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Resumen

Caracterizacion funcional de virus de la inmunodeficiencia de simios
(SIV) quiméricos expresando diferentes dominios de la proteina

capside del virus de la inmunodeficiencia de felinos (FIV)

La formacion de particulas lentivirales resulta de la multimerizacion de la
poliproteina Gag, la cual contiene toda la informacion necesaria para
autoensamblarse y brotar al medio extracelular a través de la membrana
plasmatica. Durante la maduracion de los viriones, la proteina capside (CA), que
corresponde al dominio central de Gag, se condensa generando el core viral que
preserva la integridad del complejo ribonucleoproteico requerido para iniciar un
nuevo ciclo de replicacion viral.

Los virus de la inmunodeficiencia de simios (SIV) y de felinos (FIV) son dos
lentivirus evolutivamente distantes cuyas proteinas CA no han sido aun
estudiadas. Con el objeto de establecer la relacion funcional entre los dominios
CA de SIV y de FIV, construimos SIV quiméricos en los cuales la region
codificante para la CA fue parcial o totalmente reemplazada por su equivalente de
la CA de FIV. La caracterizacion fenotipica de las quimeras nos permitid
agruparlas en tres categorias: un grupo formado por virus quiméricos capaces de
ensamblarse en viriones, pero cuya maduracion causa la inestabilidad de la CA
de FIV; un segundo grupo representado unicamente por el SIV quimérico llevando
el dominio N-terminal (NTD) de la CA de FIV y que exhibe un fenotipo de
ensamblado defectivo; y un tercer grupo formado por los virus quiméricos que se
ensamblan en viriones exhibiendo una CA de FIV madura estable, que incorporan
la glicoproteina de envoltura, y que contienen niveles salvajes del ARN genémico
viral y de la transcriptasa reversa. Sin embargo, este ultimo grupo de SIV
quiméricos resultd ser no infeccioso debido a defectos en alguna etapa posterior a
la entrada viral. Por otra parte, demostramos que el dominio C-terminal (CTD) de
la CA de FIV presenta la capacidad intrinseca de dimerizar in vitro y de formar
oligbmeros de alto peso molecular. Esto, junto con nuestros resultados que
muestran que el CTD de la CA de FIV es suficiente para el ensamblado de la
poliproteina quimérica Gag de SIV, provee evidencia de que el CTD de la CA
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exhibe mayor plasticidad funcional que el NTD. En su conjunto, nuestros
resultados aportan informacion relevante sobre la homologia funcional entre los
dominios CA de las poliproteinas Gag de los lentivirus de primates y de no
primates y contribuyen a nuestro conocimiento sobre como han evolucionado los

requerimientos para el ensamblado de viriones infecciosos en los retrovirus.

Palabras clave

Virus de la inmunodeficiencia de simios; Virus de la inmunodeficiencia de felinos;
Ensamblado de lentivirus; Poliproteina Gag; Proteina capside; Lentivirus

quimeéricos; Replicacion de lentivirus.



Abstract

Functional characterization of chimeric simian immunodeficiency
viruses (SIV) expressing different domains of the feline

immunodeficiency virus (FIV) capsid protein

The formation of lentiviral particles results from the multimerization of the
Gag polyprotein, which contains all the information necessary for its self-assembly
and budding into the extracellular medium. During virion maturation, the capsid
(CA) protein, which corresponds to the central domain of Gag, generates the core
structure that preserves the integrity of the ribonucleoprotein complex required to
initiate a new round of viral replication.

The simian and feline immunodeficiency viruses (SIV and FIV, respectively)
are two evolutionarily distant lentiviruses whose CA proteins have not as yet been
studied. To gain insight into the functional relationship between the SIV and FIV
CA domains, we constructed chimeric SIVs in which the CA-coding region was
partially or totally replaced by the equivalent region of the FIV CA. The phenotypic
characterization of the chimeras allowed us to group them into three categories:
the chimeric viruses that, while being assembly-competent, exhibit a virion-
associated unstable FIV CA; a second group represented only by the chimeric SIV
carrying the N-terminal domain (NTD) of the FIV CA which proved to be assembly-
defective; and a third group constituted by the chimeric viruses that produce
virions exhibiting a mature and stable FIV CA protein, and which incorporate the
envelope glycoprotein and contain wild-type levels of viral genome RNA and
reverse transcriptase. However, further analysis of the latter group of chimeric
SIVs demonstrated that they are non-infectious due to a post-entry impairment.
Furthermore, we show that the carboxyl-terminus domain (CTD) of the FIV CA has
an intrinsic ability to dimerize in vitro and form high-molecular-weight oligomers,
which, together with our finding that the FIV CA-CTD is sufficient to confer
assembly competence to the resulting chimeric SIV Gag polyprotein, indicates that
the CA-CTD exhibits more functional plasticity than the CA-NTD. Taken together,
our results provide relevant information on the functional homology between the

CA domains of primate and nonprimate lentiviral Gag polyproteins and contribute
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to our understanding of how the requirements for the assembly of infectious virions

have evolved among retroviruses.

Keywords
Simian immunodeficiency virus; Feline immunodeficiency virus; Lentiviral

assembly; Gag polyprotein; Capsid protein; Chimeric lentiviruses; Lentivirus

replication.
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1. Virus de la inmunodeficiencia de simios (SIV)
1.1. Generalidades

Los SIV pertenecen al género Lentivirus dentro de la familia Retroviridae. El
genoma de esta familia de virus consiste de dos moléculas idénticas de ARN
lineal, simple cadena y de polaridad positiva, cada una de las cuales presenta la
modificacion por 7-metilguanosina trifosfato (cap) en el extremo 5’ y la sefal de
poliadenilacion en el 3’, caracteristicas exclusivas de los ARN mensajeros
(ARNm) eucariotas. Los viriones poseen un diametro de aproximadamente 100
nm. En ellos, el ARN gendmico viral se asocia a la proteina nucleocapside (NC)
formando un complejo ubicado dentro del core, constituido a su vez por la
proteina capside (CA), junto con las enzimas virales que cumplen roles cataliticos
durante la replicacion viral. La forma cénica del core viral es una caracteristica
distintiva del género lentiviral. Este core se encuentra rodeado por una cubierta
proteica esférica compuesta por la proteina matriz (MA), la cual a su vez esta
recubierta por una bicapa lipidica de origen celular en la cual se hallan insertos los
trimeros de la glicoproteina viral de envoltura (Env) (Goff, 2007). Los lentivirus son
retrovirus complejos con una morfologia del virion unica y exhiben ademas ciertas
caracteristicas propias como el tropismo por macroéfagos, la capacidad de infectar
células que no se encuentran en division celular, y una lenta progresién de la
enfermedad (Goff, 2007). Los genomas lentivirales poseen numerosos genes
accesorios y regulatorios ademas de gag, pol y env que codifican para los
componentes estructurales y enzimaticos del virion (Figura 1). Estos virus causan
infecciones persistentes cronicas en diferentes especies de mamiferos,
incluyendo bovinos, equinos, caprinos, felinos y primates. El ejemplo mas
paradigmatico de la familia lentiviral son los virus de la inmunodeficiencia de
humanos (HIV), pero entre los virus de este género de animales que no son
primates se encuentran el virus de la inmunodeficiencia de felinos (FIV), el virus

de la artritis y encefalitis caprina (CAEV) y el virus del Maedi-Visna, entre otros.

