién en el
genoma celular no es especifico, aunque no cualquier regién del genoma es
utilizada como sitio de inserciéon (Stevens & Griffith, 1994). Una vez que el
provirus se ha integrado, es permanentemente incorporado al genoma de la
célula infectada y por lo tanto, persiste en ella convirtiéndola en una
productora crénica de progenie viral.

Ademas de la forma lineal del precursor ADN viral pueden detectarse otras
tres formas circulares extracromosomales de ADN viral durante la infeccion.
Sin embargo, ninguna de estas formas puede ser utilizada como precursor
proviral.

4) EXPRESION Y PROCESAMIENTO DE PROTEfNAS VIRALES

La transcripcion del provirus ocurre a través de la maquinaria celular y
esta dirigida por elementos que actuan en cis presentes en las LTRs del ADN

17



Introduccién

proviral y por la proteina retroviral Tat que actua regulando la elongaciéon de
los transcriptos. La transcripcion del ADN proviral resulta en moléculas de
ARN de tamafo gendémico que a su vez pueden dar lugar a moléculas de
tamano subgendmico por procesamiento alternativo. Asi, segun el nivel de
procesamiento que sufren, los ARNm pueden dividirse en: no procesados,
monoprocesados y multiprocesados (Hammarskjold, 1997). El balance
correcto entre las distintas especies de ARNm virales asegura la expresion
de las proteinas estructurales, aquéllas con actividad enzimatica, las
accesorias y la producciéon de moléculas de ARN que servirdn como genoma
para la nueva progenie viral. Los precursores Gag y Gag-Pol son expresados
a partir de ARNm virales no procesados, idénticos a las moléculas de ARN
que sirven como genomas virales; mientras que la glicoproteina viral Env es
sintetizada a partir de ARNm virales monoprocesados que han sufrido la
eliminacién de los genes gag y po/ (Hammarskjold, 1997). Entre los ARNm
multiprocesados se encuentran aquéllos que codifican para las proteinas
virales accesorias.

5) ENSAMBLADO Y MADURACION DE VIRIONES

El proceso de ensamblado de las particulas virales involucra a distintas
macromoléculas que deben ser transportadas por diferentes mecanismos
hasta el sitio de ensamblado. La expresion de los precursores como
poliproteinas permite minimizar el nimero de componentes que deben ser
transportados hasta el lugar de ensamblado. La poliproteina Gag contiene la
informacién estructural necesaria para dirigir la formaciéon de nuevas
particulas (Hunter, 1994). En el caso de los lentivirus, el precursor Gag es
sintetizado por ribosomas citoplasmaticos y es transportado hasta la
membrana plasmatica de la célula infectada donde ocurre el ensamblado
viral. Los retrovirus que siguen esta via de morfogénesis se los conoce
como tipo C, a diferencia de lo que ocurre con los retrovirus tipo B/D cuyos
precursores son primero transportados a un sitio de pre-ensamblado
intracitoplasmatico antes de la brotacion de las particulas virales (Hunter,
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1994). La glicoproteina viral Env es sintetizada y transportada a través de la
via secretoria celular hasta la membrana donde colocaliza con la capside
naciente (Hunter, 1994). Por ultimo, se incorporan a las particulas nacientes
dos moléculas de ARN gendmico asi como otras proteinas virales que
cumplirdn funciones en el préximo ciclo viral.

El analisis de la composicion de la membrana viral ha permitido establecer
un enriquecimiento en ciertos compuestos lipidicos, lo que ha llevado al
estudio de cuales son las regiones de la membrana plasmatica donde se
ensamblan los lentivirus. En particular, se ha centrado la atencidon sobre
dreas especializadas de la membrana plasmatica que tienen wuna
composicion lipidica particular llamadas rafts. Estos subdominios
enriquecidos en esfingomielina, glicoesfingolipidos y colesterol (Brown &
London, 2000; Simons & Ikonen, 1997) cumplen importantes funciones en
muchos procesos bioldgicos, como la transduccion de sefales y el trafico de
proteinas. Recientemente, se han presentado evidencias de la asociacion de
Gag con los microdominios rafts (Lindwasser & Resh, 2001; Ono & Freed,
2001). Estas observaciones han llevado a postular que el ensamblado y la
brotacion de HIV y SIV ocurren en estos dominios especializados.

El dltimo paso en el ensamblado es la liberacion del virién inmaduro al
medio extracelular por brotacién y el procesamiento proteolitico de los
precursores Gag y Gag-Pol. Con respecto a la brotacion, el dominio
carboxilo de Gag interactua con la proteina celular Tsg101, la cual reclutaria
la maquinaria endocitica de la célula que funcionaria en sentido inverso para
mediar la liberacion de los viriones al medio extracelular (Carter, 2002). El
procesamiento proteolitico de los precursores se conoce como maduracion e
implica una reorganizacion de las proteinas maduras y del genoma viral
dentro de la particula. La maduracion del core viral produce la condensacion
y formacion del cono electrodenso caracteristico de las particulas lentivirales
al ser visualizadas por microscopia electronica.
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Citoplasma

Figura 2. Representacion esquematica del ciclo de replicacion de
los lentivirus. (1) Interaccién de la subunidad SU de la glicoproteina viral
Env con el complejo receptor-correceptor celular. (2) Fusién de las
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membranas viral y celular y liberacion del core en el citoplasma. (3)
Transcripcion reversa del genoma viral de ARN simple cadena a ADN doble
cadena. (4) Entrada del ADN proviral al nucleo celular. (5) Integracion del
ADN viral como provirus en el genoma de la célula hospedadora. (6)
Transcripcion del provirus a moléculas de ARN viral de tamafio gendmico y
subgenémico con distintos grados de procesamiento. (7) Exportacion desde
el nucleo de los ARNm virales no procesados. (8) Traduccién de los
precursores virales Gag y Gag-Pol en el citoplasma. (9) Transporte de las
moléculas de ARN de tamafo gendmico para ser encapsidadas como
genoma en las particulas nacientes. (10) Procesamiento de los ARNm
virales para la expresion de la glicoproteina Env. (11) Expresion de la
glicoproteina Env por ribosomas asociados a reticulo endoplasmadtico. (12)
Transporte de Env a través de la via secretoria celular y procesamiento en
el aparato de Golgi. (13) Expresion de la glicoproteina Env en la membrana
plasmatica de la célula infectada. (14) Ensamblado de las particulas
virales: los componentes virales (ARN gendmico, Gag, Gag-Pol y Env) se
dirigen al lugar de ensamblado. Los lentivirus pertenecen al grupo tipo C,
que ensamblan sus particulas en la membrana plasmatica de las células
infectadas. (15) Brotacién de los viriones producidos. (16) Clivaje
proteolitico y maduracidn de las particulas virales. (Adaptado de Flint et a/.,
2000).
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DESCUBRIMIENTO DEL VIRUS DE INMUNODEFICIENCIA HUMANO

Durante los Ultimos afos de la década de 1970 y principios de 1980
surgieron informes en el mundo respecto de pacientes con una disfuncion
inmunoldgica grave. Este nuevo e inusual sindrome se caracterizaba por
una linfoadenopatia generalizada, infecciones oportunistas y una variedad
poco frecuente de tipos de cdncer. Este sindrome es hoy conocido como de
inmunodeficiencia adquirida o SIDA.

La primera clave sobre la etiologia de esta enfermedad se remonta a 1983.
El grupo de la Dra. Barré-Sinoussi en colaboracién con el Dr. Montagnier del
Instituto Pasteur de Paris aislaron un agente viral a partir de nédulos
linfaticos de un paciente que presentaba los sintomas descriptos (Barré-
Sinoussi et al., 1983). Este agente presentaba las caracteristicas tipicas de
un retrovirus. Sin embargo, la importancia de este descubrimiento fue
evidente recién un afio después cuando el Dr. Gallo y sus colegas de los
Institutos Nacionales de Salud de Estados Unidos, aislaron un retrovirus con
tropismo para células T (Gallo et al.,, 1984). Analisis por microscopia
electronica revelaron que estos aislamientos eran morfoldgicamente
similares al grupo de los lentivirus y ensayos posteriores confirmaron esta
relacion.

Como era comun en ese momento, cada laboratorio dio a su aislamiento
un nombre diferente: virus asociado a linfoadenopatia o LAV para el grupo
del Dr. Montagnier y virus linfotrépico de células T humanas tipo III para el
grupo del Dr. Gallo. Finalmente, en 1986 el Comité Internacional de
Taxonomia de Virus adoptd el nombre de virus de inmunodeficiencia
humano o HIV como lo conocemos estos dias.

Existen dos tipos diferentes de HIV, llamados HIV-1 y HIV-2, distinguibles
por su organizacion genomica y filogenia. A su vez, cada uno esta
clasificado en varios grupos en base a criterios filogenéticos. Esto da idea de
la complejidad que presentan estos virus.
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ORIGEN DE HIV. SIV COMO MODELO

Desde su descubrimiento, el origen del virus de inmunodeficiencia humano
ha representado un verdadero desafio. En el afo 1985, se describié la
caracterizacion de un virus relacionado a HIV aislado de un mono macaco
cautivo que habia desarrollado un sindrome similar al SIDA (Daniel et al.,
1985; Letvin et al, 1985). Este virus fue Illamado virus de
inmunodeficiencia de simios (SIV) por sus similitudes genéticas Yy
estructurales con HIV. Desde entonces, se han reportado evidencias de
infeccion con SIV en alrededor de 31 especies de primates africanos.
Aunque existen caracteristicas que relacionan a HIV y SIV, entre ellos
presentan una importante diferencia en cuanto a la patogenia que producen
en sus huéspedes naturales. No se ha observado que SIV produzca
enfermedad o sintomas clinicos en sus huéspedes naturales, indicando una
larga historia de co-evolucién entre SIV y su huésped. Sin embargo, si un
SIV que naturalmente infecta a una especie de simio infecta a otra especie
diferente, el virus resulta patogénico en esta nueva especie de simio y
provoca SIDA (Murphey-Corb et a/., 1986).

Desde el descubrimiento de SIV, se ha especulado que éste constituye el
origen de HIV. Esta hipotesis se basa en anadlisis de secuencias de
diferentes regiones del genoma viral y en la construccion de arboles
filogenéticos entre HIV y SIV que han permitido establecer la cercania
evolutiva entre ambos. Ademads, la coincidencia en la distribucién geografica
entre SIVs y HIVs genéticamente similares sustenta esta hipotesis.
Finalmente, las oportunidades de contacto mutiltiples entre humanos y
animales infectados podrian explicar el salto de virus de una especie a otra
(Hahn et al., 2000).

El origen de HIV-2 fue el primero en ser esclarecido. Analisis moleculares
permitieron establecer que HIV-2 esta genéticamente relacionado con una
variante de SIV, denominada SIVsmm, aislada de monos macacos en
cautiverio que presentaban sintomas de inmunodeficiencia (Hirsch et al.,
1989b). Pronto se establecidé que estos macacos resultaron enfermos por
haberse infectado con un virus proveniente de la especie de monos
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Cercocebus atys, el huésped natural de SIVsmm. La relacion existente entre
SIVsmm y HIV-2 cumple satisfactoriamente con todos los criterios
mencionados antes: ambos comparten idéntica estructura gendmica e
incluso poseen la proteina Vpx que no esta presente en ningun otro genoma
lentiviral (Hirsch et al., 1989b); estudios filogenéticos realizados en base a
secuencias parciales del gen gag han permitido establecer una relacion
filogenética y geogrdfica entre HIV-2 y SIVsmm, pues secuencias
provenientes de humanos y monos de la misma region geografica se
encuentran estrechamente relacionadas. Ademads, existe una coincidencia
geogrdfica entre el habitat natural de estos monos y la regién de Africa
donde HIV-2 es endémica para humanos. Finalmente, estos monos son
cazados como alimento o adoptados como mascotas, estableciendo una ruta
de transmisién posible por contacto directo entre humanos y animales
infectados (Chen et al., 1996).

El origen de HIV-1 ha sido mucho mds complejo de establecer. Desde hace
tiempo, se establecid una similitud de organizacién gendmica entre HIV-1 y
la variante SIVcpz (Peeters et al., 1989, 1992) que infecta a los
chimpancés. En particular, debido a la presencia en ambos virus de la
proteina accesoria Vpu que no estd presente en otros SIVs (Huet et al.,
1990). Pero aspectos tales como la distancia filogenética que los separa, la
aparente baja prevalencia de la infeccidon por SIVcpz en chimpancés en
estado salvaje y la falta de concordancia geografica entre los primeros
casos de SIDA y el habitat del chimpancé hicieron dudar de la certeza de
esta hipdtesis. Sin embargo, en el aflo 1999 la Dra. Hahn presentd
evidencias que permitieron establecer que la transmision de SIVcpz desde
una subespecie de chimpancé era realmente el origen de HIV-1 (Gao et al.,
1999). El andlisis de la secuencia de un nuevo aislamiento, denominado
SIVcpzUS, cuyo huésped natural es la subespecie de chimpancé Pan
troglodytes troglodytes, permitié establecer la gran similitud genética y la
estrecha relacion filogenética con HIV-1 (Gao et al., 1999). Si bien el origen
de HIV-1 se ha determinado, el origen mismo del virus SIVcpz es una
incégnita. Estudios recientes basados en andlisis de la secuencia de los
genes gag, pol y env han planteado un origen recombinante para esta

24



Introducciéon

variante de SlV, producto de la recombinacidén de otros dos aislamientos de
monos, SIVrcm y SIVgsn que naturalmente infectan las especies
Cercocebus torquatus y Cercopithecus nictitans (Bailes et al., 2003). Los
habitos de cazeria de los chimpacés sobre estas especies de monos
permiten explicar la adquisicibn de estas variantes virales y la
recombinacion entre ellas en los chimpancés infectados. La evidencia del
origen hibrido de SIVcpz tiene importantes implicancias pues apoya la
hipdtesis de la transmision de SIV entre especies, incluido el hombre, en
condiciones naturales.

Aunque se ha establecido el origen de HIV, aun quedan muchas preguntas
por responder. La mas antigua evidencia de esta epidemia es una muestra
de sangre tomada en 1959 de una persona infectada en Africa Central (Zhu
et al., 1998), pero continua el interrogante de cudnto tiempo antes de esta
fecha ocurrid la zoonosis y en qué circunstancias tuvo lugar. Los
conocimientos actuales nos indican que los primates africanos representan
un reservorio extremadamente grande de lentivirus con la potencialidad de
infectar otras especies, incluidos los seres humanos.

La crisis producida por la aparicion del HIV-SIDA ha provocado que los
investigadores centren su atenciéon en los lentivirus no humanos como
fuente de informacién y material de estudio. Aunque no existe un modelo
no humano ideal para el estudio de HIV, la estrecha relacion que existe
entre HIV y SIV convierte a este ultimo en el modelo mas apropiado para el
estudio de la biologia y de las caracteristicas replicativas de este grupo de
virus. Un sindrome similar al SIDA (infeccién persistente, inmunodeficiencia,
infecciones oportunistas y muerte) puede ser inducido experimentalmente
en monos macacos por infeccion con SIVsmm. Incluso, existen variantes de
SIV muy patogénicas como SIVsmmPBj14, que causa un sindrome agudo
con altos titulos de virus en sangre y finalmente la muerte dentro de los 5 a
10 dias al ser inoculada en monos macacos (Dewhurst et al., 1990; Fultz &
Zack, 1994). Otras variantes presentan neurovirulencia como SIV/17E-Br
(Sharma et al., 1992). Esto evidencia la versatilidad de SIV para el estudio
de la infeccion por HIV en humanos. En los ultimos tiempos, se han
desarrollado también virus quiméricos entre SIV y HIV llamados SHIV en los
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cuales, en el contexto del genoma de SlV, se introduce el gen env de HIV-1
en lugar del de SIV (Reimann et al., 1996; Cayabyab et al., 1999). La
infeccibn de monos macacos con estos virus quimeras constituye un
importante modelo para estudiar tanto la transmisién viral como para
desarrollar estrategias antivirales. Por lo tanto, la importancia de tener un
modelo adecuado para HIV-SIDA pone de manifiesto la relevancia del
estudio detallado de la biologia y patogénesis de SIV.

PARTICULA LENTIVIRAL

Los viriones lentivirales se ensamblan y brotan de la célula infectada como
particulas inmaduras conteniendo los precursores Gag y Gag-Pol no
procesados. El proceso de maduracion consiste en el procesamiento
proteolitico de los precursores, provocando un drastico reordenamiento en
la estructura y morfologia del virién. El analisis por microscopia electronica
de la organizacion estructural de las particulas lentivirales ha permitido
definir las regiones principales que componen a los viriones maduros
(Gelderblom, 1991 y Figura 3). La envoltura lipidica deriva de la membrana
plasmatica de la célula infectada y es donde se inserta la glicoproteina viral
Env en una conformacion trimérica, con la subunidad SU hacia el exterior de
la particula y asociada a la subunidad TM que proporciona el anclaje a todo
el complejo. Inmediatamente por debajo de la envoltura, se encuentra una
cubierta proteica formada por la proteina MA y en el centro de la particula,
se observa un core viral que presenta una morfologia cdnica y electrodensa.
Este core esta compuesto por la proteina CA y dos moléculas de ARN
gendmico simple cadena asociadas a la proteina NC formando un complejo
ribonucleoproteico. Asociadas al core se encuentran también las proteinas
virales con actividad enzimadtica TR, IN y PR, y proteinas celulares como la
ciclofilina A (Luban et al., 1993), entre otras. Sin embargo, las funciones
que cumplen estas proteinas celulares durante el ciclo de replicacion viral
no han sido determinadas con claridad.
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C
Glicoproteina Superficie (SU)
de Envoltura

(Env) Transmembrana (TM)

Bicapa lipidica

Matriz (MA) Integrasa (IN)

Capside (CA)

Transcriptasa

Nucleocéapside (NC) (TR)
reversa

Proteasa (PR)

Figura 3. Estructura de la particula lentiviral. A) Izquierda,
microscopia electrénica de particulas de SIV obtenidas utilizando el sistema
de expresion del virus vaccinia (Gonzalez et al., 1998). Derecha, detalle de
estas particulas. Las barras corresponden a 100 nm. B) Microscopia
electrénica de particulas de HIV-1 maduras. La barra representa 100 nm. C)
Representacién esquematica de los componentes del virion (Adaptado de
Flint et al., 2000).
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ENSAMBLADO DE SIV Y HIV

El ensamblado viral es un proceso complejo a través del cual los
componentes virales interaccionan para formar los viriones en las etapas
finales del ciclo de replicacion. Aunque se han identificado la mayoria de los
componentes que farman las particulas lentivirales, los mecanismos
maleculares involucrados en el ensamblado de los viriones no han sido
totalmente dilucidados.

El precursor Gag tiene un rol fundamental en el ensamblado. Posee la
informacion necesaria para dirigir el transporte, ensamblado y brotacion de
las particulas virales, aun en ausencia del resto de las proteinas virales. La
expresion de las genes gag o gag-pol de SIV y HIV en diferentes sistemas
de expresidn eucarioticos resulta en el ensamblado y brotacion de particulas
gue son morfolégicamente indistinguibles de los viriones producidos durante
la infeccion viral. La expresion del gen gag de HIV y SIV en los sistemas de
expresion recombinante del virus vaccinia (Gonzalez et al., 1993; Hu et a/.,
1990; Karacostas et al., 1989) y de baculovirus (Delchambre et al., 1989;
Gheysen et al., 1989; Luo et al., 1990) ha permitido estudiar las regiones
del precursor Gag que intervienen en el ensamblado, las modificaciones que
sufre Gag, la capacidad de Gag de interaccionar tanto con otras moléculas
de precursor como con la membrana plasmatica y la capacidad de Gag de
brotar al medio extracelular como particula. El sistema de expresion del
virus vaccinia también se ha utilizado para obtener particulas seudovirales
llevando la glicoproteina viral Env en su superficie por coexpresion de los
genes gag y env de SIV y HIV (Gonzalez et al., 1994, 1996; Haffar et al.,
1990).

Los precursores Gag y Gag-Pol son modificados cotraduccionalmente en su
extremo amino terminal por agregado de acido miristico. Este acido graso
de 14-carbonos es incorporado en la glicina en posicion 2 del dominio MA
luego del ser eliminada la metionina iniciadora (Goddard et al., 1989;
Gottlinger et al., 1989 ; Veronese et a/., 1988). La miristilacion es necesaria
para la interaccién de los precursores Gag y Gag-Pol con la membrana
plasmatica de la célula infectada, pues mutaciones en la glicina 2 que
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bloquean la adicion de miristico impiden el ensamblado de particulas virales
(Bryant & Ratner, 1990). Sin embargo, la presencia del dcido miristico no es
suficiente para que Gag establezca una union estable con la membrana.
Existen otras regiones dentro del dominio MA que contribuyen a estabilizar
esta interaccién. Estudios de mutagénesis realizados en nuestro laboratorio
han demostrado que una region rica en aminodcidos basicos, comprendida
entre los residuos 26 y 32 del dominio MA de SIV, es necesaria para la
asociacion de Gag con la membrana plasmatica (Gonzalez et al., 1993). En
HIV-1, también se ha identificado una region polibadsica en el dominio MA
que contribuye a la interaccion Gag-membrana (Ono & Freed, 1999; Paillart
& Gottlinger, 1999; Yuan et al., 1993; Zhou et al., 1994). Se ha propuesto
que esta region polibdsica conservada en SIV y HIV establece interacciones
electrostaticas con fosfolipidos acidicos de la membrana plasmatica,
contribuyendo asi a la asociacién de Gag con la membrana (Zhou et al.,
1994).

Ademas del acido miristico y de la region polibdsica, se ha demostrado que
una region hidrofébica en el extremo amino terminal de la proteina MA
participa también de la interaccion de Gag con la membrana (Gonzalez &
Affranchino, 1998). Este dominio hidrofébico actia de manera concertada
con la regidn polibasica y con el acido miristico conformando un dominio
tripartito de asociaciéon con la membrana.

Estudios estructurales de resonancia magnética nuclear y cristalografia de
rayos X de la MA de HIV y SIV demostraron que estas proteina poseen 5y 7
a-hélices, respectivamente, y que ademds forman trimeros en el cristal
(Forster et al., 2000; Hill et al.,, 1996, Rao et al.,, 1995). Aunque se
desconoce si la MA adopta en el contexto del precursor Gag la misma
estructura que exhibe como proteina madura, existen evidencias que
apoyan que la trimerizacion del dominio MA acompafia el proceso de
oligomerizacion del precursor Gag durante el ensamblado viral: i) la
criomicroscopia electronica de particulas de HIV-1 inmaduras revelé que el
precursor Gag se organiza en unidades repetitivas de dimeros de trimeros,
lo cual se interpreta como el resultado de la formacion de dimeros por
interacciones del dominio CA, e interacciones de trimeros por el dominio MA
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(Fuller et al., 1997); ii) estudios de resonancia magnética nuclear de la
estructura de un fragmento correspondiente a los 283 residuos amino
terminales del precursor Gag de HIV-1 demostraron que la estructura del
dominio MA es similar a la obtenida por rayos X para los trimeros de la
proteina MA madura (Tang et al., 2002); iii) el analisis del estado
multimérico del precursor Gag de HIV-1, por ensayos de velocidad de
sedimentacion en gradientes de densidad, demostré que el dominio MA
contribuye a la trimerizacion de Gag y que estos trimeros de Gag
constituyen una especie intermediaria en el proceso de ensamblado de
particulas (Morikawa et al., 2000).

Ademas de la proteina MA, existen otros dominios de Gag que intervienen
en el ensamblado y formacion de particulas. La proteina CA también cumple
un rol importante durante el ensamblado viral: la region amino terminal de
la CA interviene en la formacion del core y en la incorporacién a viriones de
la proteina celular ciclofilina A necesaria para la infectividad viral (Luban et
al., 1993), mientras que la regién carboxilo terminal de la CA es crucial para
el ensamblado pues participaria en las interacciones Gag-Gag (Dorfman et
al., 1994a; Mammano et al., 1994). Se ha reportado que la proteina CA de
HIV-1 forma dimeros en solucién y que es el dominio carboxilo terminal de
la CA el que media esta interaccién (Gamble et al., 1997). En el contexto
del precursor Gag, la region de dimerizacion se extiende hasta el péptido
espaciador p2 que separa los dominios CA y NC (Figura 1). Con respecto a
la NC, ésta cumple también funciones importantes durante la formacién de
viriones, ya que media la incorporacion del ARN gendémico viral a las
particulas a través de interacciones entre las estructuras de “dedos de zinc”
presentes en la NC y la regidon psi de empaquetamiento localizada en la
regién 5’ del ARN viral. El dominio NC también participa de interacciones
Gag-Gag durante el ensamblado (Burniston et al., 1999; Franke et al.,
1994; Jowett et al., 1992). Existe en el precursor Gag un dominio crucial
para las etapas tardias del ensamblado. El motivo aminoacidico P(T/S)AP
presente en la regidon carboxilo terminal del péptido p6, es critico para la
brotacion de las particulas virales de la membrana celular (Huang et al.,
1995). Este motivo rico en prolinas interacciona con la proteina celular
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Tsg101, componente de la maquinaria endocitica celular que participaria en
el proceso de brotacion de las particulas retrovirales (Garrus et al., 2001;
VerPlank et al., 2001).

