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RESUMEN

RESUMEN

El virus de inmunodeficiencia de felinos (FIV), miembro de la Familia Retroviridae, causa

en sus huéspedes (gatos, pumas, leones) una enfermedad similar al SIDA de humanos. El

genoma de FIV está formado por los genes gag, pol y env. El gen gag se localiza en el extremo

5' del genoma y codifica para un precursor poliproteico Gag. Este precursor es clivado por la

proteasa viral (PR) para dar las proteínas matriz (MA), cápside (CA) y nucleocápside (NC).

Un aspecto fundamental del ciclo de replicación de FIV como es el ensamblado de Gag en

partículas virales no ha sido estudiado aún. El desarrollo de este tema contribuirá al

conocimiento de cómo han evolucionado los mecanismos de morfogénesis en los virus de

inmunodeficiencia. Por lo tanto nos propusimos, por un lado, construir un virus vaccinia

recombinante que dirija la síntesis, procesamiento, transporte y ensamblado del precursor Gag

en partículas virales y, por el otro, comenzar con el estudio del rol de la proteína matriz en el

ensamblado de FIV a través de la mutage'nesis dirigida del gen que codifica para esta proteína.

Como primer paso se construyó un virus vaccinia recombinante portador del gen gag y de la

región PR del gen pol de FIV. Esta construcción permitió expresar eficientemente en células de

mamífero el precursor Gag de FIV. Tanto el precursor Gag como sus productos de clivaje MA y

CA pudieron ser detectados en la fracción particulada purificada a partir del medio de cultivo de

células de mamífero infectadas con el virus vaccinia recombinante, lo cual sugiere que el

precursor Gag de FIV producido utilizando este sistema resultó capaz de ensamblarse en

partículas que son liberadas al medio extracelular.

Posteriormente se introdujeron mutaciones en regiones específicas de la proteína MA de

FIV. Estas regiones incluían dos zonas de carácter hidrofóbico y una de carácter básico en la

región amino-terminal de la proteína. La mutación que afectó la zona de carácter básico provocó

una inhibición total en la producción de partículas, mientras que las mutaciones en las dos

regiones hidrofóbicas provocaron una inhibición significativa de este proceso. Por lo tanto los

resultados obtenidos sugieren que estas regiones están involucradas en el proceso de

ensamblado ya que los cambios introducidos afectaron la formación de partículas.



Abreviaturas utilizadas en este trabaio:

o ADN

o ARN

o ARN.

o BSA

o D-MEM

o dNTP

0 ddNTP

o D'I'T

o EDTA

o Kb

o KDa

o LB

o NP40

o PBS

o PCR

o PMSF

o SDS

o Tris

o UFP

o X-Gal

ácido desoxirribonucleico

ácido ribonucleíco

ácido ribonucleico de transferencia

seroalbúmina bovina

modificación de Dulbecco del medio mínimo

esencial de Eagle

deoxinucleótido trífosfato

dideoxinucleótido trifosfato

ditiotreitol

ácido etílendiamino tetraacético

mil pares de bases

mil daltons

medio Luria-Benaní

nonidet P-40

buffer fosfato salino

reacción en cadena de la polímerasa

fluoruro de fenil metíl sulfonilo

dodecíl sulfato de sodio

2 amino-Z hidroximetil-1,3 propanodíol

unidades formadoras de placas

5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-galactopiranósido
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I.- RETROVIRUS

Los retrovirus son virus con envoltura lipídica y con un genoma formado por dos moléculas

de ARN simple cadena. En las células infectadas la transcriptasa reversa viral copia el ARN en

ADN doble cadena el cual se integra como provirus en el genoma de la célula huésped.

1.1- ORGANIZACIÓN GENÓMlCA

El genoma de todos los retrovirus está formado por los genes gag, pol y env (Figl). El gen

gag se localiza en el extremo 5’del genoma y codifica para un precursor poliproteico Gag. Este

precursor es clivado por la proteasa viral para dar las proteínas matriz (MA), cápside (CA) y

nucleocápside (NC). En algunos retrovirus, el procesamiento proteolítico de Gag da origen a

polipéptidos de bajo peso molecular adicionales.

El gen pol codifica para la proteasa viral (PR), responsable del clivaje de las poliproteínas

Gag y Gag-Pol, y para dos proteínas necesarias para las primeras etapas de la infección, la

transcriptasa reversa (TR) y la integrasa (IN). La primera permite el pasaje del ARN genómico a

ADN doble cadena, mientras que la segunda permite su integración al genoma de la célula

huésped. La región pol se transcribe generalmente como un mensajero único junto con gag.

La región env codifica para la glicoproteína de envoltura del virus (Env). La glicoproteína

Env está formada por dos subunidades: la subunidad de superficie (SU) responsable de la unión

del virus al receptor celular y la subunidad transmembrana (TM) que media la fusión de la

membrana viral con la celular durante la infección.

5‘ 3‘

gag pol em) LTR
PR l TR IN

Figura 1. Organización gcnómica de los retrovirus. Las regiones LTR son elementos de regulación de

la transcripción y parecen tener un rol importante en la integración del genoma viral. El gen gag codifica

para las proteínas estructurales, la región pol contiene la información para las enzimas virales y el gen env

codifica para la glicoproteína de la envoltura viral.



1.2- CICLO DE VIDA

El ciclo replicativo de los retrovirus es un proceso muy complejo. Luego de la entrada del

“core” del virión al citoplasma de la célula infectada se sintetiza el ADN doble cadena a partir

del ARN genómico viral; posteriormente se transfiere el llamado complejo de preintegración al

núcleo donde el ADN se integra al genoma celular. Estos eventos están mediados por las

enzimas virales transcriptasa reversa e integrasa.

En una etapa posterior se produce la síntesis y procesamiento de mensajeros virales,

producción de proteínas virales y síntesis del ARN genómico. Finalmente, ocurre el ensamblado

del virión. En la membrana plasmática de la célula infectada se produce la interacción de las

proteinas Gag, Gag-Pol y Env, que resulta en el ensamblado de partículas que encapsidan al

ARN genómico.

Por último, ocurre la liberación del virión por brotación y la maduración de la partícula por

el procesamiento proteolítico de los precursores Gag y Gag-Pol“) (Fig. 2)

- v _ Virión

Penetración

Liberación
del core

ADNW i ¿{o

Traducción,
modificación postraduccional
clivaie, empaquetamiento
ARN, ensamblado . ‘/

Envoltura

Vírlón maduro

Figura 2 Representación esquemática del ciclo de vida de los retrovirus.
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IL- LENTIVIRUS

Los lentivirus son un género importante dentro de la familia Retroviridae que producen una

infección persistente y enfermedades crónicas debilitantes que comprometen al sistema inmune.

Este grupo cobró especial importancia cuando en 1983 se aisló el virus de inmunodeficiencia de

humanos (HIV) y se comprobó que era el agente causal del síndrome de inmunodeficiencia

adquirida (SIDA).

II.l-CLASIFICACIÓN

Basándose en su tropismo celular y en las manifestaciones clínicas de las enfermedades que

producen, los lentivirus se dividen en dos grupos:

o Virus que causan inmunodeficiencia e infectan linfocitos T y células de la línea

monocitos/macrófagos entre los cuales se encuentran los virus de humanos HIV-l y HIV-2,

de simios (SIV), de felinos (FIW y de bovinos (BIW.

o Virus que causan enfermedades específicas en distintos órganos mediadas por el sistema
)inmune‘2, como el virus Maedi-visna y el de artritis-encefalitis caprina (CAEV).