SIV, inicialmente denominado virus T-linfotrépico de simios tipo Il (STLV-
), fue aislado por primera vez en la década del 80 del siglo XX a partir de monos
macacos que presentaban sintomas de inmunodeficiencia o de linfoma (Daniel et

al., 1985). Las infecciones con SIV s6lo han sido encontradas en monos y simios
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africanos, y los SIV se denominan de acuerdo a la especie de primate de la cual

fueron aislados.

Los SIV se replican principalmente en células T CD4+ CCRS5+ que
constituyen la poblacion celular de memoria (Li et al., 2005). Estas células
predominan en el tracto gastrointestinal, en otras mucosas, y se encuentran
presentes en los o6rganos linfoides periféricos en menor proporcidn. Las
infecciones naturales con SIV son frecuentes en la vida silvestre e involucran a
mas de 40 especies de primates africanos (VandeWoude & Apetrei, 2006). Estas
son tipicamente no patogénicas y representan una adaptacion evolutiva que
permite la coexistencia de SIV con el sistema inmune del primate hospedador.
Las infecciones naturales y las patogénicas con SIV comparten las caracteristicas
de presentar una fase aguda y una fase cronica y de generar una respuesta
inmune humoral y celular especifica para SIV que no alcanza sin embargo a
suprimir completamente la replicaciéon viral (Dunham et al., 2006). Pero la
infeccion natural con SIV presenta caracteristicas propias que la distingue de la
patogénica, entre las que se encuentran el curso clinico benigno y ausencia de
inmunodeficiencia, la transmision vertical poco frecuente, el mantenimiento de
niveles normales de células T CD4+ de memoria central, la ausencia de activacion
inmune crénica y la preservacion de la inmunidad de mucosas (Broussard et al.,
2001; Picker, 2006).

Se ha establecido que SIV, naturalmente originario de monos africanos, fue
transmitido a humanos dando origen a los virus HIV tipo 1 y tipo 2 (para una
revision del tema, ver Sharp & Hahn, 2011). Los HIV-1 comprenden cuatro linajes
distintivos denominados grupos M, N, O y P; cada uno de los cuales resulté de un
evento independiente de transmision de simios a humanos. El grupo M (Main) fue
el primero en ser descubierto y representa la forma pandémica de HIV-1,
infectando a millones de personas y distribuyéndose virtualmente en todos los
paises a nivel global (Sharp & Hahn, 2011). El grupo O (Outlier) fue descubierto
en 1990 y es menos prevalente que el grupo M (De Leys et al., 1990; Gurtler et
al., 1994). En efecto, este grupo representa menos del 1% de las infecciones
globales por HIV-1, y esta mayoritariamente restringido a Camerun, Gaboén y los
paises vecinos (Mauclére et al., 1997; Peeters et al., 1997). El grupo N (Non-M,

Non-0O) fue identificado en 1998 y es menos prevalente que el grupo O (Simon et
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al., 1998). De hecho, sélo se han documentado hasta el momento 13 casos de
infecciones por el grupo N de HIV-1, todos en individuos de Camerun (Vallari et
al., 2010). Finalmente, el grupo P (Pending the identification of further human
cases) fue descubierto en 2009 en una mujer de Camerun viviendo en Francia
(Plantier et al., 2009). Los grupos M y N de HIV-1 se originaron por eventos de
transmision de los SIVs de chimpancé SIV¢,, a humanos (Keele et al., 2006;
Sharp & Hahn, 2011), mientras que el grupo O se origind por transmision del SIV
de gorila SIVg,r (Sharp & Hahn, 2011; Van Heuverswyn et al., 2006). Del mismo
modo, HIV-2 resulta de la transmision entre especies de SIVsyv a humanos
(VandeWoude & Apetrei, 20006).

Debido a la capacidad de SIV de causar en una especie de primate
diferente a la de su hospedador natural un sindrome de inmunodeficiencia similar
al SIDA en humanos, la infecciéon de macacos con SIV se convirtido en el modelo
animal de eleccion para el desarrollo de drogas antirretrovirales y para evaluar la
seguridad, inmunogenicidad y eficacia de vacunas contra HIV-1 (Van Rompay,
2010).

1.2. Organizacion genomica
1.2.1. Proteinas estructurales y enzimas virales

Los genomas retrovirales contienen tres grandes marcos de lectura
abiertos (ORFs) que constituyen su repertorio estructural y enzimatico: gag, pol y
env (en direccién 5’—3’ del genoma) (Figura 1). Estos tres ORFs codifican para la
poliproteina estructural Gag, cuya multimerizacion resulta en la formacion de la
particula viral; la poliproteina Pol, cuyo procesamiento genera las enzimas virales
transcriptasa reversa (RT), integrasa (IN) y proteasa (PR); y la glicoproteina de
envoltura (Env) la cual se distribuye en la superficie del virion para mediar la
entrada del virus a sus células blanco (Goff, 2007). Los extremos del ADN proviral
estan formados por secuencias terminales largas (Long Terminal Repeats, LTR),
las cuales, en el contexto del genoma proviral integrado, regulan la transcripcion
viral (Guntaka, 1993). Cada LTR esta formada por tres regiones: (i) la regiéon U3,
constituida por secuencias no codificantes que incluyen elementos promotores y

potenciadores de la ARN polimerasa Il, activos en el contexto 5’; (ii) la region R,
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conformada por secuencias repetidas y la sefal de poliadenilacion, activa
unicamente como componente de la LTR 3’; y (iii) la regién U5, que incluye a los
sitios att (por attachment) requeridos para la integracién del ADN copia gendmico
viral en el genoma celular. Ademas de los ORFs para las proteinas estructurales y
enzimas virales, los lentivirus poseen genes regulatorios y auxiliares presentes

unicamente en los retrovirus complejos (Figura 1; Coffin, 1992).

