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Adridn N. Giraldez Resumen

Disefo de un sistema de genética reversa del virus de la fiebre aftosa

RESUMEN

El presente trabajo tiene como objetivo generar un sistema para ser utilizado como
herramienta en técnicas de genética reversa vinculadas al estudio del virus de la Fiebre Aftosa.
Se disefié y construyd un clon basado en una copia en ADN del genoma completo de la cepa
01/Campos, que se transcribe a partir del promotor de la polimerasa del fago T7. A pesar de
detectar replicacion del genoma viral por identificacion de ARN de cadena negativa en las
células transfectadas y en pasajes sucesivos de éstas, no se observd generacién de efecto
citopatico en células BHK-21. Se valoré la influencia de algunos cambios en nucleétidos sobre
esta incapacidad, tales como mutaciones en la secuencia amino acidica, estructura secundaria
del ARN, estructura secundaria y terciaria de las proteinas involucradas, y se generaron
reversiones de las mutaciones que se consideraron mas importantes. Se desarrollé un sistema
de cuantificacién de ARN viral por RT-PCR en Tiempo Real. Por otro lado, se generaron dos
replicones mediante el remplazo parcial o completo de las proteinas de la cépside viral por el
gen reportero Luc, incapaz de generar virus infeccioso, de modo de poder realizar estudios en
laboratorios de nivel bioseguridad menos estrictos. Este sistema puede usarse para el estudio
funcional de las proteinas no estructurales del virus, asi como de las regiones 5 y 3’ no
codificantes. Se detectd replicacion por identificacion de ARN de cadena negativa en las células
transfectadas asi como traduccion de proteinas virales por medio de técnicas de

inmunofluorescencia indirecta.

Palabras clave: Virus de la Fiebre Aftosa, genética reversa, clon infeccioso, replicén, ingenieria
genética.



Adridn N. Giraldez Abstract

Design of a reverse genetic system for foot-and-mouth disease virus

ABSTRACT

The aim of the present work was to build a reverse genetic system for the molecular
study of Foot-and-mouth Disease virus (FMDV). A full-length cDNA clone based on the genomic
sequence of O1/Campos strain was cloned downstream of the T7 polymerase promoter.
Genomic RNA was transcribed in vitro from this clone after linearization of the plasmid cDNA.
Although replication of the viral genome was confirmed through the detection of negative
strand RNA in transfected cells and subsequent passages, cytopathic effect on BHK-21 cells
was not observed. The influence of nucleotide changes on this phenotype, such as aminoacid
changes, RNA secondary structure, protein secondary and tertiary structure, were carefully
analyzed, and several reversions of mutations were carried out. A Real Time RT qPCR assay to
quantify FMDV RNA was developed. In a second step of this work, two replicons derived from
the full length clone were constructed by partial or complete replacement of the sequences
encoding the viral capsid proteins with those of the Luc gene. These replicons have the
advantage that they are unable to generate infectious virus, and therefore require less strict
biosecurity conditions. This system can be used for the study of the role of FMDV
nonstructural proteins and the 5’ and 3’ UTRs during viral replication. Replication of the
constructs was confirmed in transfected cells through detection of negative strand RNA by RT-

PCR and detection of translation of viral proteins by indirect immunofluorescence techniques.

Keywords: Foot and Mouth Disease Virus, reverse genetics, infectious clone, replicon, genetic
engineering.
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1.  INTRODUCCION
1.1. La Fiebre Aftosa.
1.1.1. La enfermedad y su agente etiolégico.

La fiebre aftosa (FA) es una enfermedad que afecta a animales rumiantes biungulados
(artioddctilos), destacandose aquellos de los principales sectores ganaderos, como bovinos,
porcinos, ovinos y caprinos, aunque esta lista se podria extender a mas de 70 especies
diferentes susceptibles a la infeccién natural o experimental (Pereira, 1981; Casas Olascoaga, y

cols., 1999; Mahy, 2005)

Los primeros registros que existen de esta enfermedad datan del siglo XVI, y fueron
realizados por el humanista italiano Girolamo Fracastorius, en 1546. Tres siglos mas tarde la FA
fue la primera enfermedad animal asociada a un elemento filtrable (Loeffler y Frosch 1898), el

que fue posteriormente denominado Virus de la Fiebre Aftosa (VFA).

Es una enfermedad vesicular aguda, altamente contagiosa e inmunoldgicamente
compleja, de diseminacién muy rapida, y la que causa mas pérdidas econdmicas en la

ganaderia (revisado en Casas Olascoaga y cols., 1999; Sobrino y Domingo, 2004; Mahy, 2005).

Su agente causal es un virus de genoma a ARN el cual, de forma semejante a lo que
ocurre con otros virus a ARN, presenta un alto polimorfismo genético y antigénico (Bachrach
1968, Pereira, 1977; Domingo y cols., 1980; Domingo y Holland, 1992), verificdindose la
existencia de siete serotipos con caracteristicas seroldgicas diferentes: O, A, C, SAT-1, SAT-2,
SAT-3 y Asia. Debido a estas diferencias, los animales recuperados de la infecciéon o vacunados
contra un serotipo viral, son susceptibles a la infeccidn por cepas de otros serotipos, o inclusive
por algunas variantes dentro del mismo serotipo (Bachrach, 1968; Brooksby, 1982; Cartwright

y cols., 1982).

1.1.2. Transmisidn, sintomatologia y patogénesis.

Aungue se han descrito varias rutas de entrada del virus, la principal via de infeccion

natural por el VFA es la via respiratoria (Brooksby, 1982).

El virus se transmite por contacto directo a través de saliva, leche y semen, (Hyslop,
1965; Cottral y cols., 1968; Sellers, 1971), o en forma indirecta por transporte mecanico en
sustancias contaminadas, tales como restos de animales, equipos agricolas, personas, ropa,
etc. (Cottral y cols., 1960). También se ha descripto que puede ser transportado por el viento a

grandes distancias (Ferguson y cols., 2001). La penetracion del virus en el animal hospedador

1
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se da a través de los epitelios de la boca, nariz o laringe, donde ocurre rapidamente la
replicacion viral, que produce vesiculas o aftas primarias en el morro, lengua y paladar. Luego
de 3 o 4 dias la infeccion se generaliza, produciéndose el periodo de viremia febril (40-41 °C),
en el cual el virus alcanza los epitelios alejados del punto de entrada, como el espacio
interdigital en las patas, y los pezones donde produce aftas secundarias (Schudel, 1986).
Posteriormente, las vesiculas aumentan de tamafo y se rompen, produciendo Ia
sintomatologia clasica de salivacion abundante, reduccidn de la movilidad; dificultad de
alimentacién, ordefie y lactancia (Shahan, 1962) y otros sintomas caracteristicos como diarrea
y debilidad muscular, que llevan a una importante pérdida de peso y consecuentemente de
produccién. Durante el periodo de viremia es posible detectar altos niveles de virus en todas

las secreciones, en los aerosoles respiratorios, en sangre, érganos y tejidos (Burrows, 1968).

La severidad de los sintomas clinicos es variable en las diferentes especies
hospedadoras, observandose una sintomatologia mas severa en cerdos, y mas leve en ovinos y

caprinos, en los que puede incluso pasar inadvertida (Hughes y cols., 2002; Mahy, 2005).

A pesar de su alta morbilidad, la FA presenta un bajo indice de mortalidad (Pereira,
1981), no superando el 5% en animales adultos; aunque puede llegar hasta valores de 50% en

animales muy jovenes afectados de miocarditis asociada al VFA (Timoney J. F., 1988)

Tras la fase aguda de la enfermedad, que puede durar entre dos y tres semanas, en
algunos animales se establece una infeccién persistente, en la cual el virus se mantiene
replicando en el tracto orofaringeo (Van Bekkum y cols., 1959) durante largos periodos de
tiempo. El mecanismo que lleva al establecimiento de la infeccidn persistente no se conoce,
aunque se ha postulado que podria ser debido al establecimiento de un equilibrio dindmico
entre la respuesta inmunolégica del animal y la seleccién de variantes virales en la mucosa del
tracto respiratorio superior (Salt, 1993). El estado de infeccién persistente se ha observado
inclusive en animales vacunados (Sutmoller y Gaggero, 1965; Augé de Mello, Honigman y
Fernandes, 1970; Sutmoéller Mc Vicar y Cottral, 1968; Hedger, 1970), lo cual es relevante para
los programas de control y erradicacidn. Se ha descripto la recuperacién de virus a partir de la
zona orofaringea de animales persistentemente infectados hasta 30 meses luego de la
infeccién en los bovinos, o mas tiempo en el bufalo y hasta 9 meses en los ovinos (Gebauer y
cols., 1988; Dawe y cols., 1994; Malirat y cols., 1994; Salt J.S., 2004, Barros, y cols., 2006). En
cerdos, el estado de portador asintomatico no se ha podido demostrar fehacientemente. Si
bien no se ha podido demostrar transmision a partir de animales persistentemente infectados
en condiciones de campo, hay preocupacién en la comunidad internacional de que la

vacunacion sistematica pueda enmascarar la circulacién viral (Bergmann, Malirat y Falczuk,
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2005). El establecimiento de infecciones persistentes del VFA en células BHK-21 también fue
descripto (de la Torre y cols., 1985). El mecanismo por el cual se establece esta infeccion
persistente implica una co-evoluciéon de las células, que se hacen progresivamente mas
resistentes a la infeccién por el VFA, y del virus, que incrementa su virulencia sobre las células

infectadas (Toja y cols., 1999; Herrera y cols., 2008).

1.1.3. Importancia econdmica.

Como se ha mencionado anteriormente, la FA es una de las enfermedades animales que
mas negativamente impactan la economia a nivel mundial. Existen varias razones para ello,
que se presentan tanto a nivel local como nacional, y pueden ser consideradas como pérdidas
directas o indirectas. Las pérdidas directas se concentran en la reduccién en la produccion de
carne y pérdidas de hasta un 25% en la produccion lactea anual del ganado lechero. Se ha
reportado hasta un 20% de tiempo extra necesario para alcanzar la madurez en bovinos y una
reduccion del 20% en la produccién anual de carne porcina Los costos por el descarte de
animales improductivos, interrupcidn de las actividades, necesidad en algunos casos a recurrir
a la importacion de animales o sus productos, pérdida de stock genético e interrupcion de
programas de mejoramiento genético también deben ser contabilizados. Las pérdidas
indirectas incluyen los costos del control y erradicacion de la enfermedad, tales como
compensacion a los ganaderos, salarios a veterinarios y personal operacional y de soporte,
interrupcion de negocios en general, restricciones que afectan al movimiento de personas y al

turismo (Huang y cols., 2000; Correa Melo y cols., 2002).

El costo de este impacto econémico negativo, puede llegar a valores exorbitantes,
como ocurrié luego del brote de FA tipo O en Gran Bretafia en el afio 2001, que supuso
pérdidas de mas de 6 mil millones de libras esterlinas (Thompson y cols., 2002). Se han
descripto graves consecuencias luego de la aparicién de esta enfermedad en dreas que eran
libres (Cottam y cols., 2008; Li y cols., 2008), como el caso del brote de tipo O en Taiwdn en el
afo 1997, cuando se sacrificaron 4 millones de cerdos, con un costo aproximado para su
economia de 6.000 millones de ddlares (Kitching, 1998). En nuestra regién, la epidemia del
virus tipo A en el afio 2001 fue devastadora (Sutmoller y cols., 2003; Mattion y cols., 2004), y
nuestro pais contabilizdé pérdidas que, solamente en concepto de interrupcion de

exportaciones, alcanzé los 400 millones de dolares (Amador, 2004).
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1.1.4. Distribucién mundial. Situacion en la Argentina y en la region.

La FA es una enfermedad conocida desde hace ya varios siglos, y posee una distribucion
practicamente mundial (Mahy, 2005), habiéndose registrado episodios de FA en casi todas las

regiones ganaderas del mundo.

Los estudios de epidemiologia molecular sugieren que Europa habria actuado como el
eje central de la enfermedad desde donde se extendié al resto del mundo, produciéndose dos
grandes radiaciones a finales del siglo XVII y principios del XVIII que dieron lugar a las actuales

cepas circulantes Euroasiaticas y Sudafricanas (Sobrino y cols., 2001; Tully y Fares, 2008).

La FA llegé a estar muy extendida en el pasado; aunque en la actualidad, y tras la
aplicacion de fuertes campafias de erradicacion y control, se ha conseguido su erradicacién en
diversas zonas del planeta, y hoy se considera que la enfermedad solamente se mantiene
endémica en la mayoria de los paises de Asia y Africa. En América del Sur solamente son
endémicos Ecuador y Venezuela, y existen zonas en Bolivia y la Amazonia, donde el estatus de

la enfermedad no esta claramente definido (Fig. 1.1).

La proximidad geografica y la existencia de intercambios comerciales con paises en los
que la FA es endémica, impone un riesgo permanente de reintroduccién en los paises libres.
De hecho, en los ultimos afios se han registrado numerosos brotes de en paises que se
consideraban libres de la enfermedad, como es el caso de Taiwan (Dunn y Donaldson, 1997),
en paises de Europa, como Grecia, Rusia, y los Balcanes, (Valarcher y cols., 2008), en Japon
(Sakamoto y Yoshida, 2002), en el Reino Unido (Samuel y Knowles, 2001) y en regiones ya
declaradas libres de América del Sur (Konig y cols., 2007; Mattion y cols., 2004; Malirat y cols.,
2007; Maradei y cols., 2013). La informacidn detallada y actualizada sobre la situacidn actual
de la FA se registra periddicamente en la pagina web de la Organizacion Mundial de Salud

Animal (http://www.oie.int).
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_ © OIE 2012
Estatus oficial de fiebre aftosa de los Paises Miembros - Pais o zona(s)
| Pais/zona libres sin vacunacion I suspensian del estatus libre sin vacunacion D Zona de contencion
Pais/zona libres con vacunacion I Suspension del estatus libre con vacunacion Estatus no reconocido

Figura 1.1. Mapa del estatus oficial de fiebre aftosa en los paises miembros de la Organizacion

Mundial de Salud Animal (OIE). Actualizacion al 17 de Octubre de 2012. www: http://www.oie.int/es/sanidad-

animal-en-el-mundo/estatus-sanitario-oficial/fiebre-aftosa/es-fmd-carte/

Los siete serotipos del VFA no han aparecido distribuidos uniformemente alrededor del
mundo: los serotipos SAT 1, 2 y 3 se han restringido casi exclusivamente a la zona del Sub-
Sahara en Africa; los serotipos O, Ay C han tenido una mas amplia distribucién en varias zonas
de Europa, Africa, Asia y América del Sur, (normalmente el C con una menor dispersién) y el
serotipo Asia 1 normalmente sélo se presenta en Asia (Knowles y Samuel, 2003).

En relacién al continente Americano, la enfermedad fue registrada desde el final del
siglo XIX y hasta mediados del siglo XX en la mayoria de sus paises. En América del Norte y tras
el empleo principalmente del rifle sanitario, los ultimos brotes de FA registrados ocurrieron en
1929 en EEUU en 1929, en 1952 en Canadd y en 1953 en Méjico. En América del Sur, y a partir
de la implementacién del Plan Hemisférico de Erradicacidn de la Fiebre Aftosa en el afio 1988,
y el fortalecimiento de los planes nacionales, se han alcanzado logros importantes en la
creacion de dreas y paises libres de FA (Correa Melo, Saraiva y Astudillo, 2002). En la
actualidad solo dos paises, Ecuador y Venezuela, presentan FA en forma endémica, siendo que
el resto ha sido declarado por la OIE como libres de FA con o sin vacunacion, ya sea en la
totalidad o en areas especificas de sus territorios, a pesar de que se ha registrado
esporadicamente la re-aparicién de brotes en algunas de estas zonas/paises, como los
registrados con el virus serotipo O en el Cono Sur: Argentina, en los afios 2000 y 2006, Brasil en
los afos 2000 y 2005, Bolivia en los anos 2003 y 2007, Paraguay en los afios 2002 y 2011 y
2012 y Uruguay en el afio 2000 (Malirat y cols., 2007 y Maradei y cols., 2013). En el area
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andina, Colombia ha sufrido re-introducciones de VFA tipo O y A en el afio 2008 y de tipo O en
el 2009 (Maliraty cols., 2011 y 2012).

En el caso particular de nuestro pais, la Argentina fue declarada como libre sin
vacunacion en el afio 2000 por la OIE, pero la aparicién de brotes aislados posteriormente ese
mismo afio de tipo O y A, y de la gran epizootia con virus serotipo A en el aino 2001, que se
difundié rapidamente a Uruguay y en parte a Brasil, llevd a las autoridades del pais a
restablecer la obligatoriedad de vacunacién en la zona al norte del paralelo 422, como medida
profildctica para evitar nuevas re-introducciones (Mattion y cols., 2004; Konig y cols., 2007).
Lograda la eliminacién de la epidemia de virus A, en el aiflo 2002, el estatus de libre con
vacunacion fue otorgado por la OIE al territorio al norte del paralelo 429, al afio siguiente, y
suspendido provisoriamente por un periodo de 11 meses, en ocasién del episodio de serotipo
O en el afio 2006. La zona al sur de este paralelo es reconocida por la OIE como zona libre sin

vacunacion.

1.1.5. Diagndstico y control de la enfermedad.

La FA figura en la lista de enfermedades de declaracion obligatoria de la OIE. El
diagndstico de la enfermedad se basa inicialmente en el reconocimiento de los signos clinicos
caracteristicos, pero debido a que otras enfermedades vesiculares (entre otras la estomatitis
vesicular, la enfermedad vesicular del cerdo, el exantema porcino, la diarrea viral bovina)
también originan signos clinicos similares a los de la FA, se requiere de la confirmacion del
diagndstico mediante pruebas de laboratorio (Casas Olascoaga y cols., 1999; Grubman y Baxt,
2004).

Esta confirmacién se realiza preferentemente mediante el aislamiento en cultivo de
células a partir de un animal infectado y la posterior identificacidn del VFA. La identificacidn se
basa en la deteccién de antigenos (mediante técnicas de ELISA o Virus Neutralizacidn) o del
acido nucleico viral (por RT-PCR o RT-PCR en tiempo Real). La deteccion de anticuerpos contra
proteinas no estructurales (PNE), que solo intervienen en la replicacidn, puede ser utilizada
siempre y cuando estos sean detectados en animales que hayan manifestado signos clinicos
compatibles con la enfermedad, y estén epidemioldgicamente relacionados con una sospecha
o un brote confirmado de fiebre aftosa (OIE, 2012). Una vez que se ha confirmado la presencia
del VFA, es deseable que el diagndstico se complete con una caracterizacion mas profunda del
agente en cuestidén, que incluya estudios de tipificacion por fijacion del complemento,
parentescos genéticos mediante andlisis de la secuencia de nucledtidos de la proteina VP1y
antigénicos mediante ELISA utilizando anticuerpos monoclonales o por virus neutralizacién, y

en los casos en que se utiliza la vacunacién como medida de control, un analisis de la potencial
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proteccion heterdloga de la cepa actuante por las vacunas o antigenos vacunales disponibles,
para lo cual pueden realizarse pruebas in vitro, como relaciones de parentesco en base a
titulos de anticuerpos neutralizantes o medidos por ELISA y pruebas in vivo como la proteccién
de animales vacunados al desafio con la cepa circulante (Goris y cols., 2008; Mattion y cols.,
2009; Robiolo y cols., 2010; Maradei y cols., 2011 y 2013).

Adicionalmente a la comunicacién inmediata a la OIE, los paises que sufren una re-
introduccion de la enfermedad, deben cumplir con ciertos requisitos para poder solicitar
rapidamente la restitucion de su estatus. Estas medidas adicionales que se detallan en el
Cddigo Sanitario para los Animales Terrestres de la OIE (OIE, 2012), incluyen: (a) la
demostracién de que se cuenta con un sistema de deteccién y alerta temprano; (b) la adopcidn
de las medidas de contencidn y prevencion apropiadas; (c) la comprobacidn fehaciente de que,
una vez controlado el brote, no existe actividad viral remanente. Esta comprobacién se lleva a
cabo mediante estudios de laboratorio, por ejemplo la evaluacidn de ausencia de anticuerpos
contra proteinas que intervienen en la replicacion viral en sueros colectados con un disefio
adecuado (Bergmanny cols., 2005, Brocchi y cols., 2006).

Las estrategias de contencidn, control y erradicacion aplicadas por los paises contra la
FA dependen en mayor o menor medida de su estatus sanitario. En zonas o paises libres de la
enfermedad se basan en la aplicacién de un estricto control de la importacidon de rumiantes y
productos, el mantenimiento de un fuerte sistema de vigilancia epidemioldgica en todo el
territorio, y en el fortalecimiento de los programas de Sanidad Animal, incluidos los
laboratorios de diagndstico y control de vacunas. Las medidas de emergencia para controlar un
brote incluyen restricciones en el movimiento de hacienda, la vacunacién en anillo, y el
eventual sacrificio de los animales, o “rifle sanitario”. El sacrificio masivo de animales en el
caso de reintroduccion de la enfermedad, como la ocurrida en el Reino Unido en 2001
(revisado en Sobrino y Domingo, 2004), ha levantado una fuerte controversia sobre la
conveniencia o no de la vacunacidén de los animales susceptibles en situaciones de emergencia.
Las vacunas actualmente usadas son preparadas mediante la inactivacién quimica con BEI de
virus crecido en cultivos celulares (Bahnemann, 1975). Para la formulacién de las vacunas se
utiliza principalmente adjuvante oleoso o alternativamente hidroxido de aluminio (Augé de
Mello y cols., 1977; Augé de Mello, 1982). Como no existe proteccion cruzada entre los
distintos serotipos, y solamente es parcial entre los subtipos de un mismo serotipo (Brooksby,
1982), la seleccién de las cepas para vacunas apropiadas a cada situaciéon es un elemento

importante para el control de la FA (Mattion y cols., 2004; Maradei y cols., 2011).
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1.2. Elvirus de la fiebre aftosa.

El VFA estd clasificado actualmente por el Comité Internacional de Taxonomia de Virus
dentro del orden Picornavirales en la familia Picornaviridae (Mahy, 2005), y constituye la
especie tipo dentro del género Aphthovirus (Fauquet y cols., 2005), dentro del cual también se
describen el virus de la rinitis equina-A (VRE-A) (Li y cols., 1996) y el virus de la rinitis bovina-2
(VRB-2) (Hollister y cols., 2008). Es un virus de genoma ARN de cadena simple y polaridad
positiva. El virién intacto presenta un peso molecular de 8,4 x 10° Da (Strohmaier and Adam,
1976), y un coeficiente de sedimentacion de 140S y su densidad en cloruro de cesio es de
(1,43-1,45 g/cm3). Las capsides de VFA son extremadamente sensibles a las altas temperaturas
y, a diferencia de lo que ocurre con otros picornavirus, también al pH acido (Brown, 1972;

Newman vy cols., 1973).

1.2.1. Estructura de la capside.

El VFA es un virus pequefio y como todos los Picornavirus carece de envoltura lipidica. La
particula viral estd compuesta por acido ribonucleico en un 30% y por proteina en un 70%
(Burness y cols., 1973; Drzeniek and Bilello, 1974). Su capside, de simetria icosaédrica 5:3:2 y
de 27 a 28 nm de didametro en la particula seca (Wild y cols., 1969; Acharya y cols., 1989), esta
compuesta por 60 copias de cada una de las cuatro proteinas estructurales: VP1, VP2, VP3 y

VP4 (Fig. 1.2.1; adaptado de Racaniello, 2007).

Figura 1.2.1. Diagrama esquematico de la capside del VFA. Las cuatro proteinas estructurales, VP1-4,
forman la menor subunidad de la capside, el protdmero. Cinco protémeros se unen para formar un
pentdmero, y 12 pentdmeros constituyen la capside completa. La proteina VP4 estd localizada en la cara
interna, por lo cual no se visualiza en la representacion.

La estructura tridimensional, resuelta mediante cristalografia de rayos X a nivel atémico,

muestra una gran similitud conformacional entre los serotipos para los cuales se dispone de
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estas estructuras: O (Achayra y cols., 1989), C (Lea y cols., 1994) y A (Curry y cols., 1996). Las
proteinas VP1, VP2 y VP3, con de algo mas de 200 aminoacidos cada una y peso molecular
entre 27 y 30 kDa, comparten una estructura terciaria similar en forma de barril B, compuesta
por ocho cadenas B antiparalelas conectadas entre si por “loops” de longitud variable (Hogle y
cols., 1985). La proteina VP4, formada por 85 residuos y de 10 kDa aproximadamente, adopta
una estructura extendida en la superficie interior de la capside (Boothroyd y cols., 1982; Curry
y cols., 1997) y se encuentra unida covalentemente a un residuo de acido miristico en su
extremo N-terminal (Belsham y cols., 1991). En su interior la capside aloja dos copias de la
polimerasa viral (codificada por el gen 3D) de 52 kDa (Newman y cols., 1994), y también se ha
descripto la presencia de otras proteinas que participan del complejo de replicacién, como 2C,
3C, 3CD (Newman y Brown, 1997). La protrusién de los loops y de partes de las cadenas

permite su interaccién con anticuerpos (revisiones en Mateu, 1995; Mateu y Verdaguer, 2004).

Una molécula de cada una de las proteinas de la capside, VP1, VP3 y el precursor de
VP4+VP2 (VPO) constituyen un protdmero bioldgico, que presenta un coeficiente de
sedimentacion de 5S. Cinco protdmeros se asocian formando un pentamero, de coeficiente de
sedimentacion 12S, y doce pentameros se unen para formar la capside, de coeficiente de
sedimentacion 140S (Fig. 1.2.2). La encapsidacion del ARN ocurre tras el ensamblaje de los
protémeros en pentdmeros, y de los pentameros entre si, y esto desencadena un proceso
autoproteolitico en el precursor VPO que se cliva generando VP4 y VP2 maduras (Knipe y cols.,

1997), lo cual es imprescindible para la infeccidn (Curry y cols., 1997).

En cada eje de simetria quintuple se localiza un poro hidrofébico, en cuya base se
encuentran los extremos N-terminales de las cinco copias de VP4. Los pentdmeros se
relacionan entre si mediante su asociacién alrededor de los ejes de simetria terciaria a los que
rodean tres copias de VP2 y VP3 correspondientes a pentdmeros distintos. (Mateo y cols.,
2003), y también se han descrito puentes disulfuro entre subunidades de un mismo
pentdmero, que estan situados cerca de los ejes quinarios de su capside y que podria estar

contribuyendo a la estabilidad del viridn en ciertas condiciones (Diez y cols., 1990).

En ciertas circunstancias es posible detectar particulas que presentan un coeficiente de
sedimentacion de 75S, las cuales se reconocen como capsides vacias, y son productos
naturalmente defectivos que contienen moléculas de VP1, VP3 y el precursor VPO, pero no

contienen ARN viral.
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Figura 1.2.2. Representacion de la estructura de la capside de VFA y de sus intermediarios de
ensamblaje.

VP1: verde, VP2: violeta, VP3: celeste y VP4: amarillo. A) Superficie del protémero bioldgico (5S); B)
Superficie externa de una subunidad pentamérica (12S); C) Cara interna de una subunidad pentamérica;
D) Capside completa. (140S); E) Cara interna de la capside completa. F) Ruta de ensamblaje (ver texto
para explicacién mas detallada). (Adaptado de Martin-Acebes, 2009).

1.2.2. Organizacion gendémica.

Dentro de la estructura formada por la capside se encuentra el genoma viral, una
molécula de ARN de cadena simple y polaridad positiva, de aproximadamente 8,4 Kb
(Bachrach, 1977), con un peso molecular de 2700 kDa y un coeficiente de sedimentacién de
35S (La Torre, 1980). La estructura de esta molécula se muestra en la Fig. 1.2.3. El genoma
viral esta flanqueado en ambos extremos por regiones no codificantes (5’ y 3° UTRs, por “Un
Translated Regions”), que incluyen elementos reguladores con complejas estructuras
secundarias y terciarias (Belsham y Martinez-Salas, 2004; Carrillo y cols., 2005; Flint y cols.,
2009). Entre estas dos regiones se localiza la regidn codificante, con una Unica fase de lectura
abierta (ORF). En el extremo 3" se observa un tracto poliadenilico o poli(A) (Chatterjee y cols.,
1976; Sangar y cols., 1977), que puede variar en longitud entre 20 y 200 bases (Porter y cols.,
1978). Su extremo 5’ se encuentra covalentemente unido a una proteina viral, VPg (virion

protein genome), la cual juega un rol importante en la iniciacién de la sintesis del ARN viral.
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(Paul y cols., 1998; Paul, 2002; Nayak y cols., 2005; Ferrer-Orta y cols., 2006). En la regidn 5’
se localiza un tracto policitidilico, o poli(C), (Rowlands y cols., 1978)

La region codificante da origen a una Unica poliproteina que, tras ser traducida, es
procesada proteoliticamente, por las proteasas virales dando lugar a las distintas proteinas
maduras estructurales: VP4, VP2, VP3, VP1 y no estructurales: L, 2A, 2B, 3A, 3B, 3Cy 3D
(Palmenberg, 1990).

S5UTR E P1 P2 P3 JUTR
) IRES |
9 ks AUG 2A 3BBB
s FP’D | W
cre - SL2
T I‘c L % VP2 | VP3| VP1 || 2B 2C 3A 3C 3D _§L1
RNA VPQ Q_Cnu:gu“\\g .'Eln
pseudo-knots
Proteinas P1-2A TBC P3

VP4

8
m
e

Figura 1.2.3. Organizaciéon genémica del VFA y procesamiento proteolitico de la poliproteina viral.
Parte superior del esquema: organizacién gendmica de la molécula de ARN del VFA. Se indican los
diferentes elementos que la constituyen. Ver los detalles en el texto. Parte inferior del esquema:
procesamiento proteolitico de la poliproteina para dar lugar a los diferentes precursores y proteinas
maduras, que se indican. Para una explicacion detallada, consultar el texto. Adaptado de Ryan y cols.,
2004.

A continuacién se describen en detalle la composicion y estructura de las regiones no

codificantes y de la regidn que codifica para la poliproteina viral.

1.2.2.1. Regidn 5’ no codificante (5’UTR).

En esta region, de aproximadamente 1300 nt de longitud, se localizan varias subregiones

que, en el sentido 5’ al 3’, son las siguientes:

Fragmento S: secuencia de 360 nt, que se presume con estructura secundaria en forma
de tallo con bucle “stem-loop” (Escarmis y cols., 1992; Witwer y cols., 2001). Por analogia con

la estructura “cloverleaf’ del extremo 5’ de los poliovirus, se supone que podria ejercer un
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papel en la regulacion entre traduccion y replicacién (Escarmis y cols., 1992; Witwer y cols.,

2001) y en interacciones ARN/ARN con el extremo 3’ (Serrano y cols., 2006).

Tracto de poli(C): regién de longitud variable (Costa Giomi, y cols., 1984), presente
también en cardiovirus pero no en otros picornavirus. El significado bioldgico de su longitud no
estd muy claro, pues ha sido estudiado en diferentes ocasiones asociado con la virulencia
(Zibert y cols., 1990, de la Torre y cols., 1988; Diez y cols., 1990; Rieder y cols., 1993, Escarmis y
cols., 1998), tanto en cultivo de células, como en animales susceptibles, aunque con resultados

contradictorios.

Pseudonudos: comprendidos en una region de aproximadamente 250 nt adyacentes al
poli(C), se localizan de 2 a 4 estructuras terciarias repetidas denominadas pseudonudos
(“pseudoknots”=PKs) (Pleij, 1990; Escarmis y cols., 1995), cuya funcionalidad se desconoce,
pero podrian estar implicadas en el mantenimiento conformacional del extremo 5’ no
codificante, y se ha sugerido podrian tener una actuacidn ligada a la del tracto de poli(C)

(Martin y Palmenberg, 1996)

Cre (“cis-acting replication element”): se trata de una estructura altamente estable tipo
“stem-loop” de 55 nt de longitud aproximadamente. Este elemento es necesario para la
replicacién del ARN de los Picornavirus (Mason y cols., 2002), donde el loop del cre, a través de
un motivo altamente conservado (AAACA), actua de molde para la uridilacion de la proteina
VPg (3B) (Mason y cols., 2002, 2003; Rieder y cols., 2000: Nayak y cols., 2006). A su vez, el
producto VPg uridilado (VPgpU o VPgpUpU) sirve de molde para la sintesis de la hebra
negativa de ARN, esencial para la replicacion (Paul y cols., 2003). Se ha observado
complementacién de la funcién de cre en trans (Tiley y cols., 2003). El VFA es el Unico miembro
de la familia Picornaviridae, en el que el cre se ubica en la regidn no codificante (Liu, Wimmery

Paul, 2009; Steil y Barton, 2009).

IRES (sitio de entrada interna del ribosoma): regidn altamente estructurada que media
la sintesis de proteinas virales de manera cap-independiente (Kuhn y cols., 1990; Belsham &
Sonenberg, 1996, Jang y cols., 1990, Martinez-Salas y cols., 2002, Pelletier & Sonenberg, 1989;
Belsham & Brangwyn, 1990). En el VFA presenta una longitud de 462 nt y esta estructurado en
5 dominios (1-5 o G-L) (Belsham, 2005; Kuhn y cols., 1990) con un alto grado de conservacion
filogenética, lo cual apoya su relevancia. Se han identificado algunos motivos que son
esenciales para mantener su actividad y organizacidn estructural, asi como para la interaccion
de algunas proteinas celulares (PTB, PCBP-2, ITAF45, elF4G, elF3 y elF4B) (Martinez-Salas y
cols., 2008).
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1.2.2.2. Regiodn codificante.

Constituye la mayor parte del genoma viral, con aproximadamente 7.000 nt de longitud,
que da origen a una Unica poliproteina de alrededor de 2.330 aminoacidos, cuya traduccion
puede comenzar en dos codones AUG funcionales, separados entre si por 84 nt (Beck y cols.,
1983; Carroll Rowlands, y Clarke, 1984; Forss y cols., 1984). A medida que la traduccion
progresa, la poliproteina es procesada por proteasas virales, dando origen a 4 precursores L,
P1, P2y P3, que finalmente y tras el procesamiento completo (Fig. 1.2.3) van a dar a lugar a 15
proteinas virales maduras (Palmenberg, 1990). Las regiones L, P2 y P3 codifican precursores y
proteinas maduras no estructurales, mientras que la region P1 codifica las proteinas

estructurales que componen la capside del viridn.
Estos precursores se organizan de la siguiente manera:

L: esta region codifica a la primera proteina traducida a partir de la poliproteina viral,
que es la proteasa leader (L). Presenta dos formas alternativas, Lab o Lb, dependiendo de cual
sea el coddn de iniciacion utilizado (AUG1 o AUG2, alternativamente) (Beck y cols., 1983; Forss
y cols., 1984). Se ha demostrado la preferencia por el segundo coddn funcional (Belsham,
1992), observandose que modificaciones en el AUG2 son deletéreas (Cao y cols., 1995). La
proteina L tiene actividad proteolitica activa en cis y trans por la cual cataliza su propia
separacion de la poliproteina e inicia la protedlisis del factor de iniciacién de la traduccidn
elF4F, dependiente de cap, lo que contribuye a una reduccidn drastica de la sintesis de
proteinas celulares (shut-off) en las células infectadas (Devaney y cols., 1988; Medina y cols.,
1993). La estructura tridimensional de esta proteina (Guarne y cols., 1998) permitié localizar
los sitios cataliticos (Piccone y cols., 1995b; Roberts & Belsham, 1995). Recientemente se ha
descrito una inhibicién mediada por L de la respuesta inmune innata (de Los Santos y cols.,

2006).

P1-2A: Hacia el extremo 3" de la regidon L se encuentra la regidn P1, que codifica para las
cuatro proteinas estructurales cuyos genes se denominan: 1A (VP4), 1B (VP2), 1C (VP3) y 1D
(VP1). El auto clivaje de la proteina L, libera el extremo N-terminal del precursor P1-2A, cuyo
extremo C-terminal se produce por la auto catalisis de la proteina 2A. Mas tarde la accién de la
proteasa 3C sobre este precursor escinde la proteina 2A de los distintos componentes de P1
para dar lugar a las proteinas estructurales VP4 y VP2 (en forma de su precursor VP0), VP3 y

VP1 que integrardn la capside viral (Racaniello, 2007). Los polipéptidos VP4 y VP2 maduros son
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originados por clivaje de VPO durante el proceso de maduracion de la capside (Curry y cols.,

1997).

P2: Esta region codifica para proteinas no estructurales 2A, 2B y 2C, involucradas en la
replicacion. Como se menciond anteriormente, el procesamiento de la proteina 2A ocurre
junto con el precursor P1-2A. Esta proteina, un péptido de 16 aminoacidos de longitud, cataliza
en cis la escision de P1-2A del precursor 2BC (Ryan y cols., 1991; Ryan & Flint, 1997). La
proteasa viral 3C es la encargada de procesar el precursor 2BC para dar lugar a las proteinas 2B
y 2C, que junto con la proteina 2A del virus integran la regién P2. La proteina 2B contiene los
determinantes del rango de huésped, ha sido asociada en VFA al bloqueo de secrecién de
proteinas cuando se coexpresa con 2C (Moffat y cols., 2007) pero no por si sola (de Jong y
cols., 2008). La proteina 2C esta involucrada en la sintesis de ARN con posible actividad
helicasa (Porter, 1993). En enterovirus se ha demostrado que las proteinas 2B y 2C se
encuentran en complejos de replicacion viral asociados a membrana (Bienz y cols., 1987; Bienz

y cols., 1990).

P3: La region P3 codifica las proteinas no estructurales 3A, tres copias distintas de 3B
(VPg), la proteasa 3C, y la polimerasa viral (3D), que es una ARN polimerasa ARN dependiente.
La proteina 3C es la responsable de la mayoria de los clivajes de procesamiento primario y
secundario de este precursor (Porter, 1993). En Picornavirus, la proteina 3A participa en la
sintesis del ARN viral (Gromeier y cols.,, 1999, Takeda y cols., 1986), y en el anclaje a
membranas, alterando su permeabilidad (Xiang y cols., 1998), inhibe la secrecién de proteinas
celulares (Doedens & Kirkegaard, 1995) y estd implicada en replicacidon del ARN viral (Takeda y
cols., 1986; Gromeier y cols., 1999). Se ha demostrado que deleciones o alteraciones en la
secuencia de 3A pueden afectar a la virulencia del VFA y la patogenia de la enfermedad
(Giraudo y cols., 1990; Beard & Mason, 2000) o contribuir a la expansiéon del rango de
hospedador (Nufiez y cols., 2001). En el genoma del VFA existen tres copias en tdndem del gen
3B, que codifica para la proteina VPg (King y cols., 1980), que es uridilada y se une
covalentemente al extremo 5' del ARN gendémico del virus, y esta implicada en la iniciacién de
la sintesis del ARN y probablemente también en encapsidacién (Rowlands, 1999). Se ha
demostrado que virus con alguna copia de 3B deletada tienen afectada la capacidad de
sintetizar ARN cuando se multiplican en cultivo celular (Falk, Sobrino y Beck, 1992). La
uridilaciéon de VPg en picornavirus es necesaria para iniciar la sintesis del ARN viral (Gerber,
Wimmer y Paul, 2001; Paul A.V., 2000). El proceso de uridilacion en aftovirus es estrictamente
dependiente de la presencia del precursor viral 3CD, del cre y de 3D, e independiente de la

cola de poli(A) (Nayak y cols., 2005; Nayak y cols., 2006). La proteina 3C, principal proteasa
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viral, del grupo de las serin proteasas relacionadas con la tripsina (Argos y cols., 1984; Bazan y
Fletterick, 1988; Gorbalenya y Koonin, 1989), también es la responsable de la protedlisis de
algunas proteinas celulares como la histona H3 (Falk y cols., 1990; Tesar & Marquardt, 1990) o
los factores del inicio de la traduccion elF4A y elFAGI (Belsham y cols., 2000). La proteina 3D,
gue como hemos mencionado es la ARN polimerasa dependiente de ARN, es responsable de la
replicacién del ARN viral, aunque los requerimientos especificos para el reconocimiento de las
moléculas de polaridad positiva y negativa se desconocen. Esta proteina es la encargada de la
replicacion del genoma del VFA (Newman y cols., 1979) y de la uridilacidn de 3B (Nayak y cols.,
2005). La estructura tridimensional de la 3D del VFA ha sido experimentalmente determinada

(Ferrer-Orta y cols., 2004), aunque, no ha sido identificada su region catalitica.

1.2.2.3. Region 3’ no codificante.

Esta region se encuentra tras el coddn de terminacién de la poliproteina y presenta
una longitud de aproximadamente 90 nt, estructurada en dos stem-loops (SLs) (Mason y cols.,
2003; Witwer y cols., 2001), seguida de una cola de poli(A) de longitud variable (Chatterjee y
cols., 1976; Sangar y cols., 1977). El poli(A) interviene en el inicio de la sintesis de ARN de
polaridad negativa, a través de los residuos de adenilato terminales que actian como molde
con el que se aparea el iniciador 3B-pUpU; su eliminacidn afecta la infectividad del ARN de VFA
(Saiz y cols., 2001). Asimismo interviene, a través de una serie de proteinas que se unen a él,
en la circularizacién del genoma necesaria para que tenga lugar la replicacién (Barton y cols.,

2001; Herold y Andino, 2001).