".2- ORGANIZACIÓN GENÓMICA

El genoma de los lentivirus, como el del resto de los retrovirus, codifica para los productos

de los genes gag, pol y env (Fíg. 3).“) Además, poseen marcos de lectura abiertos adicionales

entre los genes pol y env y en el extremo 3' del gen env que codifican para proteínas

regulatorias del ciclo viral tales como Tat y Rev y que contribuyen a la patogénesis del virus

(Fíg. 3).”)

La expresión de los genes pol ocurre a través de un corrimiento en el marco de lectura

ribosomal. Este cambio en —l permite la expresión de las proteínas PR, TR e IN en una

proporción 1:20 respecto de los genes gag.
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Figura 3 Comparación de la organización genómica de los lentivirus: HIV, virus de

inmunodeficiencia humano; SIV, virus de inmunodeficiencia de simios; FIV. virus de inmunodeficiencia

de felinos; BlV. virus de inmunodeficiencia de bovinos. Los lentivirus de primates tienen nueve genes.

mientras que los de felinos y ungulados poseen sólo 6. La región A de FIV está relacionada con la

eficiente replicación viral en linfocitos T.‘3’

II.3-ESTRUCTURA DEL VIRIÓN

La partícula viral de los lentivirus está compuesta por las proteínas derivadas del precursor

Gag: MA, CA y NC. El orden que presentan estas proteínas en el precursor Gag es en el sentido

del extremo amino al carboxilo-terminal: MA, CA y NC. Esta disposición refleja su posición en

la estructura del virión, donde aparecen en forma concéntrica luego del clivaje por la proteasa

viral (Fíg. 4).“)

El “core” viral está formado por la CA y la NC y contiene dos copias del ARN genómico

asociados a una molécula de ARN‘. La proteína NC interacciona con el ácido nucleicom

probablemente a través de un motivo llamado “dedos de zinc”. Este motivo además estaría
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involucrado en el empaquetamíento específico del ARN genómico viral y en la asociación del
(6-10)ARN¡ a dicho genoma.

SU

‘ TM
MA

/ Proteínasdelhuésped
Qï P“

/ CA
z : y NC

g. j'A

«E u.“ G)

Z tx 'N ‘ (3 Envonura’4 m lHNA

\"
ó , . e“

(5-) RNA Genomaco

'o :MA=p17 Q)
'13 :CA:p24 . q = IN=p32

(3% =NC=p7f99 ‘ Q = SU=gp12O
:PR=p11 = TM=gp41

Q =RT=66! S1
p p 4' :IRNA

Figura 4. Modelo de la estructura del vin'ón de HIV como ejemplo de partícula lentiviral.

La transcriptasa reversa, la íntegrasa y la proteasa están también asociadas al “core” viral.

Rodeando al “core” se halla la MA asociada a la envoltura del virus. Esta envoltura deriva de la

membrana celular y contiene la glicoproteína Env con sus subunidades SU y TM.



II.4- ENSAMBLADO

Los conocimientos obtenidos hasta el momento acerca del ensamblado de los lentivirus se

basan fundamentalmente en estudios realizados sobre los virus de inmunodeficiencia de

humanos (HIV) y de simios (SlV). Las partículas de los lentivirus se ensamblan en la membrana

plasmática de las células infectadas a partir de los precursores Gag y Gag-Pol. Durante o

inmediatamente después de la brotación del virión ocurre la maduración que involucra dos

procesos: el clivaje del precursor Gag por la proteasa viral (PR) para dar las cuatro proteínas:

matriz (MA), cápside (CA), nucleocápside (NC) y p6 (4)y la incorporación a los viriones de la

glicoproteína viral Env.

La poliproteína Gag de los retrovírus posee la capacidad de autoensamblarse en partículas

virales cuando es expresada sola en ausencia del resto de las proteínas del virus. (4)Nuestro

laboratorio ha demostrado que el sistema recombinante de vaccinia puede ser utilizado para la

expresión del precursor Gag de SIV junto con el dominio proteasa del gen pol, que resulta en la

síntesis, procesamiento y ensamblado de Gag en partículas seudovirales que son

morfológicamente indistinguibles de las típicas partículas lentivirales.“ m

Para que el ensamblado de las partículas virales ocurra es necesario alcanzar una

concentración crítica de precursores en el sitio de ensamblado. Este nivel cn'tico es alcanzado en

la membrana plasmática de las células infectadas donde los precursores se ensamblan en

partículas inmaduras incorporándose a su vez otros componentes viralesml

La proteína MA se encuentra en la región amino-terminal del precursor Gag y forma la

cubierta proteica inmediatamente por debajo de la envoltura viral“) La MA es modificada

cotraduccionalmente por la adición de un ácido mirístico en la glicina en posición 2 luego de ser

removida la metionina iniciadora.“5) Esta modificación esta involucrada en la asociación del

precursor Gag con la membrana de la célula infectadam) Sin embargo, el ácido mirístíco no

provee suficiente energía para mantener esta asociación “6) indicando que deben existir otros

elementos que intervienen. Estudios de nuestro laboratorio realizados sobre la proteina MA de

SIV demostraron que existe una región de aminoácidos básicos en el extremo amino-terminal de

MA necesaria para la asociación del precursor Gag con la membranam) Esta región proveería

energía adicional para la estabilización de la asociación entre Gag y la membrana estableciendo

interacciones electrostáticas con fosfolípidos acídicos de la membrana plasmática.(m Además de
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estas dos señales, el ácido mirístico y la región polibásíca, en la misma proteina se ha

identificado una zona hidrofóbica que comprende los diez primeros aminoácidos en SIV “8) y

los primeros catorce en HIV.“7) Esta zona actúa de manera coordinada con la región básica para

favorecer la interacción de Gag con la membrana. En el caso de SIV nuestro laboratorio ha

demostrado que la proteína MA cumple además un papel fiindamental en el proceso de

ensamblado del precursor Gag, en la incorporación de Env a las particulas y participa también

en el proceso de liberación de particulas al medio extracelular.“Um”)

La proteina CA es el principal componente de la estructura cónica del “core” que rodea el

complejo de ARN genómico. Existe una secuencia de unos 20 aminoácidos muy conservada

conocida como “ principal región de homología”(MHR) que estaria involucrada en la formación

de partículas, en la replicación y en la morfogénesis del cono electrodenso del “core”.(2°)

El dominio NC se encuentra ubicado en la partícula viral en el interior del cono que forma la

CA en contacto con el ARN genómico. Esta proteína contiene dos copias de un motivo muy

conservado de cisteínas e histidinas similar al conocido como “dedos de cinc”, que estaría

involucrado en el reconocimiento específico y la incorporación del ARN genómico a las nuevas

partículas, asi como en la transcripción reversa del genoma del virus durante la infecciónm‘ 22)

Finalmente, p6 parece facilitar la brotación de las particulas virales de HIV-l desde la

membrana hacia el medio extracelularm) En el caso de SIV nuestro laboratorio ha presentado

evidencias que indican que la proteína MA de este virus participaria también en el proceso de

brotación. (ll)

Ill.- VIRUS DE INMUNODEFICIENCIA DE FELINOS QFIVI

Para obtener un mayor conocimiento del ciclo de vida y la patogénesis del virus HIV, se han

estudiado virus animales muy relacionados como los virus de inmunodeficiencia de simios

(SIV) y más recientemente los virus de inmunodeficiencia de felinos (FIV). Los virus FIV

causan en sus huéspedes naturales (gatos, leones y pumas) una enfermedad similar al sindrome

de inmunodeficiencia adquirida (SIDA) en humanos. El sistema gato doméstico-FIV ha
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despertado gran interés como modelo para el desarrollo de vacunas y de estrategias antivirales

contra el HIV-l.