HIV-1
6221 8785
1 S 'P‘;‘

=

LTR gag 3
2 Siv

©

2109 N

o
FIV

1868 5243 6266 8836 9474

Figura 1. Esquema comparativo de la organizacion genémica de HIV-1 (clon molecular
NL4.3); SIV (clon molecular SIVsuumrg); ¥ FIV (clon molecular Petaluma FIV-14). Los
numeros indican las posiciones nucleotidicas en los genomas virales.
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1.2.2. Proteinas regulatorias y accesorias de SIV

Las proteinas regulatorias y accesorias constituyen elementos importantes
del genoma lentiviral que diferencian a este grupo de los retrovirus simples
(Figura 1). Estos factores regulan la replicacion y modulan la infectividad lentiviral
(Clements & Payne, 1994).

e Tat

La transcripcion génica de HIV y SIV es iniciada por la union de factores
celulares al promotor LTR 5’ del genoma viral, lo que conduce a la sintesis de
bajos niveles de transcriptos virales multiprocesados que son sin embargo
suficientes para la expresion de la proteina transactivadora Tat. Este proteina viral
estimula la elongacién de los transcriptos virales iniciados por la ARN polimerasa
Il (Bieniasz et al., 1999) uniéndose a una secuencia de 59 nucledtidos (nt),
denominada elemento TAR (Transactivation Response Element), ubicada en el
extremo 5’ de los ARN virales nacientes, y reclutando al factor de elongacion de la
transcripcion pTEFb al complejo de transcripcion en la LTR 5 (Richter et al.,
2002). En el caso de SlIV, Tat activa la transcripcion a partir de la LTR de SIV no
solo por la via del ARN TAR sino también a través de elementos en la region
promotora U3 (van der Velden et al.,, 2012). Por otra parte, Tat regula la
transcripcion viral al reclutar varias proteinas modificadoras de la cromatina que

remodelan la regién promotora del provirus (Romani et al., 2010).

e Rev

El gen rev, presente en todos los lentivirus, se expresa en la etapa
temprana de la infeccion a partir de un ARNm viral multiprocesado. Una vez
sintetizada, la proteina Rev es importada al nucleo asociandose a una secuencia
de aproximadamente 350 nt conocida como “elemento que responde a Rev”’ (Rev-
responsive element, RRE), la cual esta presente unicamente en los ARNm virales
monoprocesados y no procesados (Hammarskjold, 1997). La asociacion de Rev al
ARN-RRE permite entonces acoplar los ARNm virales conteniendo intrones a la
proteina exportadora CRM1 (chromosome region maintenance 1). EI complejo
ARN-RRE-Rev-CRM1 es luego exportado al citoplasma de la célula infectada
(Jeang, 2012).
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e Nef

Nef es una proteina multifuncional de 27 kDa codificada por un ORF del
extremo 3’ del genoma de los lentivirus de primates (Figura 1). Nef es una de las
primeras proteinas virales sintetizadas en las células infectadas, y se halla
predominantemente en el citoplasma asociada a la membrana plasmatica a través
del acido miristico N-terminal. Las multiples funciones de Nef la convierten en un
determinante critico de la progresion de la enfermedad y de la patogénesis viral
(Laguette et al., 2010), ya que esta proteina viral: (i) promueve la endocitosis del
receptor primario CD4 (Garcia & Miller, 1991; Guy et al., 1987) y del complejo
principal de histocompatibilidad clase | (MHC-I) (Schwartz et al., 1996), lo que
resulta en menores niveles de estas moléculas en la superficie de las células
infectadas; (ii) regula positivamente los niveles de la cadena invariante (li, CD74)
del MHC clase Il (Schindler et al., 2003); y (iii) altera las vias de sefializacién de
las células T (Baur et al., 1994, lafrate et al., 1997). La reduccidon de los niveles
del MHC-I mediada por Nef contribuye a que las células infectadas no sean
destruidas por los linfocitos T citotoxicos (Schwartz et al., 1996). De hecho, la
ausencia de un gen nef funcional esta asociada a cargas virales muy bajas con un
curso clinico atenuado tanto en humanos infectados con HIV-1 (Salvi et al., 1998)

como en macacos infectados con SIVc (Kestler et al., 1991).

Resulta interesante destacar que la proteina Nef de ciertos linajes de SIV
contrarrestan la actividad antiviral de la proteina celular BST-2 (Zhang et al.,
2009), lo cual, en el caso de HIV-1, es llevado a cabo por la proteina Vpu (ver

seccién 3.7 de Introduccion).

e Vpr

Los virus del linaje HIV-2/SIVsuw/SIVmae codifican para las proteinas Vpr y
Vpx que son homodlogas a Vpr de HIV-1. Vpr es una proteina basica de 14 kDa
que se incorpora a los viriones asociandose al dominio p6 de Gag (Yu et al.,
1990). Diversos estudios en HIV-1 han mostrado que esta proteina accesoria esta
implicada en la induccién de la apoptosis en una gran variedad de tipos celulares,
incluyendo fibroblastos y células tumorales (Stewart et al., 1999), linfocitos T (Yao
et al., 1998), asi como también monocitos y neuronas (Patel et al., 2000). Vpr
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también interviene en el transporte al nucleo del complejo de preintegracion (PIC)
en células diferenciadas que no se dividen (Heinzinger et al., 1994), y produce el
arresto del ciclo celular en la fase G2/M en lineas celulares humanas y de simios
(Jowett et al., 1995). La induccion del arresto celular en G2 es una funcion
conservada evolutivamente en los lentivirus de primates, lo que apoya el concepto
de que este mecanismo contribuye a que estos virus escapen a la respuesta

inmune del hospedador y establezcan persistencia (Planelles et al., 1996).

e Vpx

El gen vpx codifica para una proteina de aproximadamente 14-16 kDa
asociada al viribn (Henderson et al., 1988), el cual, en base a evidencias
genéticas y filogenéticas, surgié como una duplicacién génica de vpr en el grupo
HIV-2/SIVmac/SIVsum (Sharp et al., 1996).