1.3. Ciclo de replicacion.

El ARN gendmico de los virus de la familia Picornaviridae es infeccioso (Belsham &
Bostock, 1988), por lo que no requiere de las proteinas virales para iniciar el ciclo replicativo,
que ocurre a nivel citoplasmatico (Fig. 1.3). Tras la entrada del virus en la célula susceptible, el
ARN viral es rapidamente traducido, originando una Unica poliproteina que es procesada
mediante diversas proteasas virales y posiblemente celulares, para resultar en las proteinas
virales maduras (Ryan y cols., 1989; Grubman vy cols., 1984). La interaccidén entre proteinas
celulares y virales, altera las funcionalidades de muchas de las proteinas celulares, provocando
la inhibicidn del proceso traduccional celular y el bloqueo de los mecanismos de defensa de la
célula hospedadora (Belsham, 2005). Estas reorganizaciones incluyen la proliferacion de

vesiculas citoplasmaticas, que aunque su origen todavia no ha sido precisado, podrian provenir
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del reticulo endoplasmatico y/o complejo de Golgi (Knox y cols., 2005; Monaghan y cols.,
2004).Estos cambios facilitan la segunda fase del ciclo viral, la replicacidon del genoma, llevada
a cabo por la ARN polimerasa dependiente de ARN (3Dpol). Finalmente, la formacion de la
capside y su asociacién con una molécula de ARN, genera nuevas particulas infecciosas

(Grubman y cols., 1985).

Membrana plasmatica
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Figura 1.3. Representacion esquematica del ciclo replicativo de picornavirus (ver explicacién en el

texto).

1.3.1. Entrada a la célula.

El nimero de particulas de VFA que se pueden unir por célula se estima entre 103 - 104
(Baxt y Bachrach, 1980). El reconocimiento de las células blanco por el VFA ocurre a través del
triplete de aminoacidos RGD (Arg-Gly-Asp), ubicado en el loop GH de la proteina VP1, que se
une a una serie de integrinas, como avp1, avp3, avB6 y avPf8, que actlan como receptores
celulares (Robertson y cols., 1983; Fox y cols., 1989; Baxt y Becker, 1990; Mateu y cols., 1996,
Neff y cols., 1998; Jackson y cols., 2000; 2002 y 2004; Baranowski y cols., 2003; Baxt y Rieder
2004; Burman y cols., 2006). Las integrinas son proteinas transmembrana heterodiméricas
implicadas en adhesion y sefializacion celular. Estan formadas por la asociacidon no covalente

de una cadena a y una 3 (Takada y cols., 2007). La avB6 seria la mdas importante como receptor
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(Dicara y cols., 2008), ademas esta integrina se expresa en bovino y ovino en células epiteliales
susceptibles a la infeccion por VFA (Brown y cols.,, 2006; Monaghan y cols., 2005). Las
integrinas constituyen el receptor utilizado por los aislamientos naturales del VFA para infectar
hospedadores naturales (McKenna y cols., 1995; Monaghan y cols., 2005).

Los estudios de estructura viral revelan que el loop GH es una protrusion desordenada,
expuesta y flexible (Acharya y cols., 1989; Verdaguer y cols., 1999) (Fig. 1.3.1), con el motivo
RGD conservado rodeado de aminodacidos altamente variables (Carrillo y cols., 2005; Domingo
y cols., 2004). Algunas de las posiciones adyacentes al RGD tienen importancia en el
reconocimiento del receptor (Burman y cols., 2006; Mateu y cols., 1996).

Se han descripto otros receptores, como heparan sulfato (Baranowski y cols., 2000;
Jackson y cols., 1996), y también variantes virales capaces de utilizar como receptor moléculas

diferentes de heparan sulfato o integrinas (Baranowski y cols., 1998; Sa-Carvalho y cols., 1997).

VPl

Loop GH

VP3

VP2

Figura 1.3.1. Representacion de la estructura tridimensional de un protémero biolégico del VFA, con el

loop GH expuesto.

Tras su unidn a integrinas, el viridn es introducido en la célula mediante un mecanismo
dependiente de clatrina (Berryman y cols., 2005; O’Donnell y cols., 2005; Martin-Acebes y
cols., 2009), en un compartimento endosomal acido, donde se produce el desensamble de la
capside en pentameros liberando VP4 (Vasquez y cols., 1979), por la accidon de fuerzas
electrostdticas que generan la protonacién de residuos de histidina en la proteina VP3 de la
capside donde la repulsidon generada entre ellos ayuda a su disociacion, con la consiguiente
liberacion del ARN virico en el citosol (Ellard y cols., 1999). Este proceso parece estar inducido

por acidificacién en los endosomas (Carrillo y cols., 1984; Baxt, 1987). La sensibilidad del virion
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de VFA a condiciones acidas podria ser producto de una seleccién evolutiva para permitir la
disociacion de la capside y la liberacion del ARN gendmico durante estas etapas iniciales de la
infeccién (van Vlijmen y cols., 1998). El ARN se libera al citoplasma, unido covalentemente a la
proteina VPg (Curry y cols., 1995, Ellard y cols., 1999).El mecanismo no estd totalmente
establecido, pero una vez en el citoplasma, se supone que es necesaria la separacién de la
proteina VPg del extremo 5" del ARN, para iniciar la traduccién (Ambros y cols., 1978), aunque
algunos autores han propuesto el inicio de la traduccidn con esta proteina unida al ARN (Golini

y cols., 1980).

1.3.2 Traduccidén y procesamiento proteolitico.

La traduccién del genoma del VFA es independiente de la estructura cap (7-metil-G)
comun a la iniciacién de la traduccién en eucariotas, y se realiza a partir de un sitio interno
(IRES) que presenta una compleja estructura secundaria, y es capaz de unirse al ribosoma
(Belsham, 1992), y a ciertas proteinas celulares, como PTBP (Luz y Beck, 1990), ITAF45
(Martinez-Salas y cols., 2001) y PCBP (Blyn y cols., 1997). La proteasa L también procesa al
factor celular de inicio de la traduccién, elF4G, impidiendo que el ribosoma reconozca la
estructura cap de los ARN celulares, y por lo tanto, su traduccién (Devaney y cols., 1988). Las
proteasas virales clivan ademas otras proteinas de la célula infectada que participan en
procesos necesarios para la viabilidad celular, como factores de transcripcién, histonas (H3),
proteinas implicadas en el trafico de membranas y reguladores del ciclo celular (ciclina A y
ciclina B2), entre otros (Ryan y cols., 2004).

Una vez iniciada la traduccidn, esta prosigue generando una poliproteina de
aproximadamente 2330 aminodacidos que se procesa cotraduccionalmente por la accién en cis
y trans de las diversas proteasas virales, dando origen a diferentes productos intermedios y a
las proteinas virales maduras, que se mencionaron anteriormente. La proteasa 3C también
participa en el procesamiento del factor elF4G (Belsham y cols., 2000).

Las proteasas del VFA son:

L: pertenece al grupo de la papaina (Guarne y cols., 1998) y se encuentra presente Unicamente
en los géneros Aphthovirus y Erbovirus. Cataliza su propia escisidn del resto de la poliproteina
viral P1-P2-P3 (Strebel y Beck, 1986; Medina y cols., 1993). Esta proteina es también
responsable de la ruptura del factor de iniciacién de la traduccién celular elFG4 (Devaney y
cols., 1988; Strebel y Beck, 1986).

3C: responsable del resto de rupturas proteoliticas de la poliproteina viral. La proteasa 3C es
una serin proteasa de la familia de la tripsina (Gorbalenya y Koonin, 1989) y produce la ruptura

primaria de la unién entre 2C y 3A, en las etapas iniciales de la traduccién, y posteriormente
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realiza la protedlisis de los distintos precursores proteicos virales que dan lugar a las proteinas
de la capside (excepto la ruptura entre VP4 y VP2 que tiene lugar en la etapa de
encapsidacion), y a las diferentes proteinas no estructurales (Fig. 1.3.2).

2A: se consideraba una proteasa, pero ahora se sabe que es responsable de liberar el
precursor P1-2A de 2BC-P3 mediante un mecanismo de modificacion de la maquinaria

traduccién (Donnely y cols., 2001; de Felipe y cols., 2003; Ryan y cols., 2004).

| L foee]vrves| ver [ |28 | 2¢ | 3a |||| 3C s;p |
Poligitoteing VPO 4 ‘Procesalmeuto primario
h 4 A 4 A 4 A 3
[ L | [l vez] ver [ {28 [ac || 3a 3C 50|
24 3B1B2B3
m— Pl-2A P3

* Procesamiento secundario
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Figura 1.3.2. Representacion esquematica de la accidon de las proteasas en el procesamiento de la
poliproteina del VFA. Se producen tres procesamientos en cis a medida que se sintetiza la poliproteina.
La separacion entre Ly P1-2A se produce por el corte de L sobre si misma (flecha roja). El corte entre P1-
2A y 2BC se produce por autocatalisis de 2A (flecha azul). El corte entre 2BC y P3 lo realiza 3C, que
posteriormente ejecuta las escisiones de las demas proteinas maduras a partir de sus precursores
(flechas verdes). Basado en Ryan y cols., 2004.

1.3.3 Replicacion del ARN.

La informacién relativa al mecanismo de replicacion del ARN del VFA es escasa, y en
general se infiere, badsicamente, de lo que se conoce sobre poliovirus. EI ARN se copia por la
accion de la ARN polimerasa ARN-dependiente, codificada en la region 3D del genoma
(Polatnick y Arlinghouse, 1967; Martinez-Salas y cols., 1985; Ferrer-Orta y cols., 2004 y 2006).
La polimerasa 3D presenta una baja fidelidad debido a la ausencia de actividad correctora (o
proofreading), lo que explica la gran variabilidad genética observada en el VFA (Domingo y

cols., 2001). La proteina 3Dpol sintetiza tanto la cadena positiva como la negativa del ARN viral
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y cataliza también la uridilacién del péptido 3B, para que éste actie como iniciador de la
sintesis de ARN de polaridad positiva. Su estructura ha sido resuelta mediante cristalografia de
rayos X (Ferrer-Orta y cols., 2006; Ferrer-Orta y cols., 2004; Ferrer-Orta y cols., 2007).

La replicacion del genoma en picornavirus estad asociada a la cara citoplasmatica de la
membrana del reticulo endoplasmatico y del aparato de Golgi (Barco y Carrasco, 1995;
Schlegel y cols., 1996; Teterina y cols., 1997; Bolten y cols., 1998). El precursor 3AB actua en el
reclutamiento de la proteina 3D y del precursor 3CD hacia la membrana (Paul 2002). Este
ultimo tiene actividad de proteasa, y facilitaria la union de 3D al ARN viral a través de distintos
dominios de la proteina 3C (Harris y cols., 1994). El modelo propuesto para representar el
proceso supone un tapiz de moléculas de polimerasa 3D recubriendo la membrana externa del
reticulo endoplasmdtico, formando una malla catalitica (Lyle y cols., 2002). La mayoria de las
proteinas no estructurales y sus precursores, junto con el ARN, también participarian de esta
estructura, llamada “complejo de replicacion” (Parsley y cols., 1997; Xiang y cols., 1995;
Barnejee y cols., 2001; Echeverri y cols., 1995; Paul y cols., 1994; Giachetti y cols., 1992), el
cual facilita la el proceso replicativo, localizando en la misma estructura celular a todos los
componentes necesarios para la replicacion del ARN viral (Bienz y cols., 1992).

La proteina VPg unida covalentemente a todas las moléculas de ARN viral (Ambros y
Baltimore, 1978), actia en el inicio de la replicacion (Paul y cols., 1998; Ferrer-Orta y cols.,
2006). El primer paso para la iniciacidn de la sintesis del ARN viral es la uridilacion de VPg por
parte de 3D, mediante la cual se adiciona un residuo de uridina-5"-monofosfato (UMP) a la Tyr
que se encuentra en posicion 3 del péptido VPg (Ferrer-Orta y cols., 2006, Nayak y cols., 2005,
Paul y cols., 1998). El mecanismo de uridilacién difiere en funcién de la polaridad del ARN a
sintetizar. Para la sintesis de ARN negativo la uridilacién seria mediada por el poli-A (Murray y
Barton, 2003; Paul y cols., 2003), mientras que la uridilacién que utiliza como molde Ia

III

estructura del “cre”, solo seria necesaria en la sintesis de ARN+ (Murray y Barton, 2003). Sin
embargo, otros autores han relacionado la uridilacion de 3B mediada por “cre” a la sintesis de
ARN de ambas polaridades (Van Ooij y cols., 2006). El proceso de uridilacién es estimulado por
el precursor 3CD (Paul y cols., 2000; Paul y cols., 2003).

Varios modelos tratan de explicar el inicio de la sintesis de las moléculas de polaridad
negativa y todos ellos contemplan el hecho de que el ARN gendmico sirve de molde para la
sintesis de unas pocas moléculas de ARN-, para lo cual la proteina 3B serviria de cebador. Estas
cadenas de ARN- serian, a su vez, molde para la sintesis de nuevas moléculas de ARN+, que
llevarian también unidas covalentemente en su extremo 3” a la proteina 3B uridilada empleada

como cebador en dicha sintesis. Debido a este mecanismo, en el interior de la célula infectada

se acumula mayor cantidad de moléculas de ARN+ que de ARN-. Para que comience la sintesis
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de la cadena negativa de ARN es necesario que cese la traduccidon de la molécula de ARN

(Gamarnik y Andino, 1998).

1.3.4 Encapsidacion y maduracion.

El ciclo de replicacidn finaliza con los procesos de encapsidacion de la molécula de ARN
gendmico y de la maduracidon de la capside, mediante el clivaje del precursor VPO, dando lugar
a las proteinas VP4 y VP2. Se ha postulado, para poliovirus, que existe una sefal de
empaquetamiento en cis en la molécula de ARN de polaridad positiva, y Unicamente las
moléculas de ARN positivo unidas a la proteina VPg son encapsidadas (Nomoto y cols., 1977;
Novak y Kirkegaard, 1991). El clivaje de VPO es autocatalitico y es esencial para la formacién de
virus infectivo; cuando ese proceso de maduracidn no se completa, no se realiza la liberacién
del ARN al citoplasma celular (Knipe y cols., 1997).

Los diferentes modelos que se postulan para explicar el ensamblaje de los nuevos
viriones, ya fuera por formacién de céapsides vacias dénde luego entraria el ARN, o por
estructuracion de los pentameros con el ARN para formar el pro-virién (revisado en Grubman y
Baxt, 2004), coinciden en apuntar la necesidad de la maduracién de VPO en VP4 y VP2, una vez
ensamblada la cépside (Arnold y cols., 1987; Knipe y cols., 1997). Otra modificacion descrita es
la miristilacion del extremo amino del precursor VPO, que actuaria en la localizacion del
precursor en las membranas celulares, donde tiene lugar la replicaciéon del ARN viral asi como
en el correcto procesamiento y ensamblaje de las subunidades de la capside (Chow y cols.,

1987).

1.4. Diversidad del VFA.

El VFA, como la mayoria de los virus de genoma ARN, se caracteriza por presentar una
alta variabilidad genética (Domingo y cols., 2003; Domingo y cols., 1990), que se origina
principalmente en la ausencia de actividad correctora de la ARN polimerasa dependiente de
ARN. La tasa de mutacion de los virus a ARN, calculada a partir del nimero total de
sustituciones de nucledtidos por el numero total de nucledtidos en el genoma por ronda de
replicacion, esta en el rango de 107 a 10 (Weissman, 1989). Para el VFA la tasa de fijacién de
mutaciones para el gen de la VP1se ha calculado en <0,04 x 107 a 4,5 x 1072 sustituciones por
nucleétido por afio en la fase aguda y entre 0,9 x 102y 7,4 x 107 sustituciones por nucleétido
por afio en las infecciones persistentes (Sobrino y cols., 1983; Gebauer y cols., 1988; Malirat y
cols., 1994).

Esta alta variabilidad genera poblaciones de VFA que han sido definidas como

distribuciones dindmicas complejas de mutantes relacionados entre si, a las cuales se las
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denomina cuasiespecies (revision en Domingo y cols., 2006). En esas poblaciones de
cuasiespecies existe un equilibrio que no es sencillo entre la alta tasa de mutacidén inherente a
la replicacion del ARN y una continua competicion entre las mutantes, que resulta en la mayor
adaptabilidad de aquellos con mas eficacia bioldgica o fitness frente a las diferentes presiones
selectivas del ambiente. La consecuencia de estos procesos es la gran flexibilidad adaptativa
que presentan los virus ARN (Domingo y Holland, 1997), que ha llevado, en el VFA, a cambios
fenotipicos como la adquisicidon de resistencia a anticuerpos monoclonales (Lea y cols., 1994),
a farmacos (Sierra y cols., 2007), a vacunas peptidicas (Taboga y cols., 1997), o cambios en
rango de hospedador (Giraudo y cols., 1990; Nufiez y cols., 2001), que derivan de cambios

genéticos minimos.

1.4.1. Variabilidad genética.

Como consecuencia de su estructura poblacional de cuasiespecie, existen variantes
genéticas en las poblaciones del VFA presentes en la naturaleza (Barteling y Woortmeyer,
1987). La primera comparacién entre los genomas de VFA se realiz6 mediante un ensayo de
hibridacion competitiva de los acidos nucleicos. El analisis de ARN de los virus de los serotipos
O, Ay C mostré una homologia del 44-65% (Dietzshold y cols., 1971). En 1977, también por
medio de esta técnica, Robson y cols. reportaron de que los siete serotipos de VFA se pueden
clasificar en dos grupos: uno incluye los tipos O, A, C, y Asial y el otro grupo incluye los tres
tipos de Sudafrica (SAT1, 2y 3).

Esta variacién que se observa en la naturaleza, también se encuentra cuando se somete
a los virus a pasajes en cultivos celulares, tanto en presencia de anticuerpos (Carrillo y cols.,
1989), como en ausencia de los mismos, y también en cultivos celulares infectados de forma
persistente (Diez y cols., 1989). Asimismo, se han recuperado variantes genéticas a lo largo de
infecciones persistentes en animales inoculados experimentalmente (Gebauer y cols., 1988,
Malirat y cols., 1994). Inclusive es posible encontrar en la literatura, trabajos que evidencian la
existencia de poblaciones genéticamente heterogéneas durante un brote. (Piccone y cols.,
1988, Malirat y cols., 2007). Ademds de este tipo de mutaciones que llevan a un drift
antigénico, hay estudios (Heath y cols., 2006) que evidencian la ocurrencia de recombinaciones

en hotspots de recombinacion a los extremos 3"y 5° de las regiones de P1.

1.4.2. Variabilidad antigénica y sitios antigénicos.
Las variaciones a nivel gendmico implican eventualmente cambios a nivel fenotipico que
se manifiestan como sustituciones de aminodcidos en las proteinas no estructurales, alterando

manifestaciones tales como rango de huéspedes, virulencia, etc., tanto en infecciones in vivo
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como in vitro, y estructurales, en donde pueden modificarse dominios que interactian con los
componentes del sistema inmunoldgico.

De hecho, el VFA es un virus antigénicamente heterogéneo, y se han clasificado a nivel
mundial 7 serotipos, con diferencias importantes en sus propiedades antigénicas e
inmunoldgicas. Estas diferencias entre los serotipos tienen como consecuencia el hecho de que
los animales recuperados de la infeccidon causada por un serotipo viral o vacunados contra un
serotipo sean susceptibles a la infeccidn un virus perteneciente a otro serotipo. Inclusive,
dentro de los serotipos se han identificado numerosas cepas que poseen distintos grados de
relacidon seroldgica y antigénica las cuales no son capaces en todos los casos de conferir
inmunidad contra otras variantes del mismo serotipo (Pereira, 1977; Mateu y cols., 1988).

Esto sugiere quela diversidad antigénica es de gran importancia para controlar la
enfermedad y es una caracteristica cada vez mas considerada en la seleccién de cepas para ser
utilizadas en la fabricacién de vacunas (Mattion y cols., 2004).

La estructura terciaria en forma de barril B compuesto por 8 cadenas B antiparalelas
conectadas por bucles de longitud variable compartida por los polipéptidos VP1-3 es la que
define la antigenicidad de cada serotipo. El principal sitio antigénico, implicado en la
neutralizacién de la infectividad viral, se localiza en el loop G-H de VP1, localizado en las
posiciones 140-160 aproximadamente, dependiendo del serotipo (Strohmaier y cols., 1982;
Bittle y cols., 1982; Pfaff y cols., 1988; Mateu y Verdaguer 2004; revisién en Baranowski y cols.,
2001). El triplete RGD, que como mencionamos anteriormente interviene en el reconocimiento
del receptor, se localiza en la zona central de este loop. También han sido identificados otros
sitios relevantes en la regidn P1, algunos localizados en el extremo C-terminal de VP1, el cual
es continuo e independiente del sitio principal en el loop G-HA en el serotipo C, pero no en el
serotipo O (Bittle y cols., 1982; Parry y cols., 1990), y otro sitio discontinuo que comprende los
residuos de VP1, VP3 y VP2 (Lea y cols., 1994; Barnett y cols., 1998; Mateu y cols., 1990; Pfaff y

cols., 1988; revisiones en Baranowski y cols., 2001 y en Mateu y Verdaguer, 2004).

1.5. Respuesta inmune contra el virus de la fiebre aftosa.

El VFA, como consecuencia del proceso infeccioso, induce una respuesta inmune
protectora para posteriores desafios frente al virus. Esta respuesta inmune es estimulada
especificamente e induce una eficiente proteccion frente a reinfecciones con virus homaélogos
o relacionados antigénicamente (Collen, 1994; McCullough y cols., 1992).

La induccion de una repuesta inmune humoral especifica implica el reconocimiento de
epitopes presentes en la particula viral por parte de los linfocitos B para producir anticuerpos

especificos. Los animales infectados presentan altos niveles séricos de anticuerpos especificos
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con actividad neutralizante, que segun la especie pueden persistir hasta 18 meses luego de la
infeccién (Wigdorovitz y Sadir, 1996). La importancia de los anticuerpos neutralizantes para
inducir proteccion frente a fiebre aftosa ha sido documentada ampliamente (Bachrach y cols.,
1975; Bittle y cols., 1982; Kleid y cols., 1981; Laporte y cols., 1973; Strohmaier y cols., 1982;
Pay y Hingley, 1987; Collen, 1994; Periolo y cols., 1993; Robiolo y cols., 1995). Niveles de
anticuerpos IgM especificos en suero se detectan a partir del 4 dia post-infeccién, o inclusive
mas temprano en animales inoculados intradermolingualmente, y del tipo 1gG entre 4-7 dias
(Francis & Black, 1983; Salt, 1993). Se ha descrito una buena correlacidon entre los niveles de
anticuerpos especificos medidos in vitro y la proteccidn in vivo (Van Bekkum, 1969; Van
Maanen and Terpstra, 1989; Robiolo y cols., 1995 y 2010)

La respuesta inmune inducida en mucosas también ha sido objeto de estudio, dada la
importancia de la ruta oro-faringea como principal via de infeccién natural del VFA
(Alexandersen & Donaldson, 2002; Francis & Black, 1983). La deteccion de anticuerpos IgA
especificos en fluido oro-faringeo, como induccién de una repuesta inmune local y sistémica,
ha sido descrita en cerdos inmunizados con altas dosis de virus inactivado o con péptidos
sintéticos. Esta deteccidn se ha correlacionado recientemente con la induccién de una
respuesta protectora eficiente (Cubillos y cols., 2008; Eble y cols., 2007; Parida y cols., 2006;
Parida y cols., 2007).

El reconocimiento de epitopes T tras el procesamiento antigénico y presentacion en el
contexto del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) de clase Il es importante para la
generacion de la respuesta inmune humoral (Collen, 1994). No obstante, animales con titulos
de anticuerpos significativos pueden no estar protegidos, mientras otros con titulos de
anticuerpos neutralizantes bajos o nulos, pueden llegar a estarlo (McCullough y cols., 1992;
Sobrino y cols., 2001; Liebermann y cols., 1993), lo que sugiere que la proteccién estaria
mediada, ademas, por otros componentes de la inmunidad, que expliquen la proteccién del
animal en ausencia de anticuerpos neutralizantes detectables, como puede ser la estimulaciéon
de una respuesta inmune celular (Brown y Graves, 1959; Becker, 1994). En este sentido, el
estudio de la contribucién de otros mecanismos inmunes, como la respuesta celular mediada
por MHC de clase |, a la proteccidn frente al VFA ha sido de gran importancia. La identificacion
y caracterizacién de epitopes T en la secuencia del VFA (Collen y Doel, 1990; Bittle y cols.,
1982; van Lierop y cols., 1995) ha sido muy importante para entender la repuesta inmune
celular mediada por linfocitos T y su via de presentacién antigénica (Collen y cols., 1991;
Garcia-Briones, y cols., 2004; Glass y cols., 1991; Rodriguez y cols., 1994). Se han mapeado
epitopes T funcionales a lo largo de la secuencia de las cuatro proteinas capsidales (Filgueiras,

2000). Por otro lado, se sabe que las citoquinas, especialmente el interferén, ejercen
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importantes funciones en el sistema inmune para controlar la enfermedad y su estimulacidon es
caracteristica de una respuesta antiviral mediada por células T CD4+ (Th1) (Moraes y cols.,

2003; Zhang y cols., 2002).

1.6. Vacunacidn contra el VFA.

Ya desde tiempos tempranos desde la primera descripcion de la etiologia del VFA, se
abordé la preparacion de vacunas que confirieran proteccion frente a la enfermedad, y si bien
existieron intentos de elaborarla con cepas atenuadas aisladas de la naturaleza o atenuadas
mediante pasajes en animales o en cultivos celulares (Barteling, 2004), las vacunas contra el
VFA, que se usan en la actualidad y han permitido erradicar la enfermedad en numerosos
paises se elaboran a partir de la inactivacion quimica de particulas virales producidas
principalmente en cultivos celulares. Estas vacunas se preparan por infeccion de células BHK-
21, a nivel industrial (Stoker y Macpherson 1964), incluyendo cepas de diferentes serotipos
virales que sean necesarias dependiendo de la circulacién o riesgo de circulacién existente o
identificado (Rweyemamu, 1984; Paton y cols.,, 2005; Mattion y cols., 2009). Los
sobrenadantes de los cultivos se clarifican por filtracién para eliminar restos celulares y se
concentran por precipitacién del virus con polietilenglicol (PEG) o por ultrafiltracion. El virus se
inactiva con etilenimina binaria (BEl) que ha sustituido progresivamente a las vacunas basadas
en la inactivacion del antigeno viral con formaldehido (Bahnemann, 1975; Bahnemann 1990,
Barteling, 2004). A pesar de la comprobada eficacia de las vacunas inactivadas, la duracion de
la proteccidn, los titulos de anticuerpos neutralizantes, y la afinidad promedio de la respuesta
inducida por una vacuna, es siempre mas baja a la inducida por la infeccion natural (Doel,
2003). Para superar esta dificultad, se utilizan sustancias adyuvantes que actlan como
vehiculos y como inmunoestimuladores, tales como el adyuvante incompleto de Freund
(Freund y cols., 1948), o mas recientemente la saponina. En este sentido ha sido demostrado
que los adyuvantes oleosos confieren estados de proteccion mas duraderos (Smitsaart y cols.,
2000). Otra condicién esencial para la eficacia de las vacunas, es la integridad de las particulas
virales 140S (OIE, 2012).

Las vacunas inactivadas convencionales presentan algunas desventajas, entre las cuales
la necesidad de manipulacién de virus infeccioso es una de las mas notorias, por lo que se ha
trabajado desde hace bastante tiempo en diferentes aproximaciones para el desarrollo de
nuevas vacunas. Por ejemplo, se han realizado estudios con vacunas basadas en péptidos
sintéticos (Anderer and Schlumberger, 1965; Cubillos y cols., 2008; Taboga y cols., 1997,
Francis, 1990; Bittle y cols., 1982, Shieh y cols., 2001; Mulcahy y cols., 1990, Zamorano y cols.,

1994), en donde se ha demostrado recientemente que puede mejorarse la respuesta inmune
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asociandolos a epitopes T-colaboradores (Th) promiscuos (Wang y cols., 2002), o bien
disefiando péptidos de modo tal que se logre la correcta exposicion de sitios antigénicos
discontinuos (Villen y cols., 2002); también se ha abordado la generacion de vacunas a
subunidades proteicas, mediante la inoculacidon de proteinas inmunogénicas producidas por
técnicas de ADN recombinante (Strohmaier y cols., 1982; Abelson, 1982; Broekhuijsen y cols.,
1986), incluyendo proteinas de fusidn con antigenos foraneos, y nuevas vacunas atenuadas
(Chinsangaram y cols., 1998; Mason y cols., 1997). Otras metodologias incluyen vacunas
producidas a partir de particulas virales vacias (VLPs) (Abrams y cols., 1995; Lewis y cols., 1991
Grubman y cols., 1993). Si bien se cuenta con resultados promisorios, hasta la fecha ninguna
de estas metodologias se ha mostrado completamente satisfactoria.

Recientemente se han iniciado estudios para analizar el uso de vectores virales no
replicativos junto con estrategias de prime-and-boost, que se muestran como una alternativa
interesante de aplicacion de inmunégenos recombinantes de nueva generacién en la lucha

contra la fiebre aftosa (D’Antuono y cols., 2010; Romanutti y cols., 2013).

1.7. Eluso de la genética reversa para estudios en virologia.

El estudio de los virus y sus interacciones con las células huésped y organismos se ha
beneficiado en gran medida de la capacidad de disefiar mutaciones especificas en el genoma
viral, técnica conocida como genética reversa. En el caso de los virus a ARN de polaridad
positiva, se pueden generar nuevos virus a partir de un plasmido bacteriano que contiene una
copia completa del ADN complementario (ADNc) al genoma viral. Estos ADNc de copia
completa, conocidos como “clones infecciosos”, sirven como templado para la produccién de
moléculas de ARN usando una enzima ARN polimerasa ADN dependiente. La introduccion de
dichos ARNs en células eucariotas por técnicas de transfeccidn resulta en la produccién de
virus infeccioso.

El desarrollo de un sistema de genética reversa para varios virus de ARN y de ADN
permite la introduccién de mutaciones, inserciones y deleciones disefiadas en el genoma de de
los virus, de manera que virus genéticamente alterados pueden ser creados en el laboratorio
para expresar caracteristicas fenotipicas especificas.

La generacidn y aplicacion de clones infecciosos esta ampliamente distribuida y se
cuentan con estas herramientas tanto para virus vegetales como animales (Racaniello y
Baltimore 1981; van der Werf y cols., 1986; Chapman S, y cols., 1991; Zimmermann y cols.,
1994; Angell y Baulcombe, 1997; van Dinten y cols., 1997; Gritsun y Gould, 1998; Mendez y
cols., 1998).
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1.7.1 Aplicacion de técnicas de genética reversa en estudios en Picornavirus.

La aplicacidn de la genética reversa para estudios de virus de la Familia Picornaviridae,
fue posible gracias a los primeros estudios de tropismo de poliovirus realizados hace mas de 50
afios, por Holland y cols. (1959) quienes demostraron la capacidad de este virus de completar
una ronda de replicacion luego de la transfeccion con ARN viral de células no permisivas.
Posteriormente los estudios de Racaniello y Baltimore (1981) que demostraron que una copia
clonada de ARN gendmico completo (full-lenght cDNA) de poliovirus transfectada en células
permisivas de mamiferos, producia poliovirus infeccioso, sirvieron de base para los andlisis
posteriores de los picornavirus utilizando genética reversa, y fueron los primeros estudios de
genética reversa en virus de ARN de cadena positiva.

Este primer clon de ADNc infeccioso del poliovirus tipol se construyd mediante la
digestion parcial del ARN del genoma completo de poliovirus y la posterior religacion de
subclones que se superponian resultando en la formacién de un ADNc de longitud completa,
flanqueado por terminaciones de oligo(GC), insertado en el en el sitio Pstl del plasmido
pBR322. Este clon poseia una terminacion de poli(A) de 37 nucledtidos y se colocé con
orientacién opuesta a la direccién de transcripcion del gen de resistencia a ampicilina en cual
se insertd. Aunque el plasmido pBR322 carece de sefial de transcripcion especifica de
eucariotas, la transfeccion de este plasmido recombinante en células de primates (CV-1)
produjo virus infeccioso en cantidad significativa (aproximadamente 5 unidades formadoras de
placa por microgramo de ADN).

Un estudio posterior demostré que un ADNc que carecia de los primeros 115
nucledtidos del genoma, no resultaba infeccioso, y esta fue la primera aplicacién de la
genética reversa al analisis de los Picornavirus, que permitié sugerir que el extremo 5' del
genoma, el cual se sabia que no codifica para proteinas, contenia sefiales importantes para la
replicacion viral (revisado en Xiang y cols., 1997). Posteriormente se siguidé avanzando en los
estudios y metodologias, lo cual permitié aumentar el rendimiento con el cual se obtenian
clones infecciosos, asi como la infectividad de los mismos, por ejemplo realizando la
transfeccion de células COS-1 con clones de ADNc preparados en plasmidos que contenian
sefiales de tanscripcidn y replicacién del virus SV40 (Semler y cols., 1984), o aplicando la
polimerasa purificada del bacteriéfago T7, y la construccién clonada bajo la accidon del
promotor T7 (Van der Werf y cols., 1986) o bajo el promotor SP6 (Mizutani and Colonno,
1985), demostrando la capacidad de los sistemas in vitro como sistemas alternativos de
expresion. Desde entonces varios estudios se realizaron, utilizando estos sistemas, los cuales

permitieron avanzar en los conocimientos acerca de la intervencién de las secuencias no
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codificantes de los extremos 3’ y 5 en la infectividad de poliovirus y otros picornavirus
(revisidn en Evans, 1999).

La mayoria de los estudios de genética reversa utilizan las polimerasas de SP6 o T7 para
la sintesis del genoma completo de ARN in vitro, a partir del ADNc, y transfeccién de las células
utilizando DEAE-dextrano, electroporacidn, o reactivos comerciales como la lipofectamina.
Mejoras similares también se han logrado con respecto a la tecnologia empleada para la
generacidon de ADNc de longitud completa, como por ejemplo las estrategias de clonacién
basadas en la reaccidn en cadena de la polimerasa (PCR), (Lindberg y cols., 1997) que facilitan
el aislamiento y la clonacién de genomas de aislados clinicos representativos permitiendo la
generacion de clones infecciosos

La aplicaciéon de la genética reversa, ha impactado en la obtencidon de resultados
importantes en cuanto al conocimiento de los mecanismos y factores que intervienen en la
replicacién de los Picornavirus (revisiones en Wimmer y cols., 1993; Sarnow y cols., 1990).

Las estrategias que se aplican es los estudios de genética reversa pueden agruparse en
la mutagénesis aleatoria o semi-aleatoria de un ADNc clonado, la construccién de genomas
recombinantes (incluyendo la mutagénesis en cassette), el desarrollo de sistemas de expresion
basados en picornavirus y, en menor medida para Picornavirus, la mutagénesis sitio dirigida. La
capacidad para manipular intermediarios del genoma completo a partir de la copia del ADNc,
abre la posibilidad de eliminar genes para el estudio de su funcidn, de realizar la mutagénesis
dirigida para determinar los factores genéticos potenciales de virulencia o la insercidén de
genes heterdlogos de interés y el uso de estos virus recombinantes como vectores de genes
(revision en Evans, 1999).

La genética inversa se ha utilizado en gran variedad de aplicaciones, como la atenuacion
de virus, la modificacion de la especificidad de hospedador y la generacién de virus con
replicacion deficiente. Estas estrategias también pueden aplicarse al desarrollo de nuevas
estrategias vacunales y se utilizan mucho en la caracterizacidn de la estructura y la funcién de

genes viricos individuales y secuencias de codificacion.

1. 7.2 Estudios en el VFA.

A pesar de haber sido el primer virus descubierto, el VFA se encuentra mucho menos
estudiado que otros picornavirus, como por ejemplo el virus de la poliomielitis. La utilizacion
de un sistema de genética reversa es muy util para la experimentacién e investigacién a nivel
molecular con el VFA y a fin de evaluar los efectos de modificaciones en las proteinas virales o
en las zonas no codificantes de su genoma en un contexto fisiolégico similar a una infeccion

viral.
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Algunos grupos de investigacion han reportado la construccidon de clones infecciosos
de cepas especificas. El primer clon infeccioso del virus de fiebre aftosa fue construido por
Zibert y cols., 1990 para virus serotipo O, y, posteriormente se obtuvieron clones de las cepas
A12 (Rieder y cols., 1993), H99 (Liu y cols., 2004), A24 (Rieder y cols., 2005), y ZIM/7/83(Van
Rensburg y cols., 2004). En los dos ultimos casos se obtuvieron transcriptos quiméricos
utilizando un sistema de transcripcion in vitro que emplea la ARN polimerasa del bacteriéfago
T7. También ha sido descripta la obtencidn de virus quiméricos del VFA (Rieder y cols., 1993;
Mason y cols., 1997; Almeida y cols., 1998; Saiz y cols., 2001; van Rensburg and Mason 2002;
Fowler y cols., 2008).

En un trabajo realizado con un clon infeccioso del VFA, se ha disefiado por genética
reversa una cepa atenuada con la proteasa L completamente delecionada, pero que es capaz
de replicar (Piccone y cols., 1995a), aunque la inoculacion de este virus en ganado vacuno no
desencadend una respuesta protectiva satisfactoria

Recientemente se han reportado trabajos donde la obtencidn de un clon infeccioso del
VFA se realiza utilizando una linea celular que expresa en forma constitutiva a la ARN
polimerasa T7 (Zheng y cols., 2009) y también un sistema de genética reversa basado en la
ARN Polimerasa | (Chang y cols., 2009).

La disponibilidad de un clon infeccioso del VFA facilita la generacién de virus quiméricos
recombinantes que donde pueden insertarse fragmentos significado epidemioldgico e inclusive
presentar un espectro antigénico mas amplio, a partir de sustituciones especificas. Ademas, tales
clones de longitud completa del ARN del VFA son Utiles para comprender la replicacion del virus,
la patogenicidad y abren el camino para el desarrollo de nuevas vacunas (vanRensburg y Mason,

2002; Boyer y Haenni, 2002).
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo general

El trabajo tiene como objetivo el disefio y construccién de un sistema de genética reversa
del virus de la Fiebre Aftosa, en base a una copia en ADN del genoma completo clonada rio
abajo del promotor de la polimerasa T7 y un replicon derivado del mismo a través del
reemplazo de la regién codificante de las proteinas virales estructurales por el gen reportero

luciferasa.

El clon de genoma completo (full length) tendra la potencialidad de producir particulas
virales infectivas, luego de transfeccién de ARN transcripto a partir del promotor de la
polimerasa T7. A diferencia de éste, el replicon, no poseera la capacidad de generar viriones, lo
cual posibilita su utilizacién en estudios moleculares sin los riesgos asociados a la manipulacién

del virus.

2.2. Objetivos especificos

. Disefio y construccién de un clon de genoma completo del VFA basado en la secuencia

de la cepa O1/Campos.

Evaluacién de la capacidad del clon para generar virus infeccioso en células BHK-21, en

un laboratorio de nivel de bioseguridad NBS 3A.

. Construccion de un replicon derivado del clon completo, mediante el reemplazo de la

region codificante de las proteinas virales estructurales (P1) por el gen reportero

luciferasa.

. Evaluacién del replicén en células BHK-21 por medicion de la actividad del gen reportero
luciferasa.

J Puesta a punto de una técnica de cuantificaciéon de la sintesis de ARN a partir de estos

clones por PCR en Tiempo Real.
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2.3. Hipétesis de trabajo

La obtencién de este sistema de genética reversa permitira contar con herramientas de
gran valor para generar virus genéticamente modificados para el estudio de las diferentes
funciones de las proteinas virales, asi como de distintas estructuras presentes en zonas no
codificantes del genoma en el ciclo de replicacién y en la interaccion con el huésped. El sistema
generado sera también apto para estudios de generacion de virus genéticamente defectivos
que muestren fenotipo atenuado, modificaciones antigénicas especificas o generacién de

secuencias “marcadas” con aplicaciones vacunales.

La disponibilidad de un clon infeccioso expandird las posibilidades de investigacién y
experimentacion, posibilitando de esta manera nuevas lineas de investigacion.
Adicionalmente, la construccion de un replicdn incapaz de generar viriones, pero que permita
medir la actividad de un gen reportero incorporado en el “background” gendmico del VFA o la
cuantificacidn del nivel de ARN viral por medio de PCR en Tiempo Real, permitira evaluar los
efectos de modificaciones en las proteinas virales o en las zonas no codificantes del genoma en
un contexto fisioldgico similar a una infeccion viral sin los riesgos asociados a la manipulacion

del virus.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Virus, plasmidos y células utilizadas

Se trabaj6 con la cepa 01/Campos del virus de la fiebre aftosa, obtenido del Laboratorio

de SENASA.
Los pldsmidos utilizados en distintas etapas del clonado fueron:
1. pGEMT-Easy (Promega)
2. pBluescript SKII (Stratagene)
3. pSFl (Sagey cols., 1998)
4. pKF4 (Hashimoto-Gotoh y cols., 1995)

Las transfecciones se realizaron sobre células BHK-21 clon 13, crecidas en monocapas,

mantenidas en medio G-MEM (Invitrogen), con 10% de suero fetal bovino.

3.2. Diseiio de primers

Los primers fueron disefiados utilizando la aplicacién de analisis de oligonucledtidos
del programa Vector NTI Suite. En todos los casos se verificaron las propiedades fisicoquimicas,

asi como la posibilidad de formacion de homodimeros y de estructuras de hairpins.