El FIV se asemeja a los lentivirus de primates HIV y SIV en muchos aspectos. Éstos

incluyen la morfología del virión, la organización y variabilidad genómicas, el ciclo de

replicación, el potencial patogéníco y la susceptibilidad a drogas antivirales.(24‘25)Sin embargo,

existen diferencias entre ambos ya que FIV no utiliza aparentemente el antígeno CD4 como su

I.(24)receptor celula pero, al igual que ciertas cepas de HIV-l, emplea las moléculas CXCR4

como co-receptor celular.

Hasta el momento la mayoria de los estudios sobre FIV se han concentrado en su

variabilidad genómica y patogenicidad. Un aspecto importante de su ciclo de vida, como es el

ensamblado viral no ha sido estudiado aún. El análisis de la morfogénesis de FIV es

fundamental para establecer los mecanismos que comparte con los lentivirus de primates HIV y

SIV, así como aquellas características de FIV que lo diferencian de estos virus.
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OBJETIVOS

El gen gag de FIV tiene 1350 bases que codifican para un precursor poliproteico de 450

aminoácidos. Este precursor es clivado por la proteasa viral PR para dar las proteínas MA de 135

aminoácidos, CA de 230 aminoácidos y NC de 85.06) A diferencia de los lentivirus de primates

HIV-1 y SIV, la poliproteína Gag de FIV carece del polipéptido C-terminal p6 y de los pequeños

péptidos p2 y pl, que se hallan localizados entre CA y NC, y entre NC y p6, en el precursor Gag de

HIV-l y de SIV, respectivamente.

Un aspecto fundamental del ciclo de replicación de FIV como es el ensamblado de Gag en

partículas virales no ha sido estudiado aún. Por lo tanto, como primer paso en la caracterización de

los eventos moleculares que tienen lugar en las últimas etapas del ciclo de replicación de FIV, se

propone:

a) La construcción de un virus vaccinia recombinante que exprese el gen gag de FIV y la proteasa

viral (PR) de manera de reproducir en células de mamífero la síntesis, procesamiento, transporte

y ensamblado del precursor Gag en partículas virales.

b
V Comenzar con el estudio del rol del producto matriz (MA) del gen gag en el ensamblado de

FIV; Se realizará un estudio del tipo estructura-función de la proteína MA a través de la

mutagénesis dirigida del gen gag, seguida de la expresión de los mutantes de MA en células de

mamífero utilizando el sistema recombinante de vaccinia. Se analizará el efecto de las

substituciones aminoacídicas introducidas en esta proteina sobre la formación de partículas

virales de FIV.
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I.- OBTENCIÓN DEL FRAGMENTOgag-PR DE FIV

La amplificación del gen gag y de la región del gen pol que codifica para PR se realizó a

través de la técnica de PCRm) Como templado se utilizó el ADN del provirus de FIV

(aislamiento 2489) que fue cedido gentilmente por el Dr. James I. Mullins (University of

Washington, Seattle, EEUU). Se diseñaron como “primers” de la reacción los siguientes

oligonucleótidos:

Sal I

o Primer 5'gag S'TACGTC GAC ATG GGG AAT GGA c3'

HindIIl

o Primer 3’PR 5'CCT AAG CTI“ TCA TAT TGG AAT’

Los sitios de reconocimiento de las enzimas de restricción Sall y HindIII se introdujeron

para facilitar el posterior clonado del fragmento a amplificar en el vector de transferencia

pMJóOl.

La reacción se realizó según el siguiente esquema: un primer ciclo de 5 minutos a 94°C para

la desnaturalización completa del templado y luego 30 ciclos de 30 segundos a 94°C, 60

segundos a 55°C y 60 segundos a 72°C. El producto de amplificación se analizó por

electroforesis en gel de agarosa 0,8% en buffer leBE (90mM Tris-Borato; ZmM EDTA, pH

8,3).

La reacción de PCR se trató con proteinasa K (lOOpg/ml) durante 2 horas a 37°C y lO

minutos a 68°C para inactivar la enzima. Posteriormente, se realizó una extracción con fenol y

una con cloroformo. El fragmento de ADN se precipitó agregando l/lO de volumen de acetato

de sodio 3M, pH 5,2 y 2 volúmenes de etanol 100%. El fragmento de ADN se recuperó por

centrifugación a 12.000xg durante 15 minutos. El pellet de ADN se lavó con etanol 70%, se

secó al vacio y se resuspendió en agua bidestilada.
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El producto de la amplificación por PCR fue digerido con las enzimas Sall y HindlIl. Como

ambas enzimas requieren concentraciones salinas diferentes para su actividad, se realizó una

primera digestión con Hindlll en un volumen total de lStLl y una concentración de NaCl de

SOmM. Luego de 2 horas de incubación a 37°C, se modificó la concentración salina a 150mM.

Se agregó la enzima Sall y se continuó la incubación durante 2 horas a 37°C.

El producto de PCR digerido por las enzimas de restricción se purificó a partir de un gel de

agarosa por el método de Tautz y Renzm) Una vez realizada la electroforesis, la banda de ADN

se cortó del gel y se incubó en una solución de acetato de sodio 0,3M, pH7 durante 30 minutos

en la oscuridad. Posteriormente, la sección de agarosa se colocó en un tubo eppendorf de SOOul

con un orificio en el fondo y cubriendo este orificio, lana de vidrio. Luego de congelar el tubo

con la agarosa se introdujo dentro de otro tubo de 1,5ml y el dispositivo se centrifugó por lO

minutos a 12.000xg. La agarosa quedó retenida por la lana de vidrio mientras que la solución

con el ADN pasó hacia el otro tubo. El fragmento de ADN así recuperado se precipitó con 2

volúmenes de etanol absoluto durante toda la noche a —20°C.Finalmente el fragmento de ADN

se recuperó por centrifugación a 12.000xg como se describió antes. El fragmento de gag-PR de

FIV fue clonado en los sitios Sall y Hindlll del vector pUC 19.

II.- MUTAGÉNESIS DIRIGIDAPOR PCR ASIMÉTRICO

Para introducir mutaciones específicas en la región de la matriz de gag de FIV se utilizó la
(29) (ll)reacción de PCR asimétrico descripta por Pem'n y Gilliland con algunas modificaciones.