GLICOPROTEINAS ENV DE S1V Y H1IV

Los genes env de SIV y HIV codifican para el precursor proteico Env
(gp160) que es sintetizado por ribosomas asociados al RE de la célula
infectada. Durante su traduccion y transporte a lo largo de la via secretoria
celular, el precursor Env es extensamente modificado por adicion de
oligosacéridos del tipo “alta manosa”, complejos o hibridos (Means &
Desrosiers, 2000); por O-glicosilacién (Bernstein et al., 1994) vy
palmitilacién (Yang et al., 1995; Rousso et al., 2000). La glicosilacion del
precursor Env, por un lado, contribuye al plegamiento adecuado de la
proteina y por otro, le permite al virus evadir el reconocimiento por
anticuerpos.

El plegamiento de moléculas individuales del precursor Env comienza en el
RE, mediada por chaperonas presentes en este compartimento. Este
plegamiento de Env permite la formacion de una estructura oligomérica
compleja. La correcta oligomerizacion es importante para el transporte
intracelular de Env, probablemente al ocuitar secuencias hidrofdbicas en la
estructura de la proteina. Una vez formado, el oligdmero es transportado
desde el RE al aparato de Golgi siguiendo la via secretoria normal de la
célula. Sélo una minima fraccion de las moléculas de Env son transportadas
hasta la superficie celular; la mayoria de las moléculas quedan retenidas en
el RE y son degradadas a través de la via del proteasoma (Bultmann et a/.,
2000).

El procesamiento de Env en sus dos subunidades se produce en el
compartimento tardio del aparato de Golgi y esta mediado por proteasas
celulares del tipo de las furinas (Hunter, 1997). El clivaje de Env origina las
subunidades SU (o gp120) y TM (o gp41). El clivaje del precursor Env es
fundamental en el ciclo de replicacion viral pues expone el péptido de fusién
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que se encuentra en el extremo amino de TM. El procesamiento de Env
también es importante para la incorporaciéon de la glicoproteina a viriones,
pues el precursor no es incorporado a las particulas virales en forma
eficiente (Dubay et al., 1995; Moulard et al., 1999). Las dos subunidades,
SU y TM, son transportadas desde el aparato de Golgi hasta el sitio de
ensamblado en la membrana plasmdtica como un complejo proteico
asociado por uniones no covalentes.

SUBUNIDAD DE SUPERFICIE

La SU es la proteina mas externa del viridon y por esto, se encuentra
particularmente expuesta al reconocimiento y neutralizacidn por el sistema
inmune de! hospedador. Posee cinco regiones que exhiben una alta
variabilidad en su secuencia aminoacidica, llamadas V1 a V5 (Figura 4), y
que, de acuerdo a analisis realizados con anticuerpos monoclonales, se
hallan expuestas en la estructura de la subunidad SU (Douglas et al.,
1997). Por lo tanto, las regiones V1-V5 facilitarian el escape del virus al
reconocimiento inmunolégico del hospedador durante la infeccién. El
dominio variable V3 de la subunidad SU es el que interacciona con el
correceptor celular (Wu et al., 1996) y por lo tanto, este dominio junto con
las regiones V1/V2 estarian involucrados en la determinacién del tropismo
(Boyd et al., 1993; Koito et al., 1995). Las regiones variables se encuentran
alternadas con regiones conservadas (C1 a C5; Figura 4) involucradas en el
contacto del virus con el receptor celular CD4 (Wyatt et a/., 1992) y en la
interaccién de SU con la subunidad TM (Moore & Sodroski, 1996).

SUBUNIDAD TRANSMEMBRANA
La subunidad TM de los virus HIV y SIV presenta una organizacién

estructural que incluye un dominio extracelular o ectodominio, una regién
de anclaje a membrana y un dominio citoplasmatico (Figura 4).
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El clivaje proteolitico de Env en las subunidades SU y TM, genera un nuevo
extremo amino para la subunidad TM. Esta region amino terminal del
ectodominio se halla muy conservada entre los aislamientos de HIVy SIV y
contiene motivos ricos en residuos fenilalanina-leucina-glicina que le
aportan caracteristicas hidrofdbicas. Esta region se denomina péptido de
fusion. En la estructura de la proteina TM, el péptido de fusidén esta seguido
por dos regiones que contienen repeticiones espaciadas de aminodcidos
hidrofébicos conocidas como “cierre de leucinas” o hepta-repeticiones
(Chambers et al., 1990; Delwart et al.,, 1990) (Figura 4). Estudios de
mutagénesis de las dos hepta-repeticiones han demostrado que son
fundamentales para la fusion de membranas y para la infectividad viral
(Chen et al., 1993; Dubay et al., 1992a). Las dos hepta-repeticiones forman
una estructura en espira!l llamada coiled-coil, con las dos repeticiones en
orientacidon relativa antiparalela (Blacklow et al., 1995; Lu et al., 1995).
Esta estructura presenta similitudes con la observada para la proteina
hemaglutinina (HA) del virus Influenza que media la fusiéon entre las
membranas celular y viral, y que ha sido extensamente estudiada. Por esto,
se ha establecido una relacién entre el modelo de fusidn de membrana del
virus Influenza y el propuesto para SIV y HIV (Allan, 1991; Carr & Kim,
1993). Se ha propuesto que la interaccién de la subunidad SU con el
complejo receptor-correceptor celular dispara el reordenamiento
conformacional de la proteina TM, llevandola de la conformacién nativa a la
conformacion fusogénica activa, donde la estructura coiled-coil se extiende
permitiendo la insercion del péptido de fusién en la membrana plasmatica
de la célula blanco (Hart et al., 1991; Weissenhorn et al.,, 1997). La
activacion de varias subunidades TM a su conformacion fusogénica permite
la formacién y expansion de un poro de fusion.

Este modelo del mecanismo de fusion, que propone la existencia de una
serie de intermediarios conformacionales, se halla sustentado por estudios
de inhibicion de la fusion utilizando anticuerpos capaces de reconocer
epitopes nuevos generados por la interaccion entre la subunidad SU y el
receptor CD4 (DeVico et al., 1996). Por otro lado, se han desarrollado
péptidos sintéticos como el T-20 o el DP-178 que estabilizan alguno de los
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intermediarios conformacionales e impiden que se generen los siguientes
intermediarios bloqueando asi la fusion de membranas (Furuta et al., 1998;
Kilby et al., 1998).

El evento de fusion de las membranas viral y celular es fundamental para
la infeccion, pues no sélo permite la entrada del virus a la célula blanco,
sino que también permite la diseminacion del virus a otras células no
infectadas a través de la fusidn de las membranas de células adyacentes.
Esta via de diseminacion viral se produce al fusionarse la membrana de una
célula infectada expresando la glicoproteina Env en su superficie con la
membrana de una célula vecina que expresa el complejo receptor-
correceptor correspondiente. El resultado de esta via de diseminacion es la
formacidn de estructuras celulares multinucleadas Hamadas sincicios
(Hunter, 1997).

El dominio de anclaje (Figura 4) es la regién de la subunidad TM que
atraviesa la membrana celular o viral manteniendo todo el complejo Env
unido a la membrana. El dominio de anclaje corresponde a una secuencia
aminoacidica con caracter hidrofébico flanqueada por residuos hidrofilicos
(West et al., 2001). Se ha demostrado, sin embargo, que el reemplazo de la
secuencia de anclaje de la subunidad TM de la proteina Env de HIV-1 por
una secuencia de anclaje heterologa resulta en proteinas con capacidad
fusogénica y de conferir infectividad a viriones (Wilk et al., 1996).

El dominio citoplasmatico (CD) de las glicoproteinas Env de los virus HIV y
SIV (Figura 4) es inusualmente largo comparado con el exhibido por otros
retrovirus. En efecto, las glicoproteinas Env de HIV-1 y SIV poseen CDs de
150 y 164 aminoacidos, respectivamente, comparado con los 20 a 40
residuos que poseen los CDs de las proteinas Env del resto de los retrovirus
(Hunter & Swanstrom, 1990). El CD de las proteinas Env de HIV y SIV
presenta dos regiones que, en base al analisis de su secuencia primaria,
podrian formar a-hélices anfipaticas (Venable et al., 1989) (Figura 4).

Se ha demostrado que mutaciones en el CD de las proteinas Env de SIV y
HIV afectan distintas propiedades de la glicoproteina Env, tales como la
estabilidad y el procesamiento proteolitico (Johnston et al., 1993); el nivel
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Dominio Extracelular Dominio Citoplasmatico

R NI

Péptido de Hepta-repeticiones Dominio de a-hélices
fusion anclaje

Figura 4. Esquema de las glicoproteinas Env de SIV y HIV. Arriba, se
presenta la estructura de la glicoproteina Env con sus dos subunidades, SU
y TM. La flecha indica el sitio de clivaje entre ambas subunidades mediado
por proteasas celulares del tipo de las furinas. Se indican en la subunidad
SU las cinco regiones variables V1 a V5 y las cinco regiones constantes C1 a
C5. Abajo, se muestran los dominios de la subunidad TM de SIV: el dominio
extracelular o ectodominio, que lleva el péptido de fusién y las regiones con
hepta-repeticiones; el dominio de anclaje que atraviesa la membrana; y el
dominio citoplasmatico, con las dos a-hélices predichas en base a la
estructura primaria (Venable et al., 1989).
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de glicosilacion (Jowett & Jones, 1993); la capacidad fusogénica y de
formacion de sincicios (Ashorn et al.,1990; Earl et al., 1991; Mulligan et al.,
1992; Ritter et al., 1993; Spies & Compans, 1994); la expresion en
superficie (Bliltmann et al., 2001; LaBranche et al., 1995; Sauter et al.,
1996); y el tropismo (Johnston et a/., 1993) e infectividad viral (Chakrabarti
et al., 1989; Zingler & Littman, 1993).
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OBJETIVOS

La glicoproteina Env de SIV se encuentra en la superficie viral como un
complejo trimérico formado por heterodimeros de las subunidades SU y TM.
El proceso de incorporacion de Env a particulas es critico para la infectividad
de los viriones. Sin embargo, el mecanismo de incorporacién de Env a
viriones todavia no ha sido totalmente esclarecido. Nuestro laboratorio ha
demostrado que la coexpresion de la proteina MA y de la glicoproteina Env
en el sistema del virus vaccinia resulta en el ensamblado de particulas
seudovirales que incorporan la proteina Env (Gonzalez et al., 1993). Estos
resultados sugieren que el dominio MA de Gag participa en la incorporacion
de Env a particulas. Con respecto a la glicoproteina Env, se han presentado
evidencias que indican que el CD de esta proteina seria el dominio que
mediaria la asociacién de Env con Gag. En efecto, mutaciones en el CD de la
proteina Env de HIV-1 afectan la incorporacion de Env a viriones (Dubay et
al., 1992b; Freed & Martin 1996; Yu et al., 1993). Sin embargo, otros
grupos de investigacion han mostrado que proteinas Env con CDs truncados
son capaces de incorporarse a particulas virales (Gabuzda et a/., 1992; Wilk
et al., 1992; Zingler & Littman, 1993). Dados estos resultados
aparentemente conflictivos era necesario esclarecer si el CD de la proteina
Env de SIV participa en el proceso de incorporacion de Env a viriones.

En base a estos antecedentes, se propuso estudiar en el presente trabajo
el rol que cumple el dominio citoplasmatico de la subunidad TM de la
glicoproteina Env de SIV en la incorporacion de Env a particulas y en la
infectividad viral.

Para ello, se realizd la mutagénesis dirigida del dominio citoplasmatico de
la subunidad TM de SIV siguiendo dos estrategias diferentes:

» por un lado, se introdujeron pequeiias deleciones internas en la
secuencia del CD de TM de SIV de manera de eliminar entre 4 a 7
aminodcidos respetando el marco de lectura de la proteina;

» por otro lado, se introdujeron acortamientos progresivos de 20 residuos
desde el extremo carboxilo del CD de Env de SIV, generando asi
glicoproteinas Env con CDs truncados.
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En ambos casos, se estudio la sintesis, procesamiento, y expresion en la
superficie celular de las Env mutadas. Ademads, se investigd la capacidad de
cada proteina Env mutada de incorporarse a particulas virales asi como de
conferir infectividad a viriones.
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I. CELULAS Y VIRUS

Las lineas celulares CV-1 (de rifiédn de mono verde africano), Rat-2 (de
embrion de rata; linea celular timidina quinasa negativa, TK’), 293T (de
rindn humano) y MAGI-CCR5 (HeLa-CD4-CCR5/LTR-B-Gal) fueron crecidas
en medio Eagle modificado por Dulbecco (DMEM; GIBCO), suplementado con
10% suero fetal bovino (SFB, GIBCO), y solucién de antibiotico-antimicdtico
(GIBCO) conteniendo penicilina (100U/ml), estreptomicina (100ug/ml) y
anfotericina B (250ng/ml). El medio de crecimiento de las células MAGI-
CCR5 ademas fue suplementado con 0,2mg/ml G418 (geneticina), 0,1mg/ml
higromicina B y 1ug/ml puromicina (ICN Biomedicals), como se recomienda
(Chackerian et al., 1997). La linea celular MAGI-CCRS5 fue obtenida a través
del NIH Research and Reference Reagent Program, Division AIDS-National
Institute of Allergy and Infectious Diseases (E.E.U.U.).

La linea celular CEMx174 (células humanas hibridas B/T, CD4") fue crecida
en suspension en medio RPMI-1640 (HyClone, Perbio Science Company)
suplementado con 10% SFB y antibidtico-antimicético como se describid
antes.

Para la expresién en el sistema recombinante del virus vaccinia se utilizé la
cepa parental de vaccinia WR.

En los estudios realizados con SIV se utilizd el clon molecular
SIVsmmPBj1.9 (Dewhurst et al., 1990).

II. SUEROS Y ANTICUERPOS MONOCLONALES

Los anticuerpos monoclonales KK60 y KK41 contra las proteinas CA
(p55/p27) y TM (gp41) de SIV, respectivamente, fueron obtenidos de los
Dres. Jim Stott y Karen Kent (Kent et al., 1992) a través del programa MRC
AIDS Directed Programme (Reino Unido). El suero inactivado de macacos
infectados con SIVsmmPBj fue cedido por la Dra. P.N. Fultz, University of
Alabama at Birmingham (UAB, E.E.U.U).
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III. REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR)

Para las reacciones de PCR se utilizd la ADN polimerasa Elongase (con
actividad 3'-5 correctora, Elongase Enzyme Mix, Invitrogen). La
amplificacién se realizdé en buffer de reaccion con una concentracion final de
Mg?* de 1,6 mM, en un volumen de reaccién final de 100pl.

El esquema de temperaturas utilizado para las reacciones de amplificacion
fue el siguiente: 5 minutos a 94°C para la desnaturalizacién completa del
templado y luego 30 ciclos de 30 segundos a 94°C, 60 segundos a 55°C y 60
segundos a 68°C. Todas las reacciones de PCR se realizaron en un ciclador
térmico MiniCycler (M) Research, Inc.).

Los productos de amplificacion se trataron con proteinasa K (100ug/ml)
durante 2 horas a 37°C y 10 minutos a 68°C para inactivar la enzima. Los
fragmentos de ADN amplificados fueron luego purificados con el sistema
Wizard DNA Clean-Up (Promega) para eliminar los oligonucleétidos,
proteinas y sales residuales de la reaccién de PCR.

IV. MUTAGENESIS DIRIGIDA

Para introducir las mutaciones especificas en el gen env que codifica para la
glicoproteina Env de SIV se utilizé la técnica de mutagénesis dirigida asistida
por PCR asimétrica con algunas modificaciones (Perrin & Gilliland, 1990;
Gonzalez et al., 1993). Brevemente, el método consta de dos etapas: en la
primera reacciéon de PCR se utiliza un oligonucleétido sentido que hibrida en
el extremo 5 del gen a mutagenizar y un oligonucledtido antisentido
mutagénico que contiene la mutacion deseada. En esta primera etapa, se
utiliza una relacion molar entre los oligonucledtidos sentido:antisentido de
100:1. De esta manera, se obtiene mayoritariamente un producto de ADN
simple cadena sentido portador de la mutacion. En la segunda etapa de la
reaccion, se utiliza como iniciadores para la amplificacion por PCR el
producto simple cadena obtenido en la primera etapa junto con un
oligonucledtido antisentido que hibrida en el extremo 3’ del gen a mutar en
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una relacion equimolecular. Asi, se obtiene un producto de ADN completo
doble cadena que contiene la mutaciéon deseada.

V. ELECTROFORESIS DE ADN EN GELES DE AGAROSA

Los fragmentos de ADN y los ADN plasmidicos se analizaron por
electroforesis en geles de agarosa 0,8% o0 1%, segun la muestra, en buffer
TBE (90mM Tris-Borato, 2mM EDTA [pH8,3]). Las electroforesis se realizaron
aplicando una corriente constante de 80mA. Las bandas de ADN se
visualizaron por tincién con bromuro de etidio (0,5ug/ml) durante 10 minutos

y transiluminacién con luz ultravioleta.

VI. ELECTROFORESIS DE PROTEfNAS EN GELES DE POLIACRILAMIDA
DESNATURALIZANTES

Las proteinas virales se analizaron por electroforesis en geles de
poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes. El gel concentrador contenia
3,9% acrilamida:bisacrilamida (29,2:0,8), 0,1% SDS en buffer Tris-HCl
(pH6,8), mientras que el gel separador contenia 8% o 10% (dependiendo del
tipo de muestra) acrilamida:bisacrilamida (29,2:0,8), 0,1% SDS en buffer
Tris-HCI (pH8,8). A todas las muestras se les agregdé buffer de siembra
Laemmli (62mM Tris-HCI [pH6,8]; 2% SDS; 50mM DTT; 10% glicerol; 0,01%
azul de bromofenol; Laemmli, 1970), y se hirvieron por 3 minutos. Las
corridas electroforéticas se realizaron con buffer de corrida (25mM Tris base;
250mM glicina; 0,1% SDS) aplicando una corriente constante de 35mA.

VII. PURIFICACION DE FRAGMENTOS DE ADN A PARTIR DE GELES DE AGAROSA

Los fragmentos de ADN fueron purificados a partir de geles de agarosa por
el método de Tautz y Renz (Tautz & Renz, 1983). Una vez realizada la
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electroforesis y la tincion con bromuro de etidio del gel de agarosa, las
bandas de ADN a purificar se cortaron del gel y se incubaron en una solucién
de acetato de sodio 0,3M (pH7,0) durante 30 minutos en oscuridad.
Posteriormente, cada secciéon de agarosa se colocé en un tubo eppendorf de
500ul con un orificio en el fondo del mismo, cubierto con lana de vidrio
(pretratada con silano). Luego de congelar los tubos con el fragmento de
agarosa, cada uno se introdujo dentro de un tubo de 1,5ml de capacidad y
los dispositivos se centrifugaron por 10 minutos a 16.000xg. La agarosa
quedo retenida por la lana de vidrio mientras que las soluciones conteniendo
el ADN pasaron hacia el tubo de mayor tamafio. Los fragmentos asi
recuperados se precipitaron con 2 o 3 volumenes de etanol absoluto, segun
se tratara de fragmentos ADN doble o simple cadena, a -20°C durante toda
la noche. Los fragmentos de ADN se sedimentaron por centrifugaciéon por 15
minutos a 16.000xg y finalmente, se resuspendieron en agua bidestilada o
buffer TE.

VIII. BACTERIAS COMPETENTES

Para el clonado de las construcciones realizadas en esta tesis se emplearon
bacterias competentes E.coli DH5a [F* ®80d/acZAM15 A(/acZYA-argF) U169
deoR recAl endAl hsdR17(r., m*) phoA supE44 A thi-1 gyrA96 relAl]
(Invitrogen) y Stbl2 [FF mcrA A(mcrBC-hsdRMS-mrr) recAl endAl Jon
gyrA96 thi supE44 relAl . A(lac-proAB)] (Invitrogen) que fueron preparadas
de acuerdo al protocolo de Hanahan (Hanahan, 1983) y mantenidas a -80°C
hasta su utilizacion.

IX. LIGACION Y TRANSFORMACION DE BACTERIAS COMPETENTES
Las reacciones de ligacion se realizaron utilizando 0,5 unidades de la

enzima ADN ligasa del bacteriéfago T4 (Invitrogen) en buffer de ligacién
(50mM Tris-HCI [pH7,6], 10mM MgCl,, 1mM DTT, 1mM ATP y 5% ([p/V]
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polietilénglicol [PEG] 8000) en un volumen final de 10ul. Las reacciones se
incubaron a 16°C o 25 °C durante toda la noche.

Las mezclas de ligacion correspondientes a las construcciones realizadas
sobre el gen env de SIV se utilizaron para transformar bacterias competentes
E.coli DH5a. Las bacterias competentes se descongelaron a temperatura
ambiente y se mantuvieron en hielo por 10 minutos. Se agregaron luego
50ul de estas bacterias a cada mezcla de ligacion (10ul) y se mantuvieron
por 30 minutos en hielo. Luego, las mezclas se incubaron a 42°C por 90
sequndos y 2 minutos en hielo. Para su recuperacion, las bacterias se
incubaron con 250ul de medio S.0.C. (Invitrogen) por 60 minutos a 37°C.
Las mezclas de transformacion se plaquearon en medio LB-1,5% agar
conteniendo 100ug/ml de ampicilina para la seleccion de las bacterias
transformadas. Las placas se incubaron a 37°C por mas de 16 horas.

La cepa E. coli Stbl2 ha sido desarrollada para la propagacién de
secuencias retrovirales que presentan una alta inestabilidad en bacterias. Por
lo tanto, esta cepa bacteriana fue utilizada para las transformaciones con el
ADN proviral salvaje SIVsmmPBj1.9 (PBjWT) y todos los mutantes derivados
del mismo. El protocolo de transformacion fue similar al descripto arriba con
ciertas modificaciones. Luego de mantener las bacterias con cada mezcla de
ligacion por 30 minutos en hielo, se incubaron por 90 segundos a 42°C. La
recuperacion de las células se realizd durante 90 minutos a 30°C, la
temperatura dptima de crecimiento de esta cepa bacteriana. Finalmente, las
mezclas de transformacion se plaqueron en medio LB-1,5% agar-100ug/mi
ampicilina y las placas se incubaron toda la noche a 30°C.

X. PURIFICACION DE ADN pLASMEDICO

Las minipreparaciones de ADN plasmidico de los clones provenientes de
cada transformacién se realizaron siguiendo una modificacién del método de
lisis por calor (Holmes & Quigley, 1981). Los cultivos bacterianos se
centrifugaron a 16.000xg por 3 minutos y se resuspendieron en 100ul de
buffer TELT (50mM Tris-HCI [pH7,5]; 62,5mM EDTA; 0,4% Triton X-100;
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2,5M LiCl; 100ug/ml lisozima). Las suspensiones se incubaron por 5 minutos
a temperatura ambiente, se hirvieron por 1 minuto y se enfriaron por 2
minutos en hielo. Luego de centrifugar los lisados por 15 minutos a
16.000xg, se recuperd el sobrenadante y el ADN plasmidico se precipito
agregando un volumen de isopropanol. Luego de 20 minutos a temperatura
ambiente, el ADN plasmidico se recuperd por centrifugaciéon y se resuspendié
en agua bidestilada. EI ADN plasmidico de cada clon fue analizado por
digestion con enzimas de restriccion para verificar la presencia de los
insertos.

El ADN plasmidico utilizado para secuenciacion y para los ensayos de
transfeccién se purificd utilizando el sistema Wizard Plus SV Minipreps Kit
(Promega) basado en el método de la lisis alcalina y purificacién a través de
columnas de silica.