Vpx es esencial para la infeccion eficiente de células mieloides, tales como
los monocitos, las células dendriticas, y los macréfagos (Sharova et al., 2008;
Srivastava et al., 2008). Esta proteina viral interacciona con el complejo CRL4A
(DCAF1) de la E3 ubiquitina ligasa induciendo asi la degradacién en proteasomas
del factor celular de restriccion SAMHD1 (Sterile alpha motif and HD domain
protein 1), el cual bloquea la etapa de transcripcién reversa en células mieloides
al depletar la reserva intracelular de desoxirribonucleétidos trifosfato (Laguette et
al., 2011).

o Vif

El factor de infectividad viral (Vif), codificado por todos los lentivirus,
excepto por el virus de la anemia infecciosa equina (EIAV), media la exclusion de
la citidina desaminasa APOBEC3G de los viriones mediante mecanismos
dependientes e independientes de la degradacion de este factor celular en
proteasomas (Goila-Gaur & Strebel, 2008). Vif actia como proteina conectora
entre APOBEC3G y el complejo E3 ubiquitina ligasa, lo cual resulta en la
poliubiquitinacién de este factor de restriccion y su ulterior degradacion por la via
de proteosomas (Marin et al., 2003). En ausencia de Vif, las proteinas celulares
APOBEC3 son incorporadas a los viriones durante el ensamblado viral (Mariani et

8
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al., 2003), lo cual resulta en hipermutaciones G—A por desaminacién de las
citidinas del ADN proviral que se sintetiza en una nueva célula infectada (Mangeat
et al., 2003).

e Vpu

Vpu es una proteina integral de membrana tipo | de un tamafo de 77 a 86
aminoacidos (Gomez et al., 2005) que esta codificada unicamente por los
genomas de HIV-1 y sus cepas de SIV predecesoras: los SlIV.,, de chimpancé
(Pan troglodytes); SIVmon de cercopiteco mona (Cercopithecus mona); SIVgs, de
cercopiteco de nariz blanca (Cercopithecus nictitans); SIVmys de cercopiteco de
hocico azul (Cercopithecus cephus); SlVg4n de cercopiteco mona de Dent
(Cercopithecus denti); y los SIVg de gorila (Gorilla gorilla) (Barlow et al., 2003;
Courgnaud et al., 2002; Dazza et al., 2005; Van Heuverswyn et al., 2006).

Las funciones de esta proteina accesoria son: (i) interferir con el transporte
de CD4 a la membrana plasmatica, para lo cual Vpu se une al receptor viral CD4
en el reticulo endoplasmatico (Bour & Strebel, 2003; Gomez et al., 2005),
provocando asi su retranslocacion a proteasomas y su subsiguiente degradacién
(Ruiz et al., 2010); y (ii) contrarrestar la accién antiviral del factor celular BST-2, lo
que incrementa la liberacién de las particulas virales de la superficie celular (ver

seccion 3.7 de Introduccion).

2. Virus de la inmunodeficiencia de felinos (FIV)
2.1. Generalidades

Los FIV comparten con los HIV y SIV muchas de las propiedades
caracteristicas del género Lentivirus, tales como la morfologia del virion (Figura
2), el tropismo por linfocitos T y monocitos/macréfagos, la organizaciéon gendémica
(Figura 1), y la infeccidén persistente en el hospedador (Elder et al., 2010). Sin
embargo, los FIV se hallan mas estrechamente relacionados a nivel genético con
los lentivirus de ungulados (EIAV, el virus Maedi/Visna y CAEV) que con los
lentivirus de primates. Este virus fue aislado por primera vez en California a partir

de gatos domésticos que presentaban infecciones oportunistas crénicas,
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glicoproteina de envoltura
(trimeros)
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nucleocapside (NC)
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transcriptasa reversa
(RT)

capside
(CA)

matriz (MA)

120
Ogp glicoproteina de envoltura
(Env)
gp41

Figura 2. Organizacion estructural de una particula lentiviral infecciosa. Esquema de la
estructura del virion lentiviral maduro formado por las proteinas que derivan del
procesamiento de los precursores Gag, Gag-Pol, y Env.

Adaptado de Affranchino (2007).
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enfermedad neuroldégica y un cuadro clinico similar al SIDA en humanos
(Pedersen et al., 1987). Cabe destacar que los FIV han sido aislados, ademas del
gato doméstico, de felinos salvajes (Courchamp & Pontier, 1994). Actualmente,
FIV representa un patégeno viral importante de los gatos domésticos a nivel
mundial, y debido a la marcada similitud con HIV en la organizacion gendémica, la
estructura del virus, la replicacion y la patogénesis, la infeccion de gatos con FIV
ofrece un modelo animal natural para el desarrollo de nuevas terapias y vacunas
(Elder et al., 2010).

La principal via de transmision de FIV es a través de las mordeduras de los
gatos infectados durante las peleas o el coito (Matteucci et al., 1993). La
transmision sexual y vertical de FIV no es frecuente en la naturaleza (Kolenda-
Roberts et al., 2007) y, a diferencia de la infeccion de SIV en simios, el desarrollo
del SIDA felino no requiere de la transmision entre especies, lo que permite
estudiar experimentalmente las vias de transmisién horizontal y vertical en gatos
domésticos (Coats, 2005). A pesar de que el gato es un animal doméstico con
estrecho contacto con el ser humano, FIV es incapaz de infectar humanos,
posiblemente debido en parte a que el promotor viral LTR no es activo en células
humanas (Mustafa et al., 2005). De hecho, no se han detectado anticuerpos
especificos de FIV en individuos dedicados a la practica veterinaria (Elder et al.,
2010).

El tropismo de FIV incluye células T (Beebe et al., 1994; Pedersen et al.,
1987), macréfagos (Rideout et al., 1992) y células del sistema nervioso central
(Dow et al., 1992). Los FIV, junto con los lentivirus de primates HIV y SIV, son
Unicos en su género por tener como células blanco a los linfocitos T CD4" e
inducir inmunodeficiencia. En cambio, los lentivirus de ovinos, caprinos y equinos
provocan un estado clinico que se corresponde mas a una condicion inflamatoria
cronica; mientras que la infeccién con lentivirus de bovinos pasa clinicamente

desapercibida.