Como templado se utilizó el fragmento gag-PR de FIV, amplificado como se describió

anteriormente, y luego clonado en el vector pUC 19. El método consta de dos etapas: en la

primera se utiliza un “primer” 5'que hibridiza en el extremo 5'del gen gag de FIV y un

“primer” 3'mutagénico que lleva la mutación deseada. La relación molar entre el “primer” 5' y

el 3'mutado es de 10021de manera de obtener un producto ADN simple cadena portador de la

mutación. En la segunda etapa se utiliza el producto mutado de la primera como “primer” 5' en

una relación equimolar con un primer 3’ que hibridiza en el extremo 3 'del gen PR.
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Representación esquemática de la técnica de mutagénesis dirigida por PCR asimétrico:

A. Primera Etapa _V y
de ‘ 3 Templado de ADN

Amplificación Salvaje

S'gag->
496- 3'mutado

——-—-—-X-> ADNsimple
cadena Mutado

B. Segunda Etapa
de

Amplificación
+3 PK

ADN doble cadena

Mutado y Completo
D<

x ¡

Los oligonucleótidos utilizados como “primers” fueron:

o 5'gag y 3 ’PR son los descriptos en el punto I de esta sección.

o 3 'mutados:

Nombre Secuencia Mutación

MA-l 5'CT CTT A1_"TGGC CT_Gm CCA GTC3' Ml lQ/Il3N

MA-2 "CCC TIQ CCC G_T_TAGC ACC ATT ATT ACA3' Vl9G/V21N/V23Q

MA-3 5'CC AAA Trg TT_C_ACT CT(_:GGT CCC T3, K26E/K28E/K29E

En el recuadro se muestran las mutaciones realizadas indicando el nombre que recibió cada

una, con una linea se destacan los cambios nucleotidicos introducidos y en la última columna

los cambios aminoacídicos que introducen.
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La reacción de PCR se realizó en las mismas condiciones que las utilizadas para la

amplificación del fragmento gag-PR descriptas en el punto anterior, asi como también el

tratamiento con proteinasa K, la digestión con las enzimas de restricción Sal] y HindIIl y la

purificación de los productos por el método de Tautz y Renz.

III.- LIGACIÓN DE LOS PRODUCTOS DE PCR AL PLÁSMIDO pMJ601

Los productos de PCR gag-PR, MA-l, MA-Z y MA-3 purificados se ligaron al vector pMJ

601 digerido por las enzimas Sall y Hindlll. La ligación se realizó utilizando 0,5 unidades de la

enzima ADN ligasa del bacteriófago T4 en bufi‘er de ligación (20mM Tris-ClH, pH 7,6; 5mM

MgClz; 5mM DTT; 50ug/ml seroalbúmina bovina). El volumen final de ligación fue de 10m y

las mezclas de ligación se incubaron toda la noche a 16°C.

Iv.- TRANSFORMACIÓNDEBACTERIASCOMPETENTESEscherichia coli

Para transformar bacterias de Ecoli (cepa DH5a) con las mezclas de ligación de los

fragmentos gag-PR, MA-l, MA-2 y MA-3 al vector pMJ601,se utilizaron bacterias competentes

obtenidas siguiendo el protocolo de Hanahan.(3°)Las bacterias competentes se descongelaron a

temperatura ambiente y se mantuvieron en hielo durante lO minutos. Se agregaron 50m de estas

bacterias a las mezclas de ligación (lOul) y las preparaciones resultantes se incubaron 30

minutos en hielo. Posteriormente se incubaron a 42°C por 90 segundos y 2 minutos en hielo

para luego agregar 250141de medio SOC (Gibco BRL; 2%triptona, 0,5% extracto de levadura,

lOmM NaCl, 2,5mM KC], lOmM MgClZ, lOmM MgSO4 y 20mM glucosa) a cada una. Las

bacterias en medio SOC se incubaron a 37°C durante l hora. Las bacterias fueron finalmente

plaqueadas en medio LB-agar (1% triptona, 0,5% extracto de levadura, 1% NaCl, 1,5% agar)

conteniendo lOOpg/ml de ampicilina para la selección de los recombinantes. Las placas se

incubaron toda la noche a 37°C.

v.- PURIFICACIÓN DE ADN PLASMÍDICO

Las minipreparaciones de ADN plasmídico de los clones provenientes de cada
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transformación con gag-PR, MA-l, MA-2 y MA-3 de FIV se realizaron siguiendo una

modificación del método de la lisis alcalinam’. Los cultivos bacterianos se centrifugaron a

12.000xg por 2 minutos y se resuspendieron en lOOul de buffer TELT (50mM Tris-HCl, pH

7,5; 62,5mM EDTA; 0,4% Tritón X-lOO; 2,5M LiCl; lOOug/ml lisozima). Las suspensiones se

incubaron primero 5 minutos a temperatura ambiente, luego se hirvieron por l minuto y

finalmente se enfriaron en hielo durante 2 minutos. Posteriormente, se centrifugaron por 15

minutos a 12.000xg y se descartó el sedimento de ADN cromosomal de cada clon. El ADN

plasmídico se precipitó de cada sobrenadante agregando un volumen de ísopropanol. Luego de

20 minutos a temperatura ambiente, se centrifugaron nuevamente y los precipitados se

resuspendieron en agua bidestilada. El ADN plasmídico de cada clon fue digerido con las

enzimas Sall y HindllI para liberar los insertos. Las mezclas de digestión se resolvieron por

electroforesis en geles de 1% agarosa.

Vl.- SECUENCIACIÓN POR EL MÉTODO DE SANGERm)

A) PREPARACIÓN DEL TEMPLADO

El ADN plasmídico utilizado como templado fue purificado por el método de la lisis alcalina

(Wizard plus SV Minipreps Kit, Promega). A Zug de ADN plasmídico se le agregó l/lO de

volumen de solución desnaturalizadora (2 M NaOH; 2 mM EDTA). Se incubó por 10 minutos a

temperatura ambiente y se agregó 1/10 de volumen de acetato de sodio 3M pH 5,2 y 2,5

volúmenes de etanol 100%. Se incubó a —70°Cdurante lO minutos para precipitar el ADN.

Finalmente se centrifugó 10 minutos a 12.000xg y el pellet se resuspendió en 101,11de agua

bidestilada.

B) REACCIÓN DE HIBRIDIZACIÓN

Al ADN desnaturalizado en la etapa A se le adicionaron Zul de buffer de hibridización (300

mM Tris-HCl pH 7,5; 100 mM Cleg; 160 mM DTT) y 2p] de una solución 5uM del “primer”

de secuencia. Las mezclas se incubaron por 5 minutos a 65°C, 10 a 37°C y finalmente 5 minutos

a temperatura ambiente. Luego se agregaron 1,6U de ADN-polimerasa del fago T7 modificada

(Pharmacia), lul de [a35S]dATP (1000 Ci/mmol; lOpCi/ul) y 3ul de una mezcla de 1,5uM de

dGTP, dCTP, y dTTP. La reacción se incubó 5 minutos a temperatura ambiente.



MATERIALES Y METODOS 15

C) ELONGACIÓN Y TERMINACIÓN DE LA CADENA

Se prepararon cuatro tubos eppendorf rotulados G, A, T y C conteniendo cada uno 2,5ul de

la solución específica de nucleótido tenninador ( 80uM dGTP, 80uM dATP, 80uM dTTP,

80uM dCTP y 8uM ddGTP o ddATP o ddTl'P o ddCTP según corresponda). A cada tubo G, A,

T y C se le agregó 4,5 ul de la mezcla de elongación. Se incubaron los tubos a 37°C por 5

minutos y la reacción se detuvo con Sul de una solución terminadora (95% fonnamida, ZOmM

EDTA, 0,05% azul de bromofenol y 0,05% xilen-cianol FF). Las reacciones de secuenciación se

analizan por electroforesis en gel de poliacrilamida 5%, urea 8M en buffer TBE.