XI. SECUENCIACION DE ADN

Para verificar la presencia de las mutaciones introducidas y la ausencia de
mutaciones no deseadas, los genes env mutados se secuenciaron por la
técnica de Sanger (Sanger et al/, 1977). EI ADN plasmidico (2ug) fue
desnaturalizado por incubacion a temperatura ambiente en una solucion
conteniendo 0,2M NaOH/0,2mM EDTA durante 10 minutos. El ADN
plasmidico desnaturalizado se precipitd con etanol absoluto, se sedimentd
por centrifugacion, y se resuspendié en 10ul de agua bidestilada libre de
nucleasas. Para la reaccion de hibridizacion, al ADN plasmidico se le
agregaron 2ul del buffer de hibridizacién (300mM Tris-HCI [pH7,5], 100mM
MgCl;, 160mM DTT) y 2ul de una solucion conteniendo 3uM del
oligonucleétido iniciador correspondiente. Las mezclas se incubaron por 5
minutos a 65°C, 10 minutos a 37°C y 5 minutos a temperatura ambiente.
Luego se agreg6é una mezcla conteniendo 1,6 unidades de ADN polimerasa
del fago T7 modificada (Sequenase, Amersham Biosciences), iul de [a->°S]
dATP (1000 Ci/mmol; 10uCi/pul, EasyTide, NEN) y 3pl de una solucién
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conteniendo una mezcla de dGTP, dCTP y dTTP (1,5uM de cada uno). La
reaccion se incubé por 5 minutos a temperatura ambiente para permitir la
elongacién de las cadenas. Finalmente, se prepararon tubos conteniendo
2,5ul de una solucién terminadora especifica para cada nucleétido (80uM en
cada desoxinucleétido y 8uM en el didesoxinucledtido correspondiente). A
cada tubo con solucién terminadora se le agregd 4,5ul de la mezcla de
elongacién y los tubos se incubaron por 5 minutos a 37°C. La reaccion se
detuvo con 5ul de una solucién conteniendo 95% formamida, 20mM EDTA,
0,05% azul de bromofenol y 0,05% xilén-cianolFF. Las reacciones de
secuencia se analizaron por electroforesis en gel de poliacrilamida 5%-8M
urea en buffer TBE y posterior autorradiografia por exposicion del gel con
peliculas X-Omat AR-5 (Eastman Kodak).

XII. EXPRESION DE GLICOPROTEfNAS ENV MUTANTES EN EL SISTEMA
RECOMBINANTE DEL VIRUS VACCINIA

1. CONSTRUCCION DEL CLON DEL GEN ENV DE SIV

La construccién del clon del gen env de SIV en el vector pUC19 (pUC19-
PBjEnv) fue realizada previamente en nuestro laboratorio (Gonzdlez et al.,
1994). El gen env (correspondiente a los nucleédtidos 6366 al 9035) del clon
molecular SIVsmmPBj14 1.9 se amplifico por la técnica de PCR utilizando
oligonucledtidos especificos llevando sitios de reconocimiento para las
enzimas de restriccibn Kpnl y Sphl. Este plasmido fue utilizado como
templado en todas las reacciones de mutagénesis dirigida del gen env de
SIV.

2. CONSTRUCCION DE LOS GENES ENV PORTADORES DE MUTACIONES AE1 A AES
Las mutaciones se introdujeron por la técnica de mutagénesis dirigida

asistida por PCR asimétrica descripta antes, en un fragmento de restricciéon
BgNl/Sphl de 360 pares de bases correspondientes a los ultimos 120
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aminodcidos de la proteina TM. La region Bg/ll/Sphl del gen env salvaje
comprendida entre los nucleétidos 8674 al 9035 fue reemplazada en el
pldsmido pUC19-PBjEnv por cada uno de los fragmentos llevando las
mutaciones AE1 a AES.

env SIV
(2669 pb)
P Bg/l
RCM (8674) Fragmento del gen env
que se intercambia por los
fragmentos portadores de
pUC19-PBjEnv *"\Sphl las mutaciones AE1 a AE8
(9035)

Amp

Construccion de los genes env mutados AE1 a AE8. El gen env de
SIVsmmPBj1.9 (2669 pb) fue clonado en los sitios Kpnl/Sphl de pUC19. Se indican
los sitios de corte para las enzimas de restriccion Bg/ll y Sphl (posiciones 8674 y
9035, respectivamente, en el genoma de PBj1.9) . RCM: regién de clonado multiple
de pUC19; Amp®: gen de la resistencia a ampicilina utilizado para la seleccién de las
bacterias transformadas. El esquema no se encuentra en escala.

Los oligonucledtidos utilizados en la primera reaccion de PCR para
introducir las deleciones AE1 a AE8 fueron:

Oligonucleétido sentido:
5-ATC CAG ACG GGC CAG GAA CTG C-3' correspondiente a los
nucleédtidos (nt) 8604 a 8625 de SIVsmmPBj1.9

Oligonucleétidos mutagénicos antisentido:
AE1: A(RDWLL) residuos 798 a 802 de Env de SIVsmmPBj1.9
5-TTG GCA GTT CCT A GCA ACT GCT GAA TAG-3 (nt 8783 a 8742)
AE2: A(LQPV) residuos 808 a 811
5'-TGA GAG GCT CTG GAG A GGT TTG GCA GTT CCT-3' (nt 8813 a 8772)
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AE3: A(TLQR) residuos 818 a 821

5'-GAT GAC TTC ACG GGC A CCT TGA GAG GCT CTG-3' (nt 8843 a 8802)
AE4: A(YLQYGW) residuos 832 a 837

5'-TC TTG GAG GTA ACG A GGC TAT CTG AAC TCT-3* (nt 8890 a 8844)
AES: A(EAAQAWW) residuos 842 a 848

5'-CTC TCG TAC AAATTT A TTG GAG GTA ACG CCA-3' (nt 8924 a 8874)
AEG6: A(ETLASAW) residuos 853 a 859

5'-CTC CCA TAA GTC TCT A TCG TAC AAATTT CCA-3' (nt 8957 a 8907)
AE7: A(DLWETL) residuos 861 a 866

5'-TCC AAC CCT TCC A TCT CCA CGC GCT TGC-3 (nt 8975 a 8931)
AE8: A(GRGIL) residuos 870 a 874

5'-GCG TCT TGG GAT TGC A AAC CCT TCC CAG AGT-3' (nt 9002 a 8958)

Se indica con el simbolo A la ubicacion de la delecién introducida por el
oligonucledtido en cada caso. Para cada mutante se indican entre paréntesis
los residuos aminoacidicos delecionados (en cddigo de una letra) y a la
derecha, la posicion nucleotidica en el genoma de SIVsmmPBj1.9 donde
hidrida cada oligonucleétido.

Para la segunda etapa de la mutagénesis se utilizaron los siguientes
iniciadores:
Cebador sentido mutagénico:
producto simple cadena de la primera etapa de mutagénesis purificado a
partir de gel de agarosa por el método de Tautz y Renz antes descripto
(seccion VII).

Oligonucleotido antisentido:
Sphl Stop
5'-GAG GCA TGC TCA CAA GAG AGT GAG CTC AAG-3' (nt 9035 a 9015)

En la secuencia del oligonucledtido antisentido, se indica la secuencia

consenso para el corte por la enzima de restriccion Sphl que introduce el
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oligonucledétido y en negrita, la secuencia correspondiente al codén de
terminacion del gen env de SIV.

3. CONSTRUCCION DE LOS GENES ENV PORTADORES DE LAS MUTACIONES AE9 A
AE12

La estrategia de mutagénesis utilizada para generar esta serie de
mutaciones fue similar a la descripta anteriormente para las mutaciones AE1
a AE8. A diferencia de las anteriores, las mutaciones AE9 a AE12 se
introdujeron en un fragmento de restriccion Mscl/Sphl de 770 pares de
bases correspondiente a los nucleétidos 8265 al 9035 en el gen env de SIV.

env SIV

\ (2669 pb)

Mscl
RCM A (8265) Fragmento del gen env
’ que se intercambia por los
fragmentos portadores de
pUC19-PBjEnv W las mutaciones AE9 a

P UUSPhL 4 zE12
(9035)

Amp

Construccion de los genes env mutados AE9 a AE12. Se indican los sitios de
corte para las enzimas de restriccion Mscl y Sphl. El fragmento de restriccion
Mscl/Sphl en el plasmido pUC19-PBjEnv fue intercambiado por cada uno de los
fragmentos correspondientes llevando las mutaciones AE9S a AE12.

Los oligonucleédtidos utilizados para la primera etapa de la reaccion de
mutagénesis fueron los siguientes:
Oligonucleétido sentido:
5-AC CTA AAG GAT CAG GCG CAG CT-3 (nt 8191 a 8212)
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Oligonucleodtidos mutagénicos antisentido:

AE9: A(GGGRG) residuos 763 a 767 de Env de SIVsmmPBj1.9

5'-G CCA AGG CCA AGA TCT GTT GCC A GTC TCC TTC TTC TCC-3'

(nt 8688 a 8637)

AE10: A(WPW) residuos 772 a 774

5'-G AAT ATA TTC TAT CTG A AGA TCT GTT GCC ACC-3' (nt 8703 a 8664)
AE11: A(YIHFL) residuos 778 a 782

5'-AT CAA CTG GCG GAT A TTC TAT CTG CCA AGG-3* (nt 8725 a 8682)
AE12: A(LLTWLF) residuos 789 a 794

5'-C TCT GCA ACT GCT A GCG TAT CAA CTG GCG-3 (nt 8760 a 8714)

Para la segunda etapa se utilizaron los siguientes iniciadores:
Cebador sentido mutagénico:
producto simple cadena de la primera etapa de mutagénesis.

Oligonucleotido antisentido:
Sphl Stop
5'-GAG GCA TGC TCA CAA GAG AGT GAG CTC AAG-3' (nt 9035 a 9015)

En la secuencia del oligonucledtido antisentido, se indica la secuencia
consenso para el corte por la enzima de restriccion Sphl que lleva el
oligonucledtido y en negrita, la secuencia correspondiente al coddén de
terminacion del gen env de SIV.

4. CONSTRUCCION DE LOS GENES ENV PORTADORES DE LAS MUTACIONES CD144
A CD24

Las mutaciones CD144 a CD24 introducen un codén de terminacién en el
dominio citoplasmatico de la proteina TM de SIV de forma tal de generar
proteinas Env con CDs progresivamente mds cortos. Para introducir estas
mutaciones en el gen env de SIV, la mutagénesis se realizd sobre un
fragmento de restriccion PshAl/Sphl (nucleédtidos 8170 a 9035)
correspondiente a los ultimos 865 pares de bases del gen env de SIV.
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env SIV
(2669 pb)

PshAI
‘/(8170) Fragmento del gen env que
se intercambia por los
fragmentos portadores de
las mutaciones CD144 a

RCM

pUC19-PBjEnv

Amp

Construccién de los genes de env mutados CD144 a CD24. El fragmento de
restriccion PshAl y Sphl en el plasmido pUC19-PBjEnv fue reemplazado por cada uno
de los fragmentos portadores de las mutaciones CD144 a CD24.

Para generar los genes env mutados CD144 a CD24, se realizaron
reacciones de PCR en las que se utiliz6 como templado el pladsmido puUC19-
PBjEnv, un oligonucledtido sentido que hibrida hacia el extremo 5’ del sitio
PshAl en el gen env y cada uno de los oligonucleétidos antisentido
mutagénicos cuyas secuencias codifican para codones de terminacion, segun
se indica a continuacion:

Oligonucleétido sentido:
5-GA GCT AAG AAC CTC CAG ACT A-3 (nt 8149 a 8169)

Oligonucleétidos mutagénicos antisentido:

CD144: introduce un coddén de terminaciéon en la posicién 870 de la proteina

Env de SIV

5'-TAT GCA TGC TCA AAC CCT TCC CAG-3' (nt 8984 a 8961)
CD124: introduce un codon sin sentido en la posicion 850 de Env

5'-CTC GCA TGC TCA TTT CCA CCA CGC CTG-3' (nt 8924 a 8898)
€CD104: introduce un codon sin sentido en la posicién 830 de Env

5'-TAG GCA TGC TCA CTG AAC TCT GAT G-3' (nt 8864 a 8840)
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CD84: introduce un codoén sin sentido en la posicion 810 de Env

5'-CTG GCA TGC TCA CTG GAG GGT TTG-3' (nt 8804 a 8781)
CD64: introduce un codoén sin sentido en la posicion 790 de Env

5'-TAG GCA TGC CTA GAG GCG TAT CAA C-3’ (nt 8744 a 8720)
CDA44: introduce un coddn sin sentido en la posicion 770 de Env

5-AGG GCA TGC TCA GTT GCC ACC TCT GCC-3' (nt 8684 a 8658)
CD24: introduce un codoén sin sentido en la posicion 750 de Env

5'-CAG GCA TGC TCA CGT CTG GAT AGG GA-3' (nt 8624 a 8599)

Se indica con una linea la secuencia consenso para el corte por la enzima
de restriccion Sphl. Resaltado en negrita se indica ademads el codén de
terminacién introducido por el oligonucleétido correspondiente.

Los fragmentos obtenidos por PCR fueron digeridos con las enzimas
PshAl/Sphl, y utilizados para sustituir el fragmento PshAl/Sphl del gen env
salvaje en el plasmido pUC19-PBjJEnv (ver seccion siguiente).

5. CLONADO Y SECUENCIACION DE LAS CONSTRUCCIONES DE GENES ENV
MUTADOS

Para reemplazar en el pldsmido pUC19-PBjEnv (que lleva el gen env salvaje
de SIV) un fragmento de restriccion por otro que contiene la mutacion
deseada se procedié6 de la siguiente forma. Primero, se digirio el pUC19-
PBjEnv con las enzimas de restriccion adecuadas y se purificO el pUC19-
PBjEnv digerido a partir de un gel de agarosa para separarlo del fragmento
de restriccion del gen env generado (ver mapas en las secciones XII.2;
XII1.3; XII.4). Los fragmentos portadores de las mutaciones (Bg/ll/Sphl para
las mutaciones de env AE1 a AE8B, Mscl/Sphl para las deleciones AE9 a AE12
y PshAl/Sphl para las mutaciones CD144 a CD24) fueron ligados al pUC19-
PBJEnv digerido y purificado (pUC19-PBjEnv Bg/l/Sphl o pUC19-PBjEnv
Mscl/Sphl o pUC19-PBjEnv PshAl/Sphl, respectivamente) y las mezclas de
ligacién fueron utilizadas para transformar bacterias competentes E.coli
DH5a. Los recombinantes se identificaron por purificacion del ADN
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plasmidico, digestiéon por enzimas de restriccion y electroforesis en gel de
agarosa.

Todas las construcciones en el gen env de SIV fueron secuenciadas por el
método de Sanger (seccion XI) para confirmar la presencia de las
mutaciones especificas introducidas y la ausencia de mutaciones no
deseadas.

6. SISTEMA DE EXPRESION DEL VIRUS VACCINIA RECOMBINANTE

Para la obtenciéon de los virus vaccinia recombinantes que dirigen la
expresion de los genes env mutados, los insertos clonados originalmente en
pUC19-PBjEnv se subclonaron en el vector de transferencia de vaccinia
pULB5212 derivado del pldsmido pSC11 (Chakrabarti et al.,, 1985). Los
genes env mutados (fragmento de 2669 pares de bases) clonados en pUC19
fueron liberados por digestion con las enzimas Kpnl y Sphl y clonados en el
vector pULB5212 en la regién de clonado multiple. De esta forma, los genes
env quedaron bajo el control del promotor P, s del virus vaccinia. El plasmido
contiene ademds el gen que codifica para la enzima B-galactosidasa (/acZ)
bajo el control del promotor Py;; de vaccinia. Toda esta construccion esta
flanqueada en el vector pULB5212 por secuencias del gen de la timidina
quinasa (TK) del virus vaccinia.

La estrategia para la obtencidén de virus vaccinia recombinantes consistid en
infectar células con el virus vaccinia salvaje para luego transfectarlas con
cada gen env mutado clonado en el vector de transferencia pULB5212.
Dentro de la célula ocurre la recombinacién homdloga entre la secuencia de
la TK presente en el genoma del virus y las secuencias TK que flanquean al
gen env en el vector. Asi, los virus resultantes de la recombinacién exhiben
un fenotipo TK negativo (TK’) y pueden ser seleccionados por su resistencia
a la 5-bromo-desoxiuridina (BrdU), ya que es un agente antiviral activo sélo
luego de ser fosforilado por la TK. Por lo tanto, los virus recombinantes son
capaces de escapar a la acciéon de la BrdU. Por otro lado, los virus vaccinia
recombinantes expresan la B-galactosidasa, lo que permite la visualizacion
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directa de las placas de lisis por tincion con el agente cromogénico X-Gal (5-
bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-galactopirandsido).

P11 P;.s
N /

Regién de Clonado
/ Miltiple

lacz —

puULB5212 —-TK
7.8Kb

Esquema del vector de transferencia pULB5212. Se indica la posicion de los
promotores de vaccinia Py; y P;s, del gen lacZ y de la region de clonado multiple.
Flanqueando todas estas regiones se encuentran las secuencias correspondientes al
gen de la timidina quinasa (TK) del virus vaccinia.

6A. OBTENCION DE VIRUS VACCINIA RECOMBINANTES

Para la generacién de virus vaccinia recombinantes, las células CV-1 fueron
tripsinizadas y sembradas en botellas de cultivo de 25cm? de superficie 24
horas antes de la transfeccion y se incubaron a 37°C en atmdsfera
conteniendo 5% CO,. Las células fueron infectadas con el virus vaccinia
parental (cepa WR) a una multiplicidad de infeccién (moi) de 0,05. Dos horas
después de la infeccién, el inéculo viral fue removido y la monocapa se lavo
dos veces con medio DMEM. Cada monocapa de células infectadas fue
transfectada con 3ug de cada ADN plasmidico, utilizando liposomas
catiénicos (LipofectAMINE 2000, Invitrogen). Luego de incubar las células
infectadas durante 5 horas a 37°C en atmdsfera gaseada, se reemplazd el
medio de transfeccion por DMEM-6% SFB. A las 48 horas, las células fueron
lisadas por tres ciclos de congelamiento/descongelamiento y estos lisados
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fueron utilizados como stocks virales para la seleccion posterior de los virus
recombinantes (seccion XII1.6B).

6B. SELECCION DE LOS VIRUS VACCINIA RECOMBINANTES

La progenie viral resultante de cada infeccidn-transfeccion fue seleccionada
en células Rat-2 (TK"), en presencia de BrdU como agente de selecciéon y X-
Gal como sustrato cromogénico de la enzima B-galactosidasa. Las células
Rat-2 crecidas en placas de 60mm de didmetro fueron infectadas con
diluciones de cada lisado. Una hora postinfeccion, se retir6 el in6culo y se
agregd una capa de 1% agarosa de bajo punto de fusion preparada en
DMEM-2% SFB conteniendo 25pg/ml de BrdU. Luego de 48 horas de
incubacion, se agregé una segunda capa de agarosa con 300ug/ml de X-Gal.
Al cabo de 16 horas, los virus recombinantes fueron seleccionados por su
capacidad de formar placas de lisis azules. Las placas de lisis de los virus
vaccinia recombinantes se recogieron en iml de medio DMEM y fueron
sometidas a tres ciclos de congelamiento/descongelamiento.

La amplificacion de los virus seleccionados a partir de las placas de lisis se
realizé infectando monocapas de células Rat-2 crecidas en placas de 24
pocillos en presencia de 25ug/ml BrdU.

Los virus recombinantes obtenidos en cada caso fueron sometidos a dos
ciclos adicionales de seleccion y amplificacion en células Rat-2 en presencia
de BrdU para asegurar la homogeneidad de la poblacién viral.

7. MARCACION METABOLICA DE CELULAS INFECTADAS CON VIRUS VACCINIA
RECOMBINANTES

Para la expresion de proteinas por el sistema recombinante del virus
vaccinia, monocapas confluentes de células CV-1 (crecidas en placas de
35mm de didmetro) fueron infectadas con los clones recombinantes de
vaccinia a una moi de 1-5 unidades formadoras de placa (UFP) por célula.
Luego de 1 hora de adsorcion viral, se retiraron los inéculos y las células
fueron incubadas en medio DMEM-7% SFB por 14 horas. Para la marcacion
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metabdlica, las células se ayunaron por incubacién en medio deficiente en
metionina y cisteina suplementado con 3% SFB. Luego de 1 hora de ayuno,
se agregd medio deficiente conteniendo [**S)metionina/cisteina (100uCi/ml
de medio, >1000 Ci/mmol, EasyTag Express, NEN) y se incubaron las células
en presencia del precursor radioactivo durante 5 horas. Luego de la
marcacion metabdlica, las células se lavaron dos veces con solucidn salina de
buffer fosfato (PBS) frio y se recogieron por centrifugacion a baja velocidad.
Finalmente, las células fueron lisadas en 100ul de buffer de lisis TNN (50mM
Tris-HCl [pH8], 150mM NaCl, 1% NP-40) conteniendo inhibidores de
proteasas (1mM PMSF, 10ug/mi aprotinina) durante 15 minutos. Los lisados
se centrifugaron a 16.000xg durante 5 minutos para remover la fraccién
nuclear y los restos celulares, y se guardaron a -80°C.

8. ANALISIS DE LA EXPRESION DE LAS PROTEfNAS RECOMBINANTES POR
INMUNOPRECIPITACION

Muestras de los lisados celulares marcados metabdlicamente con
[3*SJmetionina/cisteina fueron inmunoprecipitadas con 1l de suero de monos
macacos infectados con SIV en un volumen final de 100ul. La reaccién se
realizd en buffer de inmunoprecipitacion (100mM Tris-HCI [pH8], 250mM
NaCl, 1% NP-40, 1% BSA, 1mM PMSF, 10ug/ml aprotinina) durante 1 hora a
40C, Se agregaron 40ul de Proteina A-Sepharosa CL4B 10% (p/v) equilibrada
en buffer de inmunoprecipitacion, y luego la suspension se incubd durante 1
hora a 4°C con agitacién por inversién. Posteriormente, los inmunocomplejos
se recuperaron por lavado con una solucién conteniendo 100mM Tris-HCI
(pH8); 500mM LiCl; 1,5% NP-40; 0,1% BSA; 1mM PMSF; 10ug/ml
aprotinina y se disociaron por calentamiento a 95°C durante 4 minutos en
buffer Laemmli. Las proteinas inmunoprecipitadas se resolvieron por
electroforesis en gel de poliacrilamida-0,1% SDS. La visualizacion de las
proteinas marcadas radioactivamente fue realizada por autorradiografia con
peliculas BioMax MS-1 (Eastman Kodak) junto con pantalla intensificadora
(BioMax Transcreen-LE, Eastman Kodak).
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La cuantificacién de las bandas de proteinas marcadas radioactivamente se
realiz6 a partir de las autorradiografias con el programa GelWorks 1D del
sistema de documentaciéon y analisis UVP GDS8000 (UltraViolet Products,
Ltd.)

9. ENSAYOS DE COEXPRESION Y PURIFICACION DE PARTICULAS SEUDOVIRALES

Para el estudio de la incorporacion de Env a particulas, se coinfectaron
células CV-1 con el virus vaccinia recombinante que expresa el precursor
Gag-PR de SIV (Gonzdlez et al., 1993) junto con el virus vaccinia
recombinante que expresa la glicoproteina Env salvaje o cada uno de los
virus vaccinia que expresan las Env mutadas, siguiendo el protocolo
descripto en la seccién XII.7. A las 24 horas postinfeccién, los sobrenadantes
de cultivo fueron clarificados por filtracion a través de membranas de 0,45um
de poro. Los medios clarificados se sometieron a ultracentrifugacion a
100.000xg a través de un colchén de sacarosa 20% (p/v) en PBS durante 90
minutos a 4°C. El pellet, correspondiente a la fraccién particulada del medio
extracelular, fue resuspendido en buffer Laemmli. Por otro lado, las células
infectadas se lisaron en buffer TNN para analizar los niveles de expresion
intracelulares de las proteinas recombinantes.