La patologia provocada por la infeccién con FIV es similar a la inducida por
HIV-1 en humanos: los gatos domésticos infectados con FIV desarrollan SIDA
caracterizado por un periodo de latencia seguido por la deplecion de linfocitos T
CD4", inmunosupresion, y subsiguientes infecciones secundarias (Willett et al.,
1997).
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El hecho de que la organizacion genomica de FIV, las propiedades
bioldgicas de sus proteinas y la patogénesis de la infeccidn sean muy similares a
las de HIV-1 (Pedersen et al., 1989) ha llevado a establecer al sistema gato
doméstico-FIV como un modelo altamente adecuado para el ensayo de
compuestos antirretrovirales. Como ejemplos, se pueden mencionar: (1) el
compuesto AMD3100, un antagonista del receptor de quimioquinas CXCR4, que
bloquea la union de la glicoproteina Env de FIV al correceptor CXCR4, el cual es
también utilizado como correceptor por los HIV-1 X4-trépicos (Egberink et al.,
1999; Gonzalez et al., 2014); (2) el PMEA, un inhibidor nucleosidico de la
transcriptasa reversa (NRTI), que reduce significativamente la replicacion viral de
FIV tanto in vitro como in vivo (Egberink et al., 1990); y (3) la zidovudina, otro
NRTI que se aplica en algunos casos para el tratamiento de gatos infectados con
FIV (Hosie et al., 2009).

2.2. Organizacion genomica

El tamafo y organizaciéon del genoma de FIV son caracteristicos de los
genomas lentivirales (Olmsted et. al., 1989; Talbott ef. al., 1989): el provirus
integrado se encuentra flanqueado por las LTRs y posee los genes estructurales y

enzimaticos gag, pol y env, comunes a todos los retrovirus (Figura 1).

La particularidad del gen pol de FIV es que codifica, ademas de las
enzimas PR, RT, e IN, para una desoxiuridina trifosfatasa (DU), al igual que los
lentivirus de animales no primates CAEV, EIAV y el virus Maedi/Visna (Wagaman
et al., 1993). El rol principal de la DU es prevenir la incorporacién erronea de
uracilo en el ADN viral durante la transcripcidon reversa, lo cual resultaria
mutagénico, limitando la concentracion disponible de dUTP por conversion a
dUMP, un precursor en la sintesis de dTTP. La DU no es necesaria para la
replicacion viral en células que se hallan en divisién celular debido a los altos
niveles endégenos de esta enzima durante dicho proceso. Se ha demostrado que
los virus mutantes FIV DU™ acumulan 5-8 veces mas mutaciones por transicion
G—A respecto del virus salvaje durante la replicacion en macrofagos in vivo
(Lerner et. al., 1995).
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2.2.1. Proteinas regulatorias y accesorias de FIV

El genoma de FIV contiene tres genes auxiliares: vif, orf-A y rev (Figura 1);
(Tomonaga & Mikami, 1996).

o Vif

Al igual que los lentivirus de primates HIV-1 y SIV, FIV codifica para la
proteina accesoria Vif que contrarresta la actividad antiviral del factor APOBEC3
felino. En este sentido, se ha demostrado que un FIV mutante con una delecion
en el gen vif no es infectivo en células mononucleares de sangre periférica ni en

macroéfagos felinos (Lockridge et al., 1999).

e OrfA

El gen orfA de FIV, también denominado orf2, se localiza en el genoma
viral en una posicién similar a la del primer exdon de tat de los lentivirus de
primates y no primates (Figura 1; Tomonaga & Mikami, 1996). Sin embargo, a
diferencia de la proteina Tat de los lentivirus de primates, la proteina OrfA de FIV
(masa molecular de 9 kDa) presenta una baja actividad de transactivacion
(Waters et al., 1996). Se ha demostrado que OrfA induce el arresto de las células
infectadas en la etapa G2 del ciclo celular, reminiscente de las caracteristicas
biolégicas que exhiben las proteinas Vpr de HIV-1 y de SIV (Gemeniano et al.,
2004). Los FIV mutantes que carecen de una proteina Orf-A funcional son
capaces de infectar los mismos tejidos que el virus salvaje, pero la cantidad de
ADN viral es significativamente menor (Inoshima et al, 1998); y los gatos
infectados con estos virus defectivos muestran niveles de replicacion viral bajos y

una progresion hacia la enfermedad mas lenta (Inoshima et al., 1996).

¢ Rev

El gen rev de FIV codifica para un polipéptido de 23 kDa, cuyo ARNm
resulta del empalme entre el exén 5°, que se superpone con el extremo 5’ del gen
env, y el exdbn 3" que se halla en la LTR 3’ del genoma viral (Figura 1). A
diferencia de los lentivirus de primates, donde el RRE se superpone con el marco

abierto de lectura del gen env, el RRE de FIV se ubica en el extremo 3’ del gen
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env. Este elemento genético se pliega formando una horquilla de estructura
secundaria conservada de aproximadamente 150 nucledtidos que resulta critica

para la funcion de la proteina Rev (Na et al., 2010).

3. Ciclo de replicaciéon de los SIV y FIV
3.1. Entrada viral y desnudamiento

El ciclo de replicacion de los lentivirus comienza con la asociacion de la
particula viral a la superficie de la célula blanco mediante la interaccion de la
glicoproteina viral Env con el receptor y el correceptor celulares (Figura 3). En el
caso de HIV y SIV, la subunidad de superficie (SU) del complejo Env trimérico se
une al receptor celular primario CD4, lo cual, debido a la distribucién tisular de
CD4, limita el tropismo de estos lentivirus a los linfocitos T colaboradores y a las
células del linaje monocito/macréfago (Goff, 2007). Esta interaccion inicial entre
Env y CD4 provoca un cambio conformacional en la SU que expone un dominio
critico para la interaccion con el correceptor, conduciendo finalmente a la fusion
de la envoltura viral con la membrana celular (para una revision sobre el tema, ver
Affranchino & Gonzélez, 2014; Checkley et al., 2011). Los grupos de virus
SIVsum/SIVmac y SIVagm, al igual que las cepas HIV-1 llamadas R5-tropicas,
utilizan al receptor de quimioquinas CCR5 como correceptor. Sin embargo, los
SIV de otras especies pueden usar CCR2b, CCR3, STRL33 (Bonzo), GPR15
(Bob) y GPR1 para entrar a sus células blanco (Clapham & Weiss, 1997). Resulta
interesante mencionar que ciertos aislamientos de HIV y SIV poseen la capacidad

de unirse directamente al correceptor en ausencia de CD4 (Endres et al., 1996).