VII.- CÉLULAS Y VIRUS

Para la obtención de los virus vaccinia recombinantes se utilizaron células de riñón de mono

verde africano (CV-l). Para la selección y purificación de los virus vaccinia recombinantes se

usaron células RAT-2 deficientes en el gen de la timidina kinasa (TK'). Ambas líneas celulares

fueron crecidas en medio D-MEM (Gibco BRL) suplementado con 10% de suero fetal bovino

(SFB), penicilina (lOOU/ml) y estreptomicina (100ug/ml). La cepa WR del virus vaccinia

salvaje fue utilizada para generar los virus recombinantes.

VIII.- TRANSFECCIÓN DE CÉLULAS CV-l

Para la generación de los virus vaccinia recombinantes, las células CV-l fueron tripsinizadas

y sembradas en cuatro botellas de 25 cm2 de superficie 24 horas antes de la transfección y se las

incubó a 37°C en atmósfera de 5% C02. Las células (l-l,5 x 106)fueron infectadas con el virus

vaccinia parental a una multiplicidad de infección (moi) de 0,05. Dos horas después de la

infección el inóculo viral fue removido y luego de lavar la monocapa con medio D-MEM (sin

suero ni antibióticos) cada botella de células fue transfectada con el ADN de los clones gag-PR,

MA-l, MA-Z y MA-3 en el vector pMJóOl.

La mezcla de transfección consistió de 3ug de ADN, l8ul de lipofectamina (Gibco BRL) y

600g] de medio D-MEM sin suero ni antibióticos. Las células se incubaron con las mezclas de

transfección durante 4-5 horas. Posteriormente, se removió el medio de transfección de cada
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botella y se agregó D-MEM 6% SFB. A las 48 horas post-infección las células se lisaron con

tres ciclos de congelamiento y descongelamiento para recuperar el virus intracelular. El lisado

obtenido se mantuvo a —70°Chasta la selección de los recombinantes de vaccinia en las células

RAT-2.

IX.- SELECCIÓN DE LOS VIRUS VACCINIA RECOMBINANTES

La progenie viral resultante de cada infección-transfección fue seleccionada en células

deficientes en timidina kinasa, en presencia de 5-bromo-deoxiuridina (BrdU) como agente de

selección y X-Gal como sustrato cromogénico de la enzima B-galactosidasa. Las células RAT-2

crecidas en placas de 60mm de diámetro fueron infectadas con diluciones de cada lisado viral.

Una hora post-infección se retiraron los inóculos y se agregó una capa de 1% agarosa de bajo

punto de fusión en D-MEM conteniendo 2% SFB y 25ug/ml de BrdU a cada placa. Las células

se incubaron por 48 horas y se les agregó una segunda capa de agarosa con 300ug/ml de X-Gal.

A las 16 horas los virus recombinantes gag-PR, MA-l, MA-2 y MA-3 fiieron identificados por

su capacidad de formar placas de lisis azules. Las placas de los virus vaccinia recombinantes se

recogieron en lml de medio sin suero y fueron sometidas a tres ciclos de congelamiento y

descongelamiento. La amplificación del virus de cada placa de lisis azul se realizó infectando

células Rat-2 en presencia de BrdU. Los recombinantes obtenidos en cada caso fueron

sometidos a dos ciclos adicionales de selección en células Rat-2.

X.- MARCACIÓN METABÓLICA

Placas de 35mm de diámetro conteniendo monocapas confiuentes de células CV-l fueron

infectadas a una moi de 3-5 UFP/célula con cada uno de los recombinantes de vaccinia aislados:

gag-PR, MA-l, MA-Z y MA-3. Luego de una hora de adsorción viral se retiraron los inóculos y

se incubaron las células en medio D-MEM 7% SFB por 14 horas. Posteriormente se ayunaron

las células incubándolas en medio deficiente en metionina y cisteína suplementado con 3% SFB.

Luego de 1 hora de ayuno se agregó una mezcla de [sSS]metionina/cisteína (lOOuCi/ml,

>1000Ci/mmol, Express, NEN) y se incubaron las células en presencia del precursor radioactivo

durante 5 horas. Luego del pulso, las células se lavaron dos veces con PBS fi'ío, se recogieron
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por centrifugación a baja velocidad y se lisaron con lOOul de buffer de lisis TNN (50mM Tris

HCl, pH 8; 150 mM NaCl; 1% NP40; lmM PMSF y long/ml aprotinina) durante 15 minutos.

Los lisados se centrifugaron a 12.000xg durante 5 minutos para remover la fracción nuclear y

los restos celulares. Los sobrenadantes resultantes fueron sometidos a inmunoprecipitación.

XL- PURIFICACIÓN DE PARTÍCULAS SEUDOVIRALES

Los medios de cultivo de las células que fueron infectadas con cada vaccinia recombinante y

sometidas a marcación metabólica fueron clarificados centrifugando dos veces a baja velocidad.

Los medios clarificados se sometieron a ultracentrifiigación en colchón de sacarosa 20% (p/v)

en PBS a 1001000xg durante 90 minutos a 4°C. El pellet correspondiente a la fracción

particulada del medio extracelular se resuspendió en 100111de bufier TNN y se sometió a

inmunoprecipitación.

XII.- INMUNOPRECIPITACIÓN Y ANÁLISIS POR ELECTROFORESIS

Las muestras de lisados celulares y de las fracciones particuladas purificadas del medio

extracelular se inmunoprecipitaron con 1p.]de suero de gatos infectados con FIV en presencia

de lOOmM Tris-HCl; 250mM NaCl; 1% NP40; 1% BSA; lmM PMSF; lOug/ml aprotinina

durante l hora a 4°C. Se agregaron 40ul de Proteína A-Sepharosa CL4B 10% (p/v) para luego

incubar durante l hora a 4°C con rotación “cabeza-cola". Posteriormente, los inmunocomplejos

se lavaron tres veces con solución de lavado (lOOmM Tris-HCl, pH8; SOOmM LiCl; 1,5%

NP40; 0,1% BSA; lmM PMSF; lOug/ml aprotinina). Los complejos antígeno-anticuerpo se

disociaron por calentamiento a 95°C durante 4 minutos en lx bufier Laemmlim)

Las proteínas inmunoprecipitadas se resolvieron por electroforesis en un gel de

poliacrilamida 0,1% SDS —12% poliacrilamida. La visualización de las proteínas marcadas

radioactivamente fue realizada por fluorografia del gel y autorradiografia.

Los sueros de gatos infectados con FIV, utilizados en los ensayos de inmunoprecipitación,

fueron gentilmente cedidos por el Dr. Edward Hoover (Colorado State University, EEUU).
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1.- AMPLIFICACIÓN Y CLONADODE LOS CENES gag-PR DE FIV

Con el objeto de construir un virus vaccinia recombinante que exprese la poliproteina Gag y

la proteasa viral PR de FIV y que permita caracterizar los eventos moleculares involucrados en

el ensamblado del precursor Gag en particulas virales, se amplificó una región de 1,7 Kb

correspondiente al gen gag y al dominio PR del gen pol. La amplificación se realizó por la

técnica de PCR utilizando como templado el ADN del provirus de FIV (aislamiento 2489) y

oligonucleótidos específicos llevando los sitios de corte para las enzimas Sall y HindlII.