La lista completa de primers utilizados en este trabajo se muestra en el Anexo I.

3.3. Precipitacion de ADN con Etanol

A la solucién de ADN a precipitar se le agregd una décima parte de su volumen de
Acetato de sodio 3M y 2,5 voliumenes de etanol absoluto, mezclando por inversién. Se incubd
a -20 °C por 20 min y luego se realizé una centrifugacién a 12.000 rpm por 30 min. Se lavo el
pellet con etanol 70% y se dejoé secar el pellet a temperatura ambiente y finalmente se

resuspendio el ADN en un volumen apropiado de agua destilada.
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3.4. Extraccion de ARN con TRIzol.

La extraccion de ARN con el reactivo TRIzol® (Invitrogen) se realizé agregando 3
volumenes de este reactivo por cada volumen de sobrenadante de cultivo o de la solucion que
contuviera el ARN de interés. Se incubd durante 5 min a temperatura ambiente y se agregaron
200 pl de cloroformo por cada ml de TRIzol utilizado. Luego de mezclar por inversidn, se
incubo durante 5 min a temperatura ambiente y se centrifugd por 20 min a 12.000 rpm a 4 °C.
Posteriormente se trasvasé la fase acuosa a un nuevo tubo y se agregan 0,7 volumenes de
isopropanol por cada ml de TRIzol utilizado. Se mezclé por inversidn y se incubd en hielo por
15 min, luego de lo cual se centrifugd por 30 min a 12.000 rpm a 4 °C. El pellet se lavd con
etanol al 70%, se dejo secar a temperatura ambiente por 10 min y se resuspendié el ARN en 20

Ml de agua libre de ARNasas.

3.5. Retrotranscripcion con GoScript™ Reverse Transcription System (Promega)

Se siguieron las indicaciones del fabricante del kit (Promega) para sintetizar ADNc.
Brevemente, se mezclaron 1 Ug de ARN, 0,5ug de random primers o 20 pmoles de primer
especifico, se completo hasta llegar a 5 pl totales con agua libre de ARNasa. Se incubd esta

mezcla a 70°C por 5 min, y luego se incubd en hielo hasta su uso.

La mezcla de retrotranscripcion contenia los siguientes componentes: Buffer de
reaccion GoScript™ 5X 4ul, MgCl2 (concentracion final 1,5 mM) 1,2ul (25mM), RNasin® 20
unidades, GoScript™ Transcriptasa reversa 1,0ul, en un volumen final de 15ul con agua libre de
ARNasas. Se combinaron los dos tubos para obtener una reacciéon de 20ul totales y se
homogeneizdé con micropipeta. Se incubd a 25 °C por 5 min, y a 42 °C por 30 min. Por ultimo
se inactivd la enzima a 70 °C por 15 min. El ADNCc sintetizado puede ser utilizado para la

reaccion de PCR o congelado a -20 °C para su futuro uso.

3.6. Reaccion de PCR con la enzima Pfx50.

Se utilizé la enzima Pfx50 (Invitrogen) porque es una polimerasa de alta fidelidad con
una tasa de mutacidn 50 veces menor que la Taq polimerasa comun, cuenta con actividad de
hot start que reduce la amplificacion inespecifica durante la reaccidon, y posee una

procesividad de 1Kb cada 15 segundos.

Las concentraciones de cada componente en una reaccion tipica fueron las siguientes:

buffer de reaccién Pfx50™ PCR Mix 1X, dNTP 0,3 mM de cada uno, primers 0,3 uM de cada
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uno, MgS04 1.2 mM, Pfx50™ DNA Polymerase 5 unidades (por cada 50l de volumen total de
reaccién). La cantidad de templado usado fue variable: para una RT-PCR se utilizé de 3 a 5 pl
del producto de una retrotranscripcién de 20 ul de volumen total; y 1 a 100 pg para ADN
plasmidico. Un protocolo de ciclado tipico de las PCRs realizadas se ejemplifica a continuacion:
Desnaturalizaciéon inicial a 94 °C por 2 min; 35 ciclos de: desnaturalizacién a 94 °C, 20
segundos; annealing a 2 °C por debajo de la temperatura de annealing del primer con Tm mas
baja, 20 segundos; extension a 68 °C, 1 min por cada kilobase: extensién final a 68 °C por 10

min.

3.7. Reaccion de PCR con la enzima GoTaq Polimerasa (Promega)

Por la tasa de error que posee, esta enzima fue usada en los casos en los que el
producto de la PCR no estaba destinado a ser clonado posteriormente, como por ejemplo en

screenings o deteccién de ARN viral en muestras.

Las concentraciones de cada componente en una reaccion tipica con esta enzima son
las siguientes: buffer de reaccion GoTaq Reaction Buffer 1X, dNTP 0,2 mM de cada uno,
primers 0,3 uM de cada uno, MgCl2 1,5 mM, GoTaq Polymerase 1,25 unidades (por cada 50 pl
de volumen total de reaccién). Un ciclado tipico de las PCRs realizadas se ejemplifica a

continuacion:

Desnaturalizacién inicial a 94 °C por 2 min; 35 ciclos de: desnaturalizacién a 94 °C, 30
segundos; annealing a 5 °C por debajo de la temperatura de annealing del primer con Tm mas
baja, 30 segundos; extension a 72 °C, 1 min por cada kilobase del producto de PCR, mas 1,5

min adicionales; extensidn final: 72 °C por 10 min.

3.8. Digestidn con enzimas de restriccion (ERs).

Para las digestiones de los diferentes ADNs y plasmidos se utilizaron entre 200 ng y 2
pg de ADN (dependiendo de si el objetivo era realizar un screening o una preparacidén de ADN
para clonado), se utilizaron aproximadamente 5 U de ER de restriccién (New England Biolabs,
Fermentas o Promega) por cada 500 ng de ADN a cortar. Se adicioné un décimo del volumen
total de reaccién del buffer de reaccion 10X provisto por el fabricante y se completd el
volumen total de reaccién con agua destilada (de 20 a 100 pl totales dependiendo de la
cantidad de ADN utilizado). Las reacciones se incubaron de 3 a 8 hs, a la temperatura indicada

por el fabricante de la ER. Por ultimo se inactivo la ER por incubacion a 70 °C por 20 min.
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3.9. Electroforesis en geles de agarosa

Las concentraciones de agarosa utilizadas en los geles fueron entre 0,7% - 2%. Dichos
geles se prepararon y se corrieron en buffer TBE 0,5X (45 mM Tris-base, 45mM acido bdrico, 1
mM EDTA) a 5-10 V/cm. Para visualizar las bandas de ADN se utilizd6 bromuro de etidio (0,5
ug/ml). Al momento de sembrar, las muestras se mezclaron con buffer de siembra 6X (50%
glicerol, 2% azul de bromofenol). Los marcadores de peso molecular utilizados fueron 100 bp
DNA Ladder, Lambda Hindlll y Lambda EcoRI Hindlll (Productos BioLdgicos). La documentacion

de los geles se realizé con el equipo MultiDoc-it Imaging System (UVP).

3.10. Extraccion y purificacion de ADN de geles de agarosa.

Para este procedimiento se utilizé el kit QIAEX Il (Quiagen). Se corté la banda de ADN
de interés del gel con una hoja de bisturi, se pesé y mezcld con tres volumenes de buffer QX1.
Se resuspendid la solucidn de silica y se agregd al tubo con el gel 15 ul de la misma, se incubd a
50°C por 10’, con agitacidn periddica. Se centrifugd y lavo el pellet en buffer QX1 y dos veces
en buffer PE. El pellet se dej6 secar a temperatura ambiente por 10’ y se incubd en 20 ul de
agua destilada o buffer Tris-HCl 10 mM (pH 8.5) a 50 °C por 10’. Luego de centrifugar 1’ a

10000 rpm, el sobrenadante con el ADN se guardd a -20 °C hasta su uso.

3.11. Tratamiento de ADN con fosfatasa alcalina (defosforilacion de los extremos 5’ fosfato)

La remocién de los grupos fosfato de los extremos 5’ de los plasmidos utilizados en los
clonados se llevd a cabo utilizando 5 U de la enzima fosfatasa alcalina (CIP, New England
Biolabs) y un décimo del volumen total del buffer de reaccién 10X, agregados junto a una parte
del ADN digerido en un volumen total de 30 pl. La reaccidn se incubd por 30 min a 37 °C. Para
inactivar esta enzima se adicionaron 0,2 volimenes de EDTA 100mM e incubd la reaccion a 65

°C por 15 min.

3.12. Adicién de adenosinas a extremos romos (A-tailing)

Este procedimiento produce el agregado de adenosinas en los extremos 3’ de los

productos de PCR amplificados con la enzima Platinum® Pfx ADN polimerasa (Invitrogen), para
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poder clonarlos en el vector pGEMT-Easy (Promega). Para esto se incubaron los productos de
PCR, ya purificados, en presencia de 1,25 U de la enzima GoTaq polimerasa (Promega) en su

buffer de reaccion 1Xy 0,3 mM dATP durante 30 min a 50 °C.

3.13. Ligacion de moléculas de ADN

Para el ligado de los insertos con los vectores correspondientes a cada caso particular
se utilizaron entre 20 y 100 ng de vector, y relaciones molares inserto/vector variables seguin el
caso. Por lo general se utilizaron proporciones entre 1,5:1 y 3:1. En todos los casos se incluyé
un control de vector sin inserto, el cual se denomind “control de religado”. Las reacciones se
llevaron a cabo en un volumen de 20 pul, en presencia de buffer de ligado (50 mM Tris-HCI pH
7,5, 10 mM MgCl2, 10 mM DTT, 1 mM dATP, 25 pg/ml seroalbimina bovina) y 5 U de enzima
T4 ADN ligasa (New England Biolabs). La reaccion se incubd durante la noche (tipicamente

15hs) a 16 °C.

3.14. Analisis por PCR de las colonias bacterianas (“toothpick assay”)

Este ensayo se utilizd para identificar posibles colonias recombinantes después de una
reaccion de ligacidn. Para este ensayo se incluyé como control negativo una colonia obtenida
en la placa correspondiente al control de religado, o una alicuota del plasmido sin cortar
sometida al mismo tratamiento que las colonias analizadas. La metodologia utilizada se detalla

a continuacion.

Se numeraron las colonias a analizar en el reverso de la placa de Petri. Se levantaron
una a una las colonias de la placa con un escarbadientes estéril y se resuspendieron en
cracking buffer (50 mM NaOH, SDS 0,5%, 5 mM EDTA, glicerol 20% y azul de bromofenol 0,5 %)
en tubos rotulados. Los que se incubaron a 70 °C por 25 min. Una vez finalizada la incubacion
se dejaron reposar los tubos a temperatura ambiente 5 min, luego se centrifugaron 30
segundos a 12.000 rpm y se sembraron en un gel de agarosa al 0.7%, hasta separar las bandas

correspondientes al ARN y al ADN plasmidico super-enrollado.

En estos geles se observaron bandas correspondientes al ARN, al ADN gendmico y a las
tres conformaciones del ADN plasmidico, pero solo sirven para el andlisis de las colonias las
bandas correspondiente a la conformacion super-enrrollada del plasmido. Las colonias que
posean un retraso, con respecto al control negativo, en la migracion del ADN plasmidico en

conformacion super- enrrollada seran las que posiblemente hayan incorporado el inserto.
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3.15 Bacterias y medios de cultivo
Las bacterias competentes utilizadas fueron:

e DH5a genotipo: fhuA2 lac(del)U169 phoA ginV44 ®80' lacZ(del)M15 gyrA96 recAl
relAl endA1 thi-1 hsdR17.

e DH10B genotipo: F mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) ®80dlacZAM15 AlacX74 endAl
recAl deoR A(ara,leu)7697 araD139 galU galK nupG rpsL X"
Los cultivos bacterianos, en suspensién o en placas de agar, fueron realizados en

medio Luria-Bertani (LB).

El medio LB se compone de: extracto de levadura 5g/L, NaCl 10 g/L y bacto- triptona 10
g/l. En el caso de LB-agar se utilizé una concentracidn de agar de 2% p/v. Los antibidticos se
utilizaron en las siguientes concentraciones: ampicilina 50 pg/ml, kanamicina 50 ug/ml, segin

se describe en cada caso.

3.16. Transformacidn de bacterias competentes.

La induccidon de competencia se realizdé con el método descripto por Inoue y cols.

(1990).

Se descongelé un vial de bacterias competentes sobre hielo. A cada tubo de bacterias
se agregaron 2 pl del producto de la reaccién de ligado o 0,2 pl de ADN en forma
superenrollada, dependiendo del caso. Se mezcldé suavemente y se incubé en hielo por 25 min.
Posteriormente se realizé un choque térmico a 42 °C por 45 segundos y se volvié a incubar en
hielo por 2 min. Para la recuperacién de las bacterias se agregaron 600 pl de medio LB, se
incubd 45 min a 37 °C con agitacion suave y se plagued en medio LB-agar conteniendo el
antibidético apropiado para cada caso. Por ultimo las placas se incubaron a 37 °C durante la

noche.

3.17. Minipreparaciones de ADN

Para estas preparaciones se partié de 3 ml de cultivo de bacterias en medio LB con el
antibiético apropiado, crecidas durante la noche a 37 °C. Las bacterias se cosecharon por
centrifugacion a 12.000 rpm y se resuspendieron en 200 ul de Solucién P1 (25 mM Tris-HCI pH
8, 10 mM EDTA) con 5 pg de Ribonucleasa A (Fermentas) por tubo. Luego, se agregaron 200 pl
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de Solucién P2 (0,2 N NaOH, 1% SDS) y se mezclé por inversién lentamente. Finalmente se
agregaron 200 pl de Soluciéon P3 fria (3 M acetato de potasio) y se mezcld por inversidén hasta
que se observé la formacién de un precipitado blanco. Se incubd en hielo durante 15 min y se
centrifugéd a 12.000 rpm durante 10 min Se tomo el sobrenadante y se realizé una extraccién
con 400 pul de cloroformo, mediante agitacién en vortex de la mezcla y una posterior
centrifugacién a 12.000 rpm por 15 min. Una vez separadas las fases se trasvaso la fase acuosa
a un nuevo tubo, se agregaron 0,7 volimenes de isopropanol, se incubd 20 min a -20 °Cy se
centrifugé a 12.000 rpm durante 20 min. El precipitado se lavd con etanol 70% vy, una vez seco,

se resuspendid en 35 ul de agua destilada.

3.18. Maxi-preparaciones de ADN con columna.

Para obtener grandes cantidades de ADN de alto nivel de pureza se utilizé el kit Qiagen
tip500. En la primer parte de este procedimiento, se utilizaron las mismas soluciones (P1, P2 y

P3) que para realizar una mini-preparacion de ADN.

Se cultivaron 300 ml de bacterias en medio LB, adicionado del antibidtico adecuado en
un erlenmeyer de 1, en agitacion a 37 °C toda la noche. Una vez que el cultivo alcanzé la fase
estacionaria de crecimiento, el cultivo se centrifugd a 6000rpm por 15 min. Se descartd el
sobrenadante y el pellet de bacterias fue resuspendido en 10 ml de solucién P1 con ARNasa. Se
agregaron 10 ml de solucién P2, mezclando cuidadosamente por inversién, e incubd a
temperatura ambiente por 3 min. Se adicionaron 10 ml de solucién P3 frio, se mezcld
suavemente por inversion, se incubé en hielo por 20 min, y se centrifugd a 6.000 rpm, a 4 °C

por 30 min.

Durante la centrifugacién, se equilibré la columna Qiagen-tip 500 con 10 ml de Buffer
QBT. Se agregé a la columna el sobrenadante de la lisis de las bacterias y luego se lavd dos
veces la columna con 30 ml de buffer QC. El ADN se eluyé con 10 ml de Buffer QF y se
recolecté el eluido en un tubo Corex de 30 ml. Se precipité el ADN con 7 ml de isopropanol y
centrifugd a 12.000 rpm por 45 min a 4 °C. Se lavo el pellet con 5 ml etanol 70% y dejé secar a

temperatura ambiente por 10 min y finalmente, se resuspendié en 300 [l de agua destilada.

Composicion de los buffer del kit “Qiagen-tip 500”:

Buffer QBT: 750 mM NaCl; 50 mM MOPS, pH 7.0; 15% isopropanol (v/v); 0.15% Triton®
X-100 (v/v)
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Buffer QC: 1.0 M NaCl; 50 mM MOPS, pH 7.0; 15% isopropanol (v/v)

Buffer QF: 1.25 M NaCl; 50 mM Tris-Cl, pH 8.5; 15% isopropanol (v/v)

3.19. Secuenciacion de ADN

La secuenciacion de ADN fue realizada por el servicio de Macrogen Inc. (Corea del Sur).

Los ADNs se enviaron purificados.

Los alineamientos de secuencias de ADN se realizaron con la aplicacidon AlignX del
software Vector NTI Suite. Para reconstruir secuencia por solapamiento de los extremos de

secuencias de menor tamaio se utilizo la aplicacién Contig Express del mismo programa.

3.20. Purificacion de ARN con el kit SV Total RNA Isolation System (Promega)

El kit fue utilizado siguiendo las recomendaciones del fabricante. Brevemente, el

protocolo es el siguiente:

Agregar 175ul RNA Lysis Buffer (RLA) para un maximo de 30mg de tejido celular y mezclar
enérgicamente. Agregar 350ul de RNA Dilution Buffer (RDA). Mezclar por inversion.

Adicionar 200 pl de etanol absoluto y mezclar con micropipeta. Trasvasar la mezcla a la
columna y centrifugar a 12000 rpm por 1 min. Descartar el eluido. Agregar 600ul de RNA Wash
Solution (RWA) centrifugar 1 min a 12.000 rpm, descartar el eluido. Mezclar aparte 40 ul de
Yellow Core Buffer, 5 ul MnCI2 0.09M y 5 ul de DNasa | por cada tubo a tratar. Mezclar por
pipeteo y colocar 50 pl de esta mezcla en cada columna y dejar incubando a temperatura

ambiente por 15 min.
Afadir 200 ul de DNase Stop Solution (DSA) y centrifugar 1 min a 12.000 rpm.

Agregar 600 ul de RWA y centrifugar por 1 min a 12.000 rpm. Descartar el eluido. Realizar un
segundo lavado con 250 pl de RWA y centrifugar a 12.000 rpm por 2 min. Colocar la columna
en un tubo eppendorf estéril, y aiadir a la columna 50 pl de agua libre de ARNAsas. Centrifugar

1 min a 12.000 rpm y guardar el eluido que contiene el ARN a -70 °C hasta su uso.

3.21. Electroforesis de ARN en condiciones desnaturalizantes.

La electroforesis de ARN en condiciones desnaturalizantes se realizdé en un gel 1X TBE

(89mM Tris base, 89mM acido bérico, 2mM EDTA), 8 M urea y 0,8% de agarosa.
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Se mezclaron 3 Pl del marcador de tamafio molecular de ARN simple cadena y 2 pl de la
reaccién de transcripcién in vitro con 7 pl del buffer desnaturalizante (del kit MAXIscript) GLB Il
(95% formamida, 0,025% xilencianol, 0,025% azul de bromofenol, 18 mM EDTA y 0,025% de
SDS). Se incubaron las muestras a 95°C por 2 min. Seguidamente se sembraron en el gel y se

realizo la electroforesis a 5V/cm.

3.22. Transcripcidn in vitro con T7 polimerasa.

Se digirieron de 5 a 10 pg de ADN plasmidico de la construcciéon que se deseaba
transcribir con la ER EcoRV. Para asegurar la digestidén total de los ADNs las reacciones se
incubaron por un periodo de 5 hs y se confirmd la digestién mediante una electroforesis en un
gel de agarosa 0,7%. Se inactivo la ER a 65 °C por 20 segundos. Se agregd 3M acetato de sodio
(1/10 del volumen total de reaccion) y se precipité el ADN digerido con etanol absoluto.

Finalmente, se resuspendid el pellet en agua libre de ARNasas.

La reaccidn de transcripcion in vitro se llevé a cabo con el kit MAXIscript® T7 (Ambion)
siguiendo las indicaciones del fabricante. Se utilizé 1 g del templado de ADN. Se incubaron las
reacciones durante 5 h a una temperatura de 37 °C. Una vez cumplido el tiempo de incubacion
se realizd un tratamiento con ADNasa (TURBO DNase I) de 15 min a 37 °C. El ARN sintetizado
fue purificado con el kit SV Total RNA Isolation System (Promega). Se confirmé la integridad del

ARN mediante una electroforesis en condiciones desnaturalizantes en un gel de agarosa 1%.

3.23. Células

Para este trabajo se utilizaron células BHK-21 clon 13. La propagacion de las células se
hizo en medio de cultivo G-MEM (Invitrogen), suplementado con 10% de suero fetal bovino
(Internegocios), 50 pug/ml de streptomicina y suplementado hasta 580 mg/| de glutamina,

incubadas a 37 °C, en atmdsfera de 5% de CO2.

3.24. Transfeccion de células

Las transfecciones de ARN o ADN se realizaron en monocapas de células BHK-21 en un

nivel de confluencia de entre el 80 y el 90 %. Dependiendo del caso, se utilizé Lipofectamina
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(Invitrogen) o DMRIE-C (Invitrogen). Los volimenes y cantidades especificados mas adelante,

son para placas de 6 pocillos.

3.24.1. Transfecciones de ARN con DMRIE-C.

Se lavaron las monocapas célulares con 2 ml de medio Opti-MEM (Invitrogen) libre de
suero a temperatura ambiente. En un tubo de poliestireno se afiadieron 1,0 ml de medio Opti-
MEM, y 12 pl del reactivo DMRIE-C y se mezclé suavemente por inversion a temperatura
ambiente. Luego se agregaron 3 Ug del ARN a transfectar y se mezcld por inversidn
nuevamente. Seguidamente se remplazé el medio de cultivo de las células por el medio con
ARN y DMRIE-C. (Para las transfecciones con ARN no se realizd una incubacion previa para la
formacién de complejos). Luego de una incubacion de 5 hs a 37 °C se reemplazé el medio de
cultivo con medio G-MEM con 2 % de suero fetal bovino. Se incubd a 37 °C en una atmédsfera

de 5% de CO2.

Una vez cumplido el tiempo necesario las monocapas se congelaron y descongelaron 3
veces, se clarificd el medio de cultivo mediante centrifugacion durante 10 min a 3.000 rpm y se

conservaron a -80 °C.

Como control negativo de transfeccidn se realizd el mismo procedimiento descripto
pero en ausencia de ARN. En los casos en que se transfectd con el clon de ADN completo (o el
ARN derivado del mismo) para generar virus infeccioso, se utiliz6 suero fetal bovino
proveniente de Nueva Zelanda (Hyclone) para evitar la presencia de anticuerpos neutralizantes

para VFA en el medio de cultivo.

3.24.2. Transfeccion de ARN con Lipofectamina

Se lavaron las monocapas celulares con 2 ml de medio Opti-MEM libre de suero a
temperatura ambiente. En un tubo se afiadié 0,1 ml de medio Opti-MEM y 10 ul del reactivo

Lipofectamina y se mezclaron suavemente por inversidon a temperatura ambiente.

En otro tubo se mezclaron 0,1 ml de Opti-MEM y 3ug del ARN a transfectar. Ambos
tubos se incubaron a temperatura ambiente por 5 min. Posteriormente se mezclé el contenido
de ambos tubos y se incubd durante 30 min a temperatura ambiente. Una vez completada la
incubacién se diluyé la mezcla agregando 0,1 ml de Opti-MEM. A continuacién se remplazé el
medio de cultivo de las células por el medio con la mezcla ARN+ Lipofectamina, y completaron

los pocillos con 0,2ml adicionales de Opti-MEM (volumen total de transfeccion 0,4 ml). Luego
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de una incubacién de 5 hs a 37 °C se remplazé el medio de cultivo con medio G-MEM con 2 %

de suero fetal bovino. Se incubd nuevamente a 37 °C en una atmosfera de 5% de CO2.
3.24.3. Transfeccion de ADN con Lipofectamina

La transfeccién de ADN con lipofectamina se realizé de la misma forma que la de ARN,

utilizando 2 pig de ADN por cada pocillo a transfectar, en una placa de 6 pocillos.

3.25. Mutagénesis dirigida.

La metodologia utilizada para la mutagénesis dirigida es la publicada en Papworth y
cols. (1996) levemente modificada, que es la utilizada en distintos kits comerciales
(Stratagene). Se disefiaron dos primers complementarios entre si que poseen la mutacion que
se desea producir. Se procurd que la temperatura de melting de estos primers fuera de entre
75 y 80°C. Se realizd la PCR con la enzima Pfx50 (Invitrogen) sobre un plasmido cerrado que
posee la secuencia a modificar. Dado que este procedimiento no produce un aumento
exponencial del producto buscado (como una PCR convencional) sino que produce un
aumento geométrico, la cantidad de templado utilizado para la reaccién debe ser alta (entre
150 y 200 ng por reaccioén). Posteriormente se realizé una electroforesis preparativa en gel de
agarosa 0,8% con el producto de PCR y se purificd la banda que corresponde a un ADN lineal
del tamanio total del pldsmido. Luego se digirié una alicuota de este ADN purificado con la ER
Dpnl (Fermentas) durante 1 h y finalmente se transformaron bacterias competentes con el
producto de esta restriccidon. Las colonias obtenidas fueron secuenciadas para encontrar

aquellas en que se produjo exitosamente la mutagénesis.

3.26. Mutagénesis por overlap extension PCR (OE-PCR).

Distintas variantes de esta técnica se detallan en Higuchi y cols. (1988), Liang y cols.
(1995) y Urban y cols. (1997). A continuacién se describe brevemente la metodologia
empleada. Se disefiaron un par de primers (sentido y antisentido) que poseen la modificacion
deseada, y que tienen al menos 15 bases de complementariedad entre ellos en sus extremos
5’. Estos primers se utilizaron junto a primers externos en PCRs por separado para obtener dos
amplicones, los cuales comparten un segmento idéntico, donde se encuentra la modificacion
deseada, en uno de sus extremos. Ambos amplicones se purificaron por medio de una
electroforesis preparativa y extraccidn de gel de agarosa, para eliminar los primers y productos

de PCR inespecificos. A continuacién se fusionaron ambos amplicones mediante con un
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protocolo similar al de la PCR, pero sin primers, con un ciclado estandar, teniendo en cuenta la
temperatura de melting del extremo que poseen en comun, y el tiempo de elongacién
necesario para un amplicon del tamafo que se quiere generar. Al cabo de los 35 ciclos del
programa la mayor parte de los amplicones se han fusionado. Si por alguna razén las
cantidades obtenidas de la fusion son demasiado bajas el segmento fusionado puede
amplificarse usando los primers externos de la primera etapa en una PCR. Finalmente se

purifica el ADN con una electroforesis preparativa para su clonado.

3.27. Cuantificacion de ARN por PCR en tiempo real.
3.27.1. Puesta a punto de la reaccién

Como primer paso se disefiaron diferentes pares de primers para Real-time PCR con el
programa Primer premier 3.0. Dado que dicho programa no tiene en cuenta parametros
necesarios para la realizacidn de la gPCR con el sistema de SYBR Green, se tuvo que someter a
los pares de primers disefiados por el programa a una seleccidon que tuviera en cuenta los
requerimientos de este sistema en particular (que difieren en ciertos aspectos a los
requerimientos para el sistema TagMan, para el cual estd disefiado el programa Primer

premier 3.0).
Con este fin se analizaron los siguientes pardmetros de cada par de primers:

¢ Tamafio de amplicdn mayor a 80 pb y menor a 200 pb.

e Anadlisis de complementariedad entre primers para reducir la probabilidad de la
formacion de heterodimeros.

¢ Analisis de autocomplementariedad de cada primer para reducir la probabilidad de la

formacion de homodimeros.

De la seleccién realizada se obtuvieron 2 pares de primers, a los que hubo que

realizarles leves modificaciones para reducir la posible formacién de dimeros.

Al realizar una PCR convencional con dichos pares de primers, utilizando un ADN como
templado, uno de ellos generé un producto de PCR del tamafio esperado y el segundo par no
produjo amplificacidon alguna. Se repitié esta PCR con distintas cantidades de templado sin

ningun efecto, por lo tanto se decidié abandonar el trabajo con este ultimo par de primers.

Para continuar con la puesta a punto se eligi6 el par de primers F5200

(TGGCAATGTTTCAATACGACTGT) y Real-Rev5298 (CTCGACCCGATCAATCACCT), que produce el
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amplicon mas grande (110 pb), ya que tendrd una temperatura de melting superior y por lo
tanto serd mas facil diferenciarlo (en la curva de disociacidn) de los dimeros de primer que

puedan formarse.

Al realizar la primera prueba de gqPCR con este par de primers y diferentes cantidades
de templado se observd que, a medida que la cantidad de templado disminuye aumenta la
formacién de dimeros de primers. También se observé formacion de dimeros de primers en los
controles negativos (sin templado), lo que produce una fluorescencia similar en magnitud a la

obtenida para las muestras con templado mas diluidas.

Con el fin de solucionar este problema se realizé una matriz de primers para evaluar
cuales son las concentraciones minimas de cada primer que pueden ser utilizadas sin disminuir

notoriamente la eficiencia de la PCR, pero que minimicen la formacién de dimeros de primer.

Se trabajé con una matriz como la ejemplificada en la Tabla 3.27.1, realizando las
reacciones por duplicado, una de ellas con una cantidad fija de templado en todos los casos y

otra sin templado.
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Tabla 3.27.1. Matriz de primers para RT PCR en tiempo real.

Materiales y métodos

Concentraciones finales de cada uno de los primers para cada tubo que compone la matriz.

Primer Real-for5200 (Forward)
50 nM 150 nM 250 nM
Primer forward: 50 nM Primer forward: 150 nM | Primer forward: 250 nM
50 Primer reverse: 50 nM Primer reverse: 50 nM Primer reverse: 50 nM
Primer nM
Real- Primer forward: 50 nM Primer forward: 150 nM | Primer forward: 250 nM
Rev5298 150 Primer reverse: 150 nM Primer reverse: 150 nM Primer reverse: 150 nM
(Reverse) nv - - -
Primer forward: 50 nM Primer forward: 150 nM | Primer forward: 250 nM
250 Primer reverse: 250 nM Primer reverse: 250 nM Primer reverse: 250 nM
nM

Una vez realizada la gPCR se analizaron tres puntos en particular en cada combinacion para

decidir la concentracidn de primers a utilizar. La combinacidn a elegir es la que cumpla con:

¢ Minima formacién de primers en el control sin templado.

¢ Mantenga un Ct lo mas cercano posible al de la combinacién con las concentraciones
mas altas de primers (lo cual se refleja en la parte exponencial de la amplificacion).

e Llegue a un plateau en la amplificacion lo mas cercano posible al de la combinacién

con las concentraciones de primers mas altas.

En la Fig. 3.27.1 se muestran a modo de ejemplo sélo 4 de las combinaciones de primers, ya
que en ellas se pueden ver claramente las diferencias en los criterios utilizados para elegir las
concentraciones de cada uno a utilizar en el futuro. En dicha figura puede verse como en la
fase exponencial de la reaccién los tratamientos 250nM /250nM y 150nM /250nM de primer
(forward y reverse respectivamente) se superponen, para finalmente alcanzar cantidades

totales de producto acumulado diferentes.
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Figura 3.27.1. Real-time PCR con una matriz de primers para la optimizacién de las condiciones con el
sistema SYBR Green. A) Grafico de fluorescencia normalizada versus ciclos de amplificacidn. Las curvas,
de izquierda a derecha, corresponden a los tratamientos; 250nM/250nM , 150nM/250nM, 150nM/
50nM y 50nM/50nM de los primers forward y reverse, respectivamente, en presencia de templado. Los
tratamientos de las reacciones sin templado se presentan el mismo orden pero sobre los ciclos finales.
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Figura 3.27.1. B) Curva de disociacion. Este grafico es la derivada de la grafica de fluorescencia
normalizada versus temperatura. Los picos observados indican la temperatura de melting de los ADNs
presentes (temperatura a la cual el 50% de un dado amplicén se encuentra en forma de doble cadena).
Esto permite visualizar si en algin tratamiento ha habido amplificacidon inespecifica y/o dimerizacién de
primers. El pico de 84,2 °C corresponde al amplicdn especifico, el de 75,5 °C a los dimeros de primers

Asimismo se observa que los tratamientos 150nM /150nM y 50nM /50nM poseen
pendientes menores en la fase exponencial, se hace visible la amplificacidn a ciclos mas tardios
y alcanzan una cantidad de producto acumulado muy menor a las anteriores. Los tratamientos
sin templado muestran que la acumulacién de dimeros de primers mas alta sucede en el
tratamiento 250nM /250nM, con cantidades de dimeros practicamente iguales en los
tratamientos 150nM/250nM y 150nM /150nM y con un minimo en el tratamiento 50nM

/50nM.

Dado que la combinacién que mejor cumple con los requerimientos comentados

anteriormente es la correspondiente a las concentraciones 150 nM para el primer forward y
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250 nM para el reverse, esta serd la utilizada para poner a punto la técnica y evaluar la

eficiencia de nuestra gqPCR.

Dado que para que la PCR sea cuantitativa debe tener una eficiencia lo mas cercana al
100% posible (en el rango de concentraciones de templado en que se haran las
determinaciones) es necesario realizar una curva estandar con diferentes concentraciones de
templado. Esto permitira evaluar el rango de concentraciones en que se mantiene la linealidad

(rango en que se mantiene la eficiencia maxima para el par de primers utilizados).
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Figura 3.27.2 Grafico de fluorescencia normalizada versus niimero de ciclos para la curva estandar.
Cada dilucién del estandar se hizo por duplicado al igual que el control sin templado. La dilucién de
1*10° muestra mayor variacion entre réplicas que las diluciones menores y que los controles sin
templado. Dichas réplicas poseen una diferencia con respecto al control sin templado de 1y 2 Ct.

Como templado se utilizaron diluciones seriadas del ADN del clon completo. Para ello
se cuantificé dicho ADN por espectrofotometria y luego partiendo de 0,5 g de dicho ADN se

realizd una dilucidn inicial de 1 en 1000 y de la misma diluciones seriadas de 1 en 100.
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Inicialmente las curvas estandar no resultaron reproducibles: la eficiencia calculada
variaba ampliamente entre distintas repeticiones, mostraban una gran dispersion entre los
datos, y el ajuste de los datos a la funcidn no era bueno. Esta suma de factores indicaba que, al
menos parte del problema radicaba en un error en las cantidades del templado que se
agregaron a cada reaccién. A raiz de lo cual se comenzd a realizar las diluciones utilizando
volumenes considerablemente mas grandes y utilizando las pipetas automaticas que tuvieran

la fecha de calibracién mas reciente.

Una vez hecho esto se redujo notablemente la variacidon entre los duplicados y se
obtuvo un rango de diluciones en los que se mantuvo la linealidad de manera reproducible.

Un ejemplo de estas curvas estandar puede verse en la Fig. 3.27.2.

Al analizar los datos de la curva estdndar puede verse que mantiene la linealidad
durante 4 log de las concentraciones (Fig. 3.27.3A). Los datos del ajuste lineal (Ct en funcidn
del log de la concentracién) informados en el gréfico se hicieron dejando fuera del anélisis a la
dilucion de 1*10° (Fig. 3.27.3B). También puede observarse que la formacién de dimeros de
primers sigue produciéndose, y que los Ct obtenidos para los controles sin templado son muy
cercanos a los obtenidos para la dilucion 1*10° (solo 1 Ct de diferencia). En esta Ultima
dilucion puede verse en la curva de disociaciéon, que sigue habiendo formacion de dimeros de
primers (Fig. 3.27.4), y por lo tanto incluird un error generado por la imposibilidad de
diferenciar qué porcentaje de la fluorescencia observada proviene del amplicon.
Adicionalmente debe tenerse en cuenta que la eficiencia de la PCR pueda ser disminuida por

esta formacion de dimeros de primers.
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Figura 3.27.3 Analisis de los datos obtenidos de la curva estandard (A) Grafica de fluorescencia total
normalizada a la cual le fue sustraida la linea de base (a esto se lo denomina Delta Rn) versus ciclos. En
este grafico puede apreciarse la fase exponencial de la reaccién mas facilmente. El valor de umbral y
linea de base fueron asignados por el programa de andlisis automaticamente. (B) Curva estandar
propiamente dicha, regresién lineal de valores de Ct como funcién del logaritmo de las concentraciones.
Para el andlisis de los datos se omitieron los correspondientes a la dilucion de 1*10°® por detectarse

dimeros de primers a dicha dilucion.

Dado que deseamos tener un ensayo que nos permita medir la replicacién de genomas

virales necesitamos poder realizar determinaciones en un amplio rango de concentraciones

del templado. Otro dato importante es lograr obtener un ensayo en el cual se pueda obtener
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una amplificacidn especifica (en la cual no se observe una formacion de dimeros de primer

significativa) en el punto de la curva de calibracion correspondiente a la mayor dilucion.

Dissociation Curve

G 200

Derivative
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43 LY n 5 M L} 1] ®
Temnperature (C)

Figura 3.27.4 Curva de disociacion. En esta curva puede apreciarse como uno de los tratamientos (las
dos réplicas correspondientes a la dilucién de 1*10"6) posee dos picos. Esto se debe a la formacién de
dimeros y amplificacién especifica en el mismo tubo.

Por lo tanto, al utilizarse esta técnica en muestras que posean una concentracion de
templado similar a la correspondiente al punto de la curva de calibracién de la dilucién 1*10°°,
debera repetirse el ensayo utilizando una dilucion menor de la muestra (o un volumen mayor

de la misma). De esta forma se podra cuantificar dichas muestras utilizando diluciones de las

mismas que entren dentro del rango dindmico del ensayo.

El equipo utilizado para la realizacidn de la qPCR fue 7500 Real Time PCR System
(Applied Biosystems) y el Master Mix fue 5x FIREPol® EvaGreen® qPCR Mix Plus (ROX) (Solis

BioDyne).

El ciclado utilizado fue:

e Activacién inicial de la enzima: 15 min a 94 °C (recomendado por el fabricante del

Master Mix ).
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e Desnaturalizacién del templado: 20 segundos a 94 °C.
e Annealing y elongacién de amplicones: 1 min a 60 °C.

Se realizaron 40 ciclos de desnaturalizacion y elongaciéon. La medicién de fluorescencia
se realizé durante el minuto de annealing y elongacién, tal como lo indica el manual del equipo

7500 Real Time PCR System (Applied Biosystems).

3.27.2. Normalizacion con el gen endégeno GAPDH

Para la normalizacién se utilizara el gen endégeno GAPDH. Para ello se disefiaron los
primers utilizando la secuencia de un EST de Mesocricetus auratus (golden hamster), roedor
del cual se produjo la linea celular BHK-21. Para ello dicho EST (nro. de acceso en base de datos
DQ403055.1) se alined con secuencias de ARN de GAPDH de distintos roedores (Mus musculus,
Rattus norvegicus, Cricetulus griseus y Sigmodon hispidus entre otros) y se disefiaron primers
en las zonas conservadas. De los distintos pares de primers generados el que demostrd ser el
mas indicado para gPCR (por especificidad y tamafio de amplicon) fue el par GDH85-105F
(GGCACAGTCAAGGCTGAGAAC) y GDH196-177R (CATACTCGGCACCAGCATCA). Dicho par de
primers produce un amplicén de 111 pb, y la matriz de primers realizada para este par indicé
que la concentraciéon éptima es de 150 mM de cada uno de ellos. Las curvas estandar
realizadas con estos primers mostraron una buena eficiencia de la PCR y un rango dindamico

mayor al obtenido para VFA.

3.28. Inmunofluorescencia indirecta.

Se crecieron células de la linea BHK-21 sobre cubreobjetos en placas multiwell de 12
pocillos hasta alcanzar la confluencia deseada para realizar las transfecciones

correspondientes.
Una vez listas para realizar la inmunofluorescencia se siguio el siguiente protocolo:

e Se retiréd el medio de cultivo con pipeta y se lo reemplazé con una solucidn de
paraformaldehido al 2% y Triton X100 al 0,1%, previamente enfriado (4°C), dejandolo
incubar por 30 min en hielo.

e Se realizaron dos lavados con PBS a 4 °C (de 5 min de incubacidn cada uno).

e Se realizé la incubacidn con el anticuerpo primario (diluido en PBS) por periodo de 1 h

a4-°C.
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e Serealizaron 4 lavados con PBS a 4 °C (de 5 min de incubacién cada uno).

e Se realizé la incubacién con el anticuerpo secundario (diluido en PBS) por periodo de 1
ha4°C.

e Serealizaron 4 lavados con PBS a 4 °C (de 5 min de incubacién cada uno).

e Se retird el exceso de buffer del cubreobjeto apoyando un borde del mismo sobre
papel absorbente (sin dejar secar la superficie).

¢ Se montd el cubreobjetos (con las células hacia abajo) sobre un portaobjeto utilizando
el producto FluorSave™ Reagent (Calbiochem) entre ambos, ejerciendo presion sobre
el cubreobjetos para desplazar el exceso de FluorSave™ entre ambos vidrios.

¢ Se mantuvo el preparado por 10 min en oscuridad y a temperatura ambiente para que
el producto FluorSave™ solidifique.

e Por ultimo se observaron los preparados en un microscopio de fluorescencia Eclipse

E600 (Nikon) en el mismo dia que realizado el preparado.