10. ENSAYOS DE WESTERN BLOT

Los lisados celulares y la fraccion particulada obtenidos por coexpresion de
las proteinas Gag y Env de SIV utilizando el sistema de vaccinia se
resolvieron en geles 10% poliacrilamida-0,1% SDS y se electrotransfirieron a
membranas de nitrocelulosa (HyBond ECL, Amersham Biosciences). La
transferencia se realizé utilizando el sistema de transferencia Trans-Blot
Semi-Dry Transfer Cell (Bio-Rad Laboratories, Inc.) en un buffer conteniendo
25mM Tris base, 192mM glicina, 20% metanol a un voltage constante de 15
volts durante 90 minutos.

Para la deteccion de las proteinas de SIV se utilizé el sistema ECL Western
blotting Analysis System (Amersham Biosciences). Las membranas fueron
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bloqueadas por incubacién con 5% BSA en PBS-0,01% Tween 20 (PBST)
durante 2 horas con agitacién constante a temperatura ambiente. Luego de
una serie de lavados con PBST, las membranas se incubaron con una
solucion de PBST-3% BSA conteniendo una dilucion 1:500 de un anticuerpo
monoclonal dirigido contra la proteina TM o CA de SIV, segun el ensayo. Las
membranas se incubaron con la solucion de anticuerpo durante 90 minutos a
temperatura ambiente con agitacion. Se agregé luego una soluciéon PBST-3%
BSA conteniendo una dilucion 1:1000 de un anticuerpo monocional anti-
ratéon conjugado a peroxidasa (Amersham Biosciences). Luego de lavar las
membranas, se incubaron con el reactivo de deteccibn comercial por 1
minuto. La reaccion de quimioluminiscencia resultante se detecté por
exposicion de la membrana a peliculas Hyperfim ECL (Amersham
Biosciences) durante diferentes periodos de tiempo.

11. BIOTINILACION DE PROTEfNAS DE SUPERFICIE

Células CV-1 crecidas en placas de 60mm de didametro fueron infectadas a
una moi de 5 con cada uno de los virus vaccinia recombinantes dirigiendo la
expresion de Env salvaje o mutada. Luego de 14 horas, las células infectadas
se sometieron a un pulso de marcacion metabdlica de 20 minutos con
[**S)metionina/cisteina (250uCi/ml, EasyTag Express, NEN). Las células se
lavaron con medio DMEM completo y se incubaron por un periodo adicional
de 2 horas. Posteriormente, se realizd la reaccion de biotinilacion de
proteinas de superficie. Para ello, las células fueron lavadas con PBS frio 3
veces y se incubaron a 4°C durante 30 minutos con el reactivo de
biotinilacion al cual la membrana plasmatica es impermeable (éster
biotinamidocaproato de N-hidroxisuccinamida en 40mM buffer bicarbonato
de sodio [pH8,6]; ECL Protein Biotinylation System, Amersham Biosciences).
Las células fueron luego lisadas en 100pul de buffer TNN. Las proteinas virales
se inmunoprecipitaron con un suero de macacos infectados con SIV, se
resolvieron en un gel 8% poliacrilamida-0,1% SDS y se electrotransfirieron a
membrana de nitrocelulosa. Para la deteccion de las proteinas biotiniladas,
se incubd la membrana con estreptavidina conjugada a peroxidasa acoplada
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a reaccion de quimioluminiscencia. La reaccion fue visualizada por exposicidén
de la membrana a peliculas Hyperfiim ECL (Amersham Biosciences). Se
realizaron exposiciones que variaron entre 10 y 60 segundos.

Para analizar los niveles de expresion intracelular de las glicoproteinas Env
salvaje y mutadas, se dejo decaer la reaccion de quimioluminiscencia por un
periodo de 3 dias para luego detectar las proteinas marcadas
metabdlicamente con [**S]metionina/cisteina por exposicién de la membrana
a peliculas BioMax MS-1 con pantalla intensificadora. En este caso, las
exposiciones fueron de aproximadamente 16 horas.

Como control de este ensayo, se incluyeron células expresando la
glicoproteina VP7 de rotavirus. Esta proteina es integral de reticulo
endoplasmatico y por lo tanto, no se detecta en la superficie celular. El
procesamiento de las células fue similar al descripto antes. La expresiéon de
la proteina VP7 de rotavirus se realizé utilizando un virus vaccinia
recombinante con el que cuenta nuestro laboratorio.

XIII. MUTAGENESIS DEL GEN ENV EN EL CONTEXTO DEL VIRUS SIV

1. CONSTRUCCION DE ADN PROVIRALES PORTADORES DE GENES ENV CON LAS
MUTACIONES AENV832-837, CD44 0 CD24

Para introducir las mutaciones AEnv832-837, CD44 o CD24 en el ADN
proviral de SIV se utilizé la técnica de mutagénesis dirigida asistida por PCR
asimétrica antes descripta. Como templado, se utilizé el plasmido pSV-PBj1.9
que contiene el ADN proviral del clon molecular 1.9 SIVsmmPBj14 (Dewhurst
et al., 1990) clonado en el vector pSV.SPORT1 (Invitrogen). El ADN proviral
completo contiene 9996 pares de bases. La mutagénesis se realizé sobre un
fragmento de restriccion PshAl/Notl que corresponde a los Ultimos 1826
pares de bases del genoma viral (el sitio de reconocimiento de la enzima
Notl se encuentra en la region de clonado multiple del plasmido
pSV.SPORT1).
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Esquema del plasmido pSV-PBj1.9. Este plasmido lleva, entre los sitios Sall y
Notl de la region de clonado multiple (RCM), el ADN proviral completo del clon
molecular 1.9 SIVsmmPBj14. Se indica la posicion del sitio de corte de la enzimas
PshAl y Notl utilizadas para el intercambio del fragmento PshAI/Notl del gen env
salvaje por cada fragmento portador de las mutaciones AEnv832-837, CD44 o CD24.
Psvs4o: promotor temprano del virus SV40.

Los oligonucleétidos utilizados en la primera etapa de las reacciones de
mutagénesis para generar los mutantes AEnv832-837, CD44 y CD24 fueron
los siguientes:

Oligonucleétido sentido:

5-GAG CTA AGA ACC TCC AGA CTA-3' (nt 8149 a 8169)

Oligonucleétidos mutagénicos antisentido:
Para PBj-CD44:

5'-G CCA AGG CCA AGA TTA GTT GCC ACC T-3' (nt 8688 a 8663)
Para PBj-CD24:
5'-GG CAG TTC CTG CTA CGT CTG GAT AG-3’ (nt 8626 a 8602)

Para AEnv832-837:
5-TC TTG GAG GTA ACG A GGC TAT CTG AAC TCT-3' (nt 8890 a 8844)
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Se indica con el simbolo A I3 localizacion de la delecion introducida en el
caso del mutante AEnv832-837 y se resalta en negrita la secuencia para los
codones de terminacion introducidos por los oligonucleétidos CD44 y CD24.

Para la segunda etapa de la reaccion de mutagénesis se utilizaron los
siguientes iniciadores:
Cebador sentido:
producto simple cadena de la primera etapa de mutagénesis.

Oligonucledtido antisentido: hibrida en una regién del vector pSV.SPORT1
localizada en direccion 3’ de la regién de clonado multiple.
5'-TAA TAC GAC TCA CTA TAG GG-3'

Todos los productos de PCR llevando las mutaciones deseadas fueron
digeridos por PshAl y Notl e intercambiados por el fragmento PshAl/Notl en
el plasmido pSV-PBj1.9 utilizando una estrategia similar a la descripta en la
seccién XII.5. Se verificé la presencia de las mutaciones deseadas por
secuenciacion.

2. CONSTRUCCION DE ADN PROVIRALES PORTADORES DE GENES ENV CON LAS
MUTACIONES AENV832-837/W774STOP Y AENV832-837/Y778STOP

El templado que se utilizd para realizar esta mutagénesis fue el ADN
proviral portador de la mutaciéon AEnv832-837 (pSV-PBjAEnv832-837) cuya
construccion se describié antes en la seccién XIII.1. La mutagénesis se
realizé sobre el fragmento de restriccion PshAl/Notl del ADN proviral.

Los oligonucleétidos que se utilizaron para la primera etapa de
mutagénesis fueron los siguientes:

Oligonucleétido sentido
5'-GAG CTA AGA ACC TCC AGA CTA-3’ (nt 8149 a 8169)
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Oligonucledtidos mutagénicos antisentido
W774Stop: introduce un coddén de terminacion en la posicion 774 de Env de
SIv
5-A TTC TAT CTG CTA AGG CCA AGA-3' (nt 8697 a 8674)
Y778Stop: introduce un codén de terminacion en la posicién 778 de Env de
SIV
5'-CAG GAA ATG AAT TTA TTC TAT CT1G-3 (nt 8711 a 8688)

Para la segunda etapa de la reaccion de mutagénesis se utilizaron:
Cebador sentido:
producto simple cadena obtenido en la primer etapa de mutagénesis.

Oligonucledtido antisentido: hibrida en una region en posicidon 3' de la
region de clonado multiple del vector pSV.SPORT1:
5'-TAA TAC GAC TCA CTA TAG GG-3'

Los productos de PCR llevando las mutaciones AEnv832-837/W774Stop o
AENv832-837/Y778Stop fueron digeridos con las enzimas de restriccion
PshAl y Notl e intercambiados por el fragmento PshAl/Notl en el plasmido
pSV-PBj1.9. Se verificd la presencia de las mutaciones por secuenciacion.

XIV. TRANSFECCION Y GENERACION DE STOCKS VIRALES

Células 293T crecidas en placas de 35mm de diametro fueron transfectadas
con 5ug de ADN proviral utilizando liposomas catidnicos (Lipofectamine 2000,
Invitrogen) segun las condiciones recomendadas por el fabricante. A las 48
horas postransfeccion, los sobrenadantes fueron recogidos y filtrados a
través de una membrana de acetato de celulosa de 0,45um de poro para
eliminar restos celulares. Estos sobrenadantes fueron mantenidos a -80°C y
utilizados como stocks virales.
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XV. DETERMINACION DE ACTIVIDAD DE TRANSCRIPTASA REVERSA

Para este ensayo se utilizd el sistema Reverse Transcriptase Assay (Roche
Applied Science) que permite la cuantificacion de la actividad de la
transcriptasa reversa (TR) de diferentes retrovirus incluido SIV. La actividad
de TR es utilizada en retrovirologia como medida de replicacion y titulo viral.

Para la reacciéon, se tomaron 500ul de sobrenadante del medio de cultivo
proveniente de la transfeccion de las células 293T con los ADN provirales, y
se inactivaron agregando 25ul de 10% Tritdn X-100. La mezcla se incubd
durante 15 minutos a temperatura ambiente y 15 minutos en hielo. Se
agregaron luego 250u! de 30% polietilenglicol (PEG Mr 6000-8000) en 1,2M
NaCl en condiciones libres de ARNasas y se incubd la muestra toda fa noche
a 4°C para sedimentar las particulas virales. La mezcla se centrifugd por 10
minutos a 4°C y el pellet se resuspendié en 40ul de buffer de lisis (50mM
Tris-HCI [pH7,8]; 80mM KCI; 2,5mM DTT; 0,75mM EDTA; 0,5% Tritéon X-
100). Luego de una incubacion de 20 minutos a temperatura ambiente, se
realizaron diluciones convenientes de cada muestra. Para cada reacciéon de
TR, se utilizaron 20ul de una mezcla que contiene el templado poliA-
oligo(dT);s y nucledtidos conjugados a digoxigenina y a biotina. Se incubd la
reaccién por 2 horas a 37°C. De esta manera, el ADN que se obtiene como
producto de la actividad de la TR viral, se halla marcado con biotina y
digoxigenina. La mezcla de reaccion se pasé a un pocillo cuya superficie esta
recubierta con estreptavidina, lo que permite asi la captura del producto
sintetizado por interaccion biotina-estreptavidina. Luego de incubar los
pocillos 1 hora a 37°C, se lavaron exhaustivamente y se agregaron 200ul de
una solucidn conteniendo un anticuerpo policlonal dirigido contra
digoxigenina y conjugado a peroxidasa (200 mU/mi). Luego de 1 hora de
incubacién a 37°C, se realizaron lavados y se agregaron 200ul de una
soluciéon conteniendo el sustrato cromogénico ABTS (2,2'-Azinobis [3-
etilbenzotiazolino-6-acido sulfénico]). La peroxidasa cataliza el clivaje del
sustrato ABTS obteniéndose un producto coloreado, que se cuantificé por
absorbancia a 405 nm en un lector de ELISA (Model 550 Microplate Reader,
Bio-Rad Laboratories, Inc.).

62



Materiales y Métodos

Para determinar la masa de TR presente en una muestra particular, se
realizé en paralelo una curva de calibracién con cantidades conocidas de TR
(TR recombinante de HIV-1, provista con los reactivos comerciales). La
reaccion se realiz6 como se describidé arriba. Los datos obtenidos para esta
curva se graficaron como absorbancia versus concentracion de TR y se
calculd la mejor recta que se ajusta a los datos por el método de cuadrados
minimos. Finalmente, la concentracion de TR de cada muestra incognita se
determiné utilizando la curva de calibracién obtenida con la TR de HIV-1.

XVI. ANALISIS DE LA EXPRESION DE LOS ADN PROVIRALES MUTADOS

1. LISADOS CELULARES Y PURIFICACION DE VIRIONES

Células 293T crecidas en placas de 60mm de didmetro fueron transfectadas
con 10ug de ADN proviral como se describié arriba. A las 48 horas, el
sobrenadante de cada transfeccion fue filtrado a través de una membrana de
0,45um de poro. El sobrenadante clarificado se sometidé a ultracentrifugacién
a 100.000xg a través de un colchén de sacarosa 20% (p/v) en PBS durante
90 minutos a 4°C. El pellet correspondiente a los viriones liberados al medio
extracelular fue resuspendido en buffer Laemmli.

Se prepararon ademads lisados celulares. Para esto, las células 293T
transfectadas se lavaron 2 veces con PBS frio, se recogieron en 1mi de PBS y
se centrifugaron durante 3 minutos a temperatura ambiente. El pellet celular
se lis6 en buffer RIPA (50mM Tris-HC! [pH8]; 150mM NaCl; 1% NP-40; 0,1%
SDS; 0,5% desoxicolato de sodio [DOC]) durante 20 minutos en hielo. Luego
de centrifugar por 3 minutos para eliminar restos celulares, el sobrenadante
se mantuvo a -80°C hasta su utilizacion.

2. ENSAYOS DE WESTERN BLOT

Muestras de los lisados celulares y de los viriones purificados como se
describié en la seccion XVI.1 se resolvieron en geles 10% poliacrilamida-
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0,1% SDS y se electrotransfirieron a membranas de nitrocelulosa. Las
membranas fueron bloqueadas e incubadas con diluciones de los anticuerpos
contra las proteinas CA o TM de SIV como se describié en la seccién XII.10.
Las proteinas virales fueron detectadas por quimioluminiscencia y exposicién
a peliculas Hyperfilm ECL como se describe en la seccion XII.10.

XVII. ENSAYOS DE TRANS-COMPLEMENTACION Y DE INFECTIVIDAD EN CELULAS
MAGI-CCRS

El ensayo de trans-complementacién (Kimpton & Emerman, 1992) consiste
en complementar un provirus defectivo en el gen env con una proteina Env,
cuyas propiedades bioldgicas se desean ensayar, provista en trans. Para ello,
se cotransfectan células 293T con un ADN proviral env” junto con plasmidos
portadores de genes env salvaje o mutados. Asi, se obtienen particulas
virales que son utilizadas para ensayar su capacidad infectiva en células
susceptibles. Dado que el genoma que llevan los viriones es defectivo, no
pueden dirigir la formacién de una segunda progenie viral infectiva.

Para este ensayo se utiliz6 como provirus defectivo el ADN proviral
SIVmac239 env' (cedido por F. Kirchhoff, Universitatsklinikum, Ulm,
Alemania; Kirchhoff et al., 1997) y genes env salvaje o mutados subclonados
en el vector pcDNA3.1 (+) (Invitrogen) bajo el control del promotor
temprano del citomegalovirus. Se cotransfectaron células 293T crecidas en
placas de 60mm de diametro con 3ug del ADN proviral SIVmac239 env” junto
con 3ug de plasmido llevando el gen env salvaje o mutado. A las 48 horas
postransfeccion, se recogieron los sobrenadantes de cada cultivo
conteniendo los viriones formados y se filtraron a través de una membrana
de 0,45um de poro para eliminar restos celulares.

El nivel de viriones producidos en cada transfeccidn se determiné midiendo
la actividad de TR en una alicuota de los sobrenadantes como se describié en
la seccién XV.

Sobrenadantes de transfeccion conteniendo cantidades equivalentes de TR
fueron utilizados para infectar células MAGI-CCR5 (Hela-CD4-CCR5/LTR-B-
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Gal) crecidas en placas de 24 pocillos (aproximadamente 4x10* células
totales en cada pocillo). El inéculo viral se dejé adsorber durante 2-3 horas,
para luego removerlo y agregar 1 ml de DMEM-10%SFB. Las células MAGI-
CCRS poseen incorporado en su genoma el gen de la B-galactosidasa bajo el
control del promotor retroviral LTR. Este promotor se activa por accién de la
proteina viral Tat que resulta de la expresién del genoma viral. Dos dias
postinfeccion, las células se fijaron con una solucién PBS-1% formaldehido-
0,2% glutaraldehido a temperatura ambiente durante 5 minutos. Las células
azules se visualizaron luego de incubarlas durante dos horas a 37°C con una
solucién conteniendo 4 mM K Fe(CN)s; 4 mM K;z;Fe(CN)s; 2 mM MgCly; 0,4
mg/ml X-Gal en PBS. La infectividad de los viriones resultantes de cada
cotransfeccién SIV env/env mutado se determind contando al microscopio el
numero de células azules en cada pocillo y refiriendo el resultado al nimero
de células azules obtenido para los viriones llevando la Env salvaje. Se
realizaron por lo menos 3 ensayos independientes de trans-complementacion
e infectividad en las células MAGI-CCRS.

Para determinar la infectividad de los viriones que resultan de transfectar
células 293T con los ADN provirales mutados en el gen env (secciones XIII y
X1V), se infectaron células MAGI-CCRS con los sobrenadantes de cultivo, y se
visualizaron y cuantificaron las células azules como se describié arriba.

XVIIXI. CINETICA DE REPLICACION VIRAL EN CELULAS CEMX174

1. INFECCION Y CURVA DE REPLICACION

Sobrenadantes de transfeccidon de células 293T con los ADN provirales pSV-
PBj1.9, pSV-PBjAENnv832-837, pSV-PBjAENv832-837/W774Stop y pSV-
PBjAENnv832-837/Y778Stop, previamente normalizados por actividad de TR,
se utilizaron para infectar la linea celular linfoide CEMx174. Para ello, 10°
células se lavaron dos veces con medio RPMI (HyClone, Perbio Science
Company) y se infectaron con cada stock viral en un volumen final de 600ul.

Luego de una incubacién de 2 horas, se retird el inéculo y las células se
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lavaron tres veces con PBS. Las células infectadas se incubaron en 4ml de
RPMI-10% SFB a 37°C en atmdésfera conteniendo 5% CO,. Cada 2 o 3 dias,
una fraccion del cultivo (2ml) se filtré a través de una membrana de 0,45um
de poro, y el filtrado se guardé a -80°C hasta finalizar el experimento. El
resto del cultivo se diluyé al medio por agregado de 2m! de RPMI-10% SFB
para continuar con el ensayo de replicacion viral.

2. CINETICA DE REPLICACION DE POBLACIONES REVERTANTES

Los sobrenadantes de cultivo tomados en el punto de maxima actividad de
TR de las poblaciones virales revertantes obtenidas al propagar el virus
mutante PBjAENv832-837 en células CEMx174 (seccidén XVIII.1), se utilizaron
para infectar cultivos frescos de células CEMx174. Cada tres dias, se
guardaron tanto muestras de los sobrenadantes de cultivo como de las
células infectadas. Para ello, se tomaron 2ml de cultivo de células infectadas
(10° células) y se centrifugaron a 1500xg durante 5 minutos. Tanto el
sobrenadante como el pellet de células se guardaron a -80°C hasta el final
del experimento.

XIX. CARACTERIZACION MOLECULAR DE LAS POBLACIONES VIRALES
REVERTANTES

1. PURIFICACION DE ADN GENOMICO DE CELULAS CEMX174 INFECTADAS

La purificacién del ADN genémico se realizd a partir de 10° células CEMx174
infectadas con las poblaciones virales revertantes. Las células se lisaron en
200ul de una solucién conteniendo 10mM Tris-HCI (pH8); 10mM EDTA; 0,5%
SDS y 20ug/ml ARNasa. Después de 30 minutos a 37°C, se agregé 100ug/mi
de proteinasa K para luego incubar 2 horas a 50°C. Se realizaron dos
extracciones con fenol (equilibrado con 0,5M Tris-HClI [pH8]/alcohol
isoamilico) y se precipito el ADN gendmico agregando medio volumen de
acetato de amonio 7,5M y dos volumenes de etanol absoluto. EI ADN se
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recuper6é por centrifugacion a 16.000xg durante 20 minutos, se lavo con
etanol 70%, y se resuspendié en 10ul de buffer TE (pH8). La integridad del
ADN recuperado se analizé en un gel 0,75% de agarosa.

2. AMPLIFICACION DE LAS REGIONES CODIFICANTES PARA EL DOMINIO
CITOPLASMATICO DE ENV Y LA MA DE SIV

El ADN genomico obtenido de las células infectadas con las poblaciones
virales revertantes fue utilizado como templado para la amplificacion por PCR
de las regiones codificantes para el CD de Env y la MA como se indica a
continuacion:

2A. AMPLIFICACION DE LA REGION CODIFICANTE PARA EL DOMINIO
CITOPLASMATICO DE ENV

Se amplifico un fragmento de 592 pares de bases que codifica para el CD
de la proteina Env de SIV. Los oligonucleétidos sintéticos utilizados en la
reaccion fueron:

Oligonucleétido sentido
5'-P-GGT GTA CTG ATA GTT CTA GGA G-3' (nt 8475 a 8496)
La P indica la fosforilacidn del oligonucleédtido en el extremo 5'.

Oligonucleétido antisentido
HindIIl

5'-TCA AAG CTT GAC CCT CAC AAT ATT TCT G-3 (nt 9068 a 9040)

Este oligonucleétido posee la secuencia de reconocimiento para la enzima
de restriccion HindIIl para facilitar el clonado de los fragmentos.
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Las condiciones de amplificacion fueron similares a las descriptas en la
seccion III. El esquema de amplificacion fue el siguiente: 35 ciclos de 30
segundos a 94°C, 60 segundos a 55°C y 60 segundos a 68°C.

Los fragmentos obtenidos por amplificacion se trataron con proteinasa K y
se digirieron con la enzima de restriccién HindIll. Luego de su purificacion a
partir de gel de agarosa, se ligaron a pUC19 digerido por las enzimas
Smal/HindIIl y las mezclas de ligacidon se utilizaron para transformar
bacterias competentes DH5a. Los clones del CD de Env en pUC19 de cada
poblacién viral revertante fueron secuenciados por el método de Sanger
como se describe en la seccion XI.

2B. AMPLIFICACION DE LA REGION CODIFICANTE PARA LA PROTEfNA MA

Para el analisis de la secuencia de la proteina MA de SIV en las poblaciones
virales revertantes, se amplificé un fragmento de 640 pares de bases. Los
oligonucleétidos utilizados fueron:

Oligonucledétido sentido
5'-CTA GCA GGT TGG CGC CCG AAC AG-3’ (nt 589 a 608)

Oligonucleodtido antisentido
HindIII
5'-G GAA GCT TTA ATT GCC ACC TA-3' (nt 1267 a 1246)

Los fragmentos obtenidos se trataron con la enzima polinucleétido quinasa
del bacteriéfago T4 (Promega). Brevemente, luego de calentar a 70°C por 5
minutos, se agregd 0,5ul de la enzima y se incubé por 30 minutos a 37°C. La
enzima se inactivo por incubacién a 65°C durante 20 minutos. Finalmente, el
fragmento se digirié por HindIII y se ligd al vector puC19-Smal/HindIll. Con
las mezclas de ligacion se transformaron bacterias competentes DH5a.

Los clones de la MA derivados de cada poblacion viral revertante fueron
secuenciados por la técnica de Sanger.
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XX. ENSAYO DE FUSOGENICIDAD

Este ensayo permite analizar la capacidad de la glicoproteina viral Env de
mediar la fusion de membranas celulares.