Los FIV, al igual que los lentivirus de primates, infectan a los linfocitos T
colaboradores y a las células del linaje monocito/macrofago, pero utilizan CD134
como receptor primario (Shimojima et al., 2004). CD134, también conocido como
0OX40, es una molécula estimuladora presente en altos niveles en los linfocitos
felinos activados, las células del linaje monocito/macréfago y las células
dendriticas (Reggeti et al., 2008). Se ha demostrado que, al igual que la
interaccion entre las glicoproteinas Env de HIV y de SIV con el receptor primario

CD4, la unidén de Env de FIV con CD134 causa cambios conformacionales en la
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subunidad SU que permiten su asociacion al correceptor CXCR4 (de Parseval et
al., 2006).

La reaccion de fusion de membranas mediada por Env, que tiene lugar
entre las bicapas lipidicas de la envoltura viral y la membrana plasmatica de la
célula, posibilita el acceso del core viral al citoplasma celular para el proceso de
infeccion y replicacion viral (Figura 3). En la fusion de membranas esta
involucrado el ectodominio de la subunidad transmembrana (TM) de Env, el cual
posee una region N-terminal altamente hidrofébica denominada péptido de fusion,
y dos dominios con hepta-repeticiones denominados hélice-N y hélice-C (Chan &
Kim, 1998). Estos dos ultimos, luego de la unién de la SU al receptor/correceptor,
forman un haz de seis hélices en el que tres hélices-N de las TM del trimero de
Env se empaquetan de manera antiparalela a tres hélices-C (Chan & Kim, 1998).
Esta estructura adoptada por el ectodominio de la TM dispara la insercion del
péptido de fusion en la membrana blanco (Weissenhorn et al., 1997). Luego de la
fusién de las membranas viral y celular, ocurre el desnudamiento del virion en el
citoplasma, durante el cual el core viral pasa a formar parte primero del complejo
de transcripcidon reversa, y luego del complejo de preintegracién (PIC) que es

transportado a nucleo (Logue et al., 2011).
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Figura 3. Esquema del ciclo de vida de los lentivirus SIV y FIV. (1) Unién del virién a
la superficie celular. La subunidad SU de la glicoproteina Env se asocia al receptor (CD4
para SIV; CD134 para FIV) y correceptor (CCR5 para SIV; CXCR4 para FIV) celulares;
(2) Entrada del virus a la célula. La subunidad TM de Env promueve la fusién de la
membrana viral con la celular, permitiendo asi la entrada del virus al citoplasma; (3)
Retrotranscripcion. La RT sintetiza un ADNc doble cadena utilizando como molde al ARN
gendémico viral; (4) Integracion. La IN introduce el ADNc viral en los cromosomas de la
célula hospedadora. La forma integrada del ADN viral se denomina provirus; (5)
Transcripcion del ADN viral y sintesis de los ARNm que codifican para las proteinas
virales. También se genera un ARN de tamafio completo que servira como genoma de la
progenie viral; (6) Sintesis de la proteina Env. Esta proteina se sintetiza en los ribosomas
asociados al reticulo endoplasmico y es transportada a la membrana plasmatica a través
de la via secretoria celular; (7) Sintesis de Gag y Gag-Pol en ribosomas libres del
citoplasma, los cuales son transportados a la membrana plasmatica; (8) Acumulacién de
moléculas de Gag en la cara interna de la membrana plasmatica; (9) Ensamblado de
particulas virales a partir de la multimerizacion de Gag. Se producen viriones que
incorporan a Gag-Pol, a la glicoproteina Env y a dos moléculas de ARN gendmico; (10)
Brotaciéon de las particulas lentivirales. Se liberan al medio extracelular viriones
inmaduros; (11) Maduracién. Se activa la PR que procesa a las proteinas Gag y Gag-Pol,
lo cual conduce a la formacion de viriones maduros infecciosos.

Adaptado de Affranchino (2007).
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Figura 4. Mecanismo de retrotranscripcion. (A) La transcripcion reversa se inicia a
partir del extremo 3° del ARNt cebador del ARN gendmico viral; (B) Se genera un ADN
corto de cadena negativa [(-)ssDNA]; el extremo 5°del ARN gendmico es degradado
mediante la actividad RNasa H de la RT, y el (-)ssDNA es traslocado al extremo 3’del
ARN gendmico; (C) La region R del (-)ssDNA hibrida con la region R 3" del ARN
gendémico y continda la sintesis del ADN cadena negativa; (D) El ARN del hibrido ARN-
ADN es también susceptible a la accion de la RNasa H; (E) y (F) Continua la sintesis del
ADN cadena negativa y también comienza la sintesis de la cadena positiva a partir del
fragmento PPT, lo que resulta en la generacion de un ADN corto de cadena positiva
[(+)ssDNA] conteniendo la secuencia PBS; (G) Las copias complementarias de las
secuencias PBS presentes en la cadena (+)ssDNA y en la cadena negativa hibridan entre
si; (H) Se reanuda la sintesis de las cadenas negativa y positiva, lo que resulta en la
generacion del ADNc gendmico viral llevando una LTR (secuencias U3-R-U5) en cada
extremo.

U3: region promotora; U5: sitio de reconocimiento para la integrasa viral; PBS: primer
binding site; PPT: polypurine tract.

Adaptado de Basu et al. (2008).
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3.2. Transcripcion reversa

Posteriormente a la entrada viral y al desarmado del virion en el citoplasma
de la célula blanco, el ARN gendmico viral es convertido en ADN doble cadena
(Figura 3) en una serie de etapas catalizadas por la enzima RT (Telesnitsky &
Goff, 1997).

La retrotranscripcion en los lentivirus, cuyo mecanismo se esquematiza en
la Figura 4, se inicia a partir de la regidn doble cadena generada por la asociacion
de una molécula de ARNt, empaquetada durante el ensamblado de la particula
viral, al sitio de union del cebador (primer binding site; PBS) presente en el
extremo 5 del ARN gendmico viral. La sintesis de ADN genera un hibrido
ADN/ARN que es hidrolizado por la actividad RNasa H de la enzima RT, dejando
una molécula de ADN simple cadena de sentido negativo de alrededor de 100-
150 nt (minus strand strong-stop DNA; indicado como (-)ssDNA en la Figura 4).
Esta hebra de ADN hibrida por complementariedad de secuencia en la region R
del extremo 3’ del genoma viral, donde actua como cebador para la sintesis de la
molécula de ADN de cadena negativa a partir del ARN viral. Esta reaccion de
hibridacién es facilitada por la proteina NC (Guo et al., 1997). El ARN genémico
viral presenta regiones que son resistentes a la degradacion por la RNasa H
denominadas trechos de polipurinas (polypurine tract, indicado como PPT en la
Figura 4), las cuales se hallan tanto en el centro como hacia el extremo 3’ del
genoma viral, y funcionan como cebadores para la sintesis de la cadena positiva
de ADN gendmico viral. La polimerizacion desde los sitios PPT se detiene en la
primera base modificada del ARNt cebador, dando como producto un ADN de
cadena positiva (plus strand strong-stop DNA; indicado como (+)ssDNA en la
Figura 4). El dominio RNasa H de la RT degrada entonces el ARNt y el extremo 3’
del (+)ssDNA hibrida con una secuencia complementaria en el extremo 5 del
templado de cadena negativa, de modo que la hebra positiva continie y que
permita también completar la sintesis de la cadena negativa. Como resultado, se
genera un provirus de ADN copia (ADNc) con las LTRs duplicadas. En el caso de
FIV, a diferencia de otros lentivirus, las secuencias de los dos sitios PPT del
genoma viral son diferentes entre si. A su vez, el sitio PPT central del genoma de