Los anticuerpos utilizados fueron:

e Anticuerpo monoclonal anti 3A (IgG de ratdn), ya descripto en la publicacion Seki y
cols. (2009).
e Antisuero anti 3C preparado en ratén en el CEVAN.

e Anticuerpo monoclonal anti IgG de ratén, conjugado al fluoréforo Alexa 594: Anti

mouse Alexaflouor® 594, Life Colors (Invitrogen).

PBS (pH 7.4):

137mM NacCl, 2,7mM KCl, 4,3mM Na2HPO4, 1,4AmM KH2POA4.

3.29. Ensayos de actividad de luciferasa.

Los ensayos de actividad de luciferasa como gen reportero se realizaron utilizando el
kit “Luciferase Assay System” (Promega). Las células para los ensayos de luciferasa fueron
sembradas en placas multiwell de 12 pocillos por lo que los volimenes detallados
corresponden a dicho formato.

El protocolo utilizado fue el recomendado por el fabricante, el cual se detalla a continuacion.
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Lisis de células:

e Se retird el medio de cultivo con pipeta y se realizé un lavado con 200 ul de PBS a
temperatura ambiente.

e Se removid el PBS del lavado con pipeta y se agregd 80ul de CCLR X1 (Buffer de lisis) a
temperatura ambiente.

¢ Se despegaron completamente las células de la monocapa utilizando la pipeta.

e Se trasvaso el lisado a un tubo eppendorf de 1,5 ml que se mantuvo en hielo por 10
min.

e Se agitd el tubo con el lisado en un Vortex por 15 segundos y se centrifugd a 4 °Cy
12.000 rpm por 2 min.

e Se trasvaso el sobrenadante a un nuevo tubo eppendorfy se almacend a -70 °C hasta

su utilizacion.

Medicion de actividad:

e Se programd el lumindmetro (BioTek FLX800) para la lectura segun las
recomendaciones del fabricante.

e Se descongelaron las muestras y se las dejo estabilizar a temperatura ambiente, al
igual que el LAR (Luciferase assay reagent).

e Se colocaron alicuotas de 20 pl de los extractos celulares en una placa opaca especifica
para la medicidn de la actividad de luciferasa (LIA plate, 96 wells, White, flat bottom
Greiner Bio One). Se mantuvo la placa envuelta en papel aluminio para protegerla de
la luz.

¢ Una vez colocadas las muestras se agregaron 100 pl de LAR a cada pocillo mezclando
suavemente por pipeteo (siempre cambiando de tips entre muestra y muestra)
cuidando de no generar burbujas.

e Se colocé la placa multiwell en el lumindmetro y se efectud la lectura.

e Las mediciones se realizaron en tandas de no mas de 15 muestras por vez, para evitar
que los tiempos de espera afecten las lecturas de los ultimos pocillos de la medicion.

¢ Los datos resultantes de la medicién fueron almacenados en plantillas de Excel®.
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3.30. Modelado de proteinas.

Para la realizacion de los modelados moleculares inicialmente se realizdé un
alineamiento de las secuencias proteicas a modelar con las secuencias existentes de VFA en la
base de datos de proteina cristalizadas (http://www.rcsb.org/pdb/home/home.do). En cada
caso se selecciond para el modelado la que posee el mayor grado de homologia. El punto de
corte requerido para realizar los modelados fue de un 60% de homologia entre las secuencias,
dicho punto de corte es un requerimiento del software utilizado. Igualmente en los casos
incluidos en esta tesis la homologia entre las secuencias fue ampliamente superior al punto de
corte. Una vez identificada la proteina con el mayor grado de homologia se obtuvo la
informacién cristalografica de la misma, y se realizd6 el modelado de las mismas. Tanto la
determinacidn de la molécula templado mds adecuada, como el modelado se realizaron con
los programas integrados en la plataforma SWISS-MODEL Workspace (Guex y cols., 1997;
Schwede y cols., 2003 y Arnold y cols., 2006).

Una vez obtenida la proteina modelada, analizé con el software QMEAN (Benkert y

cols., 2011) el grado de confiabilidad que posee el modelado obtenido.

El software QMEAN realiza un andlisis de distintos parametros para determinar el
ajuste de la secuencia a la estructura de la proteina modelada, analizando geometria local,
angulos de enlaces peptidicos en grupos de tres aa, solvatacion, y potenciales de interaccion
dependientes de la distancias entre atomos (entre otros parametros). De esta forma el valor
de QMEAN4 informado por el programa indica la calidad del ajuste que posee la estructura
obtenida. Un ajuste adecuado posee valores de QMEAN4 en el rango de 0-1. Adicionalmente el
programa calcula otro pardmetro denominado QMEAN Z-score, el mismo evalua distintos
parametros de la estructura modelada y los compara con los obtenidos de un alto nimero de
estructuras obtenidas por cristalografias de alta resolucién. Mayores valores de QMEAN Z-
score indican una mayor concordancia con caracteristicas termodinamicas de estructuras
reales, lo que se relaciona con la estabilidad del plegamiento y la interaccién con el solvente.
Asimismo, este valor se ve afectado si se analizan individualmente cadenas proteicas que
forman parte de un oligdmero, ya que las superficies de interaccidon entre proteinas poseen
caracteristicas diferentes a las que estan expuestas al solvente. Valores de QMEAN Z-score en
el rango de -1 a 1 indican que la estructura obtenida del modelado posee un alto nivel de

confiabilidad.

Tanto los alineamientos mencionados, como los valores de los pardmetros obtenidos

con el programa QMEAN se presentan en el Anexo IV.
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4. RESULTADOS
4.1. PARTE |

Objetivo: Construccion de una copia del genoma completo de la cepa del VFA 01/Campos

y clonado de la misma en un plasmido, rio abajo del promotor de la polimerasa T7.

4.1.1 Disefio de la estrategia de construccion de la copia del genoma completo de la cepa del

VFA 01/Campos.

El diseio del plasmido para generar un clon infeccioso correspondiente a la secuencia
de la cepa O1/Campos del VFA fue realizado de forma tal de no introducir mutaciones en la
secuencia gendmica de VFA O1/Campos para su construccion, o bien mantenerlas al minimo
posible. De esta forma, las mutaciones que se encuentren en la secuencia del clon de genoma
completo seran las presentes en la poblaciéon de ARN virales (cuasiespecies) a partir de las que
se realizaron las reacciones de RT-PCR, o bien aquellas mutaciones introducidas durante el
proceso por la ADN polimerasa ARN dependiente utilizada para la retrotranscripcién o (en
menor medida) por la ADN polimerasa ADN dependiente (con actividad proofreading) utilizada

para la amplificacion por PCR de los distintos segmentos.

Con este fin se realizé un disefio en el cual se utilizaron para los diferentes clonados y
sub-clonados sitios de corte para enzimas de restriccién (ER) presentes en la secuencia
gendmica publicada de O1/Campos. Para la introduccién del tracto de poli citosinas [poli(C)] se
utilizé una estrategia que permite insertar el mismo sin introducir cambios en las zonas

circundantes.

Para generar ARNs simil gendmicos por medio de transcripcidn in vitro la secuencia
gendmica de VFA se ubicé rio abajo de un promotor para la polimerasa del bacteriéfago T7,
sistema que es ampliamente utilizado para la generacion de ARNs in vitro. Para el mejor
funcionamiento del sistema se incluyeron dos guanosinas adicionales entre el sitio de inicio de
la transcripcion de la polimerasa T7 y el de la secuencia viral, ya que se ha descripto que esto
aumenta la tasa de inicios de la transcripcion (Milligan y cols., 1987). Por otra parte, para
linealizar el templado de la transcripcidn in vitro se utiliza la ER EcoRV que, al no poseer sitios
de corte dentro de la secuencia gendmica viral, linealizard el templado inmediatamente
después de la cola de poli(A) 3’ terminal del genoma del VFA, adicionando Unicamente 3

nucledtidos (G, Ay T) en el extremo.
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La ER EcoRV genera extremos romos, por lo que se evitardn los inconveniente
descriptos cuando se transcriben con polimerasa T7 ADNs linealizados con ERs que generan

extremos cohesivos con 3’ “overhangs” (Schenborn y cols., 1985).

El esquema general se muestra en la Fig. 4.1.1
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Figura 4.1.1. Esquema general de la construccién. Se muestran los sitios de restriccion Unicos a utilizar.

4.1.2. Amplificacion del genoma.

La amplificacién por RT-PCR del genoma se realizd en 4 segmentos, esquematizados en

la Fig. 4.1.2

e El segmento S abarca el extremo 5’ del genoma desde su comienzo hasta el poli(C), y
posee un promotor T7 rio arriba del comienzo de la secuencia viral, separada de la
misma por dos guanosinas. En el extremo 3’ del segmento S, se introdujo una

secuencia sintética disefiada para la introduccidn del tracto de poli(C).

e Elsegmento L1 abarca desde el fin del tracto de poli(C) hasta el sitio de corte con la ER
Notl, que se encuentra dentro de la zona que codifica para la proteina VP1. En el
extremo 5 de L1 se introdujo otra secuencia sintética disefiada para la posterior

insercién del poli(C), complementando la ya introducida en el segmento S.

e El segmento L2 abarca desde el sitio de corte para la ER Notl hasta el sitio de corte
para la ER EcoRl, localizado en la secuencia codificante para la proteina no estructural

3A.

* El segmento L3 abarca desde el sitio de corte para EcoRl hasta el final del genoma, el
cual finaliza con un tracto de poli(A) de 20 nucledtidos, seguido de un sitio de corte

para la ER EcoRV, con el cual se planea linealizar el ADNc para su transcripcion in vitro.
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Figura 4.1.2. Esquema de amplificaciéon del genoma de la cepa 01/Campos en 4 segmentos.
Se indican los tamafios en nucleédtidos de S, L1, L2 y L3, los sitios de restriccién y la ubicacion
de los primers.

4.1.3. Disefio del ensamblado del genoma completo e inclusién del tracto de poli(C).

A grandes rasgos, una vez obtenidos los distintos segmentos que conforman la
totalidad del genoma de VFA O1/Campos se ensamblaron por un lado los segmentos S y L1
gue componen la mitad 5, excluyendo el tracto de poli(C) y por otro los segmentos L2 y L3, que

componen la mitad 3’ del genoma.

Para incluir el tracto de poli(C), se subcloné posteriormente un segmento acotado (S)
del tramo S-L1, (Fig. 4.1.2.), que incluye desde el extremo 5’ hasta el primer sitio de corte para
la ER Xbal. En esta porcidn separada se realiza la insercion del poli(C) y posteriormente se

reconstruye la mitad 5’ que ahora incluira el tracto de poli(C).

Finalmente se unieron las dos mitades del genoma.
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4.2. Obtencion del genoma del VFA en 4 fragmentos de copias de ADN de doble cadena.

Para la amplificacion del genoma del VFA se utilizé como templado ARN de la cepa
01/Campos, obtenido del laboratorio NBS 3Agricultura (4 OIE) de SENASA. El mismo se
amplificd en cuatro segmentos (S, L1, L2 y L3) a través de reacciones de retrotranscripcion
utilizando el sistema GoScript Reverse Transcription System y el primer reverso indicado en
cada caso. Una lista completa de los primers utilizados se provee en el Anexo |. Un esquema
del procedimiento puede verse en la Fig. 4.1.1, mientras que los productos de las reacciones
de RT-PCR para cada segmento puede verse en la Fig. 4.2.1, que resume el resultado de las
distintas reacciones en las que se obtuvieron los 4 segmentos con copias genémicas en ADN

(ADNc).

4.2.1. Amplificacion del segmento S.

El segmento denominado S comprende el extremo 5’ del genoma de VFA desde su
inicio hasta el comienzo del tracto de poli(C), que en el caso del aislamiento O1/Campos
abarca 367 nucledtidos. La reaccidn de retrotranscripcidn se realizé utilizando el primer S-rev
que es complementario a la zona comprendida entre los nucledtidos 349-367 y posee una
secuencia sintética disefiada para la introduccion del poli(C) en su extremo 5’. Posteriormente
se realizd una reaccion de PCR, usando los primers S-T7-For y S-rev, para asi amplificar un

segmento de 412 pares de bases (pb).

Dicho ADNc fue sometido a una reaccién de “A-tailing” con Taq polimerasa, purificado
a partir de una electroforesis preparativa en gel de agarosa al 2%, y posteriormente clonado en
el plasmido pGEMT-Easy. Una vez identificadas las colonias candidatas por medio del
“toothpick assay se verificd la presencia del fragmento S digiriendo los ADNs con la ER Spel

(Fig. 4.2.2). Finalmente se secuencié la construccién para confirmar su identidad.

El ADNc obtenido posee en ambos extremos sitos de corte para la ER Spel. En el
extremo 5 posee la secuencia promotora de la polimerasa T7 (promotor T7), la cual se
encuentra separada de la secuencia viral por dos guanosinas. En el extremo 3’ posee una
secuencia sintética que contiene un sitio de reconocimiento para la ER Bpil (Fig. 4.2.3A), la cual
por su ubicacion, al digerir el ADN deja como extremo cohesivo los ultimos cuatro nucleétidos
previos al tracto de poli(C). La decision del nimero de guanosinas a utilizar entre el promotor
T7 y la secuencia viral se tomé en base a los resultados obtenidos por Liu y cols. (2004). En la
Fig. 4.2.3B se puede observar la secuencia del fragmento S en la zona correspondiente al

promotor T7 y el comienzo de la secuencia gendmica del VFA.
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amplificados por PCR. Calle 1: marcador de | flecha indica el segmento S.
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Figura 4.2.3. Esquema del fragmento 5° de la construccién. (A) Esquema del segmento S mostrando los
sitios de restriccion agregados para su clonado. (B) Secuencia del fragmento S en la zona
correspondiente al promotor T7 y al comienzo de la secuencia gendmica del VFA.

4.2.2. Amplificacion del segmento segmento L1.

El segmento L1 comprende desde los primeros nucledtidos de la secuencia viral rio
abajo del poli(C) hasta el sitio tnico para la ER Notl, que estd ubicado en la zona que codifica
para la proteina VP1 (posicion 3006 de la secuencia gendmica de O1/Campos). La
retrotranscripcion se realizé utilizando el primer L1r, con la secuencia complementaria a los
nucledtidos comprendidos entre las posiciones 3027-3050. El producto de dicha reaccién se
amplificé por PCR con el primer L1r y el primer L1-For, que representa los primeros 19
nucledtidos de la secuencia viral rio abajo del poli(C) (nucledtidos 368-387), mds una secuencia
sintética que incorpora sitios de corte para las ERs Bpil y Spel en el extremo 5’, los que

serviran para la adicion del poli(C) y para su clonado, respectivamente (Fig. 4.2.4A).
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Como resultado de esta PCR se obtuvo un amplicén del tamafio esperado para el
segmento L1 (2668 pb). Luego de una electroforesis preparativa en gel de agarosa al 1% y una
reaccion de “A-tailing”, fue clonado en el vector pGEMT-Easy. De las colonias obtenidas se
realizaron minipreps de ADN vy se identificaron aquellas que poseian el inserto a través de
cortes con las ERs Spel y Notl (Fig. 4.2.4B). Por ultimo los ADNc se secuenciaron para verificar

la identidad de los insertos.

De esta manera el segmento L1 clonado en pGEMT-Easy queda conformado (de 5’ a 3’)
por una secuencia sintética que posee sitios de corte para las ERs Spel y Bpil seguido por la
secuencia genomica del VFA O1/Campos comprendida entre los nucledtidos 368-3050, e

incluye el sitio de corte para la ER Notl (posicion 3006 de la secuencia gendmica viral).

(A) Figura 4.2.4. Segmento L1. (A) Esquema
i R 'E del segmento L1 y los sitios de corte de
% g ﬁ -, ERs agregados en uno de sus extremos.

(B) Productos de corte con las ERs Spel y
= Notl de los ADNs obtenidos del clonado
— del segmento L1 en el pldsmido p-GEM-T

Easy. Calle 1: marcadores de PM. Calles
n 2-5: clones positivos. La flecha indica el
& segmento L1.
(B) F o5 19 20
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4.2.3. Amplificacion del segmento segmento L2.

El segmento L2 abarca desde la posicién 2943 a la 5482 de la secuencia del VFA
01/Campos. Los sitios de corte para las ERs que se utilizaron para ensamblarlo con el resto de
los segmentos son los de Notl (posicion 3006) y EcoRl (posicién 5426). Para este segmento se
realizd la retrotranscripcion utilizando el primer L2r que es complementario a la secuencia
viral entre las posiciones 5456-5482, y el producto de dicha reaccidn se utilizé6 como templado
para realizar una PCR con los primers L2r y L2f (que posee la secuencia desde el nucledtido

2943 al 2967) (Fig. 4.2.5A). Dicha PCR dio como resultado un amplicon de 2539 pb.
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Nuevamente se purificd el amplicon a partir de una electroforesis preparativa y se sometio a
una reaccion de “A-tailing” para proceder a su clonado en pGEM-T Easy. De las colonias
obtenidas se realizaron cultivos y posteriores minipreps de ADN, se identificaron las colonias
gue poseian el inserto a través de digestion con las ERs Notl y EcoRlI (Fig. 4.2.5B), y finalmente

se corrobord la identidad del inserto por secuenciacion.

A.

Figura 4.2.5. Segmento L2.
(A) Esquema del segmento L2
con los sitios de restriccidn
existentes en la secuencia
utilizados para el sub-clonado 13 T2 I ENAT A 1 (TR S T T T
posterior. (B) Electroforesis .

con los productos de |la
restricciéon Notl y EcoRI de los
ADNs obtenidos del clonado
del segmento L2 en el
plasmido p-GEM-T Easy
Calle 1: marcadores de PM. 2 65Kb
Calle 2: vector vacio. Calles 3-

9: clones positivos. La flecha

indica el segmento L2. 1.6Kb

Nod - 3006
EeoR1 - 5426

1.2Kb

4.2.4. Amplificacion del segmento L3.

El segmento L3 abarca desde la posicion 5381 hasta la cola de poli(A) de la secuencia
de la cepa de VFA O1/Campos. Para su clonado se utilizé el sitio de corte para la ER EcoRl
(posicidn 5426) y un sitio para EcoRV introducido inmediatamente rio abajo de una cola de
poli(A) de 20 nucleétidos de longitud. Para la retrotranscripcidn se utilizé un oligonucleétido
gue posee un tracto de poli(T) de 20 nucleétidos de longitud y un sitio de corte para la ER
EcoRV en su extremo 5’. El producto de dicha reaccién se utiliz6 como templado para una
reaccién de PCR con el primer anteriormente mencionado y el primer L3-For que posee la
secuencia del VFA entre las posiciones 5381-5409, obteniendo como resultado un amplicén de
2822 pb. Un ejemplo de como se encuentra conformado el segmento L3 puede verse en la Fig.
4.2.6A. Dado que el clonado de este segmento en pGEM-T fue dificultoso, se decidio tratar de
clonarlo en el plasmido pSFl. Para esto el amplicén y el plasmido pSFl fueron digeridos con las

ERs EcoRl y EcoRV y purificados de electroforesis preparativas en geles de agarosa al 1%.
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Posteriormente se realizd una reaccidon de ligacién entre ambos, utilizando una
relacidn inserto:vector de 3:1. De las colonias obtenidas se realizaron cultivos y posteriores
minipreparaciones de ADN, se identificaron las colonias que poseian el inserto por digestion
con las ERs EcoRl y EcoRV (Fig. 4.2.6B), y finalmente se corrobord la identidad de los insertos

por secuenciacion.

Figura 4.2.6. Segmento L3. (A) Esquema del A

b
segmento L3 y sitios de corte para las ERs g %
EcoRl y EcoRV (agregado inmediatamente N
después de la cola de poli(A) para su | —_— =
linealizacién. (B) Electroforesis de los _— I3 2822 n¢
productos de la restriccion EcoRV y EcoRI 5 \—
de los ADNs obtenidos del clonado del g <§~b QQ’
segmento L3 en el plasmido pSFI (3054 pb). @‘3&6 Q‘-)' é-‘f
Calle 1: marcadores de PM. Calle 2-3: B
clones positivos. La flecha indica el u
segmento L3. Led

6.5kb | Bl

4.3Kh

2,3Kb .
2Kb

De esta forma se clonaron los 4 segmentos que en su conjunto conforman la totalidad

del genoma de VFA O1/Campos, excluyendo el tracto de poli(C).

4.2.5. Ensamblado del segmento L2-3.

El segmento L2-3 comprende la secuencia gendmica desde el sitio de corte para Notl
en la posicién 3006 hasta la cola de poli(A) 3’ terminal. Para unir los dos segmentos
conservando los sitios de corte, primero se subclond el segmento L3 desde pSFI al plasmido
pBluescript SKII utilizando las ERs EcoRV y EcoRl, y posteriormente se le adiciond el segmento

L2 utilizando las ERs Notl y EcoRlI (Fig. 4.2.7).

La razdén para realizar el ensamblado de L2-3 en el plasmido pBluescript SKII fue para
tener los sitios que permitieran completar en pasos posteriores la unién final de todos los

segmentos, ya que el vector final en el cual queda ensamblado el clon completo (pKF4) no
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posee sitios de corte para EcoRV y pSF-L3 no posee otro sitio de corte que pueda ser utilizado

para tal fin.

MOS

Sacl (657)
Sacll (664)
BstXT (663) Notf
ampicillin- laeZ Eagl fo7i)
Notf (670)

pBIucgc_r!pt SK+ Kpn1 — el (689) L2
J.0 kb . BamHI (689)
WA Smal (697)
PstI (705)

EcoRI(707) FeoRT . EeoRT

olJZ ori L3
EeoRV (7IS)
HindiIT (719}
Cial Bsplfol {726) —
Sall deck Hincll 734, 735)

Xhal (746)

Apal Praff Ecof 1091 {733, 7ad)
Kpal 759)

FEeoRV

Figura 4.2.7. Esquema del subclonado de los segmentos L2 y L3 en el plasmido pBluescript SKIl. Se
indica con una flecha el sitio de corte para la ER Kpnl, que serd utilizado en pasos posteriores de
subclonado.

o
. ':j \
4 )
& & @\”3\ Y
& o ¥ &
Q T <

Figura 4.2.8. Subclonado del segmento -
L3 en pBluescript SKIl. Electroforesis de
los productos de restriccion del plasmido
con las ERs EcoRl y EcoRV . Calle 1:
marcadores de PM. Calle 2: plasmido 4.3Kb
vacio. Calles 3-4: clones positivos. La

flecha indica el segmento pB-L3.

2.3kb
2Kb

1 2 3 4

Una vez purificados los ADNs, se realizd una reaccion de ligacion y transformacion de
bacterias competentes y se identificaron las colonias que incorporaron el inserto por medio de

digestion con las ERs EcoRl y EcoRV (Fig. 4.2.8), obteniéndose la construccidn pB-L3.

A continuacion se subclond el segmento L2 en pB-L3. Para ello se digirieron los ADNs

de pB-L3 y pG-L2 con las ERs Notl y EcoRl y se traté con fosfatasa alcalina la construccion pB-L3
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digerida. Se realizo el screening para identificar las colonias recombinantes por restricciéon con

las ERs EcoRV y Notl, y adicionalmente con las tres ERs (EcoRI, EcoRV y Notl) (Figs. 4.2.9 Ay B).

(A) (B)

ClonespBL2-3 Clones pBL2-3

12 3 4 5 6 7 8 9 10 11

pB"UEs cripg

&
g 5
j‘f 1 2 3 4 5 6 & 9 10 11 =

6.5Kb
4.3Kb

6.5Kb
43Kh

2.3Kb 2.3Kb

2Kb

2Kb

Figura 4.2.9. Union de los segmentos L2 y L3. Doble screening para identificar las colonias
recombinantes del subclonado del segmento L2 en pBL3. (A) Corte de los ADNs extraidos de las colonias
1-11 con las ERs EcoRV y Notl. (Por un error se omitid el clon 7) (B) Idem pero cortado con las ERs EcoRl,
EcoRV y Notl. El corte de los plasmidos originales, pBL3 y pBluescript SKIl, estan indicados en los
paneles Ay B, respectivamente. El Unico clon que no incorporé a L3 fue el 9.

EC10ton

N
%
Spad g
g
&
S

ﬂl(,&‘4

¥
E
Marge,

2ul 1ul 3ul 1ul

Spid 6.5kb
Hdal 4.3Kh

Bs2IT 2.3Kb
Ee 2Kb

1 2 3 4 5

Figura 4.2.11. Electroforesis
EeoRV del segmento L2-3 (calles 2-3)

y el plasmido pKF4 (calles 3-
i =l 4), digeridos con las ERs Not |
y Kpnl y purificados.

(ORI RTO R

Figura 4.2.10. Esquema del subclonado del segmento L2-3 en el
plasmido pKF4.

Por ultimo se subclond el segmento L2-3 en el plasmido pKF4 (en el cual quedara
ensamblado el clon completo) con las ERs Notl y Kpnl, ya que el plasmido pKF4 no posee sitio
de corte para la ER EcoRV, y la ER Kpnl en el genoma de VFA O1/Campos no posee sitios de

corte rio abajo del sitio Notl (Fig. 4.2.10). Los ADNs fueron digeridos con las ERs
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correspondientes, el plasmido vacio fue tratado con fosfatasa alcalina y finalmente se
purificaron los ADNs mediante una electroforesis preparativa (Fig. 4.2.11). Luego se realizé una
reaccion de ligacién y una transformacién en bacterias competentes. Por medio del “toothpick
assay” se realizd un amplio screening de las colonias obtenidas, y se analizaron las colonias
candidatas por restricciéon. El gel donde se detecto el clén positivo por linealizacion con la ER
EcoRV se puede observar en la Fig. 4.2.12A, al igual que dos diferentes restricciones realizadas

para verificar la identidad del inserto (Fig. 4.2.12 By C).

A X Figura 4.2.12. Identificacion de las
S 9 10 11 12 13 14 15 16 colonias recombinantes del subclonado

s TTW del segmento L2-3 en el plasmido pKFa4.

gKSbe . aa g il & ; (A) Linealizacién de los ADNs (pK-L2-3) con
23 o - - . g - la ER EcoRV._ La_flecha marca el clon
L positivo (B) Digestién del ADN de pK-L2-3

con las ERs Notl y EcoRV (calle 2) donde se
libera el segmento L2-3 (flecha negra), y
con las ERs Notl y EcoRlI (calle 3) donde se
libera el segmento L2 (flecha blanca). (C)

B C Restriccién del ADN de pK-L2-3 con las ERs
Notl, EcoRl y EcoRV. Esta digestién separa
los segmentos L2 (2,5 Kb), L3 (2,7 Kb)
indicado por las flechas, y el esqueleto de
pKF4 (2,3 kb).

6.5Kh 6.5Kh

£ kb 4.3Kb
2.3Kb
2Kb

2.3Kb
2Kb

L23: 5.2Kb pKF4: 2.3Kb
L2: 2.5Kb  pKF4-L3: 5Kb

4.2.6. Ensamblado del fragmento S-L1.

Para el ensamblado del segmento S-L1 el primer paso fue subclonar el segmento L1 en
el plasmido pBluescript SKII (Fig. 4.2.13A). Con este fin se digirieron la construccion pG-L1 y el
plasmido vacio pBluescript SKII con las ERs Spel y Notl y se traté este ultimo con fosfatasa
alcalina. Una vez purificados los fragmentos de interés se realizé una reaccion de ligacidn entre
ambos, se transformaron bacterias competentes y se realizd un screening para identificar las
colonias recombinantes. Luego de analizar un alto nimero de colonias se identificaron 2

colonias recombinantes y se verificé su identidad (Fig. 4.2.13B).
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Con el fin de ensamblar la mitad 5’ del genoma [excluyendo el poli(C)] se clond a

continuaciéon del segmento L1 el segmento S utilizando la ER Spel (Fig. 4.2.14).

A MCS
Sacl (657)
Sacll (664)
BstXI (665)
ampicillin- ocZ Eagk (670)

L sacl— Notl (670)

pBluescript SK+ Sped (683) ~—
30kb W pamar (589)
. Smal (697)
= Pstl (705)
EcoRI(707)
EcoRY (715)
Hindlll (719)
Clal Bspl1061 (726)
=~ Sall Acel Hincll {734, 735)
) & Xbol (740)
& colonias Apal Drall Eco01091 (753, 749)
&
&
Q

Spel

pB-L1 Kpal (759)

Figura 4.2.13. Subclonado del segmento L1 en el plasmido
“"‘ pBluescript SKIl. (A) Esquema. (B) Electroforesis de los
productos de la restriccion con las ERs Notl y Spel de
plasmido pBluescript SKII vacio (calle 2), y de los ADNs pB-
6.5Kb - | L1 (calles 3-4). La flecha indica el fragmento L1.

4.3Kb

2.3Kb
2Kb

A continuacion se digirieron los plasmidos pB-L1 y el pG-S con la ER Spel, se traté el pB-
L1 con fosfatasa alcalina, y posteriormente se aislaron los segmentos de interés mediante
electroforesis preparativas en gel de agarosa, se ligaron y se verificd que estas colonias posean
el inserto por medio de la ER Spel, asi como la orientacion del clonado con las ERs Xbal y AlwNI
(Fig. 4.2.15A). La eleccién de estas ERs se realizd en base a que Xbal posee un solo sitio de
corte en la secuencia de L1 y AlwNI posee un sitio de corte en el vector pBluescript SKIl y un
sitio de corte en la posicién 48 del genoma de la cepa O1/Campos. Este sitio de corte en uno
de los extremos del fragmento S sirvié para verificar la orientacion del mismo (Fig. 4.2.15B).
Los ADNs seleccionados se secuenciaron para verificar la orientacion del segmento S y el sitio

de unién entre Sy L1.
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Figura 4.2.14.
Esquema del
ensamblado de los
segmento S y L1
en el plasmido
pBluescript SKII.

El sitio de corte
para la ER EcoRl
en el plasmido
pBluescript  SKII
indicado con una
flecha sera
utilizado en pasos
posteriores.
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(A) Figura 4.2.15.
0.58Kb 0.63KD Segmento S-L1.

i i (A) Esquema de la

Alw NI construccion pB-SL1

A]w T N\ con detalle de las

i ubicaciones y distancias

LaKh e entre los sitios de corte

de las ERs AlwNI y Xbal

pB-SL1 en las dos posibles

orientaciones del

4.42Kh segmento S.

(B) (B) Electroforesis de los

productos de

Colonias pB-SL1 restriccion de los ADNs

1 9 14 15 18 22 28 29 36 obtenidos con AlwNI y

e . . Xbal. Las colonias 9, 22

y 28 muestran el

segmento clonado en la

orientacion correcta.

&
S - E—

1430@i Las flechas indican los
1000p fragmentos de 880 vy
700pb 630 pb.

500pb |

400pb
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4.2.7. Subclonado de un sector acotado del fragmento S-L1 (S-L1a) para la insercion del

tracto de poli(C).

Debido a la presencia de numerosos sitios de corte para la ER Bpil [que se
utilizé para la inserciéon del poli(C)] tanto el genoma de como en el plasmido pBluescriptSKIl, se
subclond un fragmento acotado de S-L1 (S-L1a) en el vector pKF4 (Fig. 4.2.16). Por ello se
digirieron pB-SL1 y el plasmido pKF4 vacio con EcoRl y Xbal, se trato con fosfatasa alcalina al
plasmido pKF4 cortado y posteriormente se purificaron ambos ADNs. Luego de la ligacién y
transformacidon de bacterias competentes, se obtuvo pK-SLla. En la Fig. 4.2.17 puede
observarse el resultado de una digestién con las ERs EcoRl y Xbal de algunos de los ADNs

obtenidos.
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SFfa

ol e

Figura 4.2.16. Esquema del subclonado del segmento SL1a en el plasmido pKF4.

Para la adicidn del tracto de poli(C) se utilizdé un oligonucledtido de doble cadena
conformado por un tracto homopolimérico de 20 citocinas que posee la secuencia TTCA en su
extremo 5 y un segundo oligonucledtido de cadena simple constituido de un tracto

homopolimérico de 20 guanosinas precedidas por la secuencia CCTA en su extremo 5.

Estos oligonucledtidos se mezclaron en cantidades equimolares y se sometieron a un
tratamiento térmico de: 94 °C por 30 segundos, 80 °C por 30 segundos, 70 °C por 30 segundos
y posteriormente se llevo la mezcla a temperatura ambiente lentamente. De esta forma se
favorecio la formacion del ADN duplex con apareamiento del tracto homopolimérico, como se
muestra con la variacidon de la movilidad electroforética de la mezcla de primers antes y
después de la reaccion (Fig. 4.2.19A).

Colonias pk-SL1a Figura 4.2.17. Subclonado
17 16 29 30 del fragmento S-Lla en

el plasmido pKFa.
Identificacion de colonias

L

&
&F g
S 3

6.5Kb positivas por restriccion
Hakb con EcoRIl y Xbal. Calle 1:
%f’be mar cadores de PM. Calle 2:

plasmido pKF4 vacio. Calles
3-7: ADNs de colonias
positivas  (pK-SL1a). La
flecha indica el segmento
SL1a.
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BoiT — — Figura 4.2.18. Esquema de
I gL pe oy l la zona de uniéon entre los

O T ANNGT T TCNNNNACEa gt NNNNGAAGACKN raco rrrra | Seementos Sy L1 Se
CGAAAG TNNCAGAAGNNNNtgatcaNNNNCTTCTGNNA TccaaaaT | detallan los sitios de corte
| ] para ERs utilizados para su

clonado y para la adicién
e P del tracto de poli(C). Se
seflalan con flechas los
sitios donde corta la doble
cadena la ER Bpil y los
extremos cohesivos que
genera. En la parte inferior
se muestra como se inserta
] el tracto de poli(C) con los
i LN extremos cohesivos
generados.

CCT TTCACCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCe TAGGTTTTA
GGEAAACGT GGGGGGGEGEEGEEEEGGEEEEEGGGEGATCCAAAAT

A continuacion se digirié pK-SL1a con la ER Bpil, lo cual deja extremos cohesivos de 4
nucleédtidos de longitud que corresponden a la secuencia gendmica de VFA O1/Campos
inmediatamente adyacente al tracto de poli(C) a ambos lados del mismo (ver esquema
explicativo en la Fig. 4.2.18). Cabe aclarar que en este caso, dado que el ADN de los
oligonucleétidos sintéticos no posee grupos fosfatos en sus extremos 5’, no puede utilizarse
fosfatasa alcalina, ya que se necesitan los grupos fosfato del plasmido para poder realizar el

ligado del inserto.
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Figura 4.2.19.

(A) Electroforesis de
los  oligonucléotidos
(calle 1) y el poli(C)
doble cadena
generado con ellos
(calle 2). Calles 4-5: pK-
SL1a linealizado con
Bpil.

(B) Diagrama de la
construcciéon  pK-SLl1a
con los sitios de corte
para ER y la zona que
se reemplaza con el
tracto de poli(C).

(C) Restricciones de los
ADNs obtenidos del
procedimiento con
EcoRIl y Xbal (calles 2-
6), y con EcoRl, Xbal y
Spel (calles 8 a 12).
Calles 1 'y 13:
marcadores de PM. El
poli(C) se incorporé en
las colonias 1, 2y 3.
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Una vez purificado el plasmido por medio de una electroforesis preparativa (Fig.

4.2.19A) se realizo la ligacion de pK-SL1a con el oligonucleétido doble cadena que contiene el

poli(C) [fragmento S-L1a-p(C)].

Dado que el plasmido linealizado con Bpil no se separa por electroforesis del que fue

cortado con EcoRl y Xbal, pues solo difieren en 20 bp, sumado a que el plasmido no fue tratado

con fosfatasa alcalina, era esperable encontrar una gran cantidad de colonias para analizar. Si a

esto le sumamos que los ADNs recombinantes no pueden ser diferenciados por tamafio de
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aquellos que son producto del religado, tendremos un screening para identificar los ADNs
recombinantes que serd muy extenso y trabajoso. Por lo tanto, se planed la siguiente
estrategia: previo a la transformacion de bacterias competentes se realizd una nueva
restriccion con la ER Bpil, considerando que cuando se produce el clonado del poli(C) se
pierden estos sitios de corte, resultando en una disminucién importante del nimero de
colonias finales resultado del religado del plasmido. Para identificar las colonias recombinantes
se realizé corte con las ERs EcoRlI, Xbal y Spel, diferenciando claramente aquellos ADNs que
han incorporado de forma exitosa el tracto de poli(C) en remplazo de la secuencia sintética

que posee los sitios de corte para Bpil y Spel (Fig. 4.2.19 By C).

Una vez identificados los clones positivos se secuenciaron tres de ellos para corroborar

la correcta incorporacién del tracto de poli(C) y la longitud del mismo (Fig. 4.2.20).
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Figura 4.2.20. Secuencia de la hebra complementaria del ADN de la construccion pK-SL1p(C) en la zona
donde se ubica el tracto de poli(C).

4.2.8 Reconstruccion del fragmento S-L1 incluyendo el tracto de poli(C) [S-L1p(C)].

Posteriormente se reconstruyd la mitad 5’ del genoma clonando el segmento SL1a-
poli(C) en la construccién pB-L1 con las ERs EcoRl y Xbal (Fig. 4.2.21). De esta forma se
completd el fragmento faltante de L1, reconstruyendo asi la mitad 5’ del genoma que ahora
incluye el tracto de poli(C). Con ese fin se digirieron ambos ADNs con las ERs anteriormente
mencionadas, se tratd el pB-L1 digerido con fosfatasa alcalina y posteriormente se purificaron
los ADNs. Se realizé la ligacién entre ambos y se transformaron bacterias competentes. El
screening de las colonias resultantes se realizé con las ERs Xbal y Spel (Fig. 4.2.22). Una vez
identificadas las colonias positivas se confirmd por secuenciacién tanto la identidad de las

mismas como la estabilidad del tracto de poli(C).
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Figura 4.2.21. Diagrama explicativo de la reconstruccion del segmento SL1 incluyendo el tracto
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Figura 4.2.22. Restriccion de
los ADNs de pB-SL1pC con las

ERs Spel y Xbal.

El fragmento SLla-pC (700
pb) se encuentra sefalado

por la flecha.

4.2.9. Ensamblado final de las mitades 3’ y 5’ de la copia genémica del VFA 01/Campos.

A continuacién se unieron las dos mitades del clon gendmico clonando el segmento

SL1- poli(C) en la construccion pK-L2-3 que ya posee la mitad 3’ del genoma del VFA (Fig.

4.2.23), utilizando las ERs Notl y Spel. Cabe recordar que Notl posee un Unico sitio de corte en

el genoma en la posicidon 3006 y, posteriormente al clonado del tracto de poli(C), solo hay un

sitio de corte para Spel que se encuentra rio arriba del promotor T7 (posicidon 22 con respecto

a la secuencia gendmica del VFA). La construccién pK-L2-3, que se utiliza como plasmido

receptor de inserto SL1-poly(C), se digirié con estas ERs, se tratd con fosfatasa alcalina y se

purificé el ADN.
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La construccion pB-SL1poly(C) se digirié también con las ERs Notl y Spel. En este caso
no es posible separar por tamano el segmento SL1poly(C) del esqueleto del plasmido

pBluescript SKIl donde se encontraba clonado (3046 y 3000 pares de bases, respectivamente).

Nod

R AR

EcoRV

Kpnl

Figura 4.2.23. Esquema del ensamblado de las dos mitades del clon.

Por esta razén este ADN después de ser digerido se sometid a un tratamiento con calor (80 °C
20 min) para inactivar las ERs y luego se purificd el ADN por precipitaciéon con acetato de sodio
y etanol. Una vez obtenidos ambos ADNs, se realizé la ligacion de los mismos vy la

transformacion de bacterias competentes.

Figura 4.2.24. Cultivos bacterianos. Fotografia de los dos
tipos de cultivos de bacterias transfectadas con el
producto de ligacién del segmento SL1pC con pK-L2-3.
Puede observarse como luego de un cultivo ON, el cultivo
de la derecha llega al plateau de crecimiento mientras que
el de la izquierda posee un grado de turbidez mucho
menor.

Al realizar los cultivos de las colonias obtenidas de la transformacion se observaron

claramente dos tipos diferentes: uno de crecimiento normal (llega al plateau de crecimiento
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en cultivos overnight) y otro de crecimiento lento (el medio de cultivo se sigue observando
translicido luego de un cultivo overnight) como puede observarse en la Fig. 4.2.24. A priori no
es posible saber si estas caracteristicas estan relacionadas a los diferentes genotipos
resultantes de la ligacion. Dado que el inserto y el esqueleto del plasmido pBluescript SKII
poseen tamafios muy similares no se puede diferenciarlos por medio de restriccidn con las ERs

utilizadas para clonarlos, por lo que se realizo el screening con la ER Xbal (Fig. 4.2.25A).

Spel
681 pb
2898pb
— — S g
Nod
S0l4ph | E
= 2689 pb
— = % Xbal
2473pb | B
= FroRV

Kpnl
Vector religado: 4695 pb 2473 pb

Vector con mserto SL1pC’ 5014 pb 2691 pb 2473 pb

Vector con mserto pBlueseript 7649 pb 2473 pb

Colonias pK-VFA/O1/Cam

A
&
22 23 24 25 27 28 29 30 31 BZ 33 ég
— — ——
——— - - W — —
4.3Kb
-
2.3Kb
2Kb 1.4Kb

1Kb

Figura 4.2.25. (A) Esquema ejemplificando las ubicaciones de los sitios de corte para la ER Xbal
dependiendo de la incorporacién del inserto en la construccién. (B) Electroforesis de la restriccion con
Xbal de los ADNs obtenidos de pK-VFA/O1/Cam. Las colonias positivas son las nimero 19, 20, 24, 25, 28,
29, 30, 31,32y 33.
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Los fragmentos resultantes de la restriccion de estos ADNs son facilmente
diferenciables en una electroforesis, por lo cual se la utilizd para identificar los clones que
poseen la secuencia completa del VFA por el patrén de restriccién esperado para el genoma

del VFA (Fig. 4.2.25B).