Como puede observarse en la figura 5, el producto de PCR obtenido fue un fragmento del

tamaño esperado de acuerdo con la secuencia conocida para dichos genes y se lo llamó gag-PR.

Este fragmento se digirió con las enzimas de restricción Sall y Hindlll con el objeto de clonar el

fragmento en el vector de transferencia de vaccinia pMJóOl digerido también con las mismas

enzimas. La ligación del vector con el fragmento gag-PR se llevó a cabo como se describe en

Materiales y métodos.

.17

Figura 5: Producto dc la amplificación por PCR del fragmento gag-PR analizado por electroforesis en

un gel dc agarosa 1% y teñido con bromuro de etidio. El marcador dc peso molecular utilizado fue le

(Gibco BRL).
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n.- ANÁLISIS DE LA TRANSFORMACIÓN CON LA MEZCLA DE LIGACIÓN

Con el propósito de seleccionar clones recombinantes llevando los genes gag-PR en el

plásmido pMJóOl la mezcla de ligación del vector pMJóOl con el fragmento gag-PR fue

utilizada para transformar bacterias E.coli competentes. El ADN plasmídíco fiJe purificado de

algunas colonias bacterianas resistentes a ampicilina y digerido con las enzimas Sal] y Hindlll,

con el fin de identificar los clones recombinantes. En la figura 6 pueden visualizarse los

productos de digestión de 6 clones independientes. Los clones l a 5 poseen la banda

correspondiente al inserto gag-PR de 1,7 Kb y otra de 7,1 Kb correspondiente al vector pMJóOl

linealizado. En cambio, el clon 6 sólo presenta la banda correspondiente al vector linealizado.

123456M

Figura 6: Análisis de la presencia del inserto gag-PR en el ADN plasmídíco purificado de colonias

bacterianas resistentes a ampicilina. El ADN plasmídíco fue digerido con las enzimas de restricción Sal] y

[{¡ndIll El marcador de peso molecular utilizado fue l Kb (Gibco BRL).
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III.- ANÁLISIS COMPARATIVO DE LA ESTRUCTRURA PRIMARIA DE LA

PROTEÍNAMA DEFIV

La proteína MA de FIV tiene 135 aminoácidos. Al realizar un alineamiento (asistido por el

programa PCgene) de la estructura primaria de la proteína MA de los virus FIV, BIV, SIV,

HIV-2 y HIV-l (Figura 7) puede observarse que presenta una baja homología, de alrededor del

15% si se consideran aminoácidos idénticos y de un 36% si se consideran los aminoácidos

similares, respecto de los lentivirus de primates (SIV y HIW. Si se compara con el virus de

bovinos BlV la homología de aminoácidos idénticos y similares, 24% y 50% respectivamente,

es sensiblemente mayor. A modo de comparación, las proteínas MA de HIV-l y SIV presentan

un 51% de homología (identidad a nivel de aminoácidos). Estos datos indican que FIV está

relativamente más alejado de los virus de inmunodeficiencia de primates que del virus de

bovinos.



FIV

BIV

SIV

HIV-1

FIV

BIV

HIV-2

HIV-1

SIV

HIV-2

HIV-1

RESULTADOS 2 l

NGQCRDWKMAIKRCN CVS E
---KRRELEKKLRK RVT ----QQD 1

AR VLSGKKADELEK RLRPGG - KL

AR VLRGKKADELER RLRPI- RLARA VLSGGEDEK RLRPGGK- Q KL
*

A TTGR- . . . . --EPGDXPETLDQLRSI
I MGIKC

L RFGL-

L RFGL ——. . . . . -

L RFAV - - . —- - - --NE]G

MAIT A LNMTVSTATAAEN--
AIKN L KPESTETALGY“E--
SLYN IH EEKVKHTEEAKQIVQRHL
SLFN IH EEKVKDTEGAKQIVRRHL
SLYN VHQREDVKDTKEALDKIEE

*

KEEPY' . —- . --D GEIKSIY

SRPTAPPS G Y
4 GNYSRPTAPSSE

AAD GNSQ Y

Figura 7 Alineamiento asistido por el program PCgene de la proteína MA de los virus FIV, BIV,

SIV, HIV-2 y HIV-1. Con recuadros se encuentran destacados los aminoácidos idénticos o similares de

cada proteína respecto de la proteína MA de FIV. Con un * se indican los aminoácidos idénticos

presentes en todas las proteínas comparadas.



RESI 'LTADOS 22

IV.- MUTAGÉNESIS DIRIGIDA DE LA PROTEÍNA MA DE FIV

El análisis de la estructura primaria de la proteína MA de FIV revela la presencia de motivos

aminoacídicos cuyo estudio resulta relevante. La proteína MA de FIV presenta en el extremo N

terminal dos regiones de carácter hidrofóbico entre los residuos 11-13 y 19-23 y una zona

cercana correspondiente a los residuos 26, 28 y 29 con aminoácidos básicos. La ubicación de

estos motivos en el extremo amino de la MA de FIV así como el carácter hidrofóbico o básico

de los mismos permiten especular que estas regiones podrían participar en el transporte y/o

interacción del precursor Gag de FIV con la membrana plasmática.

Con el fin de determinar si estos dominios de MA de FIV son importantes en el proceso de

ensamblado durante la morfogénesis de FIV se realizaron substituciones aminoacídicas en estas

regiones. Para ello se introdujeron aminoácidos polares en los motivos hidrofóbicos y

aminoácidos acídicos en el dominio básico. En particular los cambios que se realizaron fueron:

o MA-l MllQ/I13N

o MA-2 V19G/V21N/V23Q

o MA-3 K26E/K28E/K29E

Las mutaciones del dominio MA de FIV se introdujeron en el contexto de una construcción

gag-PR utilizando la técnica de PCR asimétrico como se describe en Materiales y métodos.

En la figura 8 se muestra el producto final de la mutagénesis dirigida por PCR. La banda de

1,7 Kb en cada calle corresponde al fragmento gag-PR mutagenizado en el dominio MA.
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Figura 8 Producto de la segunda etapa de mutage'nesís dirigida por PCR. Las calles l. 2 y a

corresponden a los productos MA-l. MA-2 y MA-3. respectivamente. El marcador de peso molecular

utilizado[he le (GibcoBRL).
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v.— ANÁLISIS DE LA TRANSFORMACIÓN DE BACTERIAS E.coli

COMPETENTES CON LAS MEZCLAS DE LIGACIÓN DE LOS FRAGMENTOS

MUTADOSAL VECTOR PMJ601

Los productos de PCR MA-l, MA-Z y MA-3 fueron digeridos con las enzimas de restricción

Sa/l y HindIII y ligados al vector de transferencia pMJóOl. Con cada mezcla de ligación se

transformaron bacterias competentes Eco/1‘. Se seleccionaron 4 colonias por cada mutación de

las cuales se purificó el ADN plasmídico y se lo digirió con las mismas enzimas de restricción.

En la figura 9 se observa el resultado de la digestión. La banda de mayor peso molecular

corresponde al plásmido linealizado (7,1 Kb), mientras que la banda de menor peso (1,7 Kb)

corresponde a los fragmentos MA-l, MA-Z y MA-3. Para las mutaciones MA-l y MA-Z se

detectaron 2 clones recombinantes que presentaban el inserto (calles l y 2 para MA-l y l y 4

para MA-Z), mientras que para MA-3 se encontraron 3 clones con inserto (calles l, 2 y 3).