FIV posee uno o dos residuos de pirimidina, pero es funcionalmente similar al de
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otros lentivirus en lo que respecta a la iniciacion de la sintesis de la hebra positiva

y a la formacion de la solapa de ADN (Whitwam et al., 2001).

3.3. Mecanismos tempranos de restriccion celular

Las infecciones retrovirales patogénicas de mamiferos han inducido la
evolucion de factores celulares de restriccion antiviral. Estos factores de
restriccion actuan practicamente sobre todos los estadios del ciclo de vida viral,
tales como el desnudamiento del viridn, la transcripcion reversa, la entrada del
complejo de preintegracion al nucleo y la brotacion de los viriones al medio
extracelular (Bieniasz, 2004). A su vez, la expresion y actividad de estos factores
de restriccidn son dependientes del tipo celular y de la especie, lo que controla el
espectro de hospedadores virales e impone una barrera a los eventos de
transmision entre especies (Bieniasz, 2004; Nisole et al., 2005; Troyer et al.,
2008).

A continuacién se describen los factores celulares que participan en los

mecanismos tempranos de restriccion frente a la infeccion lentiviral.

% APOBEC3G

Como ya se menciond, APOBEC3G es una proteina celular que pertenece
a la familia denominada APOBEC, cuyos miembros se caracterizan por presentar
uno o dos dominios desaminasa coordinados por zinc (dominio Z). Este dominio
cataliza la desaminacion de las citidinas, convirtiendo a las citosinas en uracilos
en las moléculas de ARN y ADN en una gran variedad de vertebrados. El factor
celular APOBEC3G fue el primer factor de restriccion de la replicacion de los
lentivirus identificado y determina que una célula sea permisiva o0 no para la
infeccion viral, ya que restringe la replicacion de los lentivirus de humanos y de

simios en sus respectivas células blanco.

APOBEC3G ejerce su accion antirretroviral a través de los siguientes
mecanismos: (i) provoca la acumulacion de sustituciones C—dU en el ADNc de
polaridad negativa durante la transcripcion reversa, lo que resulta en

hipermutaciones G—A en la hebra positiva del ADN viral, comprometiendo la
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integridad del genoma del virus (Sheehy et al., 2002; Zhang et al., 2003); (ii)
inhibe la hibridacién del ARNt o su procesamiento durante la transcripcidn reversa
(Guo et al., 2007); (iii) inhibe la transferencia de la hebra del ADN viral en el
primer paso de la retrotranscripcion, asi como también la integracion al genoma
celular (Li et al., 2007). Como ya se explico, la proteina viral Vif contrarresta la
actividad de APOBEC3G promoviendo la poliubiquitinacién de este factor de
restriccion y su subsiguiente degradacién via proteasomas (Stopak et al., 2003).

Resulta interesante destacar que las proteinas APOBEC3 no sélo ejercen
su actividad antiviral sobre HIV-1 (Sheehy et al., 2002; Zhang et al., 2003), SIV
(Mussil et al., 2011) y FIV (Munk et al., 2008) sino que también restringen la
replicacion de otros retrovirus como EIAV (Mangeat et al., 2003), el virus de la
leucemia a células T de humanos tipo 1, HTLV-1 (Sasada et al., 2005),
espumavirus (Delebecque et al., 2006), el virus de la leucemia murina, MLV (Nitta
et al., 2012), el virus del tumor mamario murino, MMTV (Okeoma et al., 2007), y
de virus a ADN que se replican via transcripcion reversa como el virus de la
hepatitis B (Turelli et al., 2004).

% TRIMSa

La proteina celular TRIM5 pertenece a la familia TRIM (Tripartite Motif),
cuyos miembros se caracterizan por poseer tres motivos aminoacidicos: un motivo
RING N-terminal que une zinc y que exhibe actividad de E3 ubiquitina ligasa, un
motivo B-box que une zinc, y una region de hélice superenrrollada (coiled-coil)
(Perez-Caballero et al., 2005).

Luego de la entrada viral, la isoforma alpha de TRIM5S, TRIM5aq, reconoce al
core viral en la célula infectada a través de su dominio B30.2/SPRY, el cual
determina la especificidad y la magnitud de la restriccion mediada por TRIM5a
frente a la infeccién retroviral (Nisole et al., 2005). La restriccion retroviral
posentrada mediada por TRIM5a tiene lugar en dos etapas. Primero, TRIM5a
induce el desensamblado prematuro y acelerado del core viral y la consiguiente
degradacion del complejo viral de transcripcion reversa via el proteosoma celular.
Posteriormente, TRIM5a bloquea la translocacién del PIC al nucleo celular (Wu et
al., 2006).
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A diferencia de lo que ocurre con otros factores celulares de restriccion, no
existe una proteina accesoria lentiviral que antagonice la accion mediada por
TRIM5a. Las especies felinas no presentan la tradicional restriccion por TRIM5
frente a los retrovirus, ya que expresan una proteina TRIM5 truncada carente del
dominio B30.2 (McEwan et al., 2009).

3.4. Importacion del PIC al nucleo e integracion del ADNc viral al genoma

celular

El ADNc gendmico viral, resultado de la transcripcidon reversa, es
translocado al nucleo como parte del PIC donde luego es integrado al genoma de
la célula hospedadora (Figura 3). La importacion del PIC al nucleo es mediada, en
el caso de los lentivirus de primates, por la interaccion de la proteina viral Vpr
presente en el viridn infectivo con las nucleoporinas celulares (Fouchier et al.,
1998). La solapa central de ADN originada durante el proceso de transcripcion
reversa ha sido implicada, en el caso de HIV-1, en la importacién del PIC al

nucleo (Zennou et al., 2000).