Llegado este punto, cabe aclarar que los clones con fenotipo de crecimiento lento,
fueron los que poseen el genoma del VFA O1/Campos clonado. El crecimiento sub-6ptimo de
las colonias que poseen el clon full length podria deberse, entre otras cosas, al alto contenido

de G-C de la secuencia del VFA, al tracto de poli(C) o una suma de factores.

Para verificar la estabilidad del tracto de poli(C) y completar la secuencia del clon se
realizd una maxipreparacion de ADN de uno de los clones positivos y se envié a secuenciar, en
especial la region que comprende el tracto de poli(C), la zona de unién de ambas mitades del
clon (correspondiente al sitio de corte de la ER Notl) y todas las regiones que no habian sido

abarcadas en la secuenciacidn anterior de pK-L2-3 y pBSL1.
4.3.1. Analisis de la secuencia completa de la copia del genoma de O1/Campos.

Como se comentd anteriormente, se reconstruyd la secuencia completa del clon
utilizando las secuencias ya obtenidas de las mitades del mismo, y secuenciando las regiones
faltantes. De las 38 secuencias obtenidas se analizaron los electroferogramas y se eliminaron
los extremos donde la calidad de la secuencia es mala. Una vez terminado este paso se
alinearon las secuencias (Fig. 4.3.1) con la aplicacién Contig Express del programa VectorNTI
Suite, y de dicho alineamiento se obtuvo la secuencia consenso con la cual se efectuaron los
analisis. Para las comparaciones de secuencias se utilizd la aplicacidon AlignX del programa

anteriormente mencionado.

1 000 2000 000 's000 " 5000 '5000 7000 ' '8000

Figura 4.3.1 Diagrama del solapamiento de las secuencias del clon para la reconstruccién de la
secuencia completa. Los segmentos en gris oscuro representan secuencias en el sentido 5-3’ de la
secuencia viral, los restantes son secuencias correspondientes a la hebra complementaria.

77



Adridn N. Giraldez Resultados: Parte |

Del andlisis de la secuencia final del clon se observé que:

El tracto del poli(C) se mantuvo estable, tanto en longitud como en secuencia, asi
como las zonas circundantes del mismo.

No se detectaron inserciones ni deleciones en la secuencia.

Se observaron 76 cambios en la regidn correspondiente a la secuencia reportada de la
cepa 01/Campos, 15 de ellas ubicadas en las zonas 5’ y 3’ no codificantes y las 61
restantes en la regién correspondiente a la poliproteina viral.

De los cambios en el marco abierto de lectura viral, no se detectaron codones de
terminacion prematuros, 41 de ellas corresponden a mutaciones silenciosas y 20
producen un cambio de aa con respecto secuencia reportada de la cepa O1/Campos.
De los cambios que producen cambios de aa, una se encuentra en la proteasa L, 10 en
las proteinas estructurales y 9 en las proteinas no estructurales.

Los cambios de aa resultantes de la secuencia del clon, con respecto a la secuencia

reportada de O1/Campos, se resumen en la Tabla 4.3.1.

Tabla 4.3.1. Cambios detectados en la secuencia de aa

Aminodcido Posicién en la Aminodcido en Aminodcido Posicién en la Aminodcido en
poliproteina 01/Campos poliproteina 01/Campos
D 46 N A 868 \
T 397 A I 1056 \
R 416 C A 1074 \
H 560 R \ 1113 I
D 564 G T 1236 A
I 569 T T 1355 I
S 603 T I 1487 \
A 737 T \ 1559 A
E 765 K P 1947 L
K 857 E R 2322 L

4.4. Transfecciones con ADN plasmidico.

4. 4.1. Cotransfeccién de células BHK21 con el ADN linealizado del plasmido pK-VFA/0O1/Cam

mas un vector que sobreexpresa la polimerasa T7.

Desde que Argentina fue declarada libre de fiebre aftosa con vacunacién solo pueden

realizarse ensayos con viriones que posean capacidad infectiva en laboratorios de bioseguridad

de nivel 3 Agricultura (NBS3A o 4 OIE). Dado que el instituto en que se llevd a cabo el trabajo

de esta tesis no posee aun un laboratorio con dichas caracteristicas se consiguié permiso del

area de virologia del SENASA para poder ingresar a realizar los ensayos que involucren la

obtencidn de viriones en el laboratorio NBS3A de dicha institucion.
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Se realizaron cotransfecciones con los plasmidos pT7 (sin linealizar) y pK-VFA/O1/Cam
linealizado. El pT7 es un plasmido con capacidad replicativa en células eucariotas que expresa
la polimerasa del bacteriéfago T7 (T7"). Adicionalmente se agregd un control negativo
transfectando solo con pT7, para asegurar que la sobrexpresiéon de la polimerasa T7 no
produjera un efecto téxico que pudiera confundirse con el ECP viral. Dado que los horarios en
que funciona el laboratorio NBS3A de SENASA no permitian una incubacién de la mezcla de
tranfeccién de 6 hs antes de realizar el cambio de medio de cultivo (como recomienda el

fabricante) se realizaron dos protocolos diferentes que se ejemplifican en la Tabla 4.4.1.

Tabla 4.4.1. Protocolos de transfeccion de ADN con Lipofectamina

Tiempo de incubacién de las células Tratamientos
con la mezcla de transfeccién

Cotransfeccion con ADN de pT7 y pK-VFA/O1/Cam linealizado.
2 hs 30 min Transfeccién con pT7.

Incubacidn con lipofectamina sola.

Cotransfeccion con ADN de pT7 y pK-VFA/O1/Cam linealizado
24 hs
Incubacidn solo con lipofectamina

En los casos en que solo se incubd la mezcla de transfeccion por 2 hs 30 min, dicha
mezcla fue removida y reemplazada por 1 ml de medio G-MEM 2 % FBS. En los casos donde la
mezcla de transfeccién se mantuvo por 24 hs, se completd con medio OPTIMEM hasta un
volumen total de 1 ml a las 2hs 30 min de comenzada la transfeccidn, y luego se sustituyo el
medio de cultivo a las 24 hs por 1 ml de medio G-MEM 2 % FBS. Asimismo se incluyeron

controles de células sin transfectar en medio G-MEM 2% FBS y OPTIMEM.

Cumplidas las 48 hs, se observd ECP leve tanto en el tratamiento de cotransfeccién con
pK-VFA/O1/Cam y pT7 como en las células incubadas solo con lipofectamina por 24 hs. En los
demas tratamientos no se observaron diferencias significativas con los controles de células sin
transfectar. Esto podria deberse a un efecto de la incubacidn prolongada con lipofectamina, o

a la ausencia de FBS.

Posteriormente se realizd un ciclo de congelado y descongelado de las células en su

medio de cultivo para producir la lisis y se clarificé el medio por centrifugacion.

Se realizé el primer pasaje en células en una placa de 12 pocillos, incubando 0,5 ml del

clarificado, para verificar transmision de ECP en pasajes sucesivos. Luego de 30 min se
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remplazé el medio de cultivo por G-MEM 2 % FBS. Este pasaje se realizd para los clarificados
del tratamiento de cotransfeccion en el cual se observd efecto compatible con ECP y de su

control tratado con lipofectamina sin ADNs.

No se observd ECP a las 24-48 hs, por lo tanto se extrajo ARN de las muestras para
analizar si el genoma viral se encontraba presente. Para ello se repitid la lisis de las células por
congelado y descongelado vy se clarificd el medio resultante. Se extrajo una alicuota de 0,3 mly
se inactivd con 0,9 ml de Trizol para ambos tratamientos y se guardé el resto de los clarificados

a-80°C.
4.4.2. Analisis de los resultados de la transfeccion.

Las alicuotas de ARN en Trizol, se sometieron a un tratamiento con DNAsa y se hizo
una retrotranscripcion utilizando random primers. Luego se realizdé una amplificacién por PCR,
utilizando primers disefiados para real-time PCR que, que dan un tamafno de amplicon de
aproximadamente 110 pb, por lo que no tan sensible a la integridad del ARN en la muestra
original. El resultado de esta PCR fue la amplificacién de un ADN del tamafo esperado solo en
el extracto celular cotransfectado con pK-VFA/O1/Cam y pT7. En los extractos de células
tratadas solo con lipofectamina no se produjo ninguna amplificacion (Fig. 4.4.1), asi como en
una muestra de células cotransfectadas con pK-VFA/O1/Cam y pT7, no sometida a

retrotranscripcion.
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300pb
S0%b Figura 4.4.1. RT-PCR del ARN extraido post
A
. "I transfeccion del clon completo de la cepa
5001h - 01/Campos (pK-VFA/O/P1). Calle 1: marcadores
100pb de PM. Calle 2: RT-PCR del primer pasaje (P1) en
300pb células. Calle 3: RT-PCR del control de células. Calle
4: PCR del ARN del P1 sin RT. Calle 5: control
200ph positivo (pK-VFA/O1/Cam). La flecha indica el
100 N < segmento del tamafio esperado.
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Estos resultados sugieren que, a pesar de no haberse observado ECP en las células

tratadas, se detectd ARN viral en la muestra correspondiente al primer pasaje de la
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cotransfeccién y que el producto de la PCR no seria producto de un remanente de ADN en el

medio de cultivo proveniente de la mezcla de transfeccion.

4.4.3. Confirmacion de la identidad de ARN viral recuperado.

Para verificar el origen del ARN detectado y descartar que se trate de una
contaminacién con otras cepas virales con que se trabaja en el laboratorio, se amplificé por
PCR [utilizando la polimerasa Pfx50 (Invitrogen)], la zona que comprende a la proteina
estructural VP1, la que se secuencié y compard con la secuencia de pK-VFA/O1/Cam y con

otras existentes en las bases de datos.

Se detectd amplificacidon de una banda de 1,3 Kb solo en el caso de la cotransfeccién
pK-VFA/O1/Cam + pT7, y solo en el caso en que la muestra fue sometida a retrotranscripcion.

En este caso el par de primers utilizado fue Panaf-Odir / Panaf-LMR.

Comparando las secuencias se encontré que la de esta zona gendmica era idéntica a la
del pK-VFA/O1/Cam transfectado, conserviandose todas las diferencias nucleotidicas con
respecto a la secuencia del virus 01/Campos (AJ320488) que figura en las bases de datos (Fig.
4.4.2). Por lo tanto podemos asegurar que el ARN obtenido del primer pasaje en células

proviene del clon completo y no de una contaminacién externa.

Clon infeccioso (3253-4250) E
VFA 01 campos base de datos ARN recuperado \\

] o0 e o 500 50 00 00 00 s000 o L )

= ITET T =
3000 3500 “a000
5 | 1
pcB
HeFE U] |
A B C D E F G H

CGCCAC | TGGAAG | ACGLCGC | GGCGTT | GGTAAG | CGCGAG | GGCACG | GGCTGA
CGCCAC | TGGAAG | ACGCGC | GGCGTT | GGTAAG | CGCGAG | GGCACG | GGCTGA
CACCAC | TGRAAG | ACGTGC | GGGCTT | GGTGAG | CGTGAG | GGTACG | GGCCGA

CHCCAC | TGEAAG | ACGEGC | GGEIETT | GGTQPAG | CGEGAG | GGEACG | GGLCHGA

Figura 4.4.2. Alineamiento de las secuencias de pK-VFA/O1/Cam, el amplicon del recuperado del P1 en
células (VFA/O/P1) y de la cepa O1/Campos. Se indican 8 posiciones diferentes con respecto a la
secuencia reportada de 01/Campos (N2 de acceso AJ320488, casilleros sombreados). El ARN recuperado
del P1 en células posee un 100% de identidad con pK-VFA/O1/Cam.
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Las siguientes transfecciones se realizaron utilizando ARNs transcripto de pK-VFA/O1/Cam en

lugar de ADN plasmidico.

4.5. Transfecciones con ARN gendmico.

4.5.1. Transfeccion ARNs obtenidos por transcripcion in vitro de pK-VFA/O1/Cam vy

evaluacion de su capacidad infectiva.

Dado que no se obtuvo ECP y que el sistema de transfeccion con ADN resultd poco

eficiente, se continuaron las transfecciones con ARN transcripto a partir de pK-VFA/O1/Cam.

Para ello ADN de pK-VFA/O1/Cam purificado se linealizd con un corte inmediatamente
rio abajo de la cola de poli(A) con la ER EcoRV y posteriormente se realizd una transcripcién in
vitro utilizando 1 pg de DNA como templado y el kit de transcripcién in vitro MAXIscript

(Ambion), de acuerdo a las indicaciones del fabricante, seguido de un tratamiento con DNAsa I.

El ARN se purificd con el kit SV total RNA isolation system (Promega) y posteriormente se
verificé el tamafio del ARN generado en una electroforesis en gel de agarosa al 2% en
condiciones desnaturalizantes (Fig. 4.5.1). Finalmente se cuantificd por absorbancia con el

equipo Nanodrop.

Las transfecciones se realizaron utilizando Lipofectamineld (Invitrogen) como agente
transfectante. Adaptando el protocolo al horario del laboratorio NBS3A de SENASA, se
realizaron las transfecciones incubando las células con la mezcla de transfeccién por 3hs en vez
de las 5 hs recomendadas por el fabricante. Una vez finalizada la incubacién dicha mezcla fue
removida y reemplazada por 1 ml de medio G-MEM 2 % FBS. Asimismo se incluyeron
controles de células en medio GMEM 2% FBS y controles negativos de transfeccidon
(lipofectamina sin ARN), los cuales fueron sometidos a las mismas condiciones que las

transfecciones propiamente dichas.

El estado de las células se evalud a las 24hs, 48hs y 72hs. Dentro de las 72hs post
transfeccion no pudo observarse ECP en ninguno de los tratamientos. Posteriormente se
produjo la lisis celular por congelado y descongelado y se clarificé el medio por centrifugacion

(VFA/O/PO).
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L
L
S
¥
& K & K
g & & 8
s & £ §
< & & &
L \
Skb . [— - Figura 4.5.1. Integridad del ARN transcripto
de pK-VFA/O1/Cam. La electroforesis se
Aikb realizé en condiciones desnaturalizantes. Calle
{ 1: marcadores de PM. Calles 2-4: ARN
' transcripto en 3 reacciones independientes.
.-
1 2 3 4

Con el clarificado se realizd el primer pasaje en células, asumiendo que de haberse
formado particulas virales en pequefias cantidades se debera aumentar el titulo de las mismas
para poder observar ECP. Con este fin se incubd una nueva monocapa de células con una
cuarta parte del volumen total de dicho clarificado durante 1 h (VFA/O/P1). Pasada la hora se
remplazé el medio de cultivo por G-MEM 2 % FBS. Este pasaje se realizé con los clarificados del

tratamiento de transfeccion y los controles.

No se detect6 ECP a las 24hs, 48hs y 72hs del primer (VFA/O/P1) o segundo pasaje en
células (VFA/O/P2), por lo que se extrajo ARN para verificar la presencia o ausencia de ARN

viral en dichos pasajes.

4.5.2. Deteccion de ARN gendmico de cadena positiva.

Se extrajeron alicuotas de 0,3 ml de los clarificados de células de la transfeccién, los
pasajes y los controles negativos con 0,9 ml de TrizolO (Invitrogen), se trataron con DNAsal y
se hizo una retrotranscripcidon con el kit GoScript Reverse Transcription System (Promega)
utilizando random primers. Luego se realizé una amplificaciéon por PCR, utilizando los primers
descriptos en 4.4.2. El resultado fue la amplificacion de un ADN del tamafo esperado (110pb)

en el tratamiento de transfeccién con ARN y sus posteriores pasajes. No hubo amplificacién en
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las muestra de células tratadas solo con lipofectamina, ni en sus posteriores pasajes (Fig.

4.5.2).

500 ph

200 ply ..
100 ph

4.5.3. Deteccion de ARN gendmico de cadena negativa.
Adicionalmente, se determind la presencia de ARN de cadena negativa en la muestra

correspondiente al primer pasaje en células (VFA/O/P1), mediante RT con primers con la

secuencia de la hebra codificante (se utilizaron 2 primers diferentes en dos reacciones
independientes), e incubdndolos a la temperatura de melting del primer (en vez de en hielo)
para evitar el pegado inespecifico de los mismos. En dicha determinaciéon solo se obtuvo

amplificacidon en la muestra correspondiente al primer pasaje en células proveniente de la

transfeccion, mientras que ni el control de células ni las muestras sin someter a RT mostraron

Transfeccfdn

CN Tra”S'FeCcidn

Pasaje 1

N Pasaje ;

Pasaje 5

amplificacion alguna (Fig. 4.5.3).
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Fig 4.5.2. RT-PCR del ARN extraido
post transfeccion con ARN transcrito
de pK-VFA/O/P1. Calle 1:
marcadores de PM. Calles 2, 4 y 6:

Transfeccion, P1 y P2 en células.
Calles 3, 5 y 7: Controles negativos

(células tratadas solo con
lipofectamina). Calle 8: control
positivo (PCR usando pK-

VFA/O1/Cam como templado).
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Figura 4.5.3. Deteccion de la hebra negativa de ARN. (A) Diagrama indicando ubicacion de los primers
(F5054 y F5200) para la sintesis de ADNc a partir de la hebra negativa de ARN (RT) y de los primers para
la deteccion por PCR (3AG-F y 3AG-R). (B) RT-PCR de hebra negativa del P1 en células post transfeccion
(calles 2-3), donde la RT se realizd con los primers indicados. Calles 4-5: control sin ARN. Calles 6-7:
control con ARN pero sin RT. Calle 8: control positivo. Calles 1 y 9: marcadores de PM. Se observa una
diferencia en la eficiencia de la RT dependiendo de la distancia a la zona de la secuencia diana que se
sitla el oligonucledtido para la sintesis del ADNc (indicado pos las flechas). Las flechas indican el
fragmento amplificado.

Estos resultados sugieren que, habiéndose detectado ARN viral en la muestras
correspondiente a la transfeccion y los dos primeros pasajes, y que la transmision de dicho
acido nucleico entre los pasajes no se debe a una contaminacién, sino a la generacion de
particulas virales, lo cual se ve reforzado por la presencia de ARN de cadena negativa en el

primer pasaje en células.

Se realizaron nuevas transfecciones con diferentes cantidades de ARN vy utilizando
como agentes transfectantes tanto Lipofectamina como DMRIE-C (Invitrogen), utilizando

células BHK-21 de diferentes origenes, y con control estricto de pH del medio de cultivo. Se
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realizaron un total de 7 transfecciones con ARN y se realizaron posteriores pasajes en células

(hasta un maximo de 5 pasajes), pero en ningun caso se observd ECP.
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Figura 4.5.4. Real time PCR de la muestras de los 2 primeros pasajes post transfeccion con ARN
transcripto de pK-VFA/O1/Cam. Estandar ADN1: Muestra con 5ng/ul de ADN plasmidico pK-
VFA/O1/Cam. Estdndar ADN2: Dilucién de 1/1.000.000 del estandar 1. Controles negativos: ADNc
obtenido de la RT de muestras de células sin transfectar. Muestras contaminadas ad hoc: ADNc
obtenido de la RT de muestras de células sin transfectar y sometidas a una contaminacién intencional
con una traza de ADN plasmidico con la secuencia diana. Primer pasaje VFA/O/P1: ADNc obtenido de la
RT de la muestra correspondiente al P1 post transfeccion con ARN. Segundo pasaje (VFA/O/P2): ADNc
obtenido de la RT de la muestra correspondiente al P2 en células de la transfeccidn con ARN.

Nuevamente se detecté ARN viral en los dos primeros pasajes posteriores a la
transfeccion. Se realizd también en este caso una prueba semicuantitativa mediante Real-
Time PCR para observar si la cantidad de ARN detectado esta presente en las muestras en
cantidades coherentes con una contaminacion o en mayores cantidades. Si bien la técnica no
estaba ajustada para estimar nimero de copias, puede observarse que los niveles de ARN viral
detectados en los dos primeros pasajes (VFA/O/P1 y VFA/O/P2) son muy superiores a los
observados en una contaminacidén intencional con ADN plasmidico realizada en una muestra

(Fig. 4.5.4).

Por ultimo, se evalud si lo observado se mantiene al realizar repiques de las células sin
lisar (despegadas intactas) que previamente hayan sido transfectadas con el ARN simil

gendmico y el reactivo DEMRIE-C. Para ello las células BHK-21 transfectadas se tripsinizaron y
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se plaquearon en una dilucién al tercio. Se mantuvieron con medio GMEM 10% FBS y luego
que la monocapa alcanzo la confluencia (48h después) se repitié el procedimiento. En este
nuevo experimento tampoco se observd ECP, pero se recobré ARN viral de las células

transfectadas y de los 2 primeros repiques, como se muestra en la Fig. 4.5.5.
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Figura 4.5.5. RT-PCR de la transfeccion con ARN transcripto de pK-VFA/O1/Cam, y los dos primeros
repiques de células sin lisar. Las células se despegaron con tripsina. Calle 1: marcadores de PM. Calles 2,
4 y 6: células transfectadas y sus repiques 1y 2. Calles 3, 5y 7: controles negativos tratados solo con
lipofectamina. Calle 8: control positivo de PCR usando un ADN plasmidico como templado

4.6. Re-secuenciacion del clon completo.
Con el fin de identificar alteraciones no detectadas inicialmente en la secuencia que
pudieran explicar el comportamiento observado, se decididé secuenciar nuevamente el ADN del

clon full length.
4.6.1 Secuenciacion por “primer walking”.

Para ordenar el proceso y acelerar los tiempos se realizd el primer walking por
separado de tres zonas solapadas del clon. Una vez obtenidas las secuencias iniciales de cada
uno de ellos, se utilizaron como base para sintetizar nuevos primers para continuar
sucesivamente con el proceso, hasta completar cada segmento. Un diagrama de este

procedimiento muestra en la Fig. 4.6.1. Los primers utilizados se enumeran en la Tabla 4.6.1
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Tabla 4.6.1. Primers utilizados para la secuenciacion por primer walking del clon completo

Figura 4.6.1. Esquema de la secuenciacidn por primer walking. (A) Diagrama mostrando la cobertura de
las tres zonas en que se dividid la secuenciacion del clon. (B) Esquema del solapamiento entre las tres

zonas y su ubicacidn en el clon.
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Denominacion Secuencia (5’-3’)
pkfaF CCAGCAACGCGGCCTTTTTACGGT
L1r AGTTCAACCCAGTGTCCCATTCAG
C1Llir1 TGAGGGAAAAGTGTGAGCTG
pkfdF-F CCCCCTAGGTTTTACCGTCA
pkfdF-R GAAAACGGGCAAAACTGTGT
pkfdF-F-1 CGCTTTGGTACAGGCTATCAG
L2f CGAAGGCGCGTTACATGATTGCCTA
L2r TGAGGGGTCGGAGTTCCTCTTTGAT
C_L2f-1 TGCAGGTACAGCAGAAATGC
C L2r-1 GGTGAAGTGGGTGGAAATTG
F5200 TGGCAATGTTTCAATACGACTG
pkf4_R400 GACGGGACGGCGGCTTTGTTGA
C_Reta_F5200-1 GGTCCGATGGAGAGACAGAA
C_pkf4_R400-1 CTTTGAGGCCATCACAGGTT
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4.6.2. Analisis de la nueva secuenciacion.

Al comparar la secuencia obtenida con la de la cepa O1/Campos reportada en la base
de datos (AJ320488) y con la nueva secuenciacion del ADN del clon obtenida, se detectod la
delecién de una guanosina en la posicion 4120 y la insercién de una adenosina en la posicion
6810, ambas dentro del ORF, como puede verse en la Fig. 4.6.2A. En el caso de la delecion
G4120 la alteracion se observd en la secuencia de los dos fragmentos que cubren el area
(regidn solapada), mientras que en el caso de la A6810 la alteracién se observo en solo uno de
los segmentos que solapan en esa zona. Para confirmar estos cambios se secuenciaron por
duplicado ambas zonas nuevamente con nuevos primers disefiados para tal fin (rev4665 y

forw6629, Anexo |).

El andlisis de las nuevas secuencias obtenidas verificd la presencia de la delecién

G4120 vy la ausencia de la insercién A6810 (Fig. 4.6.2B)

G4120 A6810

4110 4120 4130 o 680D 6810 6820

pK-YFA-C_L2f-1 ACGAGGCCAAACCCT-GTACAAGCTTATCAR pE-VFA-C_pKF4R-1 ACCCGCGTCTGAACG - AGGGTGTTGTCCTCG

pE-YFA-C_L2r-1 ACGAGGCCAAACCCT - -GTACAAGCTTATCAA pk-VFA-C_Reta5200-1 ACCCGCGTCTGAACGAAGGGTGTTGTCCTCG

VFA QL Campos ACGAGGCCAAACCCTGGTACAAGCTTATCAA VFAOL Campos ACCCGCGTCTGAACG . AGGGTGTTGTCCTLG
IIIII 4110  4lz0 4130 vy DO o cony PRRTE e v g OGEecs

B-pK-VFA-rev4665 ACGAGGCCAAACCCT-GTACAAGCTTATCAA A-pK-VFA-forw6629 ACCCGCGTCTGAACGAGGGTGTTGTCCTCG
A-pK-VFA-revd665 ACGAGGCCAAACCCT -GTACAAGCTTATCAA B-pK-vFA-forwé629 ACCCGCGTCTGAACGAGGGTGTTGTCCTCG
VFAOL Campos ACGAGGCCAAACCCTGGTACAAGCTTATCAA VFAOL Campos ACCCGCGTCTGAACGAGGGTGTTIGTCCTCG

Figura 4.6.2. Alineamiento de secuencias parciales obtenidas por primer walking con la de la cepa
01/Campos (AJ320488). (A) Alineamiento de las secuencias obtenida con los primers C-L2f-1 y C-L2R-1
en la zona donde se encontré la alteracién G4120, y con los primers C_pKF4R-1 y C_Reta5200-1 donde
se encontd la alteracién A6810 (posibles inserciones o deleciones). (B) Alineamiento de las nuevas
secuencias obtenidas con el primer rev4665 (dos secuenciaciones independientes) para G4120, y con el
primer forw6629 (dos secuenciaciones independientes) para A6810.

4.7.1. Reemplazo de la zona del ADN que comprende la delecién G4120.

Con el fin de corregir la delecidn G4120 se remplazé en el clon full length una zona que
comprende la delecidn). Con este fin se amplific6 nuevamente por RT-PCR el segmento L2,
utilizando como templado un remanente de ARN gendmico viral de y las enzimas GoScript

(Promega) y Pfx 50 (Invirogen), respectivamente.

El clon full length (pK-VFA/O1/Cam) y el producto de PCR fueron digeridos con las ERs
Xmal y EcoRl (regién genémica 3766-5427), el ADN del clon se traté con fosfatasa alcalina y

ambos ADNs fueron purificados. En la posterior ligacidon se utilizé una cantidad minima del
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plasmido (15 ng por reaccién) para reducir el religado del mismo e identificar mas facilmente
los clones positivos. Posteriormente se secuenciaron los ADNs para identificar los clones que

efectivamente incorporaron el segmento suplantado (primer rev4665).

4.7.2 Secuenciacion completa del clon modificado.

Dado que, por lo observado previamente el clon podria ser inestable en el sistema de
bacterias y pldsmido utilizados, se realiz6 nuevamente una secuenciacion completa del clon

modificado, utilizando los primers que figuran en la Tabla 4.7.1.

Tabla 4.7.1. Primers utilizados para la nueva secuenciacion completa.

Denominacion Secuencia (5’-3’)

pkfaF CCAGCAACGCGGCCTTTTTACGGT
L1r AGTTCAACCCAGTGTCCCATTCAG
Aflll-For CGCGAGGTGTGCATGGTGGATGGTA
1445Rev ATCCACCATGCACACCTCGCT
rel-r1806 TTAGAGCCTCCACTGATTGCGT

L2f CGAAGGCGCGTTACATGATTGCCTA
L2r TGAGGGGTCGGAGTTCCTCTTTGAT
Rev4665 CTGGGGCGACCACTTTACACA
Clon2_L2f-1 TGCAGGTACAGCAGAAATGC

F5200 TGGCAATGTTTCAATACGACTG
pkf4_R400 GACGGGACGGCGGCTTTGTTGA
3CRev TAATGGATCCTACTCGTGGTGTGGTTCGGGGTCAAT
forw6226 GCAGAGCCATGACAGACAGT
forw6629 CCAGGTCCATGCTTCTTA

Un esquema del ensamblado de las partes para reconstruir la secuencia completa del
clon se presenta en la Fig. 4.7.1. Al igual que en los casos anteriores, se analizaron los

electroferogramas, y se eliminaron los extremos de las secuencias.

1 JLo0o 2000 3000 4000 5000 5000 Jooo 000

Figura 4.7.1. Diagrama del solapamiento de las secuencias del clon para la reconstruccion de la
secuencia completa. Los segmentos en gris oscuro representan secuencias en el sentido 5’-3’' de la
secuencia viral, los restantes son secuencias correspondientes a la hebra complementaria.
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4.7.3 Andlisis de la secuencia del clon modificado.

El analisis de la secuencia verifico la ausencia de la delecidon observada anteriormente.
Por otro lado, no se encontraron nuevas inserciones o deleciones, ni codones de terminacion

prematuros.

En la regiéon remplazada (segmento 3766-5427) se encontraron 5 mutaciones que
producen un cambio de aa con respecto a la secuencia reportada de VFA O1/Campos. Todas,

salvo una de ellas, fueron encontradas también en distintos aislamientos del serotipo O1.

4.7.4 Transfeccion ARNs transcriptops del clon completo de VFA 01/Campos modificado y

evaluacion de su capacidad infectiva.

Al igual que en las oportunidades anteriores se linealizd el ADN de el clon con la ER
EcoRV, se purificé y se realizd la trasncripcién in vitro con el kit comercial. MAXIScript
(Ambion). Posteriormente se purificd el ARN con el kit SV total RNA isolation system (Promega)
y se cuantificé el ARN en el equipo Nanodrop. La transfeccién se realizd utilizando DMRIE-C

(Invitrogen) como agente transfectante.

Tanto a las 24 hs como a las 48 hs no se pudo observar ECP en las células
transfectadas, las cuales no mostraron diferencias apreciables con el control de células sin
transfectar o incubadas solo con DMRIE-C sin ARN. Se realizaron dos pasajes mas utilizando el
lisado clarificado de las células transfectadas y sus controles sin observarse ECP dentro de las

48hs.

Llegado este punto se decidié analizar en mayor profundidad las mutaciones presentes
en el clon para identificar si alguna de ellas podria ser la causa de la ausencia de virus

infeccioso.

4.8. Re-andlisis de los cambios en la secuencia de pK-VFA/O1/Cam en relacién con la

secuencia reportada AJ320488.

Se analizd la secuencia en profundidad con el fin de identificar la o las mutaciones que
pudieran explicar este comportamiento. Las mutaciones enumeradas a continuacion
corresponden a las diferencias encontradas entre el clon pK-VFA/O1/Cam y VFA O1/Campos

(AJ320488).
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4.8.1. Zonas no codificantes.

Dado que el anadlisis de las secuencias no codificantes (NC) es mas complejo que el
analisis de la zona codificante se tomd como criterio basar el andlisis en los resultados
obtenidos en un estudio de gendmica de VFA publicado previamente en por Carrillo y cols.
(2005), donde se identifican zonas invariables o de alto nivel de conservacién, para estudiar si
las mutaciones presentes en pK-VFA/O1/Cam estan dentro de alguna zona o motivo

conservado.

4.8.1.1. Regidn 5’ NC, fragmento S.

El fragmento S del extremo 5’ no codificante posee un tamafio variable de entre 322y
373 pb (segun el serotipo y aislamiento) y se desconoce su contribucién especifica en el ciclo
viral (Carrillo y cols., 2005). En dicho fragmento se observa una alta variabilidad y si bien se
predice en un gran numero de aislamientos una estructura secundaria de un Unico stem-loop
previo al poli(C) (Fig. 4.8.1A), en otros aislamientos se encontraron estructuras secundarias

diferentes, sin que esto implicara un comportamiento diferencial.

Ninguna de las 7 mutaciones observadas en esta zona en el clon pK-VFA/O1/Cam

ocupa una posicidn altamente conservada (Fig. 4.8.2).
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Figura 4.8.1A-B Estructura secundaria del segmento S de la regidon 5’ NC. (A) Representacién de la

estructura secundaria del segmento S completo. (B) Estructura secundaria de la region S de pK-

VFA/O1/Cam a la izquierda y de VFA O1/Campos a la derecha. Las diferencias a nivel nucleotidico estan

marcadas sobre la figura de pK-VFA/O1/Cam.
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Figura 4.8.1C-D. Estructura secundaria del segmento S de la region 5’ NC (continuada). Estructura
secundaria de la regién S de pK-VFA/O1/Cam a la izquierda y de VFA O1/Campos a la derecha tanto en C
como en D. Las diferencias a nivel nucleotidico estan marcadas sobre la figura de pK-VFA/O1/Cam.

TTGAAAGGGGGCGCTAGGGTCTCACCCCTAGTAAGCCAACGACAGTCCCTGCGTTGCACTCCACACTTA
CGTTGTACACGCGCGGGACCCGATGGACTTTCGTTCACCCACCTACAGCTGGACTCACGGCGCCGCGT
GGCCATTTTAGCTGGATTGTGCGGACGAACACCGCTTGCGCACTTIGCGTGACCGGTTAGTACTCTTAC
CACTCTCCGCCTACTTGGTCGTTAGCGCTGTCTTGGGCACTCCTGTTGGGGGCCGTGCGACGCTCCACG

GGCTCTCCTGTGTGACATCTACGGTGATGGGGCCGTTTCGCGCGGGCTGGTCGTCTGGACTGCCTCGG
CTGTCACTCGACGCCCGCCTTTCACCCCCCCCccccccccceccc

estan sombreadas.
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Figura 4.8.2 Secuencia del fragmento S de pK-VFA/O1/Cam. Las diferencias con VFA O1/Campos se
encuentran en negrita y subrayadas. Las posiciones conservadas (descriptas por Carrillo y cols., 2005)
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Se realizo la prediccién de la estructura secundaria de la secuencia de VFA/O1/Campos
y la de pK-VFA/O1/Cam utilizando el software Mfold de acceso libre

(http://mfold.rna.albany.edu/?g=mfold/RNA-Folding-Form), correspondiente a la publicacién Zuker,

M., 2003. La comparacion de dichas estructuras, se presenta en la Fig. 4.8.1 (paneles B, Cy D),

donde se indican las mutaciones observadas.
Como resumen se puede destacar que:

G131: Modifica la estructura de la zona desapareada circundante a la misma, y como
se observa en la Fig. 4.16.2 es una zona que no posee nucleétidos conservados. Como
producto de dicho cambio la C234 (nucledtido conservado que estaba desapareado) pasa a

estar apareado y los nucledtidos C238 y U239 (no estan conservados) quedan desapareados.

U181 y U183: Estdn ubicadas en el loop terminal de la estructura stem-loop. En el
estudio mencionado no se reporta ningln tipo de secuencia consenso ni nucledtidos

conservados en esta estructura.

G263: El nucledtido U103 que estaba desapareado pasa a estar apareado. No modifica

el estado de ningun nucledtido coservado.

C339: Genera un tracto de tres nucleétidos desapareados donde habia solo dos. La A30

gue ahora se encuentra desapareada no es un nucleétido conservado.

Ninguna de estas mutaciones muestra una perturbacion importante en la estructura

secundaria, ni ocupa posiciones conservadas.

4.8.1.2. Regidén 5’ NC, fragmento L.

El fragmento que llamamos L abarca la zona que se encuentra entre el tracto de poli(C)
y el codén de comienzo de la zona codificante. EIl mismo estd conformado por dos zonas

diferenciadas, los pseudoknots y el IRES.

4.8.1.3 Regidn de pseudoknots.

Los pseudoknots abarcan los primeros 172 pb rio abajo del poli(C), y es una zona de
gran variabilidad en el cual se han encontrado deleciones e inserciones que no afectan el ciclo
viral de forma apreciable. Adicionalmente, no se reportan nucleétidos con alto grado de
conservacién en esta zona (Carrillo y cols.,, 2005). El clon pK-VFA/O1/Cam no presenta

mutaciones en este fragmento.
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4.8.1.4. Region IRES.

El IRES posee 5 dominios diferenciados, en los cuales se observan numerosas
secuencias consenso necesarias para su correcto funcionamiento. Para analizar si las
mutaciones ubicadas en esta regidn ocupan alguna de las posiciones conservadas se realizdé un

alineamiento de la secuencia del clon con la secuencia consenso obtenida en el estudio de

gendmica anteriormente mencionado (Fig. 4.8.3).

Sec. consenso
pK-VFA/OL/Cam

Sec. consenso
pE-VFA/OL1/Cam

Sec. consenso
pE-VFA/OL/Cam

Sec. consenso
pE-VFA/OL/Cam

Sec. COnNsenso
pK-VFA/OL/Cam

Sec. consenso
pK-VEA/OL/Cam

Sec. consenso
pK-VFA/O1/Cam

Sec. consenso
pK-VFA/O1/Cam

Sec. consenso
pK-VFA/O1/Cam

Sec. consenso
pK-VFA/O1/Cam

1-5 nt
TT--C-C-TTTT-—*—-AGAA——GGGACGT——GC-CACG-AACG-GC———— CT——-G—
TTTGCCCGTTTTCATGAGAAATGCEGACGT CTGCGCACGARACGCGCCGTCGCT TGAGGA

3-5nt 3-4nt 32-4nt 8-11nt
—-——C-TG-ACAAAC——GA-*-A——CAG——*-C——*-AC———*———CGTGC—————
GGACTTGTACEEACACGATCTAEGCAGGTTTCCCCHBCTGACHCHHACCGTGCBACTTG

10-11nt

-C——-—G-——-A-——GCG——T-——AGTA—————————————— TCGT-—CGGA-C————~
AEGCTCBATCCACTGECEAGTEGTTAGTAGCGGTACTGCTGTCTCETAGEEEAGEATETT

5-10nt
—GC-———GGG————CC-CC-TGGETAACA-GG-C-C——GGECORARAAGCC—G————*——
GEGCCGTGEEAACACCTCCTTGGTAACAAGGACCCACGEGEGEGCCGARAGCCACGTCCTAAC

6—Tnt 14-15nt
———C-——*-—-G-GTG-A--CCC-—CAC——————— e G-A-——-A-——RA—-
GGAECCAACATETETECAACEEEAGEACGECAGCTTTACTGTEARACCCACTTCAAGGT

——C———G——AC-GGTA-—————""— CT-G—G-CAGG-TAAGGATG-CCT——AGGTACCC—
GACATTGATACTGGTACTCAARCACTGEGTGACAGGCTAAGGATGCCCT TCAGGTACCCC

-—~GG-AACA-G-G——AC--G-GATCTGAG-AGGGG————————— TCT-T-—————— *
GABETAACAAGCEACACTCEGEATCTGAGAAGEEEACT GGGACTECTTEAAAGTGCCCA
13-24nt

——T-AARDA-CTTCTA-G-CTG———-AGG-GACCGGAGG-CGGC-CCT-T—————— o=
GTITAARAAGCTTCTATGCCTGAATAGGTGACCGGAGGCCEGEGCACCTTTCCTTTTATAA

CCACTGAATACATG

Figura 4.8.3 Alineamiento de las secuencia de la zona del IRES de pK-VFA/O1/Cam con la secuencia
consenso. Las diferencias del clon con VFA O1/Campos se encuentran en negrita y subrayadas. Los
asteriscos representan lugares donde se han encontrado deleciones o inserciones. Los nimeros sobre
los asteriscos indican el numero maximo y minimo de nucleétidos que abarcan estas zonas no
conservadas. Las zonas conservadas han sido resaltadas en azul en la secuencia del clon
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Como puede observarse, ninguna de las 4 mutaciones que posee el clon en esta zona

ocupa posiciones conservadas.

Adicionalmente identificamos la estructura secundaria del IRES (Fig. 4.8.4) con estas
mutaciones. Para mayor claridad, esto se realizé sobre el grafico de la estructura secundaria

consenso que se informa en Carrillo y cols. (2005).
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Figura 4.8.4 Estructura secundaria del IRES donde se identifica la posicion de las mutaciones
encontradas en pK-VFA/O1/Cam.

4.8.1.5. Region 3’ NC.

En la zona 3’ no traducible se encontraron 4 mutaciones con respecto a la secuencia de

VFA O1/Campos, estas son: G8117, U8128, G8158 y A8166.

El alineamiento de la secuencia consenso (publicada en el trabajo antes mencionado) y

pK-VFA/O1/Cam (Fig. 4.8.5) indica que ninguna de las 4 mutaciones presentes se ubica en una
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posicién o motivo conservado. Adicionalmente puede verse que el primer stem-loop (donde se
ubican las mutaciones G8117 y U8128) no se encuentra conservado y es una zona donde se

han encontrado un gran nimero de deleciones (Carrillo y cols., 2005).