Para este ensayo, se utilizaron construcciones derivadas del ADN proviral
en las cuales los genes gag y pol fueron removidos por digestion con
enzimas de restriccidon, sin afectar los marcos de lectura de los genes env,
tat y rev. Las construcciones pSV-PBjl.9, pSV-PBjJAEnv832-837, pSV-
PBJAENnv832-837/W774Stop y  pSV-PBjJAEnv832-837/Y778Stop fueron
digeridas exhaustivamente con las enzimas de restriccion Spel y Dralll. Esta
digestion elimina 2674 pares de bases entre los nuclebtidos 1214 en el gen
gag y 3888 en el gen pol/ del ADN proviral. Los fragmentos de ADN
correspondientes a pSV-PBjl1.9A,1214-3888, PBjAENnv832-837/A,1214-3888,
PBJAENV832-837/W7745top/An1214-3888 vy PBjJAENV832-837/Y778Stop/An1214-
3888, fueron purificados a partir de gel, tratados con ADN polimerasa del fago
T4 (para generar extremds romos), religados y utilizados para transformar
bacterias Stbl2.

Para los ensayos de fusogenicidad, se transfectaron células 293T, crecidas
en placas de cultivo de 35mm de didmetro, con 4ug de las contrucciones
arriba descriptas que dirigen la expresion de Tat, Rev y cada una de las
proteinas Env. A las 48 horas postransfeccion, se disgregé la monocapa de
células 293T vy las células transfectadas se agregaron sobre una monocapa
de células MAGI-CCRS5 en proporcion 1:10. Luego de una incubacién de 18-
24 horas a 37°C en atmdsfera conteniendo 5% CO,, las células se fijaron y
tiferon con X-Gal como se describié en la seccién XVII.

La capacidad fusogénica de cada glicoproteina Env se cuantificO de dos
formas. Por un lado, se determind para cada muestra el nimero de sincicios
por campo al microscopio de contraste de fase (considerando sincicios a las
células con 5 o0 mds nulcleos). Por otro lado, se conté el nimero de nucleos
en 20 sincicios elegidos al azar. Ambas medidas fueron luego comparadas
con las obtenidas con la construccidn que dirige la expresion de la
glicoproteina Env salvaje.
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XXI. BUFFERS Y SOLUCIONES

1. PARA ADN Y ELECTROFORESIS EN GEL DE AGAROSA

Buffer TBE:
90mM Tris-borato
2mM EDTA (pHS8,3)

2. PARA CRECIMIENTO DE BACTERIAS

Medio LB:
1% peptona (p/v)
0,5% extracto de levadura (p/v)
1% NacCl (p/v)

S.0.C:.
2% triptona
0,5% extracto de levadura
10mM NacCl
2,5mM KCI
10mM MqgCl,
10mM MgSO,
20mM glucosa

Buffer TE:
10mM Tris-HC! (pH8)
1mM EDTA

Medio LB-agar:
medio LB
1,5% agar (p/v)

3. MINIPREPARACION DE ADN PLASM{DICO: LISIS POR CALOR

TELT:
50mM Tris-HCl (pH7,5)
62,5mM EDTA
0,4% Triton X-100
2,5M LiCl
100pg/ml lisozima
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4. SECUENCIACION

Solucién desnaturalizante (10x)

2M NaOH
2mM EDTA

Soluciones terminadoras ddGTP,

ddATP, ddTTP o ddCTP
80uM dGTP
80uM dATP
80uM dTTP
80uM dCTP

8uM ddGTP o ddATP o ddTTP o
ddCTP, segun corresponda

Buffer de hibridizacién
300mM Tris-HCI (pH7,5)
100mM MgCl,
160mM DTT

Solucién de detencién de
la reaccién
95% formamida
20mM EDTA
0,05% azul de bromofenol
0,05% xilén-cianolFF

5. INMUNOPRECIPITACION Y ANALISIS POR ELECTROFORESIS DE PROTEENAS

Buffer PBS
0,02% KClI
0,02% KH,PO,
0,8% NacCl
0,14% Na,HPO,

Buffer de electroforesis
25mM Tris base
250mM glicina
0,1% SDS

Buffer TNN
50mM Tris-HCI (pH8)
150mM NacCl
1% NP-40
1mM PMSF
10ug/ml aprotinina

Buffer Laemmli
62mM Tris-HCI (pH 6,8)
2% SDS
50mM DTT
10% glicerol
0,01% azul de bromofenol
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Buffer de inmunoprecipitacién

Buffer de lavado de inmuno-

complejos
100mM Tris-HCI (pH8) 100mM Tris-HCI (pHB8)
250mM NaCl 500mM LiCl
1% NP-40 1,5% NP-40
1% BSA 0,1% BSA
1mM PMSF imM PMSF

10pg/ml aprotinina 10ug/ml aprotinina
Buffer RIPA

50mM Tris-HCI (pH8)

150mM NaCl

1% NP-40

0,1% SDS

0,5% DOC

6. ENSAYO DE WESTERN BLOT

Buffer de transferencia
25mM Tris Base
192mM glicina
20% metanol

Solucién de bloqueo Solucién de lavado (PBST)
PBS PBS
0,01% Tween 20 0,01% Tween 20
5% BSA
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7. ENSAYO MAGI-CCRS

Solucién de fijacién
0,2% glutaraldehido
1% formaldehido
PBS

Solucién de tincién
4mM K4Fe(CN)s
4mM K;Fe(CN)s
2mM MgCl,
0,4mg/ml X-Gal
PBS
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Resultados Capitulo I

I.1. CARACTERIZACION DE GLICOPROTEfNAS ENV DE SIV PORTADORAS DE
DELECIONES INTERNAS

Para investigar el rol que cumple el CD de la subunidad TM en la
incorporacién de Env a las particulas virales y en la infectividad, se
generaron y caracterizaron proteinas Env mutantes de SIVsmmPBj1.9. En
una primera etapa, se introdujeron pequefas deleciones internas en la
secuencia del CD de TM de manera de eliminar entre 4 a 7 aminoacidos
respetando el marco de lectura de la proteina. Las construcciones realizadas
involucraron los siguientes residuos de Env: 798 a 802 (AE1), 808 a 811
(AE2), 818 a 821 (AE3), 832 a 837 (AE4), 842 a 848 (AES), 853 a 859
(AE6), 861 a 866 (AE7), y 870 a 874 (AE8). Algunas de estas deleciones
afectan las a-hélices del CD de TM que han sido predichas en base a su
estructura primaria (Figura I.1; Venable et a/., 1989). Para construir estos
ocho genes env mutados se utilizd la técnica de mutagénesis dirigida
asistida por PCR asimétrica como se describe en Materiales y Métodos (ver
seccion XII). Estas construcciones se utilizaron para generar virus vaccinia

recombinantes que expresan las proteinas Env mutantes.

1.2. EXPRESION DE LAS PROTEfNAS ENV MUTANTES AE1 A AE8 UTILIZANDO EL
SISTEMA DE EXPRESION DEL VIRUS VACCINIA

Nuestro laboratorio ha demostrado que la expresién de la glicoproteina
Env de SIV utilizando el sistema de vaccinia resulta en la sintesis de una
proteina recombinante cuyo procesamiento, glicosilacion y funciones
bioldgicas son similares a las de la glicoproteina Env nativa que resulta de la
expresion del genoma de SIV (Gonzdlez et al., 1994). Por otro lado, la
utilizacion del sistema de vaccinia para expresar proteinas Env llevando
mutaciones en su CD presenta ventajas respecto de analizar estos mutantes
en el contexto del genoma de SIV. En efecto, dado que la regidn codificante
para el CD de Env de SIV se superpone con el segundo exdn de los genes
tat y rev, el fenotipo de ciertos mutantes de Env no podria ser analizado ya
que se interferiria con la funcion de las proteinas Tat y Rev.
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Figura I.1. Esquema de las deleciones internas AE1 a AES8
introducidas en el dominio citoplasmatico de la proteina TM de SIV.
Se indican en la proteina Env las subunidades SU y TM. El sitio de clivaje
entre ambas subunidades se sefiala con una flecha. El dominio de anclaje a
membrana de la proteina TM se representa con un recuadro negro. En el CD
de la proteina TM (residuos 726 a 889 de Env) se indican las dos a-hélices
(residuos 798 a 827 y 861 a 889) predichas en base a la secuencia
aminoacidica de esta regién. Los nimeros debajo de cada paréntesis indican
los residuos removidos en cada delecion. La numeracién utilizada
corresponde a la proteina Env de SIVsmmPBj1.9.
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Con el propodsito de investigar si las deleciones internas en el CD de TM
tenian algun efecto sobre la sintesis y procesamiento de la proteina Env, los
virus vaccinia recombinantes que expresan las proteinas Env AE1 a AE8
fueron utilizados para infectar células CV-1. En paralelo, se infectaron
células con el virus vaccinia que expresa la proteina Env salvaje de SIV
(Gonzalez et al., 1994) utilizada como control. A las 12 horas postinfeccion,
las células se marcaron metabolicamente con una mezcla de
[¥°S)metionina/cisteina durante 4 horas y se lisaron en buffer TNN como se
describe en Materiales y Métodos (seccién XII.7). Los niveles de expresion
intracelular de cada proteina Env se analizaron por inmunoprecipitacion
utilizando un suero de monos macacos infectados con SIV. Todas las
proteinas Env mutadas (AE1 a AE8) se expresaron y procesaron en forma
similar a la proteina Env salvaje (WT), indicando que estos procesos no
fueron afectados por las mutaciones introducidas (Figura 1.2). En efecto, en
todas las muestras se detectaron niveles similares de las bandas
correspondientes al precursor Env (Pre) de 160 kDa y a la subunidad SU de
120 kDa.
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Figura I.2. Expresion de las proteinas Env portadoras de deleciones
internas en el dominio citoplasmatico de TM. Células CV-1 infectadas
con los virus vaccinia recombinantes que expresan las glicoproteinas Env
salvaje (WT) o mutantes (AE1 a AE8) fueron marcadas metabdlicamente
con [**S]metionina/cisteina. Los lisados celulares fueron sometidos a
inmunoprecipitacion y andlisis por electroforesis en gel 8% poliacrilamida-
0,1% SDS. A la izquierda, se indican las bandas correspondientes al
precursor Env (Pre) y a la subunidad de superficie (SU). Las movilidades de
los marcadores de peso molecular (en kDa) se indican a la derecha.
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I.3. EFECTO DE LAS DELECIONES INTERNAS AE1 A AE8 SOBRE LA
INCORPORACION DE ENV A PART{CULAS

Para analizar si las deleciones internas AE1 a AEB introducidas en el CD de
TM tienen algun efecto sobre la incorporacion de Env a particulas,
utilizamos también el sistema de expresion del virus vaccinia recombinante.
Nuestro laboratorio ha demostrado que la coexpresion del precursor Gag-
Proteasa (Gag-PR) y de la proteina Env de SIV resuita en el ensamblado y
liberacion al medio extracelular de particulas seudovirales que incorporan la
glicoproteina viral Env (Gonzdlez et al.,, 1993, 1996). Estas particulas
seudovirales son indistinguibles morfolégicamente de las particulas que se
observan en células infectadas con SIV (Gonzalez et al., 1993). Ademas,
este sistema ha permitido al laboratorio identificar dominios funcionales de
la proteina Gag de SIV (Gonzalez & Affranchino, 1995, 1998; Gonzadlez et
al., 1996). Por este motivo, se decidi6 aprovechar este sistema para
estudiar la capacidad de las proteinas Env mutantes de incorporarse a las
particulas que resultan de la expresidn del precursor Gag-PR de SIV.

Para este ensayo, células CV-1 fueron coinfectadas con los virus vaccinia
recombinantes que expresan cada Env mutante junto con el virus vaccinia
que dirige la expresion de Gag-PR. Como control, se incluyd la coexpresién
de Gag-PR y de la proteina Env salvaje de SIV. A las 24 horas postinfeccion,
las particulas virales fueron recuperadas del medio extracelular de cada
coinfeccién por ultracentrifugacion a través de un colchdén de sacarosa 20%
(p/v). Las células fueron recuperadas y lisadas en buffer TNN. Muestras de
cada fraccion se sometieron a electroforesis en gel 10% poliacrilamida-
0,1% SDS vy electrotransferidas a una membrana de nitrocelulosa. Para
analizar el nivel de incorporacion de Env a particulas se realiz6 un ensayo
de Western blot utilizando un anticuerpo monoclonal contra la proteina TM
de SIV (Figura 1.3, Parte A). Se decidié detectar la subunidad TM en lugar
de la subunidad SU, pues esta Uitima puede ser liberada de manera
espontdnea de la superficie de las células infectadas y contaminar asi la
fraccion particulada. Cabe recordar que luego de ser procesado el precursor
Env, la subunidad TM permanece como proteina integral de membrana
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mientras que la SU se mantiene en la superficie celular asociada a TM sélo
por uniones no covalentes.

Como muestra la Figura 1.3, Parte A (Particulas), en el caso de las
proteinas Env mutantes AE1 a AE3, los niveles de incorporacion a particulas
fueron similares o incluso algo superiores a los exhibidos por la Env salvaje.
En cambio, las deleciones AE4 a AE8 inhibieron drasticamente la
incorporacion de Env a particulas (Figura 1.3, Parte A, Particulas). En el caso
de las proteinas Env AES5 y AE6 se observaron, en experimentos
independientes, niveles bajos de incorporacion pero detectables por la
técnica utilizada. En cambio, los niveles de AE4, AE7 y AE8 asociados a
particulas siempre fueron indetectables. Este efecto inhibitorio sobre Ia
incorporacion de Env a particulas no se debe a diferencias en los niveles de
expresion de las Env mutantes, ya que en los lisados celulares los niveles
de las proteinas TM AE4 a AE8 son similares a los de la TM salvaje (Figura
1.3, Parte A, Lisados).

Para descartar que las diferencias de incorporacién de Env a particulas
detectadas en los ensayos fueran producto de variaciones en los niveles de
particulas liberadas al medio extracelular, se realizaron Western blots
utilizando un anticuerpo monoclonal dirigido contra la proteina de la capside
viral CA. Como puede observarse en la Figura 1.3 Parte B, tanto los niveles
de Gag y CA intracelulares (Lisados) como los asociados a particulas
extracelulares (Particulas) fueron similares en todas las muestras
analizadas.

Estos resultados indican que las deleciones AE4 a AE8 en el CD de la
proteina TM de SIV interfieren con la incorporacion de la glicoproteina Env a
particulas.
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Figura I.3. Efecto sobre la incorporacion de Env a particulas de las
deleciones internas en el dominio citoplasmatico de TM de SIV. Se
coinfectaron células CV-1 con el virus vaccinia que expresa Gag-PR de SIV
junto con cada uno de los virus vaccinia recombinantes que expresa una
Env mutante (AE1 a AE8) o el que expresa la Env salvaje (WT). A las 24
horas postinfecciéon, se purificaron por ultracentrifugacion las particulas
virales a partir del medio extracelular (Particulas). Las células se
recogieron y se lisaron en buffer TNN (Lisados). Las proteinas virales en los
lisados celulares y en la fraccion particulada se detectaron por Western blot
utilizando un anticuerpo monoclonal dirigido contra la subunidad TM (A) o
uno contra la proteina CA (B) de SIV. Se indican las posiciones de las
proteinas TM, CA y del precursor Gag. Ademas se indican las movilidades
electroforéticas de los marcadores de peso molecular (en kDa).
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I.4. EXPRESION EN LA SUPERFICIE CELULAR DE LAS GLICOPROTEfNAS ENV
PORTADORAS DE LAS DELECIONES INTERNAS AE4 A AES8

Para determinar si el defecto en la incorporacion a particulas exhibido por
las Env mutantes AE4 a AE8 se debia a una expresién ineficiente de estas
proteinas en la membrana plasmatica, se analizaron los niveles de
expresion en superficie de cada Env mutante. Para ello, se realizaron
ensayos de biotinilacidn de las proteinas de la superficie celular como se
describe en Materiales y Métodos (seccién XII.11). Se infectaron células CV-
1 con los virus vaccinia que expresan cada Env mutante (AE4 a AE8) o la
Env salvaje (WT). Luego de la marcacion metabolica de las células, las
proteinas expresadas en la superficie celular fueron biotiniladas vy
posteriormente, las proteinas virales fueron inmunoprecipitadas a partir de
los lisados celulares con suero de macacos infectados. Las muestras se
resolvieron por electroforesis en gel de poliacrilamida y se transfirieron a
membranas de nitrocelulosa. La deteccidon de las proteinas biotiniladas se
realizé por incubacién de las membranas con estreptavidina conjugada a
peroxidasa y posterior reaccién de quimioluminiscencia. Como se observa
en la Figura 1.4 (Superficie), todas las proteinas Env mutantes que
presentaron un fenotipo defectivo de incorporacién a particulas mostraron,
sin embargo, niveles de expresion en superficie comparables a los
alcanzados por la Env salvaje (WT). Cabe mencionar que en la superficie
celular se observan tanto la banda correspondiente al precursor Env (Pre)
como la correspondiente a la subunidad SU, lo que esta de acuerdo con lo
observado en ensayos similares de biotinilacién (Salzwedel et al., 1999;
Spies & Compans, 1994).

Se analizaron también los niveles de expresion intracelular de cada Env
mutante detectando las proteinas marcadas radioactivamente. Todas las
muestras presentaron niveles de expresion intracelular similares al
alcanzado por la Env salvaje (Figura 1.4, Lisados).

Como control de que las proteinas de la superficie celular son el blanco
especifico del ensayo de biotinilacion utilizado, se incluyeron células
expresando la glicoproteina VP7 de rotavirus. Esta es una proteina integral
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del reticulo endoplasmatico y no se expresa en la superficie celular. La
Figura 1.4 (Panel de la derecha) muestra que la proteina VP7 no se detecta
en la superficie celular por la reaccion de biotina-estreptavidina (calle S), a
pesar de expresarse intracelularmente en forma eficiente (Figura 1.4, calle
L).

Por lo tanto, el defecto de incorporacion a particulas que exhiben las
proteinas Env mutantes AE4 a AE8 no se debe a una expresion ineficiente

de las mismas en la superficie celular.

I.5. EFECTO DE LAS DELECIONES AE1 A AE8 SOBRE LA INFECTIVIDAD VIRAL

Para evaluar la capacidad de glicoproteinas Env de HIV o SIV de mediar la
entrada de viriones a células susceptibles, se realizan ensayos de
infectividad de ciclo unico (Kimpton & Emerman, 1992). Este ensayo
consiste en complementar en trans un provirus deficiente en la proteina Env
por cotransfeccidon con un pladsmido que expresa una proteina Env cuyas
propiedades biologicas se desean ensayar. Los viriones resultantes de la
cotransfeccién son luego utilizados para infectar células indicadoras que
permiten cuantificar el evento de entrada viral. Las células indicadoras
utilizadas para SIV son las MAGI-CCRS (HeLa-CD4-CCRS5/LTR-B-Gal) que
expresan en su superficie el complejo receptor-correceptor CD4/CCRS vy
poseen incorporado en su genoma el gen /acZ que codifica para la enzima
B-galactosidasa (B-Gal) bajo el control del promotor retroviral LTR. Por lo
tanto, si los viriones recuperados de cada cotransfeccién son capaces de
entrar a estas células y replicarse, activaran la expresién de la B-Gal por
accién de la proteina viral Tat sobre el promotor LTR. Asi, por simple tincion
in situ con X-Gal se pueden contar sobre la monocapa de células MAGI-
CCR5 aquéllas que son azules. En la Figura 1.5 se presenta un esquema
ilustrativo de este ensayo.
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Figura I.4. Anadlisis de la expresion de las glicoproteinas Env AE4 a
AE8 en la superficie celular. Células expresando AE4 a AE8 se marcaron
metabdlicamente con [**S]metionina/cisteina y luego las proteinas de la
superficie celular se biotinilaron como se describe en Materiales y Métodos.
Las proteinas biotiniladas se detectaron con estreptavidina conjugada a
peroxidasa y posterior reaccion de quimioluminiscencia (Superficie). El
nivel de expresion intracelular de Env se detecté por autorradiografia de las
proteinas marcadas con *°S (Lisados). Como control de la reaccién de
biotinilacién, se incluyeron células que expresan la glicoproteina VP7 de
rotavirus que se localiza en reticulo endoplasmico (Panel de la derecha).
Calle S, deteccion de proteinas de superficie en células expresando la
proteina VP7 de rotavirus. Calle L, expresion intracelular de VP7 de
rotavirus.
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Figura I.5. Esquema del ensayo MAGI de infectividad de ciclo

anico. El ensayo consiste en complementar en trans un provirus env. con

una proteina Env cuyas propiedades biolégicas se van a analizar. Los

viriones resultantes de la cotransfeccién SIV env’/gen env a ensayar son

utilizados para infectar células indicadoras MAGI-CCRS5. Asi, si los viriones

son capaces de entrar a las células indicadoras y replicarse, activaran la

expresion de la B-Gal por accién de la proteina viral Tat. Luego de tincién in

situ con X-Gal, se pueden contar las células azules sobre la monocapa de

células MAGI-CCRS.
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Con el objeto de estudiar la capacidad de las glicoproteinas AE1 a AE8 de
conferir infectividad a viriones, se realizaron ensayos MAGI de infectividad
de ciclo Unico. En estos ensayos, se cotransfectaron células 293T con un
ADN proviral derivado de SIVmac239 defectivo en el gen env (SIV env’)
junto con cada uno de los genes env llevando las deleciones internas AE1 a
AE8 subclonados en el plasmido pcDNA3.1 (+). Como control, se incluyé el
gen env de SIV salvaje subclonado en el mismo vector. Los sobrenadantes
de cada cotransfeccion conteniendo los viriones producidos fueron
normalizados por actividad de TR y utilizados para infectar células
indicadoras MAGI-CCR5. A las 48 horas postinfeccion, las células se fijaron
y se tiferon con X-Gal. La infectividad de los viriones resultantes de cada
cotransfeccion SIV env/env AE1 a AE8 se determind contando el nimero de
células azules y refiriéndolo al obtenido con viriones resultantes del ensayo
SIV env'/env salvaje.

Como se muestra en la Figura 1.6, las proteinas Env AE1 a AE3, que se
incorporan eficientemente a particulas, mediaron la entrada viral en forma
similar o incluso superior a la Env salvaje. En cambio, las deleciones que
causan un fenotipo defectivo de incorporacion (mutantes AE4 a AES8)
también disminuyen la infectividad viral. Las deleciones AE4 y AE8 causaron
el efecto mds drdstico sobre la infectividad viral, esto es, valores de
infectividad de 3,8 + 0,4% para AE4 y de 7,8 + 3% para AES8 respecto de los
valores obtenidos con la proteina Env salvaje. Estos valores representan
una reduccion de la infectividad de aproximadamente 25 y 10 veces para
AE4 y AES8, respectivamente, respecto de la infectividad alcanzada con la
Env salvaje. Los viriones resultantes de la complementacion de SIV env™ con
los mutantes de Env AE6 y AE7 exhibieron también una capacidad reducida
de entrada a las células MAGI, obteniéndose valores de infectividad de 24,2
+ 48% y de 15,0 + 5,6%, respectivamente, respecto de los viriones
resultantes de la cotransfecciéon SIV env’/env salvaje. En el caso de la
complementacion del SIV env' con la proteina Env AES5, los viriones
obtenidos exhibieron una infectividad del 41,5 + 2,6% respecto de la de los
viriones complementados con la Env salvaje.
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Figura I.6. Efecto de las deleciones AE1 a AE8 sobre la infectividad
viral. Células 293T fueron cotransfectadas con el ADN proviral SIVmac env
y los genes env salvaje (WT) o mutados AE1 a AE8 clonados en el vector de
expresion pcDNA3.1(+). A las 48 horas postransfeccion, los sobrenadantes
fueron recuperados y se normalizaron por actividad de TR. Cantidades
equivalentes de viriones se usaron para infectar células MAGI-CCR5. A las
48 horas, las células se fijaron y se tifieron con X-Gal. El nGmero de células
azules obtenido con los viriones resultantes de cada cotransfeccion se refirié
al obtenido con viriones llevando la proteina Env salvaje (considerado el
100%). Los datos presentados corresponden a la media + la desviacion
estandar correspondientes a tres experimentos independientes.
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I.6. CARACTERIZACION FENOT{PICA DE DELECIONES EN LA REGION AMINO
TERMINAL DEL DOMINIO CITOPLASMATICO DE LA SUBUNIDAD TM DE SIV

Los resultados obtenidos hasta este punto con los mutantes de Env AE1 a
AE8 indicaban que dominios presentes en el tercio carboxilo terminal del CD
de la proteina TM de SIV cumplen un rol importante tanto en la
incorporaciéon de Env a particulas como en la infectividad viral. Decidimos
entonces investigar si existen dominios en el tercio amino terminal del CD
que participan también en estos procesos. Para ello, se generaron
deleciones internas adicionales que afectan aminoacidos amino terminales a
la delecion AE1l. La region del CD proxima al dominio de anclaje a
membrana de Env no estuvo sujeta a mutagénesis ya que se ha
demostrado que estd involucrada en la regulacidon de la expresion en
superficie de la glicoproteina Env de SIV (Sauter et al., 1996). La Figura 1.7
muestra un esquema de las deleciones generadas. Los residuos
involucrados en cada una de estas deleciones fueron: 763 a 767 (AE9), 772
a 774 (AE10), 778 a 782 (AE11) y 789-794 (AE12) de la proteina Env de
SIVsmmPBj1.9.