MA1 MA2 M MA3

¿L e». gs w a; tu, a;

Figura 9 El ADN plasmídico de los cuatro clones seleccionados para cada mutación fue digerido con

las enzimas de restricción Sall y HindIII para determinar la presencia del inserto. Para las mutaciones

MA-l y MA-2 se encontraron dos clones con inserto. mientras que para MA-3 se detectaron 3. El

marcador de peso molecular utilizado fue le (Gibco BRL).
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VI.- SECUENCIACIÓN DE LOS FRAGMENTOS MUTADOS

Para verificar la presencia de las mutaciones específicas introducidas en el dominio MA de

la construcción gag-PR de FIV se seleccionaron clones correspondientes a los mutantes MA-l,

MA-Z y MA-3. El gen MA de cada uno de ellos fue secuenciado por la técnica de Sangerm) En

la figura 10 se muestra el resultado de la secuenciación de cada mutación.
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Figura 10 En la parte superior se observa el resultado de la secuenciación por el método de Sanger de

las mutaciones MA-l. MA-2 y MA-3 introducidas en la región MA del gen gag de FIV. Al lado de cada

autorradiografia se encuentra indicada la secuencia correspondiente y los aminoácidos que codifica. Con

un * se marcan los cambios aminoacídicos introducidos. En la parte inferior de la figura se indica la

secuencia salvaje de la región MA de gag y los aminoácidos que codifica. Además se muestran los

cambios introducidos en cada mutación.



RESULTADOS 26

VIL- CONSTRUCCIÓN DE LOS VIRUS VACCINIA RECOMBINANTES

PORTADORESDELOSCENESgag-PR, MA-l, MA-2 0 MA-3 DEFIV

Se utilizó el sistema de expresión eucariótico del virus vaccinia para expresar las proteínas

derivadas de los genes gag-PR salvaje y sus versiones mutadas en el dominio MA: MA-l, MA

2 y MA-3. La gran capacidad de insertar ADN exógeno, el amplio rango de huésped “in vivo” e

“in vitro”, la termoestabilidad del virión y la capacidad del virus de crecer a altos títulos son

características que hacen que este sistema sea muy útil para la expresión de proteínas.

La producción de un virus vaccinia recombinante que exprese los genes gag-PR tanto salvaje

como mutados, comprendió dos etapas: la primera, como se describió antes, fue el clonado en el

plasmido de transferencia pMJóOl de los genes gag-PR, MA-l, MA-2 y MA-3 de FIV. Estos

fragmentos se insertaron en el sitio de clonado múltiple de dicho vector de tal forma que quedó

flanqueado por secuencias pertenecientes al gen de la timidina kinasa (TK) del virus vaccinia

presentes en el vector (Figura ll). En la segunda etapa, estas construcciones se utilizaron para

transfectar células CV-l previamente infectadas con el virus vaccinia salvaje. Dentro de la

célula ocurre la recombinación homóloga entre las secuencias virales TK presentes tanto en el

plásmido pMJóOl como en el genoma viral de forma tal que el gen de la timidina kinasa

presente en el genoma es interrumpido por el inserto. De esta manera, puede lograrse la

inserción de los genes gag-PR salvaje o mutados dentro del genoma del virus vaccinia

generándose así recombinantes virales con un fenotipo timidina kinasa negativo (TK'). Este

fenotipo permite seleccionar a los virus vaccinia recombinantes por su capacidad de crecer en

células TK“en presencia del agente de selección 5-bromo deoxiuridina (BrdU).
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Figura 11: El fragmento gag-PR salvaje o mutado fue clonado en los sitios SalI/HindIII de la región

de clonado múltiple del vector de transferencia pMJ601. La secuencia de la timidina kinasa se encuentra

flanqueando al inserto. Este vector contiene además la secuencia que codifica para la [S-galactosidasa.

Dicha enzima puede utilizar el X-Gal como sustrato para generar un compuesto de color que en este

sistema facilita la subsiguiente visualización de las placas de lisis de los virus recombinantes.
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Vlll.- SELECCIÓN DE LOS VIRUS VACCINIA RECOMBINANTES

La selección de los virus vaccinia recombinantes se basó en su fenotipo TK', producto de la

inserción del fragmento gag-PR de FIV en el gen TK del genoma del virus. Como agente de

selección se utilizó la BrdU ya que es un antiviral activo sólo luego de ser fosforilado por la

enzima TK. Por esta razón, la BrdU permanece en su forma inactiva en aquellos virus vaccinia

que han incorporado el fragmento gag-PR salvaje o mutado y presentan un fenotipo TK'.

Además de la selección con BrdU se realizó conjuntamente una selección basada en la

capacidad de los virus recombinantes de formar placas de lisis azules en presencia de X-Gal

debido a la expresión de la enzima B-galactosidasa.

Figura 12: Placas de lisis de virus vaccinia recombinantes obtenidas durante la segunda etapa de

selección. La selección se realizó en células RAT-2 (TK') en presencia de BrdU como agente de

selección. Las placas se visualizaron luego de 3 a 6 horas de agregado el X-Gal.

Para asegurar la ausencia de virus vaccinia salvaje en la preparación de los virus

recombinantes se realizó el proceso de selección dos veces. En la figura 12, donde se presenta el

resultado de la segunda selección de los recombinantes de vaccinia, se observan las placas de

lisis azules en una monocapa de células Rat-2 (TK'), correspondientes a los virus vaccinia

recombinantes que han incorporado a su genoma los genes gag-PR de FIV.
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lX.- ANÁLISIS DE LA EXPRESIÓN DE LA PROTEÍNA GAG DE FIV EN EL

SISTEMA DEL VIRUS VACCINIA

Como primer paso se estudió la síntesis y procesamiento de la poliproteína Gag salvaje de

FIV. Para ello, se infectaron células CV-l con el virus vaccinia recombinante llevando los genes

gag-PR de FIV. Las células se marcaron metabólicamente con una mezcla de [35S]metionina

cisteína. Luego de la marcación se recogió el sobrenadante de la monocapa para analizar la

formación de partículas seudovirales extracelulares, mientras que las células se lisaron en buffer

TNN. Con el fin de estudiar el patrón de expresión de las proteínas de FIV en el sistema

vaccinia, los lisados celulares fueron inmunoprecipitados con suero de gatos infectados con

FIV. Los inmunoprecipitados fueron analizados en un gel de poliacrilamida 12%.

En la figura 13 A, en la calle correspondiente a los lisados de células infectadas con el virus

vaccinia recombinante portador del fragmento gag-PR (WT), se observan bandas de 46KDa y

39,5KDa correspondientes al precursor Gag y a un intermediario del procesamiento del

precursor Gag por la proteasa viral PR, respectivamente. La especificidad de estas bandas queda

demostrada por la ausencia de las mismas en lisados de células infectadas con un virus vaccinia

que expresa solamente B-galactosidasa (calle VV, Figura 13 A).