Con respecto a las dos mutaciones restantes (G8158 y A8166), se realizd6 comparacién
de la estructura secundaria del 3’UTR de VFA O1/Campos y del clon con el software Mfold

(http://mfold.rna.albany.edu/?g=mfold/RNA-Folding-Form) donde puede verse que la estructura del

segundo stem-loop se ve afectada por las mutaciones presentes. Cabe destacar que el
aislamiento O/Uruguay iso51 (AY593837) posee un segundo stem-loop exactamente igual al de

pK-VFA/O1/Cam (Fig. 4.8.6).

ABARAGCCCGARAAGGCTETTCCCGETTCCTTAATCAARAARAAAAAAAANAAANAR

Figura 4.8.5. Alineamiento de las secuencia 3’ NC de pK-VFA/O1/Cam con la secuencia consenso. Las
diferencias del clon con VFA O1/Campos se encuentran en negrita y subrayadas. Los asteriscos
representan lugares donde se han encontrado deleciones o inserciones. Los numeros sobre los
asteriscos indican el nimero maximo y minimo de nucleétidos que abarcan estas zonas no conservadas.
Las zonas conservadas han sido resaltadas en azul en la secuencia del clon.
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Figura 4.8.6. Estructura secundaria de las zonas 3’ NC. Estructura secundaria de las zonas 3’ NC de VFA
0O1/Campos (izquierda), pk-VFA/O1/Cam (centro) y VFA O/Uruguay/iso51. Las diferencias entre pK-
VFA/O1/Cam y VFA 0O1/Campos se encuentran marcadas en la estructura secundaria de pK-
VFA/O1/Cam

Dado que dos de las mutaciones se ubican en una zona hipervariable, y las dos
restantes se encuentran representadas en un mismo aislamiento, generando una estructura

secundaria similar se asume que estas mutaciones tienen una baja probabilidad de ser las
responsables del fenotipo andmalo del clon.

4.8.2. Region codificante.

Para analizar la regién codificante se produjo la traduccidén de la misma y se realizé el
alineamiento con 288 secuencias proteicas de VFA (descargadas de la bases de datos de NCBI)
con la aplicacién AlignX del software Vector NTI 8. De estas secuencias 17 corresponden solo
al segmento de las proteinas estructurales, y las 271 restantes son secuencias de la

poliproteina completa. La lista con los nimeros de acceso de las secuencias utilizadas se
encuentra en el Anexo .

En este andlisis se identificaron las diferencias entre el clon pK-VFA/O1/Cam y VFA
01/Campos (AJ320488) y posteriormente se verificd que aa ocupan esa posicion en los demas

aislamientos analizados. El resultado de dicho analisis se presenta en la Tabla 4.8.1.
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Como puede observarse, seis de las mutaciones encontradas generan un cambio de aa
gue no se encuentra representado en ninguno de los aislamientos utilizados para el

alineamiento, dichos aa son: D46, T397, S603, F1184, P1947 y R2322.

Tabla 4.8.1. Cambios de aa en la region codificante

Aminoacidos presentes en

Aminoacido Posicidn en la poliproteina esa posicidn en otros

aislamientos

D 46 N

T 397 A

R 416 KCHGDQWRS

H 560 HRDNCMVT

D 564 DGTRVEN

| 569 TKSVAREI

S 603 TA

A 737 TASV

E 765 KCHLRQNE

K 857 ERVNTDKSA

A 868 SLVGAREDTI

| 1056 Vi

A 1074 VA

Vv 1081 VIALSAT

F 1184 C

T 1236 TAS

S 1350 NSE

A 1363 TAP

| 1487 VIA

Vv 1559 AVTSMP

P 1947 L

R 2322 L

Una vez identificadas estas mutaciones se ubicaron las posiciones que ocupan en las
proteinas virales ya procesadas y, haciendo uso nuevamente de la informacidn publicada en
Carrillo y cols. (2005), se buscé su ubicacion en posiciones descriptas como conservadas. En la
Fig. 4.8.7 se muestra el alineamiento de la secuencia consenso comparada con la secuencia de

VFA/O1/Campos y la del clon pK-VFA/O1/Cam para la zona circundante a cada mutacién.
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Lpro N46D VP2 ALLLT VP3T98s
Consenso  SRPN---NCW Consenso  GWD--V-A---QFN Consense  G-A-Y--Q¥-G
0l/Campos SEPNNHDNCW 0l/Campos GWDVEVTAVGNQEN 0l/Campos GLARQYYTQYSG
pK-VFA/OLl/Cam SRPDNHDNCW pK-VFA/OLl/Cam GWDVEVTTVGNQFN pK-VFA/O1/Cam GLAQYYSQYSG
GV 5
2C CT6F 30 L85P 30 L460OR
Consense R-—-CLE-GN Consenso CAADYAS-TLH--LG Consenso PS-RELYLRW-NA
Ol,"Ciampos ROACLESGN Olf’{:ampos CAADYASRLHSVLG Ol;’(:ampos PSYRSLYLRWVNEA
pk-v FA/O1/Cam ROAFLESGN pK-VF AfO1/Cam CAADYASRPHSVLG pK VFA/OL/Cam PSYRSLYREWVNEA
E SA

Figura 4.8.7 Alineamiento de las secuencias aminoacidicas del clon, de VFA O1/Campos y de la
secuencia consenso de Carrillo y cols. (2005). Las mutaciones se encuentran resaltadas con azul en la
secuencia de pK-VFA/O1/Cam. Los aa colocados debajo de los alineamientos indican posiciones que: si
bien fueron reportadas como invariables en el articulo citado, se encontré variabilidad en nuestro
analisis con 288 secuencias.

Cabe destacar que todas ellas, salvo una, se ubican en posiciones reportadas como

conservadas, salvo T98S en VP3, posicion puede ser ocupada por dos aa diferentes.

Un dato interesante surgido de esta comparacion es que en nuestro andlisis
encontramos otros aislamientos que poseen aa distintos al consenso en posiciones que el
estudio de Carrillo y cols. (2005) describe como invariables (aa colocados debajo de los

alineamientos de la Fig. 4.8.7).

Para obtener informaciéon que nos permita discernir que mutaciones tienen mayor
probabilidad de influir en el fenotipo observado en pK-VFA/O1/Cam, se estudiaron las

pro

cristalografias de rayos X de las proteinas L”°, VP2 y 3D con el fin de realizar modelados

moleculares con las versiones mutantes de estas proteinas.
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4.9 Modelado de proteinas.

Para poder inferir si alguna de las mutaciones encontradas en el clon completo altera
la estructura de las proteinas codificadas se realizaron los modelados de las mismas. Dicho
procedimiento (si bien carece de valor predictivo) es una herramienta de gran utilidad y amplio
uso al momento de seleccionar las mutaciones a realizar en experimentos de mutagénesis

dirigida (Dunbrack y cols., 1993; Xiang y cols., 2001; Feyfant y cols., 2007).

Para este andlisis inicialmente se realizd un alineamiento de las secuencias proteicas
del clon con las secuencias existentes de cepas del VFA en la base de datos de proteina
cristalizadas (http://www.rcsb.org/pdb/home/home.do). En cada caso se selecciond para el
modelado la que poseia el mayor grado de identidad. Una vez obtenida la informacion
cristalografica de la misma se realizé el modelado de las proteinas. Tanto la determinacién de
la molécula molde mds adecuada, como el modelado se realizaron con los programas
integrados en la plataforma SWISS-MODEL Workspace (Guex y cols., 1997; Schwede vy cols.,
2003 y Arnold y cols., 2006). Posteriormente se evalud visualmente la localizacion de la
mutacion y la existencia de una alteracidn en la estructura secundaria o terciaria en la zona en
particular donde se encuentra el cambio de aminoacido; lo cual, si bien no posee valor
predictivo a nivel de la estructura terciaria, es un indicativo del efecto que podria producir la
sustitucidn en estudio. Finalmente se analizé con el software QMEAN (Benkert y cols., 2011) la

similitud entre las estructuras terciarias de ambas versiones de la proteina de forma global.

El software QMEAN realiza un andlisis de distintos parametros para determinar el
ajuste de la secuencia a la estructura de la proteina modelada, analizando geometria local,
angulos de enlaces peptidicos en grupos de tres aminoacidos, solvatacion, y potenciales de
interaccidon dependientes de la distancias entre atomos (entre otros parametros). De esta
forma el valor de QMEEAN4 informado por el programa indica la calidad del ajuste que posee la
estructura obtenida. Un ajuste adecuado corresponde a valores de QMEAN4 en el rango de 0-

1.

Adicionalmente el programa calcula otro parametro, denominado QMEAN Z-score, que
evalua distintos parametros de la estructura modelada y los compara con los derivados de un
alto numero de estructuras obtenidas por cristalografias de alta resolucidn. Mayores valores
de QMEAN Z-score indican una mayor concordancia con caracteristicas termodinamicas de
estructuras cristalizadas, lo que se relaciona con la estabilidad del plegamiento y la interaccion

con el solvente. Asimismo, este valor se ve afectado si se analizan individualmente cadenas
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proteicas que forman parte de un oligdmero, ya que las superficies de interaccién entre
proteinas poseen caracteristicas diferentes a las que estan expuestas al solvente. Valores de
QMEAN Z-score en el rango de -1 a 1 indican que la estructura obtenida del modelado posee

un alto nivel de confiabilidad.

Para cada uno de los casos las tablas con diferentes parametros calculados y los

valores obtenidos de QMEAN4 y QMEAN Z-score se presentan en el Anexo IV.

4.9.1 Sustitucién N46D en L,

El alineamiento de secuencias indicd a la proteina L de la cepa de VFA
01/Kaufbeuren (Guarné y cols., 1998) como la mas similar, con una identidad del 98.266 %
(N2 de acceso en PDB: 1QOL). Cabe aclarar que en dicha publicacién se utilizé la version Lb™
de la proteasa, y que para hacer posible su cristalizacién se deletaron los ultimos 6
aminodacidos del extremo carboxilo terminal (evitando asi la interaccion entre el extremo
carboxilo terminal de una molécula vy el sitio activo de la molécula vecina) y se muto la cisteina
en las posicion 51 por una alanina (Guarné y cols., 1998; Kirchweger y cols., 1994). El
alineamiento entre ambas proteinas se encuentra en el Anexo IV. Posteriormente se realizé el

modelado utilizando el software previamente mencionado.

En la Fig. 4.9.1 se presenta la superposicion de la proteina modelada (color celeste) y
de la version utilizada como molde (color gris). Adicionalmente (y considerando la actividad
autocatalitica que L” ejerce tanto en cis como en trans) se presenta acompafiada de otra
copia de la molécula utilizada como molde (en color rojo) en la cual se puede apreciar que el
extremo carboxilo terminal se acomoda en el surco en el que se encuentra el sitio activo de la

proteasa. En la proteina modelada la sustitucidn N46D se encuentra resaltada en color verde.

En dicha figura puede verse que la estructura secundaria no se encuentra alterada, y
que la estructura terciaria solo difiere en un loop (en el extremo carboxilo terminal que posee

una delecién en la molécula utilizada como molde).

El analisis del software QMEAN entrega un valor de QMEAN4 de 0.827 y QMEAN Z-
score de 0.83, lo que indica que la estructura obtenida del modelado posee un alto grado de
ajuste a la secuencia y que se observan parametros termodinamicos similares a los de gran
parte de las proteinas cristalizadas registradas en las bases de datos (analisis de QMEAN Z-

score), dandole a dicha estructura modelada una confiabilidad alta.
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Figura 4.9.1. Modelado de L”. (A y B) Superposicién de la proteina L”® modelada (celeste) y la
molécula de L” utilizada como molde (gris). En rojo se muestra una molécula vecina de L° con el
extremo carboxilo terminal orientado hacia el sitio activo de las moléculas superpuestas. Las flechas
amarillas indican las zonas donde la proteina modelada y el molde no coinciden. La ubicacion de la
sustituciéon N46D se marca en verde.

Con respecto a la ubicacién de la sustitucion N46D puede observarse que se encuentra
muy préxima al sitio activo, y es parte de los aa que forman el surco donde se acomoda el
extremo carboxilo terminal de la molécula diana. En la Fig. 4.9.2 se muestran los aa que
forman parte del sitio activo (aa conservados con respecto a la papaina), el acido aspartico

que coordina la histidina del sitio activo y la sustitucién N46D.
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Figura 4.9.2. Sitio activo de L”°. Se muestran los aminoacido cataliticos (C51 y H148), y D163 que
coordina a la histidina. Se marca en amarillo la sustitucién N46D, que estaria involucrada (junto a otros
aa que no se incluyen en el grafico) en la estabilizacidn del sitio activo.

Dada su ubicacién, se postula que la sustitucién N46D puede interferir en la actividad
de la proteasa o en el reconocimiento de las secuencias diana y de esta forma dificultar tanto
el procesamiento de la poliproteina viral como el clivado de factores celulares. Adicionalmente
Guarné y cols. (1998) describen a la asparagina 46 (junto a los aa D49, N54 y D164) formando
parte de un conjunto de aa que forman una red de puentes de hidrogeno, la cual podria

contribuir a la estabilizacién del sitio activo, y posiblemente formar parte de dicho sitio activo.

Por estas razones se decidid realizar la reversién de la mutacion causante de la

sustitucién N46D en el clon pK-VFA/O1/Cam.

4.9.2 Sustitucion A111T en VP2.

En el caso de VP2 el andlisis de secuencia con la base de datos de proteinas
cristalizadas indicé que la molécula molde mas adecuada es la VP2 de la cepa O1 BFS, con un
98.165% de identidad. La cristalografia de dicha proteina fue publicada por Fry y cols. (1999)

(N2 de acceso en PDB: 1QQP cadena 2). Dicho alineamiento se presenta en el Anexo IV.

Luego de realizar el modelado y analizar la superposicién de la estructura modelada
con la utilizada como molde se puede observar que ambas difieren en 5 lugares, 4 de ellos

estan en loops sin estructura secundaria definida y el quinto es la extensidén de una estructura
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secundaria de ldamina B-plegada en el sitio exacto donde se encuentra la sustitucion A111T (Fig.

4.9.3).

Figura 4.9.3. Modelado de la proteina VP2. Superposicién de las estructuras de la cepa O1 BFS (gris) y la
obtenida del modelado (celeste). Las flechas amarillas indican los lugares donde se observa una
diferencia entre ambas estructuras. La sustitucion A111T se marca en color verde, donde se aprecia una
variacién en la posicion donde termina la estructura de lamina B-plegada.

Al realizar un analisis mas detallado de esta zona se observé que, mientras que en la
proteina VP2 de 01 BFS la estructura secundaria B-plegada finaliza exactamente en el
aminodcido A111 (posicidn en la cual se encuentra la sustitucién en estudio), en nuestro caso
dicha estructura incluye a los aminoacidos T111 y V112. Adicionalmente puede verse la
variacion en el posicionamiento de las cadenas laterales de los aminoacidos T110, T111 y V112

(Fig. 4.9.4).
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Figura 4.9.4. Detalle de la estructura en la posicion 111 de VP2. Estructura de VP2 de O1 BFS (con
alanina en la posicién 111) en el panel izquierdo. Estructura modelada con la sustitucion A111T en el
panel izquierdo. En la estructura obtenida del modelado se alarga en dos aminoacidos la lamina -
plegada. La diferencia en la ubicacion espacial de las cadenas laterales de los aminodcidos de la posicion
111 es evidente.

Posteriormente se analizé la posibilidad de que, por las obvias diferencias entre las
cadenas laterales de la alanina y la treonina, el tamaio y densidad de carga de la cadena
lateral pudiera interrumpir interacciones de caracter hidrofébico. Para ello se observo cuales
aa poseen orientada su cadena lateral hacia el centro de la molécula (orientacion en la que se
encuentra el residuo de la sustitucion A111T), en el dominio en que se encuentra la
sustitucion. Como resultado de dicho analisis se observd que los residuos que poseen sus
cadenas laterales orientadas hacia el interior de la molécula (al igual que T111) son: L66, F67,
W69, L81, V109, L121, V123, 1148, P150, M154, A156, V181, V183, L187, A194, 1197 y V199.
Como era de esperarse, todos los aa poseen cadenas laterales hidrofébicas, por lo tanto, la
sustitucion A111T podria (dado que la treonina es hidrofilica) estar desestabilizando el nucleo
hidrofdbico de ese dominio de VP2. En el grafico presentado en la Fig. 4.9.5, se puede observar
la orientacion de estos aa junto a la T111. Como se observa en la Fig. 4.9.4, la cadena lateral de
T111 se encuentra localizada mas profundamente en el nucleo hidrofébico que la de A111, por
lo no se analizaron las distancias de esta cadena lateral con respecto a otros aa de dicho
nucleo hidrofébico, ya que es obvio que las distancias habran cambiado, no aportando

informacidén adicional.
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Figura 4.9.5. Entorno de la
cadena lateral de |Ia
sustitucion A111T. Se
grafica en amarillo el
aminoacido T111.
Adicionalmente se grafican
los aminoacidos que poseen
sus cadenas laterales
orientadas hacia el interior
de la molécula. La triple
linea marca el esqueleto de
la cadena peptidica. El
oxigeno se marca en color
rojo, el nitrégeno en azul, y
los carbonos en gris. (A) Del
aminodcido T111 el atomo
mas cercano al observador
es el oxigeno de su cadena
lateral. (B) Del aminoacido
T111 el 4tomo mas cercano
al observador es el carbono
de su cadena lateral (grupo
metilo). (C) Representacion
similar a A, mostrando el
alcance de las nubes
electrdnicas, y evidenciando
el entorno hidrofébico que
rodea a la cadena lateral de
T111.
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Por ultimo, se obtuvieron los siguientes valores de analizar la estructura por el método
computacional: QMEAN4: 0.717 y QMEAN Z-score: -1.03. Estos valores indican que, si bien el
modelo es apropiado para la secuencia aminoacidica (QMEAN4), existe la posibilidad que
dicha molécula presente problemas de estabilidad, ya que los pardmetros termodindamicos
estimados para la molécula modelada se alejan de los obtenidos de cristalografias de alta

resolucion (QMEAN Z-score).

Dadas las obvias alteraciones producidas por la sustitucidn en la estructura secundaria,
y el bajo puntaje de QMEAN Z-score obtenido se decidid realizar la reversidn de dicha

mutacion en el clon completo.

4.9.3 Sustituciones en 3D
En este caso el alineamiento de secuencias dio como resultado que la proteina 3D de

la cepa C-S8c1, publicada en Ferrer-Orta y cols. (2004 y 2007) es la mas similar, con una

identidad del 99.362 % (N2 de acceso en PDB: 2ECO).

Al observar la superposicién de la molécula molde con la modelada se encontraron
solo dos lugares donde hay pequefas diferencias entre ambas estructuras. Ambas se
encuentran en loops que conectan zonas con estructura secundaria de a-hélice o B-plegada

(Fig. 4.9.6).

Del analisis con el software QMEAN se obtuvo un valor de QMEAN4 de 0.715 y de
QMEAN Z-score de -0.79, indicando que la estructura obtenida del modelado posee un alto
grado de ajuste a la secuencia y que los pardametros termodinamicos analizados estan en
concordancia con los observados en gran parte de las proteinas cristalizadas presentes en las

bases de datos, dandole a la estructura obtenida una confiabilidad alta.

4.9.3.1 Sustitucién L85P en 3D

Para poder discernir si la sustitucion L85P modifica la estructura secundaria de la zona
donde se ubica (o de zonas aledafias), se analizd la superposicién de ambas proteinas en la
zona en cuestion. En la Fig. 4.9.7 se muestra un acercamiento de la superposicién de ambas

estructuras en la cual no se observan diferencias significativas entre las mismas.
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Figura 4.9.6. Modelado de 3D™

. Superposicién de la proteina 3D™

modelada (celeste) y la estructura

de la molécula cristalizada de 3D de la cepa C-S8c1 (gris). Las flechas amarillas indican las zonas donde
se observan diferencias entre ambas estructuras. La ubicacién de la sustitucion L460R se marca en

verde.

Figura 4.9.7. Detalle en la
posicion 85 de las estructuras
superpuestas de la proteina
30" de la cepa C-S8¢c1 y de la
molécula en estudio. La
posicion 85 se marca en verde.
No se aprecian diferencias
entre ambas estructuras en la
zona de la sustitucion o en
zonas aledafias.

Adicionalmente se observd que las cadenas laterales de los aa en la posicidon 85 se

orientan de forma similar, mds alld de su diferencia en tamafo (Fig. 4.9.8). Dado que ambos

son aa hidrofébicos, orientados de forma similar, y las estructuras de la proteina molde y la

modelada no muestran ninguna diferencia al

superponerlas, consideramos que esta
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sustitucion tiene una baja probabilidad de producir una alteracién importante en el

plegamiento y o estabilidad de la proteina 3D

Figura 4.9.8. Orientacion
espacial de las cadenas
laterales de L85 y P85. La
triple linea marca el
esqueleto de la cadena
peptidica. El oxigeno se
marca en color rojo, el
nitrégeno en azul, y los
carbonos en gris. (A)
Orientacién de la cadena
lateral de L85 en 3D"® de la
cepa C-S8c1. (B) Orientacidn
de la cadena lateral de P85
en la molécula de 3D en
estudio.

Por estas razones se decidié no darle prioridad a esta sustitucion al momento de

realizar las reversiones en el clon completo.

4.9.3.2. Sustitucién L460R en 3D

En la Fig. 4.9.6, la sustitucion L460R se encuentra marcada en verde, alli puede
observarse que la estructura secundaria de la molécula en esa zona no se ve afectada. Al
realizar un andlisis mas detallado de esa zona en particular se observoé que la cadena lateral de
la asparagina 460 se encuentra expuesta al solvente al igual que la L460 de la molécula molde
(figura 4.9.9), esto (adicionalmente al hecho de que la estructura secundaria de a-hélice en el
lugar de la sustitucién se mantiene) indicaria que R460 no genera una modificacidon en el

plegamiento de 3D.
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(A) (B) Figura 4.9.9. Orientacion
espacial de las cadenas
laterales de L460 y R460. La
cinta gris marca el
esqueleto de la cadena
peptidica. El oxigeno se
marca en color rojo, el
nitrégeno en azul, y los
carbonos en gris. (A)
Orientacién de la cadena
lateral de L460 en 3D de
la  cepa CS8l. (B)
Orientacién de la cadena
lateral de R460 en |la
molécula de 3D™ en
estudio. En ambos casos la
cadena lateral se orienta
hacia el exterior de la
molécula, quedando
expuesta al solvente.

Por otra parte en la publicacidn de Ferrer-Orta y cols. (2004) se reporta que en dos
cristalizaciones diferentes hechas por ese grupo se observé una superficie de interaccidn entre
moléculas vecinas de 3D* formada por los aa localizados en el extremo carboxilo-terminal
(desde el residuo 451 hasta el final de la molécula), aunque los autores no descartan que dicha

interaccidn pueda ser un artefacto producido por la formacién de los cristales de la proteina.

Adicionalmente, diferentes autores han reportado interacciones proteina-proteina
entre la polimerasa 3D de integrantes de la familia Picornaviridae. Entre ellas se encuentran
las interacciones entre 3AB-3D y 3B-3D en poliovirus (Strauss y cols., 2007), 3B-3D en VFA
(Ferrer-Orta y cols., 2006) y 3D-3D en poliovirus (Hobson y cols., 2001).

Mas precisamente, Hobson y cols. (2001) introdujeron mutaciones puntuales en el
extremo carboxilo terminal de 3D (zona en la que se encuentra uno de los dominios de
interaccion 3D-3D reportados por este grupo) en un clon infeccioso de PV. El efecto producido
por tres de estas mutaciones puntuales fue la ausencia absoluta de formacién de placas de
lisis, indicando la falta de viabilidad de estos mutantes. Curiosamente una de estas mutaciones
se encuentra en la posicidn equivalente en PV al aa 460 en 3D de VFA, y otra de ellas en al aa
461 (conservado entre ambos virus). La ubicacién de las mutaciones antes mencionadas, asi

como un alineamiento de la secuencia proteica de PV con VFA se presentan en la Fig. 4.9.10.
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!
VFA 450 ---FEIPSYRSLYLRWVNAVCGDA

PV 442 GRALLLPEYSTLYRRWLDSF----
* * %

Figura 4.9.10. Alineamiento de los extremos carboxilo-terminal de las proteinas 3D de VFA vy
Poliovirus. En celeste se marcan los aminodcidos conservados. Los asteriscos debajo de la secuencia de
PV indican las posiciones en las que se realizaron mutaciones puntuales en el trabajo de Hobson y cols.
(2001). La flecha negra sobre la secuencia de VFA marca la posicion 460.

Por lo expuesto anteriormente se decidid realizar la reversion de la mutacion L460R en

el clon pK-VFA/O1/Cam.

Dado que al momento de realizar este trabajo la proteina de VFA 2C no ha sido aun

cristalizada, la sustitucion C76F en dicha proteina no fue incluida en el analisis.

4.10. Reversion de las mutaciones encontradas en pK-VFA/O1/Cam.

A partir del resultado del andlisis realizado se realizaron tres tipos de revertantes del
clon pK-VFA/O1/Cam. Las mutaciones elegidas para realizar las reversiones fueron N46D en la

proteasa L°™, A111T en la proteina VP2 y L460R en la polimerasa 3D.

4.10.1. Reversion de la mutacion N46D.

Para revertir de acido aspartico (D) a asparagina (N) el aa en la posicion 46 de la
proteasa L°™ se realizé inicialmente una mutagénesis dirigida (Papworth y cols., 1996) con el
clon pK-VFA/O1/Cam entero, utilizando el par de primers CorrL-F y CorrL-R disefiados para tal
fin. Luego de varios intentos en los cuales esta estrategia demostrd no ser efectiva se decidié
modificarla. Un diagrama de esta estrategia se ejemplifica en la Fig. 4.10.1. Dado que no
existen sitios de corte Unicos para ERs en el genoma de VFA que se ubiquen rio arriba de la
mutacion se realizé mutagénesis dirigida sobre el plasmido pG-L1 que contiene solo el
segmento gendmico L1 (una alicuota de la restriccion de pG-L1 puede verse en la Fig.
4.10.2.A). Los ADNs con la reversién deseada se identificaron por secuenciacion. El segmento
que comprende la mutacién se subclond con las ERs Aflll y Xbal en la construccién pB-SL1-pC,
y finalmente se suplanto la mitad 5’ del clon pK-VFA/O1/Cam con el este segmento con la

reversion buscada, utilizando los sitios Spel y Notl.

Al igual que en los casos anteriores se los purificd, ligd y transformo para obtener el

clon pK-VFA/O1/Cam-LpN46. Cabe aclarar que por la diferencia minima entre los tamafios del
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esqueleto del plasmido pBluescript SKiIl

y el segmento SL1pC (3000 y 3046 pb,
respectivamente), estos no pudieron ser separados por electroforesis y por lo tanto el
producto de la ligacidn habra incorporado en algunos casos el segmento SL1pC y en otros el
esqueleto del plasmido. Por esa razon, las colonias resistentes a kanamicina se volvieron a
plaguear por duplicado en placas de Petri con medio selectivo para kanamicina o ampicilina,
descartando las colonias que incorporaron el esqueleto del pldsmido (amp') y seleccionando
las colonias que solo Kan'. Para confirmar el patréon de restriccion (y los tamafios de los

fragmentos) se digiri6 con la ER Xbal (Fig. 4.10.2B). Los revertantes se confirmaron por

secuenciacion.

‘\N a0l 2707

pGEM*-T Easy lacZ
Veclor

Spel

Amig!

{@015bp)

ampicillin-

pBlucscript SK+
30 kb

— Notl ———

Sacll
BseXT
Eagl

Sped ——
BamBT

EcoRV

Kpnl

3046 pb

loc ol
Psel

EcoRI
EcoRV
HiadlIf
Clal BsplG61
Sall Acel
Abol
Apal Drall Eco01tvs

Kpal

ol on

Figura 4.10.1. Esquema del método utilizado para revertir la mutacion N46D. (A) Mutagénesis dirigida
sobre la construccidon pG-L1. (B) Subclonado del fragmento Aflll-Xbal conteniendo la reversién en pB-
SL1-pC. (C) Subclonado del segmento SL1-pC conteniendo la reversion en el clon full length.
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Figura 4.10.2. Restriccion de pGL1-N46D y screening de pK-VFA/O1/Cam-LpN46 (A) Electroforesis del
pldasmido pG-L1 que contiene la reversion de la mutacion N46D cortado con las ERs Aflll y Xbal. El
fragmento Xbal-Aflll (827 pb) se indica con la flecha. (B) Digestiones con Xbal de los clones obtenidos de
pK-VFA/O1/Cam-LpN46. Se mantiene el patrdn de restriccion del clon original.

4.10.2 Transfeccion de células BHK-21 con ARN transcripto de pK-VFA/O1/Cam-LpN46.

El ADN de pK-VFA/O1/Cam-LpN46 se linealizd con la ER EcoRV, se purificd y se realizd
una transcripcion in vitro utilizando 1pg de DNA como templado con el kit de transcripcién in
vitro MAXIscript (Ambion). Posteriormente se purificd el ARN con el kit SV total RNA isolation
system (Promega), se verificé el tamafio del ARN generado en una electroforesis en gel de
agarosa en condiciones desnaturalizantes y se cuantificd por absorbancia con el equipo

Nanodrop.

Las transfecciones se realizaron utilizando DMRIE-C (Invitrogen) como agente
transfectante. A las 48 hpt no se observo ECP, por lo que se realizaron dos pasajes en células

con el lisado clarificado, sin observarse ECP dentro de la 48 hs.

4.10.3 Reversion de la mutacion A111T.

Para construir un segmento con la reversion de treonina a alanina en la posicion 111
de la proteina VP2 se utilizd la técnica de overlap extension PCR (OE-PCR) (Higuchi y cols.,

1988; Liang y cols., 1995; y Urban y cols., 1997) y luego se reemplazé dicho fragmento en el
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clon pK-VFA/O1/Cam (Fig. 4.10.3). Para ello se realizaron dos reacciones de PCR por separado
con los pares de primers Aflll-For — CorrVP2-R y CorrVP2-F - L2r para generar dos amplicones
de 823 pb y 3221 pb, respectivamente, que se solapan en uno de sus extremos. Una vez
obtenidos estos amplicones se los purificd de un gel de agarosa y se los utilizdé para generar el
fragmento de 4014 pb que posee la reversion deseada. Cabe aclarar que para la OE-PCR no se
utilizan primers, ya que no se amplifica un segmento determinado sino que se fusionan los
fragmentos previamente amplificados que se solapan en uno de sus extremos. En la Fig. 4.10.4
se presentan las electroforesis realizadas con alicuotas de cada una de estas PCRs. En la
electroforesis de la Fig. 4.10.4C se marca con un asterisco el remanente de los amplicones
originales utilizados para la fusion. Posteriormente se reemplazé el segmento comprendido
entre los sitios de corte de las ERs Aflll y EcoRI en el clon pK-VFA/O1/Cam (Fig. 4.10.3B) v,
luego de verificar el patrén de restriccién con la ER Xbal (Fig.4.10.5) se secuenciaron los ADNs
obtenidos para identificar los revertantes. Al clon con esta reversion se lo denomind pK-

VFA/O1/Cam-VP2A111.
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Figura 4.10.3. Esquemas de OE-PCR y clonado. (A) Diagrama de las PCRs realizadas para obtener dos
fragmentos que poseen la reversiéon de A111T en uno de sus extremos (parte superior). Solapamiento
de los amplicones y fusion de los mismos. (B) Subclonado del fragmento Aflll-EcoRI conteniendo la
reversion en el clon full length.
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Figura 4.10.4. OE-PCR. (A) Productos de la PCR en la cual se obtuvo el amplicon Aflll-VP2 de 823 pb
(marcado con una flecha vertical). (B) Electroforesis del amplicon VP2-EcoRI (3221 pb) purificado. (C)
OE-PCR realizada con los amplicones Aflll-VP2 y VP2-EcoRI para fusionarlos en el nuevo amplicén de
4012 pb. Se marca con un asterisco el remanente de los amplicones originales utilizados para la fusion y

con una flecha el producto final.
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Figura 4.10.5. Screening de de pK-
VFA/O1/Cam-VP2A111.
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4.10.4 Transfeccion de células BHK-21 con ARN transcripto de pK-VFA/O1/Cam-VP2A111.

Los ARNs transcriptos de pK-VFA/O1/Cam-VP2A111 se obtuvieron como en 4.10.2, y

una vez cuantificados se transfectaron en células utilizando DMRIE-C.

Como en el caso anterior, no se observd ECP ni a las 48 hpt, ni a las 48 hs de los dos

primeros pasajes en células.

4.10.5. Reversion de la mutacion L460R.

Para la reversidn de arginina a leucina en la posicién 460 de la polimerasa 3D se utilizd
una estrategia similar a la utilizada en el caso de la mutacion L46D. Un diagrama de dicha
estrategia se presenta en la Fig. 4.10.6. En este caso se realizé una mutagénesis dirigida con los
primers Corr3D-F y Corr3D-R en el segmento L3 (utilizando la construccién pSFI-L3), y
posteriormente se identificaron los clones revertantes por secuenciacion. Un dato interesante
en este caso fue que adicionalmente a los clones revertantes buscados se encontraron clones
en los cuales se produjo la duplicacion parcial de la secuencia comprendida en los primers
utilizados, y se encontraron clones donde las repeticiones llegaron a estar presentes hasta diez
veces. En la Fig. 4.10.7 se presenta un alineamiento donde puede observarse una duplicacién
de dicha secuencia, y en el panel B, se postula un posible mecanismo por el cual podria

producirse.
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Figura 4.10.6 Esquema de la construccion del revertante de L460R. (A) Mutagenesis dirigida sobre el
segmento L3 de la construccion pSFI-L3. (B) Subclonado del segmento L3 con la reversién en el clon
completo para generar la construccién pK-VFA/0O1/Cam-3DL460.
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Figura 4.10.7. Duplicacion de secuencia en pSFI-L3-L460 (A) Alineamientos de las construcciones pSFI-
L3-L460 secuenciadas con el clon original y VFA O1/Campos. La secuencia del primer se marca entre
flechas. Una de ellas posee una duplicacion de la secuencia (tercera secuencia en orden descendente).
La mutacion que se desea revertir se encuentra marcada en rojo. (B) Posible mecanismo por el cual
podria producirse la duplicacién de la secuencia. La flecha roja indica la actividad de exonucleasa de la
polimerasa con capacidad proofreading. La flecha negra indica la elongacién del extremo 3’ apareado.

Una vez identificadas las colonias revertantes (pSFI-L3-L460) se realizé la restriccion de
los ADNs pK-VFA/O1/Cam y pSFI-L3-L460 con las ERs EcoRI y EcoRV, y se purificaron mediante
una electroforesis preparativa en gel de agarosa los fragmentos de interés (Fig. 4.10.8). Dado

que los tamanos de los fragmentos de L3 y pSFI son muy similares, se escindié del gel solo la

119

---------- CGCCGTGTGCGGRTGACGCATAATCCCT
----------- CGCCGTRTGCGGTGACGCATAATCCCT
CCAAGCTACAGATCACTTTACCTGCGTTGGGTGAACAGATCACTTTACCTGRCGTTGGG TGAACGCCGTRTGCGRTGACGCATAATCCCT
----------- CGCCGTGTGCGGTGACGCATAATCCCT

-CGCCGTRTGCGGTGACGCATAATCCCT



Adridn N. Giraldez Resultados: Parte |

parte inferior de la banda correspondiente a L3. En la Fig. 4.10.8C se presenta una
electroforesis con los fragmentos purificados previos a la ligacion, donde puede observarse
que en la purificacion del ADN de L3-L460 no pudo eliminarse totalmente del esqueleto de
pSFI. Finalmente se ligaron el fragmento L3-L460 y el esqueleto del clon pK-VFA/O1/Cam (cuyo
segmento L3 fue removido), y se transformaron bacterias competentes. Como en los casos
anteriores se realizd un screening de las colonias obtenidas verificando el patrén de restriccion
con la ER Xbal, y se identificaron los clones revertantes por medio su secuenciacién. Los clones

revertantes fueron denominados pK-VFA/O1/Cam-3DL460.
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Figura 4.10.8. Restricciones de pSFI-L3-L460 y pK-VFA/O1/Cam. (A) Corte de la construccién pSFI-L3-
L460 con las ERs EcoRIl y EcoRV. Se marca con una flecha el segmento L3-L460. (B) Digestidn del clon pK-
VFA/O1/Cam con las mismas encimas que el caso anterior. El esqueleto del clon se indica con una
flecha. (C) Fragmentos purificados de L3-L460 y el clon (sin el fragmento L3) de las digestiones realizadas
anteriormente.

4.10.6 Transfeccion de células BHK-21 con ARN transcripto de pK-VFA/01/Cam-3DL460.

Los ARNs transcriptos de pK-VFA/O1/Cam-3DL460 se obtuvieron como en 4.10.2, y una
vez cuantificados se transfectaron en células utilizando DMRIE-C. No se detectd ECP en las
observaciones realizadas a las 24 y 48 hpt. De igual manera que en los casos anteriores, se

realizaron dos pasajes en células en los cuales tampoco se observo ECP a las 24 o 48hs.
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4.11 PARTE Il.
Construccion de un replicon a partir de la copia del genoma completo de la cepa del VFA
01/Campos, sustituyendo las proteinas de la capside por el gen reportero Luciferasa.

Dado que el trabajo con VFA infectivo solo puede realizarse en laboratorios de
bioseguridad de nivel 3 Agricultura (NBS3A o 4 OIE), se construyé un replicon derivado del clon
full length como herramienta para estudios de replicacion viral. Dicho replicén, al ser incapaz

de generar viriones, permitird su utilizacion fuera de laboratorios de alta seguridad.

Para la construccién del replicén se eliminé la mayor parte de la regidn codificante de
las proteinas estructurales (P1) utilizando sitios de corte existentes en la secuencia de
01/Campos, a fin de no tener que realizar reamplificaciones para generar sitios adecuados de
ERs, que conllevan el riesgo de introducir nuevas mutaciones. La estrategia usada deja intacta
la secuencia de L™ e inserta el gen reportero reemplazando solo parte de las proteinas
estructurales. Para ello se utilizaron los sitios de corte para las ERs Nsil y Xmal (el sitio para
Xmal es el mismo utilizado por Mclnerney y cols., 2000) para insertar la secuencia codificante
de Luciferasa (Luc), en el mismo marco de lectura que la poliproteina, quedando fusionada a
VP2 en su extremo amino-terminal y a VP1 en su extremo carboxi-terminal. Dado que la ER
Nsil posee sitios de corte en el plasmido pKF4 (en donde se encuentra el clon full length) se
trabajé con un segmento acotado del mismo (comprendido entre los sitios de corte para las
ERs Xbal y Xmal) en el plasmido pBluescript SKIl. Posteriormente al clonado del gen de
Luciferasa se insertd nuevamente en el plasmido original utilizando los sitios Aflll y Xmal. En la

Fig. 4.11.1 puede verse un resumen de esta estrategia.

4.11.1 Clonado del fragmento gendmico comprendido entre los sitios Xbal y Xmal en

pBluescript.

Se subclond el segmento gendmico comprendido entre los sitios de corte de las ERs
Xbal y Xmal (3084 pb) en el plasmido pBluescript SKII (3000 pb). La identificacion de los ADNs
recombinantes se realiz6 mediante digestién con las ERs Aflll y Xmal (se libera un fragmento
de 2257 pb). En la Fig. 4.11.2 se presentan las fotos de las electroforesis de los ADNs previos a
la ligacién y del screening con las ERs antes mencionadas. Los ADNs que incorporaron el

fragmento de VFA fueron denominados pBlue-InsVFA.

121



Adridn N. Giraldez

I = = _“2 =
g % 2 3 &
1 n |
= ] = 3
g S 2 =
T T T TR LRI i
- - ] Lugciferasa
8 2
Lu¢iferusa
i philnescript
T ‘|' = = =
| T o J_E = ﬁ e 1 5 3 [N T
s 3 2 3 =
Luciferasa
el i 18 18 le
A ADNs cortados B
con
Xbaly Xmal
= = < =
=l Wi = -
c - c
= s 2 S
© 5 S =
o @ = s
o @ £ 2
e 2 @ E
T o e g
- = = < 20 21
23130 pb |
4361 pb
2322 pb |
2027 pb |

23130pb

9416 ph | B
6557 pb

564 pb

2322 pb
2027 pb

Resultados: Parte Il

Figura 4.11.1. Esquema de la
construccion del replicon.
Inicialmente se subclona en
pBluescript SKIl el segmento
gendmico que se encuentra
entre los sitios de corte para las
ERs Xbal y Xmal. A dicho
segmento se le incorpora la
secuencia del gen Luc
utilizando las ERs Nsil y Xbal.
Por ultimo se reemplaza en el
clon completo el segmento que
posee el gen Luc con las ERs
Aflll y Xmal.

ADNs de pBlue-InsVFA
cortados con Aflll y Xmal

29 31 33 34 35

e .i

.

Figura 4.11.2 Clonado del segmento Xbal-Xmal en pBluescript SKIl (A) Fragmentos purificados de las
restricciones con Xbal y Xmal de pBluescript SKIl y del segmento con la secuencia genémica de VFA. (B)
Screening por restriccién de los ADNs obtenidos durante la construccion de pBlue-InsVFA con Aflll y

Xmal. Las colonias 20, 21, 27, 28, 34 y 35 incorporaron el inserto.

4.11.2 Amplificaciéon por PCR de la secuencia codificante de la Luciferasa y clonado de la

misma en pBlue-InsVFA.