1.7. EFECTO DE LAS DELECIONES AE9 A AE12 SOBRE LA INFECTIVIDAD VIRAL

El efecto de las deleciones AE9 a AE12 sobre la infectividad viral se analiz
por el ensayo de ciclo Unico en células MAGI-CCR5 descripto antes. La
Figura 1.8 muestra que los viriones que resultan de complementar el
SIVmac env™ con los genes env AE9 a AE12 exhiben una infectividad viral
similar o incluso mayor a la observada para los viriones obtenidos en la
cotransfeccion SIVmac env’/env salvaje considerada como 100%. Esto
indica que estas mutaciones no interfieren con la capacidad de Env de
mediar la entrada viral.

Por otro lado, cuando se analizé por Western blot la composicién proteica
de las particulas que resultan de la coinfeccion de células CV-1 con los virus
vaccinia Gag-PR y los que expresan las proteinas Env AE9 a AE12, se
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observd que estas glicoproteinas Env mutadas se incorporan a particulas en
forma similar a la Env salvaje (dato no mostrado).

Estos resultados indican que los dominios de la region amino terminal del
CD, afectados por las deleciones AE9 a AE12, no son necesarios para la
incorporacion de Env a particulas ni para la infectividad viral.
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Figura 1.7. Esquema de las deleciones AE9 a AE12 introducidas en
el tercio amino terminal del dominio citoplasmatico de la proteina
TM de SIV. Se indican las dos subunidades de Env, SU y TM. El sitio de
clivaje entre ambas subunidades se representa con una flecha. Se muestran
las dos a-hélices predichas en base a la estructura primaria del CD de TM.
Los numeros debajo de cada paréntesis indican los residuos removidos en
cada delecion. La numeracién corresponde a la proteina Env de
SIVsmmPBj1.9.
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Figura I.8. Efecto de las deleciones AE9 a AE12 sobre la infectividad
viral. Células 293T fueron contransfectadas con el ADN proviral SIVmac
env' y los genes env salvaje (WT) o mutados AE9 a AE12 clonados en el
vector de expresion pcDNA3.1 (+). A las 48 horas postransfeccion, los
sobrenadantes fueron recuperados y se normalizaron por actividad de TR.
Cantidades equivalentes de viriones se usaron para infectar células
indicadoras MAGI-CCR5. A las 48 horas, las células se fijaron y se tifieron
con X-Gal. El niumero de células azules obtenido para cada Env mutada se
refiri6 al obtenido con viriones llevando la Env salvaje (considerado el
100%).
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II.1. CARACTERIZACION DE GLICOPROTEfNAS ENV DE SIV CON DOMINIOS
CITOPLASMATICOS TRUNCADOS

Se ha descripto que al cultivar aislamientos de SIVmac en células T
humanas se seleccionan virus que llevan un codén de terminacion
prematuro en el gen env, lo que resulta en la expresibn de una
glicoproteina Env con un CD de s6lo 18 aminoacidos (Hirsch et al., 1989a;
Kodama et al., 1989; Chakrabarti et a/., 1989). Sin embargo, cuando estos
virus mutantes son inoculados en monos macacos, se produce una
reversion a virus que codifican para una glicoproteina Env con CD completo,
esto es, de 164 aminodcidos (Hirsch et al., 1989a; Kodama et al., 1989).
Varios estudios de mutagénesis han recreado el acortamiento que sufre el
CD de Env cuando se propaga SIVmac en células T humanas. Los resultados
obtenidos demostraron que al truncar el CD de SIV a 18 aminoacidos se
incrementa la capacidad de Env de formar sincicios (Ritter et a/., 1993;
Zingler & Littman, 1993), de mediar la entrada viral (Johnston et a/., 1993;
Zingler & Littman, 1993) y de incorporarse a viriones (Johnston et al.,
1993; Shacklett et a/., 1998). Estas evidencias indican que la longitud del
CD de la proteina TM de SIV influye sobre las funciones virales mediadas
por Env. Por lo tanto, resuitd relevante realizar un estudio detallado de
como pequefias variaciones en la longitud del CD afectan las propiedades
bioldgicas de la glicoproteina Env de SIV.

Para ello, se introdujeron codones de terminacién prematuros en la region
codificante del CD de la proteina TM de forma tal de generar proteinas Env
con dominios progresivamente mas cortos desde su extremo carboxilo. De
esta forma, se generaron 7 mutantes del gen env codificando para
proteinas Env con CDs de 144 a 24 residuos (Figura II.1).
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Figura I1.1. Esquema de las proteinas Env truncadas. Se muestra un
esquema de la glicoproteina Env con las subunidades SU y TM. La flecha
representa el sitio de clivaje entre ambas subunidades y con un recuadro
negro se indica la regién de anclaje a membrana. Los codones de
terminacién introducidos en el gen env producen un acortamiento
progresivo cada 20 residuos desde el extremo carboxilo del CD. La
denominacién de cada mutante indica el nimero de aminoacidos que posee
su CD, siendo 164 aminoacidos la longitud del CD de la Env salvaje (Env
WT). Los numeros a la derecha del esquema indican la longitud total del
precursor Env.
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I1.2. EXPRESION DE LAS GLICOPROTEfNAS ENV TRUNCADAS UTILIZANDO EL
SISTEMA DE VACCINIA

Los genes env mutados CD144 a CD24 fueron utilizados para generar virus
vaccinia recombinantes como se describe en Materiales y Métodos. Con el
fin de analizar los niveles de expresion y procesamiento de las proteinas
Env truncadas, se infectaron células CV-1 con los virus vaccinia
recombinantes. Luego de realizar una marcacion metabdlica, las proteinas
virales fueron inmunoprecipitadas a partir de los lisados celulares y de los
sobrenadantes de infeccion con suero de monos infectados con SIV. Los
inmunocomplejos se resolvieron por electroforesis en gel de poliacrilamida y
las proteinas virales se visualizaron por autorradiografia del gel. Como
control, se incluyeron células CV-1 infectadas con el recombinante de
vaccinia que dirige la expresion de la Env salvaje de SIV.

La Figura I1.2 (Parte A) muestra que todas las proteinas Env truncadas se
expresan en niveles comparables a los de la Env salvaje y se procesan para
dar las subunidades SU y TM. Se visualiza ademds que la movilidad
electroforética de cada banda TM se correlaciona con el acortamiento
introducido en cada CD.

Se ha demostrado que cuando la glicoproteina Env alcanza la superficie
celular, una fracciéon de la subunidad SU se disocia espontaneamente del
complejo que forma con TM y aparece libre en el medio extracelular
(Schneider et al., 1986). Como se observa en la Figura I1.2 (Parte B), en los
sobrenadantes de cultivo se detecta la subunidad SU tanto de la proteina
Env salvaje (WT) como de las mutantes. Por lo tanto, con el fin de
investigar si la longitud del CD de la proteina TM afecta la estabilidad del
complejo SU-TM, las bandas correspondientes al precursor Env y a la
subunidad SU de cada mutante presentes tanto en lisados celulares como
en los sobrenadantes de infeccion fueron cuantificadas por densitometria
para calcular los indices de procesamiento y asociacién (Tabla II.1).
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Figura II.2. Expresion de las proteinas Env truncadas CD144 a
CD24 en el sistema del virus vaccinia. Se infectaron células CV-1 con
los virus vaccinia recombinantes que dirigen la expresion de las Env CD144
a CD24. Como control, se incluyé la expresién de Env salvaje (WT). Luego
de la marcacién metabdlica con [**S]metionina/cisteina por 4 horas, las
proteinas virales fueron inmunoprecipitadas a partir de los lisados celulares
(A) o de los sobrenadantes de cultivo (B), y luego resueltas por
electroforesis en geles 10% poliacrilamida-0,1% SDS. En la parte A (Panel
inferior) se presenta una exposicion mas corta de la porcidon superior del
gel. Se indica la movilidad del precursor Env (Pre), de las subunidades SU y
TM y de los marcadores de peso molecular (en kDa).
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El indice de procesamiento permite comparar el grado de clivaje
proteolitico que sufre cada precursor Env mutante respecto del clivaje que
sufre el precursor Env salvaje. Este indice en el caso de las Env mutantes
CD144 a CD64 resultd ser similar al de la Env salvaje. En el caso de las Env
truncadas CD44 y CD24, el procesamiento resulté ser mayor al exhibido por
la Env salvaje, presentando indices de procesamiento de 1,5 y 1,8,
respectivamente.

El indice de asociacion es una estimacion del grado de estabilidad de la
interaccién entre las subunidades TM y SU de las proteinas Env truncadas
respecto de la estabilidad del complejo SU-TM de la Env salvaje. Como
muestra la Tabla II.1, sélo la Env truncada CD144 presentd una liberacion
espontanea de la SU al medio extracelular superior a la de la Env salvaje:
en efecto, el valor del indice de asociacion de la Env CD144 fue de 0,5. En
cambio, la estabilidad de los complejos SU-TM no se vid significativamente
modificada por la delecion de 40 a 140 aminodcidos del extremo carboxilo
del CD de la proteina TM (Tabla I1I.1, mutantes CD124 a CD24).
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Proteina Env fndice de Procesamiento fndice de Asociacién

Env WT 1,0 1,0
CD144 0,8 0,5
CD124 1,0 0,9
CD104 1,0 0,8
CD84 1,1 0,9
CD64 1,2 1,0
CD44 1,5 0,9
CD24 1,8 0,9

Tabla II.1. Procesamiento y estabilidad de las glicoproteinas Env
truncadas. E! indice de procesamiento se calculdé como: (SU mutante
total/precursor Env mutante) x (precursor Env WT/SU WT total).

El indice de asociaciéon se calculé de la siguiente manera: (SU mutante
intracelular/SU mutante total) x (SU WT total/SU WT intracelular).

Las cantidades del precursor Env y de la subunidad SU de las proteinas
Env salvaje (Env WT) y mutantes presentes tanto en lisados celulares como
en los sobrenadantes de cultivo, fueron cuantificadas por densitometria de
las autorradiografias. SU total: corresponde a la suma de los niveles intra y
extracelulares de esta subunidad.
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I1.3. EFECTO DEL ACORTAMIENTO PROGRESIVO DEL DOMINIO CITOPLASMATICO
DE LA PROTEfNA TM DE SIV SOBRE LA INCORPORACION DE ENV A
PARTiCULAS

Como se menciond antes, la coexpresién del precursor Gag-PR y de Env de
SIV por el sistema del virus vaccinia recombinante resulta en la formacion
de particulas seudovirales que llevan en su superficie la glicoproteina Env.
Por lo tanto, se usO este sistema para analizar el efecto que tiene el
acortamiento progresivo del CD sobre la incorporacion de Env a particulas.
Para ello, se coinfectaron células CV-1 con el virus vaccinia recombinante
que dirige la expresion de Gag-PR de SIV junto con cada virus recombinante
que expresa las Env truncadas CD144 a CD24. Como control, se incluyd la
coexpresion de Gag-PR y Env salvaje de SIV. A las 24 horas postinfeccion,
las particulas virales fueron recuperadas del sobrenadante de cada
coinfeccién por ultracentrifugaciéon y las células fueron recogidas y lisadas
en buffer TNN. Muestras de cada fraccién se sometieron a electroforesis en
geles 10% poliacrilamida-0,1% SDS y posterior electrotransferencia a
membranas de nitrocelulosa. Para detectar las proteinas virales presentes
en los lisados y en las particulas, se realizaron ensayos de Western blot con
anticuerpos monoclonales dirigidos contra las proteinas TM o CA de SIV. En
la Figura I1.3 se muestran los resultados obtenidos. El analisis de los lisados
celulares indicO que en todas las coinfecciones los niveles de expresion de
las proteinas Env truncadas fueron similares a los de la Env salvaje (Figura
I1.3 Parte A, Lisados). Sin embargo, la delecién de los 20 residuos carboxilo
terminales del CD (mutante CD144) inhibié drasticamente la incorporacién
de Env a particulas (Figura I1.3 Parte A, Particulas). Un fenotipo similar se
observé también para las proteinas Env truncadas CD124 a CD84. En
cambio, la remocion de 100 aminoacidos del extremo carboxilo de Env
(mutante CD64) resultd en niveles de incorporacion similares a los de la
proteina Env salvaje (Figura II1.3 Parte A, Particulas). Resulté interesante
observar que las proteinas Env truncadas CD44 y CD24 se incorporaron a
las particulas de Gag en niveles significativamente superiores a los de la
proteina Env salvaje.
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Para comprobar que el defecto de incorporacion presentado por las
proteinas Env truncadas CD144 a CD84 no se debia a una produccion
ineficiente de particulas extracelulares, se analizo la fraccién particulada con
el anticuerpo monoclonal contra la proteina CA de SIV, como se muestra en
la Figura I1.3 (Parte B, Particulas). Los niveles de produccion de particulas
en las coinfecciones Gag-PR/Env truncadas fueron similares a los detectados
en la coinfeccion Gag-PR/Env salvaje.

Estos resultados indican que el acortamiento progresivo del CD de la
subunidad TM de SIV afecta dramaticamente la incorporacion de Env a
particulas.
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Figura II.3. Efecto del acortamiento progresivo del dominio
citoplasmatico de la proteina TM de SIV sobre la incorporacion de
Env a particulas. Se coinfectaron células CV-1 con el virus vaccinia
recombinante que expresa Gag-PR junto con cada uno de los virus que
expresan las Env truncadas (CD144 a CD24) o la Env salvaje (WT). A las 24
horas postinfeccion, las particulas virales fueron purificadas a partir del
medio extracelular por ultracentrifugacién a través de un colchon de
sacarosa 20% (p/v) (Particulas). Las células fueron recuperadas y lisadas
(Lisados). Las proteinas virales se detectaron por Western blot utilizando
un anticuerpo monoclonal dirigido contra la proteina TM (A) o contra la
proteina CA (B) de SIV. Se indican las posiciones del precursor Gag, de las
proteinas TM y CA y de los marcadores de peso molecular (en kDa).
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I1.4. EXPRESION EN SUPERFICIE DE LAS GLICOPROTEfNAS ENV DE SIV CON
DOMINIOS CITOPLASMATICOS TRUNCADOS

Para evaluar si las diferencias en la incorporaciéon a particulas detectadas
para las proteinas Env CD144 a CD24 eran debidas a alteraciones en su
transporte a la superficie celular, se realizé un ensayo de biotinilacion de
proteinas de superficie. Para este ensayo, se infectaron células CV-1 con
cada virus vaccinia expresando las proteinas Env CD144 a CD24. Como
control, se incluyeron células CV-1 expresando la Env salvaje. Luego de la
marcacion metabdlica, las proteinas de superficie fueron biotiniladas como
se describi® en Materiales y Métodos (seccion 1.4). Luego de lisar las
células, las proteinas virales se inmunoprecipitaron con suero de monos
infectados con SIV, se separaron por electroforesis en geles de
poliacrilamida y electrotransfirieron a membranas de nitrocelulosa. Para
visualizar las proteinas biotiniladas se utilizd estreptavidina conjugada a
peroxidasa acoplada a reaccion de quimioluminiscencia. Como se observa
en la Figura II.4 (Superficie), el precursor Env y la subunidad SU de todas
las glicoproteinas Env truncadas fueron detectados en superficie por el
ensayo de biotinilacidn, lo cual indica que el acortamiento del CD de la
subunidad TM no afecta el transporte de Env a la superficie celular. En el
caso de la proteina Env CD144 se detectd, sin embargo, un nivel de SU
biotinilada menor al obtenido para la Env salvaje (Fig. I1.4, Superficie), lo
que concuerda con la menor estabilidad del complejo SU-TM observado para
la Env CD144 (ver Tabla II.1, Indice de asociacidn). Es interesante destacar
que la remociéon de 120 o 140 aminoacidos del extremo carboxilo de Env
(mutaciones CD44 y CD24), que incrementa significativamente Ila
incorporacién de Env a particulas, no produce un aumento en los niveles de
expresién en superficie de las Env CD44 o CD24 respecto de la Env salvaje.
En este sentido, las proteinas CD44 y CD24 conservan la sefal proxima a la
region de anclaje a membrana que regula el grado de endocitosis de Env
(Sauter et al., 1996).
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Figura II.4. Niveles de expresion en la superficie celular de las
proteinas Env truncadas CD144 a CD24. Células CV-1 infectadas con los
virus vaccinia que dirigen la expresion de cada Env truncada (CD144 a
CD24) o de la Env salvaje (WT) fueron marcadas metabdlicamente con
[**S]metionina/cisteina y luego sometidas a biotinilacién como se describe
en Materiales y Métodos. Las proteinas virales fueron inmunoprecipitadas a
partir de los lisados celulares, separadas por electroforesis en geles de
poliacrilamida y transferidas a membranas de nitrocelulosa. Las proteinas
biotiniladas se visualizaron por reaccion con estreptavidina conjugada a
peroxidasa acoplado a reaccién de quimioluminiscencia (Superficie). El
nivel de expresion total de Env en cada mutante se detecté por
autorradiografia de la membrana luego de dejar decaer la reaccion de
quimioluminiscencia por 3 dias (Lisados).
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I1.5. EFECTO SOBRE LA INFECTIVIDAD VIRAL DEL ACORTAMIENTO PROGRESIVO
DEL DOMINIO CITOPLASMATICO DE LA PROTEfNA TM DE SIV

A continuacién, decidimos investigar como pequefias variaciones en la
longitud del CD de la proteina TM afectan la capacidad de Env de mediar {a
entrada del virus a la célula. Para ello, se realizaron ensayos de infectividad
de ciclo unico (ver Capitulo 1.5) en los cuales se cotransfectaron células
293T con el ADN proviral SIVmac env- junto con cada uno de los genes env
mutados codificando para las proteinas Env CD144 a CD24. A las 48 horas
postransfeccion, los sobrenadantes de cultivo de cada una de las
cotransfecciones fueron recogidos y se determiné el titulo viral en base a la
actividad de TR. Fracciones equivalentes de cada sobrenadante,
normalizadas por actividad de TR, fueron utilizadas para infectar células
indicadoras MAGI-CCRS. A las 48 horas, las células fueron fijadas y tefidas
con X-Gal para detectar la actividad de p-Gal in situ.

En la Tabla 11.2 se muestran los resultados obtenidos. Las deleciones que
interfieren con la incorporacion de Env a particulas, mutaciones CD144 a
CD84, también redujeron drdsticamente la infectividad. En efecto, las
infectividades de los viriones resultantes de las cotransfecciones SIV env’
/env CD144 a env CD84 fueron en todos los casos inferiores al 2% de la
infectividad de los viriones obtenidos de la cotransfeccion SIV env/env
salvaje. El fenotipo presentado por el mutante CD64 fue inesperado ya que,
a pesar de incorporarse a particulas en forma similar a la Env salvaje (ver
Figura I1.3), los viriones resultantes de la cotransfeccion SIV env/env CD64
no fueron infectivos.

Un fenotipo completamente distinto a los anteriores se observd para las
proteinas Env CD44 y CD24 que incrementaron la infectividad viral 12 y 17
veces, respectivamente, respecto de la exhibida por los viriones llevando la
glicoproteina Env salvaje. Estos resultados correlacionan con la capacidad
aumentada que presentan las proteinas Env CD44 y CD24 de incorporarse a
particulas (ver Figura II.3).
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Glicoproteina Env Infectividad relativa

provista en trans

Env WT 1
CD144 <0,02
CD124 <0,02
CD104 <0,02
CcD84 <0,02
CD64 <0,02
CD44 12,3+3,3

CD24 16,7 £ 1,7

Tabla II.2. Infectividad en células MAGI-CCR5 de viriones
obtenidos por complementacién con las proteinas Env truncadas. Se
cotransfectaron células 293T con el ADN proviral SIVmac env’ y cada gen
env mutado CD144 a CD24 cionado en un pldsmido de expresion. Los
sobrenadantes de cada cotransfeccion fueron normalizados por actividad de
TR y fracciones equivalentes de cada uno se utilizaron para infectar las
células indicadoras MAGI-CCRS5 en ensayos de infectividad de ciclo Unico. La
infectividad se cuantific6 como el numero total de células azules obtenido
para las coexpresiones SIVmac env/Env truncada (CD144 a CD24) y
referido al nimero total obtenido para viriones complementados con la
proteina Env salvaje (Env WT) considerado 1. Los datos presentados
corresponden a la media y la desviacion estdndar obtenidos en tres
experimentos independientes.
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I1.6. INTRODUCCION DE LAS MUTACIONES CD44 Y CD24 EN EL CONTEXTO DEL
ADN PROVIRAL DE S1IV

Como se describid en las secciones II.3 y II.5 de este capitulo, el
acortamiento del CD de la proteina TM de SIV a 44 o 24 residuos resulta en
un aumento significativo tanto de los niveles de incorporacién de Env a
particulas como de la infectividad en ensayos de complementacion. Se
decidié entonces investigar el efecto de estas mutaciones en el contexto del
genoma viral. Para ello, los codones de terminacion correspondientes a las
mutaciones CD44 y CD24 fueron introducidos por mutagénesis dirigida en
fragmentos de restriccion PshAl/Notl (nucledtidos 8170 a 9996), los cuales
fueron utilizados para reemplazar el fragmento salvaje correspondiente en
el plasmido que lleva el ADN proviral salvaje (pSV-SIVsmmPBj1.9, PBjWT).

Dado que el marco de lectura del CD de la subunidad TM de SIV se
superpone con el segundo exon de los genes rev y tat, los codones de
terminaciéon correspondientes a las mutaciones CD44 y CD24 fueron
disefiados de forma tal de minimizar los cambios aminoacidicos en Tat y
Rev. En efecto, los codones de terminacién introducidos generan una utnica
substitucién conservativa en el marco de lectura del gen tat. En el caso del
marco de lectura de rev, resultd inevitable introducir un Unico cambio no
conservativo. Sin embargo, ninguno de estos cambios aminoacidicos afecto
la funcién de Tat y Rev, pues los niveles de expresion de las proteinas Gag
y Env para los virus CD44 y CD24 fueron similares a los obtenidos para
PBjWT (ver abajo).

Se transfectaron células 293T con el ADN proviral PBjWT o con los ADN
provirales mutados, PBj-CD44 o PBj-CD24. A las 48 horas postransfeccion,
se prepararon lisados celulares y se purificaron los viriones a partir de cada
sobrenadante de transfeccion como se describié en la seccién XVI.1 de
Materiales y Métodos. Se detectaron luego las proteinas virales tanto en
lisados como en la fraccion particulada por Western blot utilizando
anticuerpos monoclonales dirigidos contra las proteinas TM (Figura II.5,
Parte A) o CA (Figura II.5, Parte B). Los resultados obtenidos indicaron que
los ADN provirales PBj-CD44 y PBj-CD24 expresaron niveles de Env y Gag
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similares a los observados para el virus salvaje (Figura II.5 Lisados, Partes
A y B). Sin embargo, las glicoproteinas Env CD44 y CD24 se incorporaron a
viriones en niveles significativamente superiores a los de la Env salvaje.
Estos resultados de incorporacion coinciden con los obtenidos en los
ensayos de coexpresion de Gag-PR de SIV con las Env mutantes CD44 o
Env CD24 (ver seccidn I1.3 de este Capitulo).