Luego de la importacion del PIC viral al nucleo de la célula hospedadora, la
IN cataliza la insercion del ADN doble cadena lineal del virus en el genoma celular
(Figura 3). Inicialmente, los extremos 3’ del ADNc viral son procesados por la IN
que remueve dos nucledtidos, generando asi extremos sobresalientes CA, los
cuales se unen a los extremos 5’ del ADN celular ya escindidos. El proceso de
integracion se completa cuando las enzimas celulares reparan los espacios y los

extremos 5’ son ligados.

La integracion del genoma proviral de HIV-1 no es completamente al azar,
sino que el provirus se integra preferencialmente en regiones downstream de los
promotores de genes activos (Schroder et al., 2002). Sin embargo, FIV muestra
una preferencia ligeramente distinta a la de HIV-1 respecto al sitio de integracién
(Shibagaki & Chow, 1997). EI ADN viral integrado, ahora denominado provirus, se
comporta esencialmente como un gen celular y es mantenido como parte del

genoma celular durante toda la vida de la célula infectada.
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3.5. Expresion génica viral y exportacion de los ARNm al citoplasma

Luego de la integracion en el genoma celular, el provirus actua como molde
para la sintesis del ARN viral que codifica para todas las proteinas estructurales,

regulatorias y accesorias involucradas en la replicacién viral (Figura 3).

En el contexto del provirus, la principal funcién de la secuencia LTR 5’ es
dirigir la sintesis del ARN viral. El promotor transcripcional y los elementos
regulatorios adyacentes presentes en la region U3, reclutan a la holoenzima ARN
pol Il al sitio de iniciacidn de la transcripcion viral, que es el primer nucledtido de la
region R de la LTR (Li et al., 1994; Lu et al., 1992). Sin embargo, la actividad
transcripcional basal de la LTR de los HIV y SIV provirales es muy baja, y la
sintesis de ARN viral sélo alcanza niveles elevados en presencia del
transactivador transcripcional Tat (Fisher ef al., 1986; Vander Velden et al., 2012).
La proteina viral Tat se une al bucle formado por el elemento TAR en el extremo
5 de las cadenas nacientes del ARN viral, y recluta entonces al complejo P-TEFb
que fosforila a la ARN pol Il, lo cual resulta en una estimulacién significativa de su

procesividad transcripcional (Bieniasz et al., 1999; Wei et al., 1998).

Como ya se menciond, FIV no posee un elemento con estructura similar al
TAR y tampoco codifica para la proteina Tat, pero la proteina OrfA promueve un
incremento en la transcripcion/traduccion viral a través de mecanismos diferentes
a los de otros lentivirus (Gemeniano et al., 2003). Ademas, la actividad promotora
basal de la LTR 5 de FIV es significativamente mayor que la de HIV-1
(Gemeniano et al., 2003).

La transcripcion del genoma proviral genera un gran numero de ARNm
virales debido a los multiples sitios de procesamiento para corte y empalme
presentes en el ARN gendémico viral (Purcell & Martin, 1993). Por lo tanto, en una
célula infectada existen tres clases de ARNs virales (Figura 3): (1) ARNs que no
sufren procesamiento y que actuan tanto como ARNm para la sintesis de las
poliproteinas Gag y Gag-Pol, asi como ARN gendmico que sera empaquetado por
la progenie viral; (2) ARNm monoprocesados, de un tamano aproximado de 5 kb
que codifican para las proteinas Env, Vif (en el caso de HIV, SIV y FIV), Vpu/Vpx
y Vpr (en el caso de HIV y SIV); y (3) ARNm multiprocesados que son traducidos
en las proteinas Rev (para los lentivirus HIV, SIV y FIV), y en Tat y Nef (para HIV

y SIV). Como ya se explico, la exportacidon a citoplasma de los ARNm lentivirales
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conteniendo intrones es mediada por la proteina Rev (ver seccién 1.2.2. de

Introduccion).

3.6. Ensamblado de las particulas virales y empaquetamiento del ARN

gendmico viral

Las proteinas estructurales que forman la particula lentiviral derivan de los
precursores poliproteicos Gag y Gag-Pol, y de la glicoproteina Env (Figura 3). A
partir de los ARNm virales que no sufren procesamiento se sintetizan la
poliproteina Gag y, por corrimiento en -1 del marco de lectura ribosomal
(frameshifting), el precursor Gag-Pol (Goff, 2007). Este mecanismo de corrimiento
de -1 en la lectura ribosomal del extremo 3’ del ORF de gag ocurre con una
frecuencia de aproximadamente 5%, lo que resulta en niveles del precursor Gag

superiores a los de Gag-Pol (Swanstrom & Wills, 1997).

Por su parte, la glicoproteina Env es sintetizada como un precursor
altamente glicosilado en el reticulo endoplasmatico a partir de un ARNm viral
monoprocesado, es luego procesada en el trans-Golgi en las subunidades de
superficie (SU) y de transmembrana (TM), y transportada como complejo
heterotrimérico SU-TM a la membrana plasmatica siguiendo la via biosintética
secretoria (Checkley et al., 2011; Swanstrom & Wills, 1997).

El ensamblado de los lentivirus tiene lugar en la membrana plasmatica de
la célula infectada (Figura 3), siendo la regién amino terminal de Gag, el dominio
matriz (MA), el principal elemento responsable del direccionamiento y asociacion
de Gag a la membrana plasmatica (Gonzalez & Affranchino, 1998; Gattlinger et
al., 1989; Manrique et al., 2001; 2004a). Durante el ensamblado de la poliproteina
Gag en particulas se incorporan los otros componentes del virion: el precursor
Gag-Pol, el ARN genémico viral y el complejo trimérico de la Env madura
(Affranchino & Gonzalez, 2014; Freed, 1998).

La secuencia en cis que dirige la encapsidacion del ARN gendmico viral,
conocida como senal de empaquetamiento ¢ o E, se encuentra ubicada en la
region 5 que precede al codén de iniciacién del gen gag siendo la estructura
secundaria que adopta y lo que determina la especificidad del proceso de

empaquetamiento del ARN genomico (Berkowitz et al., 1996). Experimentos
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realizados en FIV sugieren que la asociacion del ARN genémico a Gag ocurre en
la cara citoplasmatica de la envoltura nuclear (Kemler et al., 2010). La rigurosa