En la figura 13 B se muestra el análisis de la fracción particulada purificada por

ultracentrifugación a partir del sobrenadante de las células infectadas con el virus recombinante

portador del fragmento gag-PR (WT). En la fracción particulada del medio de cultivo de las

células que expresan esta construcción se observan las bandas correspondientes al precursor

Gag (46KDa), al intermediario de procesamiento (39,5 KDa), a la CA (25KDa) y a la MA

(lSKDa). Este resultado demuestra que el precursor Gag de FIV expresado a partir del

fragmento gag-PR en el sistema de vaccinia, se ensambla en partículas que son liberadas al

medio extracelular.
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Figura 13: Inmunoprecipítacíón de las proteínas producidas en células de mamífero por el Virus

vaccinia rccombinante portador del fragmento gag-PR (WT), A) Análisis de los lisados celulares

(exposición de la autonadiografia por l día). B) Análisis de la fracción particulada del medio de cultivo

(exposición de la autorradiografia por 7 días). Como control se utilizó el lisado celular y la fracción

particulada de un virus vaccinia que solo expresa B-galactosidasa (VV).
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X.- EFECTO DE LAS MUTACIONES MA-l, MA-2 Y MA-3 SOBRE EL

ENSAMBLADODEL PRECURSOR CAG DE FIV

Con el objeto de analizar el efecto de las mutaciones introducidas en el dominio MA de FIV

sobre la síntesis, procesamiento y ensamblado del precursor Gag, se infectaron células CV-l

con los mutantes MA-l, MA-2 y MA-3. Las células se marcaron metabólicamente y se

prepararon lisados celulares así como fracciones particuladas a partir del medio de cultivo. Estas

fracciones fueron sometidas a inmunoprecipitación.

En la figura 14 A se observa el resultado de la inmunoprecipitación de los lisados celulares

correspondientes a los virus vaccinia recombinantes MA-l, MA-2 y MA-3. Como control se

utilizó el virus recombinante WT (correspondiente al fragmento salvaje gag-PR de FIV). En

todas las calles se distinguen niveles intracelulares similares de la banda de 46 KDa

correspondiente al precursor Gag así como de las bandas de menor peso molecular que

corresponden a intermediarios del procesamiento de Gag por la proteasa viral. Esto indica que

las mutaciones introducidas en la MA de FIV no afectan la sintesis del precursor Gag.

En la figura 14 B se muestra el patrón de proteinas inmunoprecipitadas a partir de la fracción

particulada de cada mutante. En la calle correspondiente a Gag salvaje (WT) se observan las

bandas correspondientes al precursor Gag y al intermediario de procesamiento así como las de

los productos maduros de clivaje CA y MA. En el caso de los mutantes MA-l y MA-Z se

observa una importante inhibición de la cantidad de partículas liberadas al medio como se

deduce de la menor cantidad de precursor Gag y productos de procesamiento detectado por

inmunoprecipitación. En el caso del mutante MA-3 la formación de partículas extracelulares

parece estar completamente bloqueada ya que no se detectan las proteinas derivadas de Gag en

el medio extracelular.

Al cuantificar por densitometría las bandas correspondientes a Gag en la fracción particulada

de Gag salvaje, MA-l y MA-2, se determinó que las mutaciones MA-l y MA-2 provocaron una

inhibición de la producción de partículas del 63% y del 80%, respectivamente.
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Figura 14 Resultado de la inmunoprecipitación de las proteínas expresadas por los virus vaccinia

rccombinantes gag-PR (WT). MA-l, MA-2 y MA-3. En la parte A se observa el patrón de bandas

obtenido al analizar los lisados celulares, mientras que la parte B corresponde a la fracción partículada

pun'ficada de los sobrenadantes de cultivo.
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DISCUSIÓN

Acorde con lo propuesto en los objetivos se construyó un recombinante del virus vaccinia

que dirige la síntesis del precursor Gag de FIV. La construcción utilizada incluye a los genes

gag y al dominio PR del gen pol y respeta el corrimiento en el marco de lectura ribosomal que

durante la infección con FIV asegura la expresión del gen pol. La eficiencia de este mecanismo

permite la expresión de pol en una proporción de 1/20 respecto del gen gag.

En las células CV-l infectadas con el virus vaccinia recombinante portador de la

construcción gag-PR de FIV, se observa la síntesis del precursor Gag y su procesamiento por la

proteasa viral. El peso molecular aparente observado para el precursor Gag de FIV y sus

productos de clivaje en este sistema coincide con los deScriptos en células infectadas con

FIV?”

Sin embargo, el análisis del patrón de bandas obtenido revela que el precursor Gag es

parcialmente procesado en los productos maduros MA y CA, acumulándose un intermediario de

39,5KDa. La proteasa viral deriva, por clivaje autocatalítico, del precursor Gag-Pol. Se ha

demostrado que PR requiere para su activación de la dimerización del precursor Gag-Pola") Es

posible que en FIV la expresión de Gag-PR no sea suficiente para lograr que se active por

completo PR y que se requiera incluir en la construcción otras regiones de pol. En este sentido

construiremos un virus vaccinia recombinante que exprese el gen gag y una región más extensa

del gen pol de manera que el precursor Gag-Pol que se forme permita una activación completa

de PR.

Cabe destacar que tanto Gag como sus productos de clivaje MA y CA pudieron ser

detectados en la fracción particulada purificada a partir del medio de cultivo de las células, lo

que sugiere que el precursor Gag de FIV producido en células CV-l utilizando el sistema de

vaccinia resultó capaz de ensamblarse en particulas que son liberadas al medio extracelular.

Los resultados presentados demuestran que el sistema recombinante de vaccinia permite

reproducir en células de mamíferos la síntesis, procesamiento y ensamblado del preCursor Gag

de FIV. Por lo tanto, este sistema se utilizó para comenzar el estudio del rol que desempeñan los

distintos dominios del precursor Gag de FIV en las diferentes etapas de la morfogénesis viral.



DISCUSION

Se inició entonces el análisis de la proteína matriz de FIV introduciendo mutaciones en

regiones específicas de la misma. Estas regiones incluían dos zonas de carácter hidrofóbico y

una de carácter básico en la región amino-terminal de la proteína.

La mutación que afectó la zona de carácter básico (K26E/K28E/K29E) bloqueó la

producción de particulas, mientras que las mutaciones en las dos regiones hidrofóbicas

(MllQ/Il3N y Vl9G/V21N/V23Q) provocaron una inhibición significativa de este proceso.

Los resultados obtenidos sugieren que estas regiones están involucradas en el proceso de

ensamblado ya que los cambios introducidos afectaron la formación de partículas.

En la mayoria de los retrovirus es necesaria la interacción del precursor Gag con la

membrana plasmática para que ocurra el ensamblado de partículas virales. Estudios de nuestro

laboratorio en SIVm’m y de otros autores en HIV-1‘17),demostraron que la asociación de Gag

con la membrana celular requiere de tres elementos presentes en la proteína MA: el ácido

mirístico, la región polibásica que se extiende desde el aminoácido 26 al 32 y dos residuos

hidrofóbicos valina y leucina en posición 7 y 8, respectivamente. La proteína MA de FIV

también se halla modificada por miristilaciónm) pero carece de una región polibásica extensa

como la de HIV-1 y SlVi Sin embargo, en FIV, los residuos básicos en posición 26, 28 y 29

junto con la región hidrofóbica delimitada por los residuos de valina en posición 19, 21 y 23

podrian participar de la interacción del precursor con la membrana plasmática. Para verificar

esta hipótesis se realizarán ensayos de fraccionamiento subcelular para comparar el grado de

asociación a la membrana plasmática de los precursores Gag mutados (MA-l, MA-2 y MA-3)

con respecto al del precursor Gag salvaje.
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