Para la amplificacion de la secuencia codificante de Luc se utilizé como templado de la

reaccion de PCR un plasmido que la contiene (cedido por la Dra. Andrea Gamarnik) y el par de

primers Nsil-Luc-For/Xmal-Luc-Rev. La reaccion se llevo a cabo utilizando la enzima GoTaq
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(Invitrogen) y el amplicdn fue clonado en el plasmido pGEMT-Easy (Promega). La identidad fue

confirmada por medio de secuenciacidn.

A DNAs c.or‘tados con B
Nsily Xmal

pBlue-InsVFA

DNAs de pBlue-InsVFA:Luc
cortados con Notl

Figura 4.11.3.
Clonado de Luc en
pBlue-InsVFA.
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- °
c £
T T
[+ o
o °
o o
£ £
L 3

Colonia 21
Colonia 35

Luc

zéézggg 2;3&252 Luc y de pBlue-
4361 pb 6557 plo InsVFA  cortados
fetep con Nsil y Xmal y
iggﬁg 232200 [ . purificados (B)
2027 pb p Linealizacion de
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gen Luc se pierde
un sitio de corte
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incorporaron Luc.

A a.3. 387 VFA
VFAOL Campos KGVYGSLTDSYAYEMRNGWDVE VFA OL Campos
pBlue-nsVFA:Lue QGVYGSLTDSYA pBlue-InsVFA:Luc

Luciferasa Luciferasa

r
a.a. 1 Luciferasa
pBlue-InsVFA:Luc

B a.a.550 Luciferasa
2

Luciferasa Luciferasa
pBlueinsVFALuc RVTELLYRMKRAETYCP pBlus-insVFALuc

vFAOLCampos VRTLPTSEFNYGAIKATRVTELLYRMKRAETYCP VFAOLCampos
a.a. 8;5 VFA

Figura 4.11.4. Alineamientos de las secuencias aminoacidicas de VFA O1/Campos, pBlue-InsVFA:Luc y
Luc. (A) La secuencia de la poliproteina de VFA empalma en el aa 387 con el extremo carboxilo terminal
de Luc. (B) El extremo carboxilo terminal de Luc (aa 550) empalma el aa 895 de la secuencia de la
poliproteina viral.

Los plasmidos pGEM-Luc y pBlue-InsVFA se cortaron con las ERs Nsil y Xmal y se
purificaron los fragmentos de interés. Una vez obtenidos los fragmentos (Fig. 4.11.3A) se
ligaron y se transformaron de bacterias competentes. Las colonias recombinantes (pBlue-

InsVFA:Luc) fueron identificadas por linealizacion con la ER Notl, (6084 pb), mientras que las
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gue no hayan incorporado Luc liberan un fragmento de 2325 pb (Fig. 4.11.3B). Se verifico el
mantenimiento del marco de lectura por secuenciacion. En la Fig. 4.11.4 se muestra el

alineamineto de las zonas de union de pBlue-InsVFA:Luc con las secuencias de VFA 01/Campos

y de Luc.

Por ultimo se clond el segmento Aflll-Xmal de pBlue-InsVFA:Luc en el clon full length
generando asi el replicdn pK-VFA:Luc. En la Fig. 4.11.5A se presentan las fotos de las
electroforesis con los ADNs previos a la ligacidn. La identificacidon de los ADNs recombinantes
se realizd por dos colony PCR simultaneas con los pares de primers Nsil-Luc-For / L2rev y Xmal-

Luc-Rev / L1for (Fig. 4.11.5B), y se verificd la identidad de los insertos por secuenciacion.
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Figura 4.11.5. Clonado del fragmento Aflll-Xmal de pBlue-InsVFA:Luc en el esqueleto de pK-
VFA/O1/Cam vy screening. (A) ADNs cortados con Aflll y Xmal, y purificados, de pBlue-InsVFA:Luc y pK-
VFA/O1/Cam. (B) Diagrama de las PCRs utilizadas para el screening de pK-VFA:Luc. (C) Electroforesis de

los productos de PCR del screening para 3 ADNs obtenidos. Solo el ADN 2 ha incorporado el inserto que
posee el gen Luc (flecha).

4.11.3. Transfeccion del replicon pK-VFA:Luc y evaluacion de su capacidad replicativa por RT-

PCR.

Para obtener una cantidad, y pureza adecuada del ADN de pK-VFA:Luc se realizd una
preparacion de ADN con el kit comercial de MAXIPrep (QUIAGEN), partiendo de un cultivo de
E.coli de 500ml. Posteriormente se linealizé el ADN, se realizé una transcripcién in vitro con el

kit MEGAscript (Ambion) y se purificé el ARN resultante utilizando el kit SV Total RNA Isolation
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System (Promega). En la Fig. 4.11.6 se muestra una electroforesis en condiciones

desnaturalizantes en la que se verifica la integridad del ARN transcripto.

Las transfecciones se realizaron con DMRIE-C (Invitrogen) en placas de 12 pocillos sobre
células al 90% de confluencia. Luego se realizaron extracciones de ARN transcripto de pK-
VFA:Luc y del control negativo (células incubadas solo con DMRIE-C sin ARN) a las 16 hpt y a las
26 hpt. Se extrajo el ARN con TRIZOL® y se trataron las muestras con DNAsa libre de ARNasas

(Invitrogen) durante 30 min.

¥y P o
i
~ L L R L
& g,é‘@? 6,8@?
e o L
PR

9 Kb
8 Kb L3
9 <«
7 Kb Figura 4.11.6. Transcripcidn in vitro del replicon
6ih pK-VFA:Luc. Electroforesis en condiciones

desnaturalizantes del los productos de dos
reacciones independientes de transcripcion in

5 Kb vitro de pK-VFA:Luc. La flecha indica la presencia
del ARN del tamafio esperado.

La RT-PCR del ARN extraido se realizé en dos pasos. Para la RT se utilizé un primer
especifico (F5200) con una secuencia correspondiente a la hebra codificante para poder
detectar la hebra negativa, que solo se produce durante el evento replicativo. Para la PCR se
eligié un par de primers (3AG-F / 3AG-R) que amplifican una secuencia de 491 pb que incluyen
un sitio de corte Unico en todo el genoma para la ER EcoRl, ubicado a 89 pb de uno de los
extremos del amplicon (Fig. 4.11.7A). De esta manera solo se observara la digestion del
producto en el caso que la amplificacion haya sido especifica, y al llevar a cabo la RT-PCR en
dos pasos se utiliza como templado la hebra negativa Unicamente. Adicionalmente, se incluyé
un control de ARN sin ser sometido a la RT, para verificar que la amplificacidon no corresponda
a ADN remanente de la transfeccion. Se observd un amplicon del tamafio adecuado, en las
transfeccion con ARNs de pK-VFA:Luc (la identidad se confirmé mediante la restriccidon con

EcoRl). No hubo amplificacion en las muestras no sometidas a la RT (Fig. 4.11.7 By C).
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Figura 4.11.7. RT-PCR de la hebra negativa de VFA:Luc. (A) Diagrama de la localizacién y sentido de los
primers utilizados en la RT-PCR en dos pasos realizada para la deteccidon de la hebra negativa de VFA. (B)
Electroforesis con los productos de las RT-PCR. Control negativo (calle 2), células transfectadas con
VFA:Luc a las 16 hpt y 26 hpt (calle 3 y 4, respectivamente), células transfectadas con VFA:Luc 26 hpt sin
realizar el paso de RT (calle 5). (C) Restriccidn con EcoRI de los amplicones obtenidos a las 16 hs (calles

2-3) y a las 26 hs (calles 4-5).
4.11.4. Verificacion de la sintesis de proteinas del replicon pK-VFA:Luc por medio de

inmunofluorescencia indirecta.

Células adheridas sobre cubreobjetos de vidrio se transfectaron de la manera expuesta
anteriormente. Al cabo de 24 hs se fijaron las células con una solucién de paraformaldehido al
4% en buffer PBS. Para la inmunofluorescencia se utilizaron dos anticuerpos primarios
distintos: un anticuerpo monoclonal (IgG) que reconoce a la proteina no estructural 3A
preparado en ratdn (Seki y cols., 2009), y con un antisuero policlonal de ratén dirigido a la
proteina no estructural 3Cpro. En ambos casos, el anticuerpo secundario utilizado fue un
anticuerpo monoclonal anti IgG de ratdn conjugado al fluoréforo Alexaflouor® 594, Life Colors
de Invitrogen. La tincién de los nucleos se realizé con el colorante DAPI. Una vez obtenidos los

preparados se visualizaron en un microscopio de fluorescencia Nikon (Fig. 4.11.8).
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Replicén pK-VFA:Luc Control
N - .
DAPI - .
a-3C
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Figura 4.11.8. Deteccidon del replicon pK-VFA:Luc por Inmunofluorescencia. Inmunofluorescencia
indirecta de células BHK-21 transfectadas con ARNSs transcriptos del replicon pK-VFA:Luc y controles sin
transfectar. Las primeras dos filas corresponden a las inmunofluorescencias hechas con un anticuerpo
monoclonal anti 3A y su tincidn con DAPI. Las filas 3 y 4 a las inmunofluorescencias realizadas con un
antisuero policlonal anti 3Cpro y la tincién con DAPI de dichas células. En ambos casos el anticuerpo
secundario utilizado fue un anticuerpo monoclonal de conejo anti IgG de ratén conjugado al fluoroforo
Alexa 594
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4.11.5. Evaluacion de la actividad del gen reportero Luc.

Habiendo confirmado la capacidad replicativa y la sintesis de proteinas por parte del
replicon pK-VFA:Luc, se evalud la actividad de luciferasa como gen reportero utilizando el kit
Luciferase assay system (Promega). Una vez cumplidas las 24 hpt se lisaron las células y se
realizaron las mediciones. Las células transfectadas con el ARN del replicon mostraron una
actividad del gen reportero indiferenciable de los controles negativos (células sin transfectar y
sin extracto celular). Se repitié la determinacidon utilizando el doble del extracto celular con el

mismo resultado.

El experimento volvid a realizarse, esta vez utilizando 2 pg de ARN por pocillo y
midiendo la actividad del gen reportero alas 2, 6, 8 y 24 hs post transfeccion. Nuevamente el
resultado de las transfecciones fue indiferenciable de los controles negativos. Este

experimento se repitid tres veces con pequefas variaciones no significativas

Para descartar que el problema fuera la transfeccién con ARN se recurrié a la co-
transfeccion con un vector de expresion de la polimerasa T7. Para ello se utilizd 1 ug del ADN
de pK-VFA:Luc linealizado, 0,5 pg del vector pT7 y 4 ul de DMRIE-C por pocillo (placas de 12
pocillos). El resultado fue nuevamente negativo, lo cual indicaria que el problema no radica en

el ARN sintetizado in vitro o en la transfeccién del mismo.

Para descartar que el problema fueran los reactivos o el procedimiento de medicion,
se incorpord como control positivo un extracto celular de células transfectadas con un vector
de expresidén que posee el gen Luc bajo el control de un promotor de CMV (Dra. Nora Lépez).
Mientras que el control positivo mostré una actividad de alrededor de 15.000 unidades de
luminiscencia, las muestras de pK-VFA:Luc fueron nuevamente negativas. Las mediciones se
realizaron por triplicado y utilizando la configuracidon del lumindmetro recomendada por el
fabricante. En la Fig. 4.11.9 se presenta un grafico confeccionado con los datos obtenidos de

uno de estos experimentos.

Dado que, ya se ha demostrado la capacidad replicativa del sistema y la expresidon de
otras proteinas virales de la poliproteina que estan rio abajo del gen reportero, se concluyé
que el problema podria estar en la capacidad intrinseca de expresion de Luc por parte del

replicdn, por lo que se estudio su modificacion.
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4.12. Modificacion del replicén pK-VFA:Luc.

El disefio inicial del replicon fue hecho de forma tal que el gen Luc quedd fusionado a
gran parte de VPO en su extremo aminoterminal, y un segmento de VP1 en el carboxilo
terminal. En el nuevo disefio se reemplazd la totalidad de las proteinas estructurales de VFA
(VPO, VP3 y VP1) por el gen Luc, quedando éste solo fusionado a las secuencias de
reconocimiento de las proteasas L°™ y 3C"° (6 aa. en el extremo aminoterminal y 4 aa en el
carboxiloterminal). La cantidad de aa a conservar en estos sitios de corte se decidié en base a
lo publicado previamente por Glaser y cols. (2001) para L™, y Birtley y cols. (2005) para 3C™.
De esta forma, al producirse el clivaje co-traduccional por parte de las proteasas virales, Luc
quedard separado del resto de las proteinas virales, lo que deberia permitir el correcto

plegado de la proteina luciferasa.

En resumen: L clivaria cotraduccionalmente liberando el extremo aminoterminal de
la luciferasa, y posteriormente 3C*™ cortaria en el sitio de reconocimiento entre la luciferasa y
la proteina 2A, lo que una vez acumulada cierta cantidad de 3Cpro en el citoplasma sucede

rapidamente (Mahy, 2005).

Para construir el nuevo replicén se utilizé una técnica de PCR por solapamiento (OE-
PCR) (Higuchi y cols., 1988) con la que se obtienen por PCR tres fragmentos que se solapan
entre si en virtud de los primers disefiados para tal fin. Posteriormente se unen de a pares en
un procedimiento similar a una reaccién de PCR en ausencia de primers, ya que los segmentos

se hibridizan entre si en la zona solapada (Fig. 4.12.1).
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Los segmentos que conformaron el fragmento de reemplazo en el replicén terminado

son: L° (amplificado con los primers Aflll-For y VPO-LucR), Luc (LucF y LucR) y P2 (2Afor y L2r).
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Figura 4.12.1. Esquema de la modificacion del replicén. (A) Diagrama demostrativo de como
se reemplazan las proteinas estructurales para la construccién del nuevo replicon. (B)
Ilustracidn explicativa de como se solapan los fragmentos y el orden en que se ensamblan para
generar el segmento de reemplazo de las proteinas estructurales.

4.12.1. Amplificacién por PCR de los segmentos L”"°, Luc y P2 y fusién de los mismos por OE-

PCR.

En la Fig. 4.12.2A se muestra una electroforesis con los productos de las PCR individuales
realizadas para obtener estos segmentos. Posteriormente se los purificd, se los cuantificd por
espectrofotometria y se realizé la primera reaccidon de solapamiento con los amplicones L”® y
Luc. En la Fig. 4.12.2B se muestra la foto de un gel donde se puede observar el cambio en el
tamafio del amplicén entre una alicuota del gen Luc y una de la reaccién de solapamiento
entre L y Luc. Posteriormente se aisld la banda de mayor tamafio de una electroforesis

preparativa.

pro

Una vez obtenida y cuantificado el amplicon L" -Luc se realizd6 la reaccidon de
solapamiento entre L°-Luc y P2 (3411pb). En la Fig. 4.12.3A se muestra una electroforesis de

una alicuota de dicha purificacién. Por ultimo, para enriquecer esa muestra con el fragmento
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deseado se realizd una PCR con 0,5ug de esa construccién como templado utilizando los

primers de los extremos (AfllI-For/L2r), y realizando 10 ciclos de amplificacion (Fig. 4.12.3B).
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Figura 4.12.2. Amplicones de L*", Luc, P2 y OE-PCR entre los amplicones L”° y Luc. (A) Productos de
PCR de la amplificacién de los segmentos L* (calle 2, 270 pb), Luc (calle 3, 1670 pb) y P2 (calle 4, 1540
pb). Calles 1 y 5: marcadores de PM. (B) La electroforesis muestra el cambio de tamafio luego de la
reaccion de solapamiento entre L*°y Luc. Calle 1: marcadores de PM. Calle 2: Luc. Calle 3: L”-Luc.
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Figura 4.12.3. Fragmento L"°-Luc-P2. (A) Fragmento final L"°-Luc-P2 purificado. (B) Producto de PCR
con los primers de los extremos del”-Luc-P2 utilizando como templado el segmento aislado
anteriormente. Las flechas indican el fragmento L*°-Luc-P2.
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4.12.2 Clonado del segmento L°"°-Luc-P2 en el esqueleto de pK-VFA\O1\Cam.

Como ultimo paso se digirieron el fragmento L"-Luc-P2 y el clon pK-VFA\O1\Cam con
las ERs Aflll y EcoRl, se purificaron, se cuantificaron por absorbancia y se realizd una ligacion
entre ambos con 30 ng del clon full length y 1 pg del fragmento L"°-Luc-P2, utilizando como

control de religado una reaccion con solo 30 ng del clon full length digerido.

Los plasmidos fueron mapeados por restriccion. El andlisis de la secuencia indicé el

correcto ensamblado entre los 3 segmentos, asi como con la secuencia viral (Fig. 4.12.4).

A Sitio de corte para Lpri 2.2.228 VEA
VFA Ol campos WKAKVORKLKGAGOSSPATGSQNQSGNTGS vFA 01 campos
Luciferasa ———————————————— MEB L B Luciferasa
pK-VFA:Luc WKAKVQRKLKGRGQSS pK-VFA:Luc
B

a.a. 932 VFA
2

vFA 01 campos EARHKQKIVAPVKQTLNFDLLKLAGDVESN vFA 01 campos

Luciferasa §

R e e e e e Luciferasa

AV PGPVKQTLNFDLLKLAGDVESN pk-vFA:Luc
1

Sitio de corte para 3C

pK-VFA:Luc KRG

Figura 4.12.4. Alineamiento de las secuencias de aa de VFA 01/Campos, pK-VFA:Luc’ y Luc. (A) La
secuencia de la poliproteina de VFA empalma en el aa 228 con el extremo amino terminal de Luc, 6 aa
rio abajo del sitio de corte de L. (B) El extremo carboxilo terminal de Luc (aa 550) empalma con el aa
932 de la secuencia de la poliproteina viral, a 6 aa del sitio de corte de 3Cpro. Los aa P y G entre la
secuencia de la Luciferasa y VFA fueron incluidos para poder insertar un sitio de corte para ER que
permitiera el clonado. En ambas posiciones los aa poseen caracteristicas similares a los aa originales,

también cabe aclarar que en esas posiciones se observa variabilidad al analizar las secuencias de
distintos aislamientos.

Actualmente (al momento de escribir esta tesis) se envié a secuenciar la construccién
completa mientras se estd intentando obtener los ARNs transcriptos del replicén para evaluar

nuevamente la actividad del gen reportero en células transfectadas con el mismo.
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5. DISCUSION Y CONCLUSIONES

El presente trabajo tuvo como objetivo primario generar un sistema para ser utilizado
como herramienta en técnicas de genética reversa vinculadas al estudio del virus de la Fiebre
Aftosa. La estrategia que se planted fue partir de la cepa vacunal regional 01/Campos como
modelo, de la que se tiene acceso a la secuencia completa, y disefiar un sistema original para el
clonado de una copia en ADN del genoma completo, que se pudiera transcribir a partir del

promotor de la polimerasa del fago T7, muy usada en estos casos.

La estrategia general de la construccion del clon de genoma completo estd expuesta en

los dos primeros items de la seccion Resultados (4.1.1y 4.1.2).

El primer objetivo planteado, que fue el disefio y construccion de un clon de genoma
completo del VFA basado en la secuencia de la cepa 01/Campos, se logré completar apelando
a recursos originales y laboriosos, que se detallan y discuten en el texto del trabajo. La
introduccion de aspectos de Discusidon de las alternativas dentro del texto de la Seccion
Resultados fue la forma mas efectiva y enriquecedora que se encontré para ir explicando las
decisiones tomadas sobre la marcha del trabajo, a medida que se encontraban, dificultades

dificiles de prever a priori, por lo que no se repetiran en esta seccion, para evitar redundancias.

El logro del segundo objetivo, esto es, generar virus infeccioso a partir de este clon, se
enfrentd con multiples limitaciones. El no poder trabajar con virus vivo en la institucién por no
contar con un laboratorio aprobado de bioseguridad de nivel NBS3 Agricultura (NBS4 OIE),
dificultd la posibilidad de evaluacion de un nimero mayor de alternativas en la capacidad del
clon para generar virus infeccioso luego de transfeccion en células, asi como repetir mas

sistematicamente los experimentos en distintas condiciones y tiempos.

Justamente por estas limitaciones se encaré también la construcciéon de un replicon
derivado del clon completo, mediante el reemplazo de la region codificante de las proteinas
virales estructurales (P1) por el gen reportero de luciferasa (Luc), de modo de poder realizar

estudios en laboratorios de nivel bioseguridad menos estrictos (tercer objetivo).

La primera estrategia de construccidn de este replicdn esta explicada en el punto 4.11,
Parte Il de la Seccién Resultados. La segunda estrategia, ideada a partir de no lograrse
expresion del gen reportero con el replicon anterior, se explica y fundamenta en el punto 4.12

de la misma Seccidn.
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La evaluacion del replicon en células BHK-21 se logrd realizar finalmente en forma
semicuantitativa por medicion de ARN por RT-PCR en tiempo real (quinto objetivo), y quedd
sin poder concretarse por problemas técnicos la medicidon por medio de actividad del gen

reportero (cuarto objetivo).

A pesar de no haberse logrado en el término de tiempo de esta tesis la medicion por
Luc, la puesta a punto de una técnica de cuantificacion de la sintesis de ARN a partir de estos
clones por Real Time-PCR fue un aporte alternativo importante en este trabajo. La puesta a
punto de esta técnica, si bien se eligié detallarlo con precision en la Seccion Materiales y
Métodos (items 27.1 y 27.2) para no interrumpir la fluidez de lectura de la tesis, se considera

un aporte de importancia realizado por este trabajo.

Finalmente, la construccién de un replicdn incapaz de generar viriones, pero que
permita medir la actividad de un gen reportero incorporado en el background gendémico del
VFA, o bien la cuantificacidn del nivel de ARN viral por medio de RT PCR en Tiempo Real,
permitira evaluar los efectos de modificaciones en las proteinas virales o en las zonas no
codificantes del genoma en un contexto fisiologico similar a una infeccion viral sin los riesgos

asociados a la manipulacion del virus.

5.1. Clon de genoma completo de la cepa O1/Campos

Una de las mayores dificultades a sortear fue la seleccién de un sistema (cepa
bacteriana y plasmido) capaz de soportar en forma estable la copia de un genoma largo, con
sitios de restriccion adecuados, y la incorporacidon de un tracto de poli-citosinas de longitud

adecuada para la viabilidad.

La amplificacién del genoma se realizd en 4 grandes segmentos a través de RT-PCR que
se unieron a posteriori, utilizando distintos pldsmidos intermedios de acuerdo a los
requerimientos de sitios de ER Unicos disponibles en cada caso (pGEMT, pSFl, pBluescript SKiII,
pKF4). En particular el agregado de la secuencia de poli(C) de forma tal que no se generaran
modificaciones en la secuencia viral demando un disefio original, para lo que se subcloné un
segmento pequefo en otro plasmido, se insertd un oligonucledtido doble cadena sintético
utilizando dos sitios de restriccidon creados ad hoc y se volvid a clonar dentro de la copia
original. El promotor T7°' se inserté con uno de los primers en la region 5’ del constructor. La
construccion final quedo clonada en el plasmido pKF4, constituida por el promotor T7°° la

secuencia del genoma del la cepa O1/Campos (8.267 nt) precedida por dos guanosinas, y un
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sitio de restriccion EcoRV para la linealizacidn al final de la secuencia de poli(A). La linealizacidn

con EcoRV deja solo dos nucledtidos agregados a la cola de poli(A) (Figura 5.1).

El largo del tracto de poli(C), es de 20 nucleétidos, y esta dentro del rango de longitud
reportada para los clones de la cepa A12, donde se demostré que se pudo generar virus
infeccioso con tractos de poli(C) de entre 2 y 35 nucledtidos (Rieder y cols., 1993).

La introduccién de la secuencia del promotor de T7° incluyé la adicion de dos G
(secuencia no viral) antes de la secuencia gendmica de VFA, para mayor eficiencia del mismo
(Milligan y cols., 1987). Se ha encontrado en general que la presencia de secuencias no virales
en el extremo 5’ ha resultado en reduccion de la infectividad viral (Heaton y cols., 1989; Dore y
cols., 1990), pero ha sido también demostrado en otro estudio que dos residuos G extras no
afectaron la infectividad del ADNc de la cepa de VFA OH99 (Liu y cols., 2004).

La regién 3’'NC incluyendo el tracto de poli(A) en el extremo 3’ de los transcriptos
puede jugar también un rol importante permitiendo o no la hibridizacién con 3B-pUpU para
permitir la sintesis de la cadena negativa del genoma viral (Barton y cols., 1995; Saiz y cols.,
2001). Los cambios puntuales en 3’NC con respecto a la secuencia reportada son cuatro y
fueron analizados en particular mientras la longitud requerida de este tracto de poli(A) no se

conoce a ciencia cierta y en este caso se usaron 20 residuos A.

Promotor AUG oA 3B TAA
17 5 NC 1l 3 |'3'NC EcoRV
[ les .. 1 1 | I [ | R oy
Poli(C,,)  LMOVPAVPZ VP3 VP1 2B 2C 3A  3C 3D Poli(Az)
‘E‘kll-lll.[;‘I 2A 3B TJEITA
. 3 .
66—ce> NC T—TT I I N — O — 13 MCa  aagat
Poli(C,,)  LMOVPAVPZ VP3 VP1 2B 2C 3A  3C 3D Poli (Az

Figura 5.1. Esquema de la construccién final de pK-VFA/O1/Cam. En el panel inferior se muestra el
esquema de la cadena positiva transcripta a partir de la misma, luego de la linealizacion con EcoRV.

Luego de la transfeccion del plasmido pK-VFA/O1/Cam en células que expresan T7°°, o

de los transcriptos en células BHK21, las células no mostraron lisis, indicando que el virus no es

estable o que los transcripto del ADNc no son infecciosos.
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A pesar de haberse obtenido la secuencia completa de la construccidén antes de la
transfeccion, una segunda secuenciacidon utilizando primers distintos disefiados ad hoc
permitié detectar un error (delecién de una guanosina) que pudo haber sido una de las causas
responsables de la no generacion de virus infectivo en los primeros intentos. La metodologia
utilizada en un principio habia consistido en la secuenciacidon de las dos mitades del clon
(construcciones pK-L2-3 y pB-SL1pC) y, una vez ensamblado el clon completo, se secuenciaron
las zonas de unidn, asi como otras zonas que no habian sido cubiertas en la secuenciacion
parcial de las mitades por separado. Eventualmente la aparicion de la mutacidén podria deberse
a la manipulacidon de los ADNs durante el subclonado que al ser reparado dentro de las
bacterias se realizd de forma ineficiente. También puede haberse producido por la utilizacion
de la cepa de E. coli DH10B, dado que estd reportado que dicha cepa posee una tasa de
mutacion 13,5 veces mayor que la de la cepa MG1655 de la cual fue derivada (Durfee y cols.,
2008). Adicionalmente, se reporta la deteccidn de transposones con muy alta frecuencia de
transposicion, lo cual genera alteraciones en la secuencia en que se inserta, aun después de
escindida de la misma. Dicha inestabilidad en la cepa DH10p ha sido confirmada por el trabajo

de Astua-Monge y cols. (2002).

Sin embargo, la correccién de esta delecion tampoco permitié obtener virus que
produjera efecto citopatico en células, si bien se obtuvo evidencia de replicacion de ARN, por

deteccion de la hebra negativa de ARN.

En el andlisis de la secuencia de pK-VFA/O1/Cam, como era esperable, se encontraron
muchas cambios puntuales en relacién a la secuencia de la cepa 01/Campos depositada en el
Genbank, lo que es normal en el caso de los virus a ARN que poseen altas tasas de mutacidny
que constituyen lo que se denomina una cuasiespecie. Cada una de las mutaciones
encontradas fue analizada entonces en forma individual tratando de encontrar una explicacion

a la ineficiencia en la generacion de virus.

En las regiones no codificantes se analizaron las posiciones y motivos conservados de
ARN en zonas definidas como criticas en trabajos de gendmica de VFA y en la zona codificante
se analizd la estructura de las proteinas por modelado utilizando los programas de SWISS-
MODEL Workspace. Ambos aspectos estan discutidos en detalle en los items 4.8 y 4.9 de

Resultados, a los cuales se remite, por lo que no se repetird en esta seccion.

Si bien el analisis realizado en tracto 5’NC del clon pK-VFA/O1/Cam indicé que ninguno
de los cambios se ubica en zonas altamente conservadas (secciéon 4.8.1), al realizar una

prediccidén de la estructura secundaria del IRES utilizando el software Mfold (Zuker, 2003) se
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encontrd que la combinacién de dos de las mutaciones (T696 y T706) impedirian la formacion
de un hairpin observado en el ARN de la cepa O1/Campos. Cabe aclarar que dicho hairpin no
esta reportado entre los motivos o las estructuras con alto nivel de conservacion (Carrillo y
cols., 2005), y que, adicionalmente, al realizar la prediccion de la estructura secundaria del IRES
del aislamiento O1/Kaufbeuren, tampoco se observé la formacién de dicho hairpin (los nt en la
secuencia de O1/Kaufbeuren en ambas posiciones coinciden con la del clon pK-VFA/O1/Cam).
Por esta razén, no se puede establecer la relevancia de la ausencia de esa estructura en la
ausencia de infectividad del clon. La prediccién de las estructuras secundarias anteriormente

mencionadas se presenta en el Anexo V.

En funcién del analisis realizado, tres de estas mutaciones aminoacidicas (N46D en
LP, A111T en VP2 y L460R en 3D") se estudiaron en particular y se revirtieron en pK-
VFA/O1/Cam, una por vez, para detectar el fenotipo resultante. Sin embargo ninguno de los

revertantes mejord el fenotipo inicial de ausencia de ECP en células BHK-21.

Varios clones de ADNc infecciosos han sido construidos y caracterizados, entre ellos de
las cepas O1K (Zibert y cols., 1990), A12 (Rieder y cols., 1993), OH99 (Liu y cols., 2004) y SAT2
(2zIM/7/83) (van Rensburg y cols., 2004). Otros, como el de la cepa vacunal IND 63/72
(serotipo Asia 1), no han generado efecto citopatico en células, a pesar de detectarse
expresion las proteinas virales en ensayos in vitro (Saranavan y cols., 2010). Asimismo, se ha
reportado la construccion de clones completos de genomas virales que resultaron ser no
infectivos (Rice y cols., 1989; Sumiyoshi y cols., 1992; Lai y cols., 1991; Quillet y cols., 1989;
MacFarlane y cols., 1991; Skotnicki y cols., 1993). En algunos casos solo se logré obtener
transcriptos con capacidad infectiva cambiando la cepa de Escherichia coli utilizada o el
pldsmido en que se encontraba clonado el ADNc, y en otros casos obteniendo los transcriptos
de ARN por la transcripcidn in vitro directamente del producto de la ligacion de las mitades del

ADNCc (evitando el clonado en plasmidos y la amplificacion en bacterias).

En el caso clon completo de VFA Asia 1 IND 63/72, del cual no obtuvieron transcriptos
con capacidad infectiva (Saravanan y cols., 2011), este fenotipo se pudo revertir tras re-
amplificar el segmento 5’NC y remplazarlo conformando un clon quimérico (Gopinath y cols.,
2012). En otros casos la posibilidad de restaurar la infectividad por intercambio de alguna
regidon por otra correspondiente de un ADNc independiente también ha sido reportada (Boyer
y Haenni, 1994).

A pesar que la obtencion de la copia del genoma completo y de los transcriptos
correspondientes es un paso crucial, eso no necesariamente asegura actividad bioldgica. La

infectividad de los transcriptos es variable, pudiendo algunas veces ser del 100% comparado
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con la infectividad del ARN del virus salvaje. Para obtener infeccidn productiva, los transcriptos
deben interactuar con las proteinas virales y particularmente con la replicasa viral y con
componentes de la célula huésped, como la maquinaria de traduccion. Por lo tanto la
estructura de los transcriptos virales tiene que simular la del ARN del virion lo mas
proximamente posible. Muchos parametros tienen una gran influencia en la infectividad de los
transcriptos, como la heterogeneidad de la poblacién de ARNs, las secuencias en las regiones
terminales 5’y 3° y su compatibilidad con la secuencia de la zona codificante. Debido a la
relativamente deficiente fidelidad de las enzimas que sintetizan ARN, mutaciones originadas
en los experimentos in vitro son esperables, especialmente en genomas largos. Se ha
reportado que la alteracion de las secuencias puede resultar de los experimentos de
transcripcién in vitro de los ADNc dado que se observd que la fidelidad de las polimerasas T7 y
SP6 es dependiente de la secuencia (Kuhn y cols., 1990). Adicionalmente, Boyer y Haenni
(1993) recalcan la inestabilidad de los ADNc de genomas virales en bacterias, y ejemplifican
casos de clones completos de virus con genomas de ARN de cadena positiva en los cuales dicha
inestabilidad produjo la introduccion de mutaciones que resultaron en la no infectividad de los

transcriptos obtenidos.

Como se sabe, las poblaciones de virus de fiebre aftosa constituyen una cuasi especie,
dada la alta tasa de mutacion y la gran variabilidad observada, siendo esperable la aparicion
de genotipos no viables en la poblacién. Por lo tanto podria darse el caso de que el clon
generado de ADNc fuera el resultado de la fiel transcripcidn reversa y amplificacion del ARN
viral, ARN que a su vez fuera una versidn mutada, incapaz de replicar (o impedido para realizar
otras funciones del ciclo viral) y que posiblemente seria eliminado en la préxima ronda de
replicaciéon. Como consecuencia, este ADNc o su resultante ARN no serian infecciosos.

En un trabajo reciente, Morelli y cols. (2013) estudiaron la variabilidad intra-muestra
en VFA, alli demuestran que en una misma muestra de VFA hay una gran heterogeneidad de
subpoblaciones, y concluyen que la utilizacién de secuencias consenso no refleja la realidad de
las subpoblaciones virales que la componen. A pesar de esto, no existe una alternativa al uso
de secuencias consenso al momento de analizar la secuencia gendmica de VFA, lo que hace
imposible la diferenciacion de mutaciones debidas a la enorme variabilidad demostrada por las
cuasiespecies de aquellas que puedan haber surgido como un error al momento de la

retrotranscripcidn y la amplificacidn por PCR.

Con respecto al fendmeno de aparente transmision de ARN de VFA en ausencia de
ECP, Escarmis y cols. (2008) lograron obtener varios sub-clones no citoliticos de VFA derivados

del clon C-S8c1 (proveniente del aislamiento C-Sta.Pau Sp/70) pasajes seriados de placa a placa
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qgue desarrollaron un fenotipo de ausencia de ECP pero competentes replicativamente,
estableciendo una infeccidn de tipo persistente en cultivos de células BHK-21. Este hallazgo
deja abierta la posibilidad de que las mutaciones presentes en pK-VFA/O1/Cam puedan
producir un fenotipo similar, aunque verificar esta posibilidad requeriria realizar un nimero
mucho mayor de pasajes para poder verificar que hay transmisién del ARN de VFA en pasajes
sucesivos a pesar de la ausencia de ECP, para lo cual se debera tener acceso a un laboratorio

de bioseguridad de nivel NBS3 Agricultura (NBS4 OIE) por periodos mas prolongados.

Por ultimo, debemos recalcar la dificultad de identificar el efecto bioldgico y el origen
de las mutaciones observadas al construir un clon completo de una cuasiespecie como VFA. Si
bien a priori suponemos que la (o las) mutaciones que puedan suprimir la infectividad del
mismo se deben a errores durante la retrotranscripcidon o la amplificacién por PCR (u otros
artefactos generados en la construcciéon del clon), se han reportado poblaciones virales
compuestas mayoritariamente por genotipos defectivos, que solo son infectivos por
complementacién. En dos publicaciones (Garcia-Arriaza y cols., 2004 y 2006), los autores
reportan poblaciones de VFA en las cuales los genotipos dominantes eran genomas defectivos
obtenidos de pasajes seriados a altas multiplicidades de infeccién, genomas que poseian
deleciones, que se complementaban entre si. En dichos trabajos se demuestra que dos o mas
genomas defectivos logran completarse y producir una infeccion litica en ausencia de un
genoma estandar. Prolongando este tipo de pasajes a altas MOI, los investigadores obtuvieron
poblaciones donde los genomas defectivos se encontraban en cantidades 10.000 veces mas

altas que los genomas competentes.

Si bien no creemos que en nuestro caso la muestra utilizada para la amplificacién del
genoma viral por RT-PCR se corresponda con lo expuesto por Garcia-Arriaza y cols. (2004,
2006) existe la posibilidad de que en las poblaciones virales haya mutantes defectivos (por una
0 mas mutaciones puntuales) que sobreviven por complementacidn con genomas
competentes (o que sufren mutaciones adicionales que revierten el fenotipo y los hacen
viables). Si se tiene en cuenta que para la construccion del clon se selecciona solo uno de los
amplicones clonados para proseguir con la construccidén, la combinacion de amplicones
provenientes de genotipos diferentes que componen la poblacion, puede generar un clon que
posea una mutacion deletérea y que no posea las mutaciones adicionales necesarias para
revertir su fenotipo, y que adicionalmente no contard con otros genomas que lo

complementen al realizar las transfecciones con los ARNs derivados del mismo.

Se concluye que, a pesar del esfuerzo realizado en esta tesis, se necesita aun mas

trabajo a nivel molecular y celular para poder avanzar en la obtencidn de virus infeccioso.
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5.2. Clon replicén que porta el gen reportero Luciferasa.

Distintos replicones fueron construidos con picornavirus portando genes reporteros.
En el caso del VFA, Mason y cols. (2002) reemplazaron toda la zona de proteinas capsidales
por el gen de beta-galactosidasa, y otros investigadores reemplazaron distintas porciones de la
misma por el gen CAT (Mclnerney y cols., 2000; Belsham y cols., 1999). En todos los casos se
realizé la delecidn de casi toda L”™, lo cual no influyé negativamente en la replicacion, y la
introduccion de un gen reportero fusionado a un segmento de VP1 no afecté el

funcionamiento del mismo.

Considerando estos resultados previos, la opcion elegida en este trabajo para el gen
Luc fue dejar L°™ intacta, dado que el replicén sera utilizado para estudiar la biologia de VFA 'y
L”™ interviene en numerosos aspectos del ciclo viral (de los Santos y cols., 2006; Devaney y

cols., 1998; Pifieiro y cols., 2012; Wang y cols., 2011 a, b; Belsham, 2013).

El gen Luc fue inicialmente fusionado a la poli-proteina dejando la secuencia
codificante de L”® y parte de la de VPO en la zona amino terminal, y una parte de VP1 en la
zona carboxi terminal. Si bien se detectd replicacion de ARN por RT PCR (hebra negativa) no

hubo expresion del gen reportero luego de transfeccidn en células.

Es dable interpretar que, o bien la secuencia de VPO interfiere con el correcto
plegamiento de las secuencias ubicadas rio abajo o el plegamiento de la proteina del gen luc
tiene una mayor restricciéon que CAT (y que B-galactosidasa) a la fusién a otras secuencias (ya
sea en el extremo amino o carboxilo terminal). Otro dato a tener en cuenta es la baja
solubilidad reportada para la proteina VP1 (Strebel y cols., 1986; Wang y cols., 2003) y mas
precisamente de su mitad carboxi-terminal (Bayry y cols., 1999). El efecto que esto pueda
tener sobre el plegamiento y la solubilidad de la proteina de fusién a Luciferasa es incierto,
pero creemos que no deberia ser descartado como una de las posibles causas de la falta de

actividad del gen reportero.

Cualquiera sea el caso, para utilizar el replicén para cuantificar la sintesis de Luciferasa,
la construccion fue redisefiada, eliminando casi todas las secuencias codificantes de las
proteinas capsidales del VFA. Para este nuevo disefio solo se conservaron los aa que

conforman los sitios de corte para las proteasas L”° y 3C"™ (item 4.12).

La construccién del nuevo replicdn fue terminada, pero los experimentos de expresion

de Luc y la prueba de su capacidad de funcionar como reportero de la actividad de replicacion
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es un trabajo que aun esta en curso en el laboratorio como continuacién del trabajo de esta

tesis.

A continuacidn se muestra el esquema de las dos versiones de replicones construidas:

Replicén pK-VFA:LUC

Promotor AUG TAA
r 5 NC 11 VP4 LUC 2A 3B, I'3'NC EcoRV
Clee o T TTE=—T T T TMT 1 e
Poli (C,,) Lbro VP2 VP12B 2C 3A 3c 3D Poli(Ay)
: {100 aa) {41 aa)
Replicén pK-VFA:LUC'
Promotor AUG TAA
v 5 NG 1l LuUc 2A 3B, la'NC EcoRV
| G'E;_lccl_l n_%l | | |||| | | a_ A aaglmatcl
POIi{Cgo} Lpre 2B 2C 3A 3C 3D POII{ ?0}

Figura 5.2.: Esquema de los dos replicones generados a partir de pK-VFA/O1/Cam. En cada caso se
reemplaza en forma parcial o completa la region de la zona codificante de las proteinas
capsidales por el gen reportero luciferasa, dando lugar a pK-VFA:LUC y pK-VFA:LUC,
respectivamente .

La disponibilidad de un replicén incapaz de generar viriones, pero que permita medir la
actividad de un gen reportero incorporado en el background gendmico del VFA o la
cuantificacidn del nivel de ARN viral por medio de RT PCR en Tiempo Real, permitira evaluar los
efectos de modificaciones en las proteinas virales o en las zonas no codificantes del genoma en
un contexto fisioldgico similar a una infeccion viral sin los riesgos asociados a la manipulacion

del virus.
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5.3. Conclusiones del trabajo

10.