I1.7. ENSAYO DE INFECTIVIDAD EN CELULAS MAGI DE LOS VIRUS PB1-CD44 Y
PBi-CD24

Se analizé luego la infectividad de los virus mutantes PBj-CD44 y PBj-
CD24 usando el ensayo MAGI. Para ello, los sobrenadantes de cultivo
resultantes de la transfeccién de células 293T con los ADN provirales PBj-
CD44 y PBj-CD24 fueron normalizados por actividad de TR y utilizados para
infectar células indicadoras MAGI-CCR5. Como control, se realizd en
paralelo el mismo ensayo con el virus salvaje, PBjWT. El nimero de células
azules contabilizado para cada virus mutante se refirid al obtenido para
PBjWT (considerado como 1). Como se muestra en la Figura II.6, las
infectividades de los virus mutantes PBj-CD44 y PBj-CD24 fueron
aproximadamente 13 y 9 veces superiores, respectivamente, a la del virus
PBjWT.

Estos resultados concuerdan con los obtenidos en los ensayos de
complementacion en los que se observo que las glicoproteinas Env CD44 y
CD24 eran capaces de conferir a los viriones una infectividad muy superior
a la mediada por la proteina Env salvaje (comparar Tabla II.1 y Figura I1.6).
Cabe mencionar que la infectividad de los viriones producidos por el
mutante PBj-CD24 fue ligeramente inferior a la obtenida por trans-
complementacion de SIVmac env” con la glicoproteina CD24, lo que refleja
en este caso una diferencia de infectividad entre viriones a los que se les
provee una proteina Env en trans y aquélios que resultan de la expresion de
un genoma viral completo.
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Figura II.5. Analisis de las mutaciones CD44 y CD24 expresadas en
el contexto del virus. Células 293T fueron transfectadas con los ADN
provirales PBjWT, PBj-CD44 o PBj-CD24. A las 48 horas postransfeccion, se
prepararon lisados celulares (Lisados) y se recuperaron los viriones del
sobrenadante de cultivo por ultracentrifugacion a través de un colchéon de
sacarosa 20% (Viriones). Muestras de cada fraccion se resolvieron por
electroforesis en geles de poliacrilamida y se electrotransfirieron a
membranas de nitrocelulosa. Las proteinas virales se detectaron por
Western blot utilizando un anticuerpo monoclonal contra la proteina TM (A)
o contra la proteina CA (B). Se indica la posicion de los marcadores de peso
molecular (en kDa).
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Figura II.6. Infectividad relativa de los viriones producidos por los
mutantes PBj-CD44 y PBj-CD24. Sobrenadantes provenientes de la
transfeccion de células 293T con PBjWT o con los mutantes PBj-CD44 o PBj-
CD24 fueron normalizados por actividad de TR y utilizados para infectar
células indicadoras MAGI-CCRS5. Las células se fijaron 48 horas postinfeccion
y se realizé la tincién in situ con X-Gal. El nimero de células azules para
cada virus mutante se refirié al obtenido para PBjWT (considerado como 1).
Se grafica la media y el desvio estandar correspondiente a tres ensayos
independientes.
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II1.1. REVERSION DEL FENOTIPO DEFECTIVO CAUSADO POR LA MUTACION
AENV832-837 EN EL DOMINIO CITOPLASMATICO DE LA GLICOPROTEfNA
ENV DE SIV

Los resultados presentados en los capitulos previos indican que el tercio
carboxilo terminal del CD de la glicoproteina Env de SIV posee regiones
necesarias para la incorporacién de Env a particulas y para la infectividad
viral. En particular, resultd de interés el fenotipo exhibido por Ila
glicoproteina mutante AE4 en la cual se removieron los residuos 832 a 837
del CD de Env (motivo aminoacidico YLQYGW). La delecion de estos
residuos de la proteina Env de SIV inhibidé la incorporacién de Env a las
particulas resultantes de la coexpresion de Gag-PR con la Env AE4 en el
sistema de vaccinia recombinante (ver Capitulo 1.3, mutante AE4) y redujo
drdsticamente fa infectividad de los viriones obtenidos en el ensayo de
trans-complementacion SIVmac env’/Env AE4 (ver Capitulo 1.6, mutante
AE4).

Resulté entonces relevante investigar el efecto que tiene la delecién
AENnv832-837 sobre la replicacion viral en una linea celular linfoidea. Un clon
molecular derivado de SIVsmmPBj1.9 conteniendo dicha delecién,
PBJAENv832-837, fue utilizado en estudios genéticos de evolucidon forzada
con el objeto de examinar en mas detalle el papel que juega el CD de la
proteina TM de SI1V en la infectividad viral.

III.2. CONSTRUCCION Y CARACTERIZACION DEL CLON MOLECULAR
PBJAENV832-837

La delecion AEnv832-837 se introdujo por la técnica de mutagénesis
dirigida sobre un fragmento de restriccion PshAl/Notl del clon de SIV PBj1.9
segun se describe en Materiales y Métodos. El fragmento PshAl/Notl
conteniendo la delecion fue utilizado para sustituir al fragmento salvaje
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Figura III.1. Delecion AEnv832-837 introducida en el dominio
citoplasmatico de la proteina TM en el contexto del clon molecular
SIVsmmPBj1.9. Se muestra un esquema del gen env de SIV indicando
arriba los marcos abiertos de lectura para las proteina Tat y Rev. El
segundo exoén de los genes tat y rev se superponen con la region del gen
env de SIV que codifica para el CD de la glicoproteina Env. En la parte
inferior, se presenta la secuencia del CD de la proteina Env de
SIVsmmPBj1.9 (PBjWT) comprendida entre los residuos 821 a 867. Con el
simbolo (¢) se indican los aminoacidos removidos de la proteina Env en el
virus mutante PBjAEnv832-837.

109




Resultados Capitulo III

correspondiente en el plasmido pSV-SIVsmmPBj1.9 (Figura III.1). Esta
delecidon en el gen env no afecta a los marcos de lectura de los genes tat o
rev.

Para caracterizar el virus PBjAEnv832-837, se transfectaron células 293T
con el ADN proviral mutado o con el provirus salvaje (PBjWT) como control.
A las 48 horas postransfeccion, se prepararon lisados celulares y se
purificaron los viriones por ultracentrifugacion del medio extracelular. Estos
ensayos mostraron que el clon PBjAEnv832-837 expresa las proteinas Env y
CA en niveles similares a los del virus salvaje (Figura III.2, Lisados). Sin
embargo, los niveles a los cuales la glicoproteina Env mutante A832-837 se
incorpora a viriones son significativamente menores a los presentados por
los viriones salvajes (Figura II1.2, Viriones). Esto evidencia un defecto en la
incorporacién de la proteina Env A832-837 similar al descripto utilizando el
sistema del virus vaccinia (ver Capitulo 1.3).

Por otra parte, los sobrenadantes de la transfeccion de las células 293T
con los ADN provirales PBjAENnv832-837 o PBjWT se normalizaron por
actividad de TR y se utilizaron para infectar células indicadoras MAGI-CCRS.
Como se esperaba, la infectividad de los viriones PBJAEnv832-837 fue de
tan sélo un 1,33% respecto de la infectividad de viriones salvajes (Figura
I11.3). Este resultado concuerda con los datos de infectividad obtenidos en
la trans-complementaciéon SIVmac env’/Env AE4 (ver Figura 1.5).
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Figura III.2. Efecto sobre la incorporacion de Env a viriones de la
delecion de los residuos 832-837 del dominio citoplasmatico de TM.
Se transfectaron células 293T con los ADN provirales PBJAENnv832-837 o
PBjWT. A las 48 horas postransfeccion, las células fueron lisadas y los
viriones purificados por ultracentrifugacion. Las muestras fueron resueltas
por electroforesis en geles de poliacrilamida y electrotransferidas a
Las proteinas virales se detectaron por
Western blot utilizando anticuerpos monoclonales contra la proteina TM (A)
o contra la proteina CA (B) de SIV. Se indican las movilidades de las
proteinas TM, CA y las de los marcadores de peso molecular (en kDa).
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Figura III.3. Infectividad del virus mutante PBjAEnv832-837 en
células indicadoras MAGI-CCRS5. Los sobrenadantes de transfecciéon de
células 293T conteniendo los virus PBjAEnv832-837 o PBjWT fueron
normalizados por actividad TR y utilizados para infectar células indicadoras
MAGI-CCR5. A las 48 horas postinfeccion, las células se fijaron y se tifieron
in situ con X-Gal. El nimero de células azules obtenido para PBjAEnv832-
837 se refirio al obtenido para PBjWT (considerado 100%). Los datos
presentados corresponden a la media y el desvio estdndar de tres
experimentos independientes.
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II1.3. REPLICACION DEL VIRUS MUTANTE PBJAENV832-837 EN LA LINEA
CELULAR LINFOIDEA CEMXx174

Los resultados obtenidos hasta el momento demostraban que la mutacion
AENnv832-837 reduce drasticamente tanto la incorporacion de Env a viriones
como la infectividad viral. Se decidié entonces estudiar el potencial
replicativo del mutante PBjAEnv832-837 en células susceptibles CEMx174.
En particular, se investigd la potencial emergencia de poblaciones virales
revertantes conteniendo mutaciones secundarias que pudieran compensar
la deficiencia del virus mutante. Para ello, se propagd el virus mutante
PBjAENv832-837 durante periodos prolongados de tiempo en células
CEMx174.

Sobrenadantes de transfeccion de células 293T con los ADN provirales
PBjWT o PBjAENnv832-837 fueron utilizados para infectar células CEMx174
como se describe en Materiales y Métodos (seccion XVIII.1). Durante un
periodo de 57 dias se tomaron muestras de los sobrenadantes de infeccion
cada 3 dias y al final del experimento, se analiz6 la produccion de virus, por
medicion de la actividad de TR, en cada una de las muestras tomadas. En la
Figura 111.4 se presenta la cinética de replicacion del virus salvaje (PBjWT) y
del virus mutante PBjAEnv832-837. ElI virus salvaje se replico
eficientemente en las células CEMx174 alcanzando un pico de actividad de
TR (21ng/ml) a los 6 dias postinfeccién. En cambio, durante los primeros 9
dias postinfeccion no se detecté replicacidén del virus mutante PBjAENv832-
837. Sin embargo, la propagacion del virus PBjAEnv832-837 durante un
periodo de tiempo prolongado resulté en la deteccién de niveles modestos
de actividad de TR a los 15 dias postinfeccion (pico A), a los 27-33 dias
postinfeccion (pico B), y a los 39-45 dias postinfeccion (pico C). Se obtuvo
un perfil similar de replicacion tanto para el virus mutante PBJAEnv832-837
como para el PBjWT al utilizar el ensayo MAGI de infectividad como
parametro de produccién de viriones (datos no presentados).

La aparicion de picos pequeiios de actividad de TR a tiempos postinfeccion
tardios para el PBjAEnv832-837 sugirid la emergencia de poblaciones de

virus revertantes. Para investigar esta hipétesis, los sobrenadantes de
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cultivo correspondientes a los picos A, B y C, fueron utilizados para
reinfectar células CEMx174. En paralelo, se reinfectaron células con el
sobrenadante del pico de TR del PBjWT. Cada tres dias, se tomaron
muestras tanto de los sobrenadantes de cultivo como de las células
infectadas y al final del experimento, se determind la actividad de TR en
cada punto como medida de produccion viral. Como se muestra en la Figura
I11.5, las poblaciones A y C se replicaron con una cinética similar a la del
virus salvaje, pero ligeramente retrasada (3 dias). La poblacién viral B
mostrd un perfil de replicacidon similar al de las poblaciones A y C (datos no
presentados). Estos resultados indican que el pasaje del virus mutante
PBJAENv832-837 en células linfoideas durante un periodo de tiempo

prolongado resulta en la emergencia de poblaciones de virus revertantes.
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Figura II1.4. Cinética de replicacion de los virus PBjAEnv832-837 y
PBjWT en células CEMx174. Los sobrenadantes de células 293T
transfectadas con los ADN provirales PBJjAEnv832-837 y PBjWT fueron
normalizados por actividad de TR vy utilizados para infectar células
CEMx174. Cada tres dias se tomaron muestras de los sobrenadantes de
infecciéon y se filtraron a través de membranas de 0,45um de poro. La
producciéon de virus se evalud por determinacién de actividad de TR en los
sobrenadantes de cultivo de cada punto. Como control negativo del ensayo
de actividad de TR, se analiz6 la actividad de TR de un cultivo de CEMx174
no infectado que se propagd por igual periodo de tiempo (Células no
infectadas). El resultado se expres6 como masa de TR (ng)/volumen de
sobrenadante de infeccion (ml). En detalle, se muestra la curva de
replicacion de PBjAEnv832-837 expresada en menor escala para evidenciar
los aumentos de actividad de TR. Las flechas indican las tres poblaciones
virales (A, B y C) que poseen caracteristicas de virus revertantes.
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Figura III.5. Cinética de replicacion de las poblaciones virales
PBJAENnv832-837 A y C. Los sobrenadantes de infeccidon correspondientes
a los picos de méaxima actividad de TR de las poblaciones virales
PBjAEnv832-837 A y C fueron normalizados por actividad de TR y utilizados
para infectar un cultivo fresco de células CEMx174. Cada tres dias, se
tomaron muestras de los sobrenadantes de cultivo y se guardaron a -80°C
hasta el final del experimento. Los sobrenadantes recuperados fueron
analizados para determinar actividad de TR. La actividad de TR se expresé
como ng de TR /ml de sobrenadante. Como control negativo, se determin6
la actividad de TR en un cultivo de células CEMx174 no infectadas que se
propagaron por igual periodo de tiempo.
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II1.4. CARACTERIZACION GENETICA DE LAS POBLACIONES VIRALES
REVERTANTES

Para identificar los cambios genéticos en las poblaciones revertantes que
permitieron compensar el defecto replicativo causado por 1a delecion
original AEnv832-837, se decidié analizar las secuencias del CD de la
proteina Env de estos virus. Se analiz6 ademas en los virus revertantes la
region codificante para la proteina MA de SIV, pues se ha descripto
recientemente en HIV-1 que el defecto replicativo causado por una
mutacion en el CD de la proteina TM era compensado por un tnico cambio
aminoacidico en la proteina MA (Murakami & Freed, 2000a). Se purifico
entonces el ADN gendémico de las células CEMx174 infectadas
correspondientes al dia de mayor producciéon de actividad de TR para cada
una de las poblaciones virales revertantes (Figura II1.5). El ADN purificado
se utilizd como templado para amplificar las regiones codificantes para el
CD de la proteina Env y para la proteina MA. Los fragmentos de
amplificacion resultantes fueron clonados en el vector pUC19 y se
secuenciaron por lo menos 6 clones independientes para cada una de las
poblaciones virales revertantes (Tabla III.1). Todos los clones analizados
conservaron la delecién original A832-837 en el gen env (Figura I11.6). En el
caso de los clones derivados de la poblacion A, todos presentaron una
mutacion secundaria que introduce un coddn de terminacién en la posicion
correspondiente al residuo de tirosina 778 de Env (mutacién Y778Stop,
Tabla I11.1 y Figura II1.6). Por otro lado, en la poblacién C la mayoria de los
clones presentaron un codén de terminacién en la posiciéon correspondiente
al residuo triptofano 774 de Env (W774Stop). La mutacion Y778Stop resulta
en un acortamiento del CD a una longitud de 52 aminoacidos respecto de
los 164 residuos que posee el CD salvaje, mientras que la mutacién
W774Stop resulta en un acortamiento aun mayor del CD dejandolo sélo con
48 residuos. Los clones derivados de la poblacién B contenian la mutacion
secundaria Y778Stop o la W774Stop. Llamativamente, un clon derivado de

este punto presenté ambas mutaciones en la misma molécula.
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Por otro lado, el analisis de las secuencias codificantes para la proteina MA
de los clones correspondientes a cada poblacion revertante mostré que
todos los virus contenian una secuencia idéntica a la codificada por el virus
salvaje.

Estos resultados indican que la propagacién prolongada del virus mutante
PBjAENv832-837 en células CEMx174 resulta en la aparicion independiente
de dos poblaciones revertantes que difieren en la longitud de la proteina
Env que codifican.
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Mutacén® Cambio aminoacidico en NGmero de

virus revertantes la glicoproteina Env® dones®

A TAT->TAA (8699) Y778->Stop 6 (6)
B TAT->TAA (8699) Y778-»Stop

TGG-TAG (8686) W774-Stop

TATTAA (8699)/ Y778->Stop/

TGG—TAG (8686) W774->Stop 1 (9)
C TAT->TAA (8699) Y778->Stop 1

TGG—TAG (8686) W774->Stop 5 (6)

Tabla III.1. Andlisis de las mutaciones secundarias encontradas en
la secuencia que codifica para el dominio citoplasméatico de la
glicoproteina Env en las poblaciones revertantes A, B y C. El ADN
gendmico aislado a partir de células CEMx174 infectadas correspondientes
al punto de maxima actividad de TR de las poblaciones A, B y C (Figura
I11.5), se utiliz6 para amplificar la region que codifica para el CD de la
glicoproteina Env.

® Se indica, para cada poblacién, la mutacion puntual encontrada y la
posicidn en el genoma viral del nucleétido que presenta el cambio.

b Se indica el cambio aminoacidico que produce la mutaciéon puntual
expresado en cédigo de una letra.

¢ Se indica el numero de clones que presentaron la mutacién y entre
paréntesis el numero total de clones analizados para cada poblacion
revertante.

119



Resultados Capitulo III

772 840
i |
PBJWT  WPWQIEYIHFLIRQLIRLLTWLFSSCRDWLLRNCOTLOPVLOSLSRTLQRAREVIRVQIAYLQYGWRYL
PBj
AEgnesy WPWQIEYTHFLIRQLIRLLTWLFSSCRDWLLRNCOTLQPVLQSLSRTLORAREVIRVQIAS ¢ ¢ e oRYT

PBJAENVa 637/ A
6 dones * e00000———
PBJAENVea2-437/B
5 dones * e00000———
3dones --* _— —— s00000———
1don _— ok - e00000———
PBJAENVs32437/C
S5dones --* ————00000O~——
1 don - * seoo00———

Figura II1.6. Secuencia aminoacidica del dominio citoplasmaético de
Env en las poblaciones de virus revertantes A, B y C. Se presenta la
secuencia aminoacidica, en codigo de una letra, correspondiente a los
residuos 772 a 840 de la glicoproteina Env del virus salvaje (PBjWT) y se
indica la delecdon A832-837 (¢) en el virus mutante PBJAENVB832-837. Abajo, se
presentan las secuencias de la region CD obtenidas para cada poblacion de
virus revertantes. Con el simbolo (-) se indica identidad de secuencia
aminoacidica y con asterisco (*) la posicién del codon de terminacion presente en
los dones.
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ITI.5. CARACTERIZACION FENOTI{PICA DE CLONES MOLECULARES DE SIV
LLEVANDO LAS MUTACIONES Y778STOP O W774STOP JUNTO CON LA
DELECION A832-837

El analisis de la secuencia del CD de las proteinas Env de las poblaciones
revertantes obtenidas por propagacién del PBjAEnv832-837 en células
CEMx174 mostro la aparicion de dos cambios secundarios compensatorios:
la mutacion Y778Stop o la W774Stop. Sin embargo, no podia descartarse la
posibilidad de que hubieran aparecido otros cambios secundarios en otras
regiones del genoma viral que contribuyeran al fenotipo revertante exhibido
por las poblaciones A, B y C. Por esto, y con el fin de evaluar si las
mutaciones secundarias Y778Stop y W774Stop son las responsables del
fenotipo revertante, se decidid introducir dichas mutaciones en el contexto
del ADN proviral PBJjAENnv832-837 y analizar el fenotipo de los virus
resultantes. Para ello, se construyeron ADN provirales llevando las
mutaciones dobles A832-837/Y778Stop y A832-837/W774Stop en el gen
env. Las construcciones resultantes se utilizaron para transfectar células
293T y los stocks virales obtenidos fueron normalizados por actividad de TR
y utilizados para infectar células indicadoras MAGI-CCR5. La infectividad de
los mutantes PBJAENv832-837/Y778Stop y PBJAENV832-837/W774Stop fue
2 y 1,7 veces superior, respectivamente, a la infectividad presentada por el
virus salvaje (Figura II1.7).

Se compardé también la cinética de replicacién en células CEMx174 de
estos dobles mutantes con respecto a la del virus salvaje. Como se muestra
en la Figura III.8, los virus mutantes PBjJAENnv832-837/Y778Stop vy
PBjAENV832-837/W774Stop alcanzaron niveles de actividad de TR en el pico
de propagacion superiores al obtenido por el virus salvaje (PBjWT), si bien
el pico de TR fue alcanzado por los virus mutantes con un leve retraso de
dos dias respecto de PBjWT.

Se evalud entonces si la recuperacién de la capacidad replicativa exhibida
por los virus mutantes PBJAEnv832-837/W774Stop y PBjJAENnv832-
837/Y778Stop respecto del fenotipo defectivo del virus original PBJAEnv832-

837 era acompaitada también por una reversion del bloqueo en la
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incorporacion de la proteina Env a viriones. Para ello, se transfectaron
células 293T con los ADN provirales PBjWT, PBjAENnv832-837/W774Stop o
PBJAENv832-837/Y778Stop y se analizaron las proteinas virales presentes
tanto en lisados celulares como en viriones por Western blot. Estos ensayos
mostraron que las glicoproteinas Env mutantes AEnv832-837/Y778Stop y
AEnv832-837/W774Stop se incorporaron eficientemente a viriones (Figura
I11.9). La cuantificacion de las proteinas virales presentes en viriones indicé
que en los mutantes PBjJjAEnv832-837/Y778Stop y PBjJAENnv832-
837/W774Stop los niveles de TM incorporados eran 5 veces superiores
respecto del nivel de TM en los viriones salvajes (Figura III.9, Parte A,
Viriones). Esto contrasta con el fenotipo defectivo de incorporaciéon de Env a
viriones causado por la mutacién original AEnv832-837 (comparar con la
Figura III1.2).

En conclusidn, estos estudios demuestran que las mutaciones Y778Stop y
W774Stop en el gen env de SIV son suficientes para revertir el bloqueo en
la incorporacion de Env a viriones y en la replicacion viral causado por la
delecion AEnv832-837.



Resultados Capitulo III

250

N
(=]
o

[
wn
o

8

Infectividad en células MAGI

n
o

PBjWT PBjAEnV332-337 PBjAEnV332-337
/Y778Stop /W774Stop

Figura III. 7. Infectividad en células MAGI-CCR5 de los viriones
PBJjAEnv832-837/Y778Stop vy PBjAEnv832-837/W774Stop. Los
sobrenadantes de transfeccion de células 293T conteniendo los virus
PBJAENv832-837/Y778Stop, PBjAENnv832-837/W774Stop o salvaje (PBjWT)
fueron normalizados por actividad TR y utilizados para infectar células
indicadoras MAGI-CCR5. A las 48 horas postinfeccion, las células MAGI-
CCRS5 se fijaron y se tifleron in situ con X-Gal. El nGmero de células azules
obtenido para los virus mutantes se refirié al obtenido para el virus salvaje
(considerado 100%). Los datos presentados corresponden a la media y el
desvio estandar de cuatro experimentos independientes.
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Figura III.8. Cinética de replicacion de los clones moleculares
PBJAENnv832-837/Y778Stop y PBjAEnv832-837/W774Stop. Los
sobrenadantes de transfeccion de células 293T conteniendo los virus
PBJAEnv832-837/Y778Stop, PBjJAEnv832-837/W774Stop o PBjWT fueron
normalizados por actividad de TR vy utilizados para infectar células
CEMx174. Cada dos dias, se tomaron muestras de los sobrenadantes de
infeccién y al final del experimento se determind la actividad de TR en
alicuotas de los sobrenadantes de las células infectadas. Como control, se
determind la actividad de TR en las células CEMx174 no infectadas
propagadas por igual periodo de tiempo. Los resultados se expresaron en
ng de TR / ml de sobrenadante de infeccion.
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Figura III.9. Efecto sobre la incorporacion de la proteina Env a
viriones de las mutaciones Y778Stop y W774Stop expresadas en el
contexto del virus PBJAEnv832-837. Se transfectaron células 293T con
los clones moleculares SIVsmmPBj1.9 (PBjWT) o PBjJAEnv832-837/Y778Stop
o PBjAENnv832-837/W774Stop. A las 48 horas postransfeccion, se
prepararon los lisados celulares y se purificaron los viriones por
ultracentrifugacion a través de un colchén de sacarosa. Las proteinas virales
de los lisados celulares y de viriones fueron resultas por electroforesis en
geles de poliacrilamida y electrotransferidas a membranas de nitrocelulosa.
Para la deteccion de las proteinas virales, se realizaron ensayos de Western
blot utilizando anticuerpos monoclonales contra las proteinas TM (A) o CA
(B) de SIV. Se indican las movilidades de las proteinas TM, CA y de los
marcadores de peso molecular (en KDa).
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IX1.6. CAPACIDAD FUSOGENICA DE LAS GLICOPROTEINAS ENV A832-
837/Y778STOP O A832-837/W774STOP

La entrada de HIV y SIV a las células blanco estd mediada por
interacciones entre la glicoproteina viral Env y los dos componentes del
receptor celular. Este evento dispara la fusién entre la membrana viral y la
membrana plasmatica de la célula blanco durante la infeccidn. Sin embargo,
ésta no es la unica via a través de la cual el virus se disemina. Existe un
mecanismo de diseminacidn viral célula-célula que permite evitar el medio
extracelular y que es producto de la fusién de las membranas de células
infectadas que expresan en su superficie la glicoproteina Env con la de
células que presentan en su superficie el complejo receptor-correceptor.
Esta propiedad de la glicoproteina viral Env de mediar la fusidon de
membranas celulares es utilizada para evaluar la capacidad fusogénica de
esta proteina. Se decidié entonces estudiar la capacidad fusogénica de las
glicoproteinas Env A832-837/Y778Stop y A832-837/W774Stop.