11.

Se generd una herramienta basada un clon gendmico completo en ADN (pK-
VFA/O1/Cam) del que pudo transcribirse ARN gendmico a partir del promotor de la

T7°° luego de linealizacién con la ER adecuada.

No se logré demostrar la capacidad del clon de generar virus infeccioso a partir de
generacion de efecto cito patico luego de transfeccion en células BHK-21 o pasajes

sucesivos.

Se identificaron algunas posibles causas de esta incapacidad, se valoraron en su
posible significancia y se analizaron una a una bajo distintas dpticas, tales como
influencia de mutaciones en la secuencia amino acidica, en la estructura secundaria del
ARN, en la estructura secundaria y terciaria de las proteinas involucradas, estudio de

la bibliografia y bases de datos de secuencias, entre otros.

Se generaron reversiones de las mutaciones que se consideraron mds importantes en

base a este analisis y se reintentd sistematicamente la generacion de virus infeccioso.

Se logré detectar replicaciéon del genoma viral por identificacion de ARN de cadena

negativa en las células transfectadas y en pasajes sucesivos de éstas.

A pesar de detectar replicacion del genoma viral, no se observé generacién de efecto

citopatico en células BHK-21.
Se puso a punto un sistema de cuantificacion de ARN por RT PCR en Tiempo Real.

Se generaron dos replicones mediante el remplazo parcial y/o completo de las
proteinas de la cdpside viral por el gen Luc, incapaz de generar virus infeccioso, pero
apto para medicién de replicacion por RT-PCR en Tiempo Real. Este sistema puede
usarse para el estudio funcional de las proteinas no estructurales del virus, asi como de

las regiones 5’ y 3’ no codificantes.

Se logré detectar replicacion del replicdn por identificacién de ARN de cadena negativa

en las células transfectadas.

Se logré detectar traducciéon de proteinas virales por medio de técnicas de
inmunofluorescencia indirecta, tanto con anticuerpos policlonales como con

anticuerpos monoclonales.

Al tiempo de finalizar esta tesis se pudo medir replicacién por RT PCR Tiempo Real,

pero la optimizacién de los experimentos de expresion del gen Luc estan aun en curso.
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6. ANEXOS
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ANEXO |

Listado de primers utilizados en el trabajo.

144



Adridn N. Giraldez

Anexos

Denominacion

Secuencia (5’-3’)

1445Rev ATCCACCATGCACACCTCGCT

2Afor TCGCCGTGCCCGGGCCGGTGAAACAGACTTTGAATTTTGACCT
3ABBB-Rev AAATGGATCCTTACTCAGTGACAATCAGGTTCT
3AG-F GAAGATCTGCCACCATGATCTCAATTCCTTCCCA
3AG-R GACGGATCCTCAGCTTGTGGTGTCTCCTCAACAG
3Ast-Rev ATTAGGATCCCTATTCAGCTTGTGGTGCTCCTCAACAG
3CRev TAATGGATCCTACTCGTGGTGTGGTTCGGGGTCAAT
Aflll-For CAGCGAGGTGTGCATGGTGGATGGTA

Bpil-for(C) TTCACCCCCCCCCCCCCCCCCCCC

Bpil-rev(G) CCTAGGGGGGGGGGGGGGGGGGGG

C_1 L1r-1 TGAGGGAAAAGTGTGAGCTG

C_L2f-1 TGCAGGTACAGCAGAAATGC

C_L2r-1 GGTGAAGTGGGTGGAAATTG

C_pkf4_R400-1 CTTTGAGGCCATCACAGGTT

C_Reta_F5200-1 GGTCCGATGGAGAGACAGAA

Clon2_L2f-1 TGCAGGTACAGCAGAAATGC

Corr3D-F CAGATCACTTTACCTGCGTTGGGTGAACG

Corr3D-R CGTTCACCCAACGCAGGTAAAGTGATCTG

CorrL-F CCTTTTACTCCAGGCCCAACAACCACGACAACTGC
CorrL-R GCAGTTGTCGTGGTTGTTGGGCCTGGAGTAAAAGG
CorrVP2-F GTCGAGGTCACCGCGGTTGGCAACCAG

CorrVP2-R CTGGTTGCCAACCGCGGTGACCTCGAC

F-5059 TCACCCCGAGGACTATGGTGTGT

F5200 TGGCAATGTTTCAATACGACTGT

forw6226 GCAGAGCCATGACAGACAGT

forw6629 CCAGGTCCATGCTTCTTA

GDH196-177R CATACTCGGCACCAGCATCA

GDH85-105F GGCACAGTCAAGGCTGAGAAC

L1-For ACTAGTGAAGACCCTAGGTTTTACCGTCATTCCC
L1r AGTTCAACCCAGTGTCCCATTCAG

L2f CGAAGGCGCGTTACATGATTGCCTA

L2r TGAGGGGTCGGAGTTCCTCTTTGAT

L3-For GTGTTGTACTTTCTCATTGAGAAGGGCCA

Luc-F CAATCCAGTATGGAAGACGCCAAAAACATAA

Luc-R TTTCACCGGCCCGGGCACGGCGATCTTTCCGCCCTTCTT
Nsil-Luc-For TATGCATATATGGAAGACGCCAAAAACATAAAG
Panaf-LMR GACATGTCCTCCTGCATCTG

Panaf-Odir ACCAACCTCCTTGATGTGGCT

pkf4-F2232 CCAGCAACGCGGCCTTTTTACGGT

pkf4F-F CCCCCTAGGTTTTACCGTCA
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Anexos

Denominacion

Secuencia (5’-3’)

pkf4F-F-1 CGCTTTGGTACAGGCTATCAG

pkf4F-R GAAAACGGGCAAAACTGTGT

pkf4_R405 GACGGGACGGCGGCTTTGTTGA

PolyT_EcoRV CCCCGCGCGATATCTTTTTITTTITITTITITTITTITI
Real-Rev5298 CTCGACCCGATCAATCACCT

rel-r1806 TTAGAGCCTCCACTGATTGCGT

Rev4665 CTGGGGCGACCACTTTACACA

S-Rev ACTAGTAGAAGACAATGAAAGGCGGGCGTCGGGT
S-T7-For ACTAGTTAATACGACTCACTATAGGTTGAAAGGGGGCGCTA
Secuen-3Ar GAGTTCTCTCTCTAAAGCCAACGGT

VFA-f3764 CAACTACGGTGCCATCAAAGCGA

VpO-Luc-R TGGCGTCTTCCATACTGGATTGTCCAGCCCCTTTGA

Xmal-Luc-Rev

TAGACCCGGGTCACGGCGATCTTTCCGCCCTTCTTG
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ANEXO Il

Mapa de los plasmidos utilizados.
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pKF4

2,338 kb

Numero de acceso en base de datos: D45833
Version: D45833.1 GI:1199492
Publicado en: Hashimoto-Gotoh,T., Tsujimura,A. and Ogasahara,Y. Detection of exonuclease

Azal
Spel
Hpal
Spel
Meol
Pl
EsthI
Sac]
Id=cl
AT
Thaol
Sphl
Mdel
Il
E=stZ 171
EcoRI
Ecod7III

Fzpl

—==—atber

Anexos

HindIII
Ei=1nI
Shil
D=d
Ecl
Hofd
Eazl
Lzl
Swal
BamHI
Eprnl
Sacll
Thal
Ei=pEl
Sal
Clad
Dol
Sl

activities in restriction endonuclease preparations using an enforcement plasmid for
kanamycin-resistance selection. Gene 164 (1), 41-44 (1995)

Resistencia a antibidticos: Kanamicina

Origen de replicacién: pMB1 ori

Secuencia:

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901

at ggcaacag
gttccggcetc
act ccgaaga
ttcgaggt ca
ct gat cagag
gct ct agact
cgt ccgaagg
cccgt caagt
aaaactcatc
atttttgaaa
t ggcaagat c
atttcccctc
ccggt gagaa
tacgctcgtc
gagcgagacg
accggcgcag

t caat cagct
t cgaggcat g
aaccgaattc
cctcat at at
gcggecgegt
gct ccggagt
cct aat agaa
cagcgt aat g
gagcat caaa
aagccgtttc
ct ggt at cgg
gt caaaaat a
t ggcaagagc
at caaaat ca
aaat acgcgg
gaacact gcc

ggtt cgaaag
cccgt agaag
agcgct gcge
aggt ggt gaa
taaagatctg
aaaggaccgt
gct agct t gg
ct ct gccagt
t gaaact gca
t gt aat gaag
tctgcgattc
aggttatcaa
ttatgcattt
ctcgcat caa
tcgctgttaa
agcgcat caa

ccgecgagcet c
cgt ggcat at
aagctttgec
ggacacaacc
cccgggat cc
cgacaggat c
cgaat gcgat
gttacaacca
atttattcat
gagaaaact c
cgactcgtcc
gt gagaaat c
ctttccagac
ccaaaccgtt
aaggacaat t
caatattttc

gt aaagt ggc
gcacacgcgt
gcgt acgcect
t gcaggaaca
ggt accacac
gat cgaaat a
ttattcaaca
at t aaccaat
at caggatta
accgaggcag
aacat caat a
accatgagtg
ttgttcaaca
attcattcgt
acaaacagga
acct gaat ca

caaat ct aac
at acact act
gaccaacggt
ctctgttatc
cgt ccgeggce
cggt gt aaaa
aagccgccgt
tctgattaga
t caat accat
ttccat agga
caacctatca
acgact gaat
ggccagccat
gat t gcgcct
at cgaat gca
ggatattctt

148



Adridn N. Giraldez

961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
1921
1981
2041
2101
2161
2221
2281

ctaatacctg
gagt acggat
tgaccatctc
ctggcgceatc
cgcgecgeeca
agcaagacgt
cagacagt tt
tttgagacac
t cacgcat ct
at gat ggggc
t cgacggat ¢
atcctttttt
tggtttgttt
gagcgcagat
actctgtagc
gt ggcgat aa
agcggt cggg
ccgaact gag
aggcggacag
cagggggaaa
gtcgattttt
cctttttacg
caattaatca

gaatgctgtt
aaaatgcttg
at ct gt aaca
gggcttccca
tttataccca
ttcccgttga
tattgttcat
aacgt ggctt
tcccgacaac
gat t caggcc
gttccactga
tctgcgegta
gccggat caa
accaaat act
accgcct aca
gtcgtgtctt
ct gaacgggg
at acct acag
gtatccggta
cgcct ggt at
gt gat gct cg
gttcctggec
t cgaact agt

tttccgggga
at ggt cggaa
tcattggcaa
tacaaccgat
t at aaat cag
at at ggct ca
gat gat at at
tgttgaat aa
gcagaccgt t
t ggt at gagt
gcgt cagacc
at ct gct get
gagct accaa
gtccttctag
tacctcgctc

accgggt t gg
ggttcgtgca
Cgt gagcatt
agcggcaggg
ctttatagtc
t caggggggc
ttttgctggce
t aact agt ac

t cgcagt ggt
gaggcat aaa
cgctaccttt
agattgtcgc
catccatgtt
t aacacccct
ttttatcttg
atcgaacttt
ccgtgcgt gg
cagcaacacc
ccgt agaaaa
t gcaaacaaa
ctctttttcc
t gt agccgt a
t gct aat cct
act caagacg
cacagcccag
gagaaagcgc
t cggaacagg
ctgtcgggtt

ggagcctat g
cttttgctca

gcaagtt cac

gagt aaccat
ttccgtcagce
gccatgtttc
acctgattgc
ggaattt aat
tgtattactg
t gcaat gt aa
tgctgagttg
ctccctcact
ttcttcacga
gat caaagga
aaaaccaccg
gaaggt aact
gt t aggccac
gttaccagtg
at agttaccg
ct t ggagcga
cacgcttcce
agagcgcacg
tcgccacctc
gaaaaacgcc
att ct gaaat
gt aaaaaggg

Anexos

gcat cat cag
cagtttagtc
agaaacaact
ccgacatt at
cgcggcettcg
tttatgtaag
cat cagagat
aaggat caga
ttctggctgg
ggcagacctc
tcttcttgag
ctaccagcgg
ggct t cagca
cact t caaga
gctgctgeca
gat aaggcgc
acgacct aca
gaagggagaa
agggagcttc
t gact t gagc
agcaacgcgg
gagct gttga
t at cgacc
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pSFI

FT? ¢
Apal
AN
Sphi
Eagl
Mool
SaclIl
EcoR™W
Scal g Spel
Hoil
Eagl
Pail
Sall
Clal
oS HindIII
EcoRW
EcoRI
Pail
Smal
BamHI
Spel
Hhal
Hoil
Eagl
BatHiI
SaclIl
Sacl
FT5 %
BasHII

Se2pl Nael

Pyl

pSF1
3.054 kb

pIiElari ’

lacEa

Numero de acceso en base de datos: AF067142

Versién: AF067142.1 GI:3169654

Publicado en: Sage,D.R., Chillemi,A.C. and Fingeroth,).D. A versatile prokaryotic cloning vector
with six dual restriction enzyme sites in the polylinker facilitates efficient subcloning vectors
with unique cloning sites. Plasmid 40 (2), 164-168 (1998)

Resistencia a antibiéticos: Ampicilina.

Origen de replicacién: pMB1 ori

Secuencia:

1 taatacgact cactataggg cgaattgggc ccgacgtcgc atgctcccgg ccgccatggce
61 cgcgggat at cactagtgcg gccgcctgca ggtcgacggt atcgataagc ttgatatcga
121 attcctgcag cccgggggat ccactagttc tagagcggcc gccaccgcgg tggagcetcca
181 gettttgttc cctttagtga gggttaatt

(Solo se ha publicado en las bases de datos la secuencia del polylinker)
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pBluescript SK Il +

/

pBluescrlpi Il SK (+/-)

3.0 kb

Numero de acceso en base de datos: X52327
Version: X52327.1 GI:58061
Publicado en: Alting-Mees,M.A. and Short,J.M. pBluescript Il: gene mapping vectors. Nucleic
Acids Res. 17 (22), 9494 (1989)
Pldsmido comercial, propiedad de Statagene.

Resistencia a antibiéticos: Ampicilina.

Origen de replicacién: pUC ori

Secuencia:

f1 ()
f1 [4—} (::rh\I hﬁ? ff;

/ X

P lac

Anexos

lacZ'
—Kpnl
MCS

-Sac |

1 ctaaattgta agcgttaata ttttgttaaa attcgcgtta aatttttgtt aaatcagctc

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961

1021

attttttaac
gat agggttg
caacgt caaa
ct aat caagt
ccececgattt
agcgaaagga
cacacccgec
caact gt t gg
gggat gt gct
t aaaacgacg
ccgeggt gge
gctt at cgat
gagggt t aat
at ccgcet cac
cct aat gagt
gaaacctgtc

gt at t gggcg

caat aggccg
agtgttgttc
gggcgaaaaa
tttttggggt
agagcttgac
gcgggeget a
gcgcttaatg
gaagggcgat
gcaaggcgat
gccagt gagc
ggccgetcta
accgt cgacc
tgcgcgettg
aatt ccacac
gagct aactc
gtgccagcetg
ctcttccget

aaat cggcaa
cagtttggaa
ccgtctatca
cgaggt gccg
ggggaaagcc
gggcgcet gge
cgccget aca
cggt gcggge
t aagtt gggt
gcgegt aat a
gaact agt gg
t cgagggggyg
gcgt aat cat
aacat acgag
acattaattg
catt aat gaa
tcctcgetca

aat ccct t at
caagagt cca
gggcgat gge
t aaagcact a
ggcgaacgt g
aagt gt agcg
gggcgegt cc
ctcttcgcta
aacgccaggg
cgact cact a
at cccccggg
gcceggt acc
ggt cat agct
ccggaagcat
cgttgegetc
t cggccaacg
ct gact cgct

aaat caaaag
ct att aaaga
ccactacgtg
aat cggaacc
gcgagaaagg
gt cacgct gc
catt cgccat
ttacgccage
ttttcccagt
t agggcgaat
ct gcaggaat
cagcttttgt
gtttcctgtg
aaagt gt aaa
act gcccgct
cgcggggaga
gcgctcggtc

aat agaccga
acgt ggact ¢
aaccat cacc
ct aaagggag
aagggaagaa
gcgt aaccac
t caggct gcg
t ggcgaaagg
cacgacgttg
t ggagct cca
t cgat at caa
tccctttagt
t gaaattgtt
gcet ggggt g
ttccagt cgg
ggcggt ttge
gttcggcetge
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1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
1921
1981
2041
2101
2161
2221
2281
2341
2401
2461
2521
2581
2641
2701
2761
2821
2881
2941

ggcgageggt
acgcaggaaa
cgttgctgge
caagt cagag
gctccct cgt
tcccttcggg
aggtcgttcg
ccttatccgg
cagcagccac
t gaagt ggt g
t gaagccagt
ct ggt agcgg
aagaagat cc
aagggatttt
aatgaagttt
gctt aat cag
gact cccegt
caat gat acc
ccggaagggce
attgttgccg
ccattgctac
gttcccaacg
ccttcggtcc
t ggcagcact
gt gagtactc
cggcgt caat
gaaaacgttc
t gt aacccac
ggt gagcaaa
gt t gaat act
t cat gagcgg
catttccccg

at cagct cac
gaacat gt ga
gtttttccat
gt ggcgaaac
gcgct ct cct
aagcgt ggcg
ctccaagctg
t aact at cgt
t ggt aacagg
gcct aact ac
taccttcgga
tggttttttt
tttgatcttt
ggt cat gaga
t aaat caatc
t gaggcacct
cgtgtagata
gcgagaccca
cgagcgcaga
ggaagct aga
aggcatcgtg
at caaggcga
tccgatcgtt
gcat aat tct
aaccaagt ca
acgggat aat
ttcggggcga
tcgt gcaccc
aacaggaagg
catactcttc
atacatattt
aaaagt gcca

t caaaggcgg
gcaaaaggcc
aggct ccgee
ccgacaggac
gttccgaccc
ctttctcata
ggct gt gt ge
cttgagtcca
at t agcagag
ggct acact a
aaaagagttg
gttt gcaagc
t ct acggggt
ttat caaaaa
t aaagt at at
at ct cagcga
act acgat ac
cgct caccgg
agtggtcctg
gt aagt agt t
gt gt cacgct
gt t acat gat
gt cagaagt a
cttactgtca
tt ct gagaat
accgcgccac
aaact ct caa
aactgatctt
caaaat gccg
ctttttcaat
gaatgtattt
c

taatacggtt
agcaaaaggc
cccct gacga
t at aaagat a
tgccgettac
gctcacgcetg
acgaaccccc
acccggt aag
cgaggt at gt
gaaggacagt
gtagctcttg
agcagatt ac
ct gacgct ca
ggatcttcac
at gagt aaac
tctgtctatt
gggagggctt
ctccagattt
caactttatc
cgccagttaa
cgtcgtttgg
cccccatgtt
agttggccgce
tgccat ccgt
agt gt at gcg
at agcagaac
ggatcttacc
cagcatcttt
caaaaaaggg
attattgaag
agaaaaat aa

at ccacagaa
caggaaccgt
gcat cacaaa
ccaggcegttt
cggatacctg
taggtatctc
cgttcagccc
acacgactta
aggcggt gct
atttggtatc
at ccggcaaa
gcgcagaaaa
gt ggaacgaa
ctagatcctt
ttggtctgac
tcgttcatce
accat ct ggc
at cagcaat a
cgcctccatce
tagtttgcge
tatggcttca
gt gcaaaaaa
agtgttatca
aagatgcttt
gcgaccgagt
tttaaaagtg
gct gt t gaga
tactttcacc
aat aagggcg
catttatcag
acaaat aggg

Anexos

t caggggat a
aaaaaggccg
aat cgacgct
cccect ggaa
tccgectttce
agtt cggt gt
gaccgct gcg
t cgccact gg
acagagttct
tgcgctctge
caaaccaccg
aaaggat ctc
aact cacgtt
ttaaattaaa
agttaccaat
atagttgcct
cccagtgctg
aaccagccag
cagtctatta
aacgttgttg
ttcagctccg
gcggt t aget
ctcatggtta
tctgtgactg
tgctcttgcec
ctcatcattg
tccagttcga
agcgtttctg
acacggaaat
ggttattgtc
gttccgcgea
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PGEM-T Easy

Xmnl 2009

Scal 1830

Amp’

\Nael 2707
f1 orl

pGEM™®-T Easy
Vector
(3015bp)

lacs

17l

Apal
Aatl|
Sphl
BstZl
MNecol
BstZl
Mot
7 Sacll
EcoRl

Spel
EcoRI
MNotl
Bzt
Pzt
Sall
Mdal
Sacl
BstXl
Msil

T sps

14
20
26
31
37
43
A3
49
o2

70

Anexos

Numero de acceso en base de datos: No se encuentra en bases de datos. Las secuencias estan

disponibles en el sitio web del fabricante: http://worldwide.promega.com/products/pcr/pcr-
cloning/pgem_t-easy-vector-systems/
Publicado en: Plasmido comercial sujeto a patente, propiedad de Promega Corporation.
Resistencia a antibiéticos: Ampicilina.

Origen de replicacidn: ori
Secuencia:

El plasmido pGEM-T Easy se encuentra linearizado con la enzima EcoRV (secuencia subrayada)

en el nucleétido niumero 60 de la secuencia presentada, con la adicidon de una timidina en los

extremos 3’ generados. Dicha timidina no se incluye en la secuencia.

51
101
151
201
251
301
351
401
451
501
551
601
651
701
751
801
851

GCGCGAATTG
GGAATTCAA

GGGAGAGCTC
ACCTAAATAG
TGTTATCCGC
TAAAGCCTGG
GCTCACTGCC
TGAATCGGECC
CCCTTCCTCG
CGGTATCAGC
GATAACGCAG
CCGTAAAAAG
ACGAGCATCA
GGACTATAAA
TCCTGTTCCG
CGGGAAGCGT
GIGTAGGTCG
GCCCGACCCC

GGCCCGACGT

CGCATGCTCC

ATCACTAGTIG AATTCGCGGEC

CCAACCCGTT
CTTGGCGTAA

GGATGCATAG
TCATGGTCAT

TCACAATTCC ACACAACATA
GGIGCCTAAT GAGTGACCTA
CCCTTTCCAG TCGGGAAACC
AACGCGCCEG GAGAGGCGGT
CTCACTGACT CGCTGCGECTC
TCACTCAAAG GCGGTAATAC
GAAAGAACAT GTGAGCAAAA
GCCCCGTTGC TGCCGITTTT
CAAAAATCGA CGCTCAAGTC
GATACCAGGEC GITTCCCCCT
ACCCTGCCGC TTACCGGATA

GCCECTTTCT
TTCGCTCCAA
TGCGCCTTAT

CATACCTCAC
GCTGCEECTGT
CCGGTAACTA

CGGCCGCCAT GECGEECCECG
CGCCTGCAGG TCGACCATAT
CTTGAGTATT CTATAGIGIC
ACCTGITTCC TGIGTGAAAT
CGAGCCGGAA GCATAAAGTG
ACTCACATTA ATTGCGITGC
TGTCGTGCCA GCTGCATTAA
TTGCGTATTG GGCGCTCTTC
GGTCGITCGG CTGCGECGAG
GGITATCCAC AGAATCAGGG
GGCCAGCAAA AGGCCAGGAA
CCATAGGCTC CGCCCCCCTG
AGAGGTGCECG AAACCCGACA
GGAAGCTCCC TCGTGCCGCTC
CCTGICCECC TTTCTCCCTT
GCTGTAGGTA TCTCAGITCG
GTGCACGAAC CCCCCGITCA
TCGTCTTGAG TCCAACCCGG
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901

951
1001
1051
1101
1151
1201
1251
1301
1351
1401
1451
1501
1551
1601
1651
1701
1751
1801
1851
1901
1951
2001
2051
2101
2151
2201
2251
2301
2351
2401
2451
2501
2551
2601
2651
2701
2751
2801
2851
2901
2951
3001

TAAGACACGA CTTATCGCCA CTGGCAGCAG CCACTGGTAA CAGGATTAGC

AGAGCGAGGT
CTACGGCTAC
CAGTTACCTT
ACCGCTGGTA
AAAAAAAGGA
CTCAGTGGAA
AAAAGGATCT
AATCTAAAGT
TCAGTGAGEC
GCCTGACTCC
TGGCCCCAGT
ATTTATCAGC
CCTGCAACTT
TAGAGTAAGT
CTACAGGCAT
TCCGGTTCCC
AAAACCGGTT
CCCGCAGTGIT
GICATGCCAT
GICATTCTGA
CAATACGGGA
ATTGGAAAAC
GAGATCCAGT
CTTTTACTTT
GCCGCAAAAA
CTTCCTTTTT
GCGGATACAT
CGCACATTTC
GATGCGTAAG
TGTTAAAATT
TAGGCCGAAA
AGGGTTGAGT
TGGACTCCAA
CTACGTGAAC
AGCACTAAAT
GAAAGCCGCEC
GGCCCTAGEG
ACCCGCCCCG
GCTGCGCAAC
GCCACCTGCEC
CCAGCGTTTT
ATACGACTCA

ATGTAGECGG TGCTACAGAG

ACTAGAAGAA
CGGAAAAAGA
GCGGTGGTTT
TCTCAAGAAG
CGAAAACTCA
TCACCTAGAT
ATATATGAGT
ACCTATCTCA
CCGTCGTGTA
GCTGCAATCGA
AATAAACCAG
TATCCGCCTC
AGTTCGCCAG
CGTGGTGTCA

CAGTATTTGG
GITGGTAGCT
TTTTGTTTGC
ATCCTTTGAT
CGITTAAGGGA
CCTTTTAAAT
AAACTTGGTC
GCGATCTGIC
GATAACTACG
TACCGCGAGA
CCAGCCGGAA
CATCCAGTCT
TTAATAGITT
CCCTCGTCGT

TTCTTGAAGT GGTGGCCTAA
TATCTGCGCT CTGCTGAAGC
CTTGATCCGG CAAACAAACC
AAGCAGCAGA TTACGCGCAG
CTTTTCTACG GGGTCTGACG

AACGATCAAG GCGAGITACA
AGCTCCTTCG GTCCTCCGAT
ATCACTCATG GITATGGCAG
CCGTAAGATG CTTTTCTGIG
GAATAGTGTA TGCGGECGACC
TAATACCGCG CCACATAGCA
GITCTTCGGG GCGAAAACTC

TCGATGTAAC
CACCACCGIT

CCACTCGTCGC
TCTGGGTGAG

TTTTGGTCAT
TAAAAATGAA
TGACAGTTAC
TATTTCGITC
ATACGGGAGG
CCCACCCTCA
GGGCCGAGCG
ATTAATTGIT
GCGCAACGTT
TTGGTATGGC
TGATCCCCCA
CGITGITCAGA
CACTGCATAA
ACTGGTGAGT
GAGITCCTCT
GAACTTTAAA
TCAAGGATCT
ACCCAACTGA

GAGATTATCA
GITTTAAATC
CAATCCTTAA
ATCCATAGIT
GCTTACCATC
CCGGCTCCAG
CAGAAGTGGT
GCCGGGAAGC
GITGCCATTG
TTCATTCAGC
TGITGTGCAA
AGTAAGITGG
TTCTCTTACT
ACTCAACCAA
TGCCCGEECGT
AGTCCTCATC
TACCGCTGIT
TCTTCAGCAT

CAAAAACAGG AAGGCAAAAT

AGGGAATAAG GGCGACACGG

CAATATTATT
ATTTGAATGT
CCCGAAAAGT
GAGAAAATAC
CCCGTTAAAT
TCGGCAAAAT
GITGITCCAG
CGTCAAAGGG
CATCACCCTA
CGGAACCCTA

GAAGCATTTA
ATTTAGAAAA
GCCACCTGAT
CGCATCAGGA
TTTTGTTAAA
CCCTTATAAA
TTTGGAACAA
CGAAAAACCG
ATCAAGTTTT
AAGGGAGCCC

GAACGTGECG AGAAAGGAAG
CGCTGGCAAG TGTAGCGGTC

AAATGTTGAA
TCAGGGTTAT
ATAAACAAAT
GCGGTGTGAA
AATTGTAACC
TCAGCTCATT
TCAAAAGAAT
GAGTCCACTA
TCTATCAGSG
TTGGGGTCGA
CCGATTTAGA
GGAAGAAAGC

TACTCATACT
TGTCTCATGA
AGGGGTTCCG
ATACCGCACA
GITAATATTT
TTTTAACCAA
AGACCGAGAT
TTAAAGAACG
CGATGGCCCA
GGTGCCGTAA
GCTTGACGGEG
GAAAGGAGCG

ACGCTGCGCG TAACCACCAC

CTTAATGCGC

CCCTACAGGG

TGITGGGAAG GGCGATCGGT

CCGCGTCCATT
GCGEECCTCT

CGCCATTCAG
TCCGCTATTAC

GAAAGGGGEGA

TGTGCTGCAA

GCCGATTAAG TTGGGTAACG

CCCAGTCACG ACGTTGTAAA ACGACGGCCA

CTATA

GIGAATTGTA

Anexos

154



Adridn N. Giraldez Anexos

ANEXO I

Numero de acceso de secuencias utilizadas para alineamiento.

155



Adridn N. Giraldez

Anexos

Numeros de acceso de las secuencias proteicas utilizadas para el analisis de pK-VFA/O1/Cam

AAA53370 *
AAB81991
AAF09193
AAM91949
AAP79123
AAP79124
AAQ11227
AAQ55600
AAQ90285
AAQ93493
AAT011738
AAT011747
AAT011748
AAT011767
AAT011771
AATO011777
AAT011790
AAT011791
AATO01695
AAT01696
AAT01696
AAT01697
AAT01699
AATO01701
AAT01702
AAT01703
AAT01705
AAT01706
AATO01706
AAT01709
AAT01710
AATO01711
AATO01713
AATO01714
AATO01715
AATO01716
AATO01717
AATO01719
AAT01720
AATO01721
AATO01722
AATO01723
AAT01724
AATO01725
AAT01726
AAT01729
AAT01730
AATO01731
AAT01732
AATO01733

AAT01734
AAT01735
AAT01736
AAT01737
AAT01739
AAT01740
AAT01741
AAT01744
AAT01746
AAT01749
AAT01750
AAT01751
AAT01752
AAT01753
AAT01754
AAT01756
AAT01757
AAT01758
AAT01759
AAT01760
AATO1761
AAT01762
AAT01763
AAT01764
AAT01765
AAT01766
AAT01768
AAT01769
AAT01770
AAT01772
AAT01773
AAT01774
AAT01776
AAT01778
AAT01780
AAT01782
AAT01783
AAT01784
AAT01785
AAT01786
AAT01787
AAT01788
AAT01789
AAT01794
AAT01795
AAT01796
AAT97073
AAU00941
AAU00942
AAZ23807

AAZ83660
AAZ83661
AAZ83662
AAZ83663
AAZ83664
AAZ83669
AAZ83678
AAZ83683
ABB69024
ABD64065
ABD64066
ABD64068
ABD64069
ABD64070
ABD64071
ABD64072
ABD64074
ABD64075
ABD64076
ABD64077
ABD64084
ABD67455
ABD67461
ABF00113
ABF00114
ABF74751
ABI93976
ABI93977
ABI93978
ABI93979
ABI93980
ABI93981
ABI93982
ABI93983
ABI93984
ABI93985
ABI93986
ABI93987
ABI93988
ABI93990
ABI93991
ABI93992
ABI93993
ABI93994
ABI93995
ABI93996
ABM63320
ABM66095
ABM66096
ABR19839

*

* ¥ ¥ ¥ ¥ ¥ %

ABU63087
ABU63089
ABU63090
ABU63091
ABU63093
ABU63095
ABU63096
ABU67557
ABU87555
ABU87556
ABV03521
ABV03522
ABV56058
ABX61080
ABY91241

ACC63448
ACC63449

ACC63450
ACC63451

ACC63453
ACC63458
ACC63459
ACC63460
ACC63461
ACL52157

ACL52158

ACL52159

ACP44144
ACT68346

ACT68347

ACT68348

ACT68349
ACT68351
ACX54401
ACX54402
ACX54403
ACX54404
ACX54405
ADB28902
ADB92543
ADC92544
ADC92545
ADC92547
ADC92548
ADH32283
ADH32284
ADH32285
ADI24382

ADI24380

ADI24381

ADM16566
ADM16567
ADM16568
ADM16569
ADM16570
ADM36034
ADM36035
ADM36036
ADM36037
ADM36038
ADM36039
ADN28046
ADQO0606
ADQO0607
ADQO0609
ADQO0610
ADQO0611
ADQO0613
ADQO0616
ADQO0619
ADR51741
ADR51742
ADR51743
ADR51744
ADR51745
ADR51746
ADR66169
ADR66170
ADR83528
ADUO05399
ADU15820
ADU56664
ADV52243
ADV52244
ADV52245
ADV52246
ADV52247
ADV52248
ADV52249
ADX97244
ADX97245
AEE65036
AEE65037
AEE65038
AEE65039
AEE65040
AEE65041
AEE65042
AEE65043
AEE65045

* K X X X X * *

AEE65046
AEE65047
AEE65048
AEE65049
AEE65050
AEE65051
AEE65052
AE022161
AEQ49430
AEQ49431
AEQ49433
AF154271 1
AF377945_1
AF506822_1
AF511039_1
BAC06475
CAA07472
CAA07561
CAB60265
CAB60267
CAB62902
CAC86575
CAD62208
CAD62369
CAD62370
CAD62371
CAD62372
CAD62373
CAG23917
CAL64773
NP_658990
NP_859426
YP_003328989
YP_022777
YP_024314
YP_024315

¢ Los numeros de acceso corresponden a los utilizados en: Protein Database del NCBI

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein).

¢ Los nimeros de acceso que poseen un asterisco a su izquierda corresponden a

secuencias proteicas que abarcan solo las proteinas estructurales, el resto corresponde

a secuencias de la poliproteina completa.
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ANEXO IV

Alineamiento de secuencias proteicas utilizadas para los modelados y resultados obtenidos
del andlisis con el programa QMEAN.
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Alineamiento de las secuencias proteicas de L°™ de VFA O1/Kaufbeuren (1QOL) y pK-VFA/O1/Cam.
1 1 21 Ell 41
Consensus MELTLYNGEHK KTFYSRPdANH DNaWLNATILDAOQ LFRYVEEPTFTF DWVY Y S SPENL
Consevation [ [ 0 0 s e e
uel MELTLYNGEHK K TFYSRPDNIMNH DNCWLMNAILDOQ LFRYVEEPTFTF DWVY Y S SPENL
h M E Y NG KTFYSRPNNH DNAWLNAILQ LFRYVEEPFF DWVYSSPENL
51 61 71 81 9
Consensus TLEAI KQLETD LTGLELMHETGSG PPALVIWNIK HLLHTGI GTA SRPSEVC.CmVD
Conservation [ I
uel TLEAI KQLETPD LT G P ALV IWNIK HLLHTGI GTA SRPSEVCMYVD
k TLEAIKQLED LT G PPALVIWNIK H HTGIGTA SRPSEVCVVD
101 1M1 121 131 141
Consensus GTDMCLADTFH A G FLKGOQEH AV FACVTSNDRG WY A I DDEDFY PWTPDPSDVL
Conservation [ ]
uel GTDMCLADTFH A G FLKGOQEH A cv G WY A I DDEDFY PWTPDPSDVL
h GTDMCLADFH AGIFLKGQEH A cv G WYAIDDEDFY PWTPDPSDVL
151 161 171
Consensus VFVPYDQETPL NGEWKAKVQOQR K L K
Conservation [
uel VFVPYDOQEFPL N G EWEKAZKVYOR KL K
h VFvrPpyDQlEPL NGEWKAKVQR KLEK
Pardmetros obtenidos con el programa QMEAN ‘Scoring function term Raw score Z-score
(Benkert y cols. 2011) para la molécula de L modelada C_beta interaction energy 54750 281
de pK-VFA/O1/Cam. All-atom pairwise enengy -2B5RT. 6B 1.45
Solvation energy -85.98 111
‘Torsion angle energy -192.20 0.10
CQMEAN4S score Dazrv 0.83
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Alineamiento de las secuencias proteicas de VP2 de VFA O1 BFS (1QQP) y pK-VFA/O1/Cam.

1

Consensus DKKTEETTLIL

Conservation [

uel DKKTEETTLL

T I s M
51

Consensus LETRVYVQATEHR

Conservation
uel LETRVVQA

E R
LETRVVQAETR

101

Consensus MRNGWDVEVT
Conservation [
uel MRNGWDVEWVT

MRNGWDVEVT

151
Consensus RTNMTAHI TV
Conservation
uel RTNMTAHI TV
RTNMTAHI TV

201
Consensus ANIAPTNVHYV
Conservation
uel ANIAPTNVHYV
N 1T APTNVHY

> >
oo
m m
M M
o
v
= =
m m

=

1
EDRI LTTRNG

>|

EDRI LTTRNG®G
EDRI LTTRNG®G

61
FFKTHLFDWYV

I|

—

FFKTHLFDWYV
FFKTHLFDWYV

m
aVGNQFNGGC

TVGNQFNGGC
AV GNQFNGGC

161
PFVGVYVNRYDAOQ

PFVGVNRYDAQ

PFVYGVNRYDAOQ
21

AGEFPSKE

21
HTTSTTQSSYV
HTTSTTQSSYV
HTTSTTQSSV
Al
TSDSFGRCHIL

TSDSFGRC
TSDSFGRCHL

21
LLVAMVPETLGC

LLVAMVPETLR
LLVAMVPELEC

17
YKVHKPWTLYV

Y KVHKPWTLV
YKVHKPWTLYV

GVTYGYATATE

GVTYGYAT
GVTYGYATATE

LELPTDHIKGYV

QKRELYQL

VMVVAPLTVN

VMV VAPLTVN
VMY VY APLTVN

M
DFVSGPNTSG

91
YGSLTDSYAY

Anexos

Parametros obtenidos con el programa QMEAN
(Benkert y cols. 2011) para la molécula de VP2

modelada de pK-VFA/O1/Cam.

Scoring function term
C_beta interaction energy
All-atom pairwize energy
Solvation energy

Tarsion angle energy
QMEAN4 score

Raw score
B6.46
503565
9.67
5240
0.717

Z-score
053
-0.88
-1.56
013
4.03

159




Adridn N. Giraldez

Alineamiento de las secuencias proteicas de 3D de VFA C-S8c1 (2EC0) y pK-VFA/O1/Cam.

1

11

21

31

41

Anexos

Consensus GLIVDTRDVE ERVHVMRKTK LAPTVAHGVF NPEFGPAALS NKDPRLNEGYV
Conservation I I I
query GLI1VD ERVHVMRKTEK LAPTVAHGVF NPEFGPAALS NKDPRLNESG GV
2ECO_D GLIVDTRDVE ERVHVMRKTEK LAPTVAHG GP A NKDFP v
51 61 71 81 91
Consensus VLDEVIFSKH KGDTKMSaED KALFRRCAAD YASRpPpHSVLG TANAPLSIYE
Consenvation [N S B e e s e
query VLDEVIFSKH KGDTKMSEED KALFRRCAAD Y PHSVLG TANAPLSIVYE
2ECO_D VLDEVIFSKH KGDTKMSaED K CAAD Y IHSVLG TANA I Y E
101 m 121 131 141
Consensus AlKGYVDGLDA MEPDTAPGLP WALQGKRRGA LIDFENGTVG PEVEAALKLM
Consenation [ T e e e
query AlKGVDGLDA MEPDTAPGLP WALQGKRRGA LIDFENGTVG PEVEAALKLM
2ECO_D AlKGVDGLDA MEPDTAPGLP WALQGKRRGA L ID GTVG E LKL
151 161 171 181 191
Consensus EKREYKFACQ TFLKDEIRPM EKVRAGKTRI VDVLPVEHIL YTRMMIGREFC
Consevation [N I e s e
query EKREYKFACQ TFLKDEIRPM EKVRAGKTRI VDVLPVEHIL YTRMMIGREFC
2ECO_D EKREYKFACQ TFLKDEIRPM KVRAGKTRI VDVLPVEHIL YTRMMIGREFGC
201 211 221 231 241
Consensus AQMHSNNGPQ I GSAVGCNPD VDWQRFGTHF AQYRNVWDVD YSAFDANHCS
Consenvation [N I e s e
query AQMHSNNGPQ I GSAVGCNPD VDWQRFGTHF AQYRNVWDVD YSAFDANHCS
2ECO_D AQMHSNNGPQ I GSAVGCNPD VDWQRFGTHF AQYRNVWDVD YSAFDANHCS
Parametros obtenidos con el programa QMEAN Scoring function term Faw scors Z-scome
(Benkert y cols. 2011) para la molécula de 3D modelada C_beta interaction energy ATE A8 013
de pk-VFA/O1/Cam. All-atom pairwise energy 13435.33 0:38
Solvation energy 4420 -0.00
Torsion angle energy -101.83 -1.12
QMEAN4 score D715 £0.78
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ANEXO V

Estructura secundaria de la region del IRES.
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i
\ﬂ

dG=-174.96

Estructura secundaria del IRES del VFA O1/Campos.
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dG=-183.86

Estructura secundaria del IRES de pK-VFA/O1/Cam.
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-182.76

dG=

Estructura secundaria del IRES del VFA O1/Campos.

(con las sustituciones C696T y A706T)
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dG=-182.26

Estructura secundaria del IRES del VFA O1/Kaufbeuren.
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