El ensayo de fusidn utilizado consiste en transfectar células 293T con una
construccidén que dirige la sintesis de las proteinas Env, Tat y Rev. A las 48
horas postransfeccion, las células transfectadas se cocultivan con células
indicadoras MAGI-CCR5. Si la glicoproteina Env en estudio es capaz de
reconocer el complejo receptor-correceptor (CD4-CCR5) en la superficie de
las células indicadoras y de mediar la fusibn de membranas celulares, la
proteina Tat, expresada originalmente en las células transfectadas, difundira
a las células MAGI-CCR5 y activara el promotor LTR que controla la
expresion de la enzima B-Gal. Luego de la tincidon in situ con X-Gal, se
determina el numero promedio de sincicios azules, asi como el nimero
promedio de nucleos por sincicio.

Plasmidos dirigiendo la expresidn de las proteinas Tat, Rev y cada una de
las proteinas Env siguientes: salvaje (WT), A832-837, A832-837/Y778Stop
0 AB32-837/W774Stop (ver Materiales y Métodos, seccion XX), fueron
utilizados para transfectar células 293T. A las 48 horas postransfeccion, las
células transfectadas fueron recuperadas y agregadas en una relacion 1:10
a células MAGI-CCR5. Luego de la fijacion de las células y tinciéon con X-Gal,
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los sincicios azules fueron cuantificados. Los datos obtenidos mostraron que
las glicoproteinas Env mutantes A832-837/Y778Stop y A832-837/W774Stop
son mas eficientes en mediar la fusidon célula-célula que la proteina Env
salvaje o la mutante A832-837 (Tabla II1.2 y Figura III.10). Este aumento
en la capacidad fusogénica de las Env mutantes A832-837/Y778Stop y
AB32-837/W774Stop se refleja en un incremento del ndimero de
sincicios/campo asi como en un mayor numero promedio de nucleos por
sincicio.

Estos resultados indican que el acortamiento del CD de la proteina TM a 52
0 48 residuos, que resulta de la aparicion de las mutaciones Y778Stop o
W774Stop, incrementa la capacidad fusogénica de la glicoproteina viral Env
de SIV.
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Proteina Env Capacidad fusogénica Numero de nucleos
relativa® por sincicio®
WT 100 11,6 £+ 3,3
A832-837 102 + 19 11,2 +3,7
A832-837/Y778Stop 201 £ 19 38,7 £ 16,7
A832-837/W774Stop 159 + 24 30,7 £ 10,7

Tabla III.2. Andlisis de la capacidad fusogénica de las
glicoproteinas Env de SIV con las mutaciones A832-837, A832-
837/Y778Stop y A832-837/W774Stop. Se transfectaron células 293T
con las construcciones dirigiendo la sintesis de las proteinas Tat y Rev y una
de las glicoproteinas Env siguientes: salvaje (WT), A832-837, A832-
837/Y778Stop o A832-837/W774Stop. A las 48 horas postransfeccion, las
células fueron disgregadas y agregadas en relacion 1:10 a monocapas de
células indicadoras MAGI-CCR5. Luego de 18-24 horas, las células se fijaron
y se tifieron con X-Gal.

® para el calculo de la capacidad fusogénica relativa de cada proteina Env
mutada, se realizd el recuento del nimero de sincicios (considerados como
aquellas estructuras celulares con al menos 5 nucleos) por campo visual en
por lo menos 20 campos y el nimero promedio de sincicios se refirid al
numero obtenido para la Env salvaje (considerado como 100%).

b Se seleccionaron al azar por lo menos 20 sincicios y se determinég el
numero promedio de nucleos por sincicio.

Los resultados presentados se obtuvieron a partir de 3 experimentos de
transfeccion independientes y cada ensayo fue realizado por triplicado.
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Figura II1.10. Efecto de las mutaciones A832-837/Y778Stop y
A832-837/W774Stop sobre la capacidad fusogénica de Env. Masas
sinciciales obtenidas por cocultivo de monocapas de células indicadoras
MAGI-CCR5 con las células 293T expresando las glicoproteinas Env: salvaje
(A), A832-837 (B), A832-837/Y778Stop (C) o A832-837/W774Stop (D). Las
fotografias fueron tomadas con luz blanca y con un aumento de 200x, salvo
las mostradas en la parte A y la de la izquierda en B que fueron tomadas
con un aumento de 400x.
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Las glicoproteinas de envoltura de SIV y HIV cumplen funciones que son
criticas para la replicacion viral y la patogénesis, siendo ademas estas
proteinas el blanco de la respuesta inmune del hospedador. Por esto, el
analisis del proceso de incorporacion de la glicoproteina Env a los viriones
es relevante no sdlo para alcanzar una mayor comprensién de las
estrategias replicativas de los virus SIV y HIV, sino también para el
desarrollo racional de estrategias antivirales. SIV y HIV poseen
glicoproteinas Env con dominios citoplasmaticos particularmente largos, de
164 y 150 residuos, respectivamente, que los diferencia del resto de los
retrovirus cuyas glicoproteinas Env poseen CDs de 20 a 40 residuos. Las
particulas de SIV y HIV deben entonces acomodar glicoproteinas Env con
dominios citoplasmaticos inusualmente largos en la estructura de la
particula que forma el precursor Gag durante la morfogénesis viral. La
proximidad espacial entre el CD de la glicoproteina Env y la proteina MA,
que se encuentra inmediatamente por debajo de la envoltura viral, ha
llevado a proponer la existencia de una interaccion entre estos dos
dominios. Estudios realizados en SIV y HIV sugieren que la incorporaciéon de
Env a viriones resulta de la interaccién entre el dominio MA de Gag y el CD
de la glicoproteina Env: la coexpresion de las proteinas MA y Env de SIV
utilizando el sistema del virus vaccinia resulta en el ensamblado de
particulas seudovirales capaces de incorporar la glicoproteina Env (Gonzalez
et al., 1993); mutaciones tanto en el dominio MA de SIV como en el de HIV-
1 interfieren con la incorporaciéon de Env a particulas (Dorfman et al.,
1994b; Freed & Martin, 1995, 1996; Gonzalez et al., 1996; Lee et al., 1997;
Ono et al., 1997; Yu et al.,, 1992); un unico cambio aminoacidico en la
proteina MA de HIV-1 fue suficiente para revertir el defecto en la
incorporacién y en la infectividad viral impuesto por una pequefia delecién
en el CD de TM (Murakami & Freed, 2000a); un anticuerpo monoclonal
especifico para la proteina Gag de SIV fue capaz de coinmunoprecipitar las
proteinas Gag y Env a partir de células permeabilizadas con saponina
(Vincent et al., 1999); se ha demostrado una asociacion especifica entre la
proteina MA y el CD de Env de HIV-1 utilizando ensayos de interaccion in
vitro (Cosson, 1996). En esta misma linea de evidencias, nuestro
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laboratorio ha demostrado recientemente que ciertas mutaciones en el
extremo amino de la proteina MA de SIV incrementan significativamente los
niveles de incorporacion de Env a viriones, confiriendo a los mismos una
mayor capacidad infectiva y replicativa (Manrique et al., 2003).

En este trabajo de Tesis se investigd el rol que cumple el dominio
citoplasmatico de la subunidad TM de SIV tanto en el proceso de
incorporacion de Env a viriones como en la infectividad viral. Para ello, se
siguieron dos estrategias diferentes de mutagénesis dirigida del gen env de
SIV: por un lado, se introdujeron en el CD de la proteina TM pequeiias
deleciones internas de 4 a 7 aminodcidos respetando el marco de lectura, y
por otro lado, se realizaron acortamientos progresivos de 20 residuos desde
el extremo carboxilo del CD.

Las deleciones introducidas en el tercio amino terminal (mutaciones AE9 a
AE12) y en la regién central (mutaciones AE1 a AE3) del CD de la proteina
Env no afectaron la incorporacién de Env a viriones ni la infectividad viral.
En cambio, las deleciones en el tercio carboxilo terminal del CD de la
proteina TM (mutaciones AE4 a AE8) redujeron significativamente tanto la
incorporacion de Env a particulas como la infectividad viral, sin afectar la
sintesis, el procesamiento ni la expresion en la superficie celular de Env.

En base a los resultados obtenidos, y teniendo en cuenta las evidencias en
favor de una interaccién entre la proteina MA y el CD de Env mencionadas
antes, se puede especular que las deleciones AE4 a AE8 podrian remover
residuos especificos involucrados en la interaccién MA/Env, impidiendo asi la
incorporaciéon de Env a las particulas virales. Por otro lado, y al no contarse
con informacién estructural sobre la conformacién que adquiere el CD, cabe
también la posibilidad de que alguna de estas deleciones modifique la
accesibilidad de los aminoacidos del CD que participan en la interaccién con
la proteina MA. Teniendo en cuenta que podrian existir factores celulares
que faciliten la interaccion Gag/Env, no puede descartarse que alguna de las
deleciones AE4 a AE8 pueda interferir con el reclutamiento por parte del CD
de Env de factores celulares que modulen la incorporacion de Env a
viriones. En este sentido, se describié que la incorporacién a viriones de una
glicoproteina Env de HIV-1 con una mutacién en el CD era dependiente de
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la linea celular en la cual se ensayaba la replicaciéon del virus (Murakami &
Freed, 2000b), sugiriendo que algun factor presente en ciertas lineas
celulares podria intervenir en la asociacién de Env a viriones.

El concepto de que dominios en el tercio carboxilo terminal del CD de Env
de SIV son necesarios para la incorporacion de Env a viriones, elaborado a
partir de la caracterizacién en esta Tesis de los mutantes de delecion
interna de Env, se halla también sustentado por los resultados obtenidos
con las proteinas Env truncadas. El acortamiento progresivo desde el
extremo carboxilo de la proteina TM de SIV permitid analizar como
pequenas variaciones en la longitud del CD afectan tanto la incorporacion de
Env a particulas como la infectividad viral. El estudio del fenotipo exhibido
por estos 7 mutantes de la proteina Env permitié determinar que la sola
eliminacién de los ultimos 20 residuos del extremo carboxilo del CD
(mutante CD144) es suficiente para bloquear la incorporacion de Env a
particulas. La eliminacién progresiva de 40, 60 u 80 residuos desde el
extremo carboxilo (mutantes CD124 a CD84) produjo un fenotipo defectivo
similar al descripto para la glicoproteina CD144, siendo indetectables los
niveles de incorporacion de Env a particulas y de infectividad. Estas
glicoproteinas Env mutantes se expresan eficientemente en la superficie
celular, lo cual permite descartar que su incapacidad de asociarse a
particulas sea producto de un defecto en su transporte a la membrana
plasmatica.

Merece ser destacado el fenotipo observado para la proteina Env mutante
CD64 cuyo CD carece de los 100 residuos carboxilo terminales. Esta
glicoproteina mutante se incorpora a particulas en niveles similares a los de
la Env salvaje. Sin embargo, los viriones portadores de la Env CD64 no
fueron infectivos en el ensayo de ciclo Unico en células MAGI-CCR5. Este
resultado sugiere que, aunque la glicoproteina CD64 se incorpora
eficientemente a las particulas virales, lo hace de una manera
biol6gicamente inactiva, pues es incapaz de mediar la entrada de los
viriones a las células blanco. En este sentido, se ha descripto que ciertas
mutaciones en el CD de la glicoproteina Env de HIV-1 inhiben la infectividad
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viral sin afectar la incorporacion de Env a viriones (Murakami & Freed,
2000a; Piller et al., 2000).

Resulta interesante comparar los fenotipos de las proteinas Env mutantes
CD64 y CD44, cuyos CDs difieren en longitud en tan sélo 20 aminodcidos.
La remocion de los 120 residuos carboxilo terminales del CD (mutacién
CD44) produjo un gran incremento tanto de los niveles de asociacion de
Env a particulas como de la infectividad viral (superior a 10 veces) en
comparacion con los observados en los mismos ensayos con la glicoproteina
Env salvaje. Un fenotipo similar al del mutante CD44 se observé al acortar
el CD a un tamafio de 24 aminoacidos (mutante CD24).

La caracterizacién fenotipica de las glicoproteinas Env con deleciones
internas en su CD o con CDs truncados presentada en este trabajo de Tesis
demuestra la importancia del tercio carboxilo terminal del CD de la proteina
Env de SIV en la incorporacién de esta proteina a viriones. Sin embargo,
proteinas Env con CDs cortos de 44 o 24 residuos exhiben una capacidad de
asociacion a particulas significativamente superior a la de la Env salvaje.
Para conciliar estas observaciones, puede proponerse que el mecanismo a
través del cual se incorporan a viriones glicoproteinas Env con CDs cortos es
diferente del utilizado por la proteina Env salvaje, con un CD largo de 164
aminodacidos. Las proteinas Env con CDs cortos probablemente eluden tanto
las interacciones Gag/Env que normalmente median la asociacion de Env
salvaje a viriones, asi como las restricciones estéricas impuestas por la
oligomerizacion de Gag en la estructura de la particula viral. En favor de
este argumento, hemos demostrado previamente que mutaciones en el
dominio MA de Gag de SIV que bloquean la incorporacion de la glicoproteina
Env salvaje a viriones, no interfieren con la incorporacidon de proteinas Env
con CDs de 18 aminodcidos (Gonzalez et al., 1996) o de 44 residuos de
longitud (Manrique et al., 2003). Ademads, se ha demostrado que las
particulas de HIV-1 son capaces de incorporar glicoproteinas Env de otros
retrovirus no relacionados unicamente si presentan CDs cortos (Mammano
et al., 1995). Sin embargo, aunque las glicoproteinas Env con CDs cortos
pueden asociarse a las particulas virales, este proceso ocurre de manera
aparentemente desregulada, pues los niveles de incorporacion de Env a
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viriones y la infectividad son muy superiores a los conferidos por la
glicoproteina Env salvaje.

Durante la caracterizacion de las proteinas Env mutantes construidas en
este trabajo de Tesis, resultd de gran interés el fenotipo exhibido por la
mutante AE4, en la cual se eliminaron los residuos 832 a 837 de la
glicoproteina Env de SIV. Esta delecion en el CD bloqued la incorporacion de
Env a viriones, reduciendo drasticamente la infectividad viral. Por este
motivo, se decidid estudiar el efecto que produce esta delecion sobre la
capacidad replicativa del virus en la linea linfoidea CEMx174, la cual es
altamente susceptible a la infeccidon con SIV. El virus PBjAENnv832-837 fue
incapaz de replicarse en células CEMx174. Sin embargo, al cultivar las
células infectadas inicialmente con este virus por un periodo prolongado de
tiempo emergieron 3 poblaciones virales revertantes. Estas poblaciones,
correspondientes a los 15, 27-33 y 39-45 dias postinfeccion, presentaron
una cinética de replicacién similar a la del virus salvaje al ser utilizadas para
infectar cultivos frescos de células CEMx174. El analisis por secuenciacion
de las regiones que codifican para el CD de las proteinas Env de estas
poblaciones virales revelé la aparicion de mutaciones secundarias
adicionales a la delecidon original. En la primera poblacion, el cambio
nucleotidico detectado fue T—>A en la posicion 8699, mientras que en la
Gltima poblacion viral el cambio fue G>A en la posicion 8686 del genoma
viral. Estos cambios resultaron en el reemplazo de los codones de tirosina
778 o de triptofano 774 por codones de terminacion, lo que genera
glicoproteinas Env truncadas con CDs de 52 o 48 residuos de longitud,
respectivamente. La segunda poblaciéon revertante, que surgié a los 27-33
dias postinfeccion, se hallaba compuesta por virus conteniendo la mutacion
Y778Stop o la W774Stop, indicando que esta poblaciéon representa una
mezcla de virus genéticamente distintos. En esta segunda poblacion, se
encontraron evidencias de virus llevando ambas mutaciones secundarias en
el mismo gen env. Estos virus podrian ser recombinantes originados por un
mecanismo de “cambio de templado” de la TR durante la retrotranscripcién
de un genoma compuesto por dos moléculas de ARN diferentes
empaquetadas en la misma particula viral. Estos viriones con genomas
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heterodiméricos podrian haberse originado como consecuencia de la
coinfeccién de una misma célula con dos virus genéticamente distintos, uno
llevando la mutacion Y778Stop y el otro llevando la W774Stop. Aunque el
mecanismo de recombinacién es muy complejo, la frecuencia con que se
detecta durante la replicacion de SIV y HIV es muy alta, incluso mayor a la
frecuencia de aparicion de mutaciones puntuales (Hu & Temin, 1992;
Vartanian et al., 1991; Wain-Hobson et al., 2003).

La caracterizacidon de los clones moleculares PBjAENv832-837/Y778Stop vy
PBJAENV832-837/W774Stop, portadores de las mutaciones secundarias en
el contexto del genoma del virus defectivo PBjAEnv832-837, permitio
comprobar que estos cambios secundarios son suficientes para restaurar la
capacidad replicativa del virus, perdida por causa de la delecion original
AENnv832-837. Este efecto sobre la replicacion viral se vié acompanado por
una reversion del defecto de incorporacion de Env a viriones provocado por
la delecion original.

Del andlisis de los resultados obtenidos surge el interrogante de porqué
solamente surgieron virus revertantes con proteinas Env con CDs de 52 o
48 aminodcidos y no se seleccionaron revertantes con CDs de otra longitud.
Una explicacion surge del estudio de la serie de glicoproteinas Env
truncadas realizado en esta Tesis. Glicoproteinas Env con CDs de 144 a 84
residuos no son incorporadas a las particulas virales, mientras que una Env
con un CD de 64 residuos es incorporada a los viriones, pero en una forma
bioldgicamente inactiva ya que no es capaz de mediar la entrada del virus a
la célula. En cambio, una glicoproteina Env con un CD de 44 residuos
permite la asociacién de la glicoproteina viral a las particulas y confiere
infectividad a los viriones. Esto permite explicar porqué el fenotipo defectivo
impuesto por la delecion AEnv832-837 no podria haber sido complementado
por la aparicion de SIVs con CDs de 106 aminodacidos, los cuales resultarian
de la aparicion de un codén de terminacién en el gen env inmediatamente
por delante de la delecion original: la glicoproteina Env resultante en este
caso no podria ser incorporada a los viriones. Por esta misma razén,
tampoco se podrian haber seleccionado virus revertantes con proteinas Env
con CDs de 64 a 106 aminodcidos.
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Se ha descripto la aparicion de un codén de terminacion en el gen env de
SIVmac que genera una glicoproteina viral con un CD de 18 residuos al
propagar este virus en una linea celular T humana (Chakrabarti et al.,
1989; Hirsch et al., 1989a; Kodama et al., 1989). Este mecanismo surgiria
para revertir un impedimento en la entrada del virus a una linea celular no
permisiva expandiendo asi el rango de huésped (Johnston et al., 1993). En
este trabajo de Tesis, se demuestra que la recuperacion de la capacidad
replicativa del mutante PBJAENv832-837 se debe también a la aparicion de
un coddén de terminacién prematuro en el gen env. Sin embargo, la longitud
a la cual el CD de la proteina Env se acorta (52 o 48 aminodcidos) para
revertir, en una linea celular susceptible, el defecto en la incorporacion de
Env a viriones y en la replicacion causado por una delecién en el CD es
diferente de la descripta (18 aminodcidos) para permitir la entrada de un
SIV salvaje a células no susceptibles.

Se han descripto aislamientos virales de SIV, como los SIVsmmES43,
SIVmacl7E-Fr y SIVmac316 (Hirsch et al., 1997; Mori et al., 1992; Sharma
et al., 1992) que fueron obtenidos por pasaje reiterado de SIV en monos
macacos y finalmente aislados de monos que desarrollaban neuropatologias
asociadas al SIDA. Estos aislamientos se caracterizan por ser macréfago-
tropicos en lugar de linfotrépicos como las cepas originales con las que se
inocularon los monos. Estos virus aislados de cerebro y con tropismo por
macrofagos poseen, entre otros cambios en la glicoproteina viral, dominios
citoplasmaticos truncados. Estas evidencias indican que el acortamiento en
la iongitud del dominio citoplasmatico de Env de SIV podria contribuir, junto
con otros cambios aminoacidicos en Env, a un mecanismo utilizado
naturalmente por el virus para ampliar su tropismo. En este sentido, se ha
demostrado que el acortamiento del CD de HIV-1 produce cambios
estructurales que se transmiten al ectodominio de la subunidad TM e incluso
a la subunidad SU, apoyando la idea de una interdependencia estructural y
funcional entre ambos dominios (Edwards et al., 2002). En efecto, al
acortar el CD de la proteina Env de HIV-1 a 27 aminodcidos se incrementa
la sensibilidad del virus a la neutralizacién por anticuerpos monoclonales
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dirigidos contra los sitios de la SU que unen CD4 y CXCR4 (Edwards et al.,
2002).

En conclusion, los resultados obtenidos en esta Tesis a partir de los
estudios de mutagénesis dirigida del gen env de SIV y de evolucién forzada
de un SIV defectivo, demuestran la importancia del dominio citoplasmatico
de la glicoproteina Env en la modulacion de la infectividad viral.



CONCLUSIONES
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La caracterizacion fenotipica realizada en esta Tesis de una serie de
mutantes de la glicoproteina Env de SIV permitid establecer que:

» Deleciones internas en las regiones amino terminal y central del CD de
la glicoproteina Env de SIV no afectan la asociacidon de Env a particulas ni la
infectividad viral.

» En cambio, deleciones internas en el tercio carboxilo terminal del CD
interfieren con el proceso de incorporacién de Env a particulas y con la
infectividad viral, sin afectar la sintesis, el procesamiento ni la expresiéon en
la superficie celular de Env. El mismo fenotipo defectivo se obtiene al
remover 20 a 100 aminodcidos desde el extremo carboxilo de Env. Estos
resultados sugieren que dominios presentes en el tercio carboxilo terminal
de la glicoproteina Env de SIV son necesarios para la incorporacion de Env a
particulas y, en consecuencia, para permitir la entrada del virus a la célula.

» Proteinas Env con CDs de 44 o 24 aminoacidos se incorporan a viriones
con mavyor eficiencia que la glicoproteina salvaje, incrementando por lo
menos 10 veces la infectividad viral. Se propone en este caso que estas
glicoproteinas Env con CDs truncados eluden las interacciones especificas
con la proteina Gag y/o las restricciones estéricas impuestas por la
estructura de la particula viral, que si son operativas durante el proceso de
incorporacion de la glicoproteina Env salvaje, con un CD de 164
aminoacidos.

Los estudios de evolucién forzada del virus mutante PBjAEnv832-837, en
el cual la incorporacion de Env a viriones y la infectividad se hallan
inhibidas, permitieron establecer que la capacidad replicativa del virus es
restaurada por mutaciones puntuales que causan el acortamiento del CD de
Env a 52 o 48 aminodcidos. Estos resultados indican la importancia de
variaciones en la longitud del CD de Env en la modulacién de la infectividad
viral e ilustran la capacidad adaptativa de SIV frente a presiones de

seleccién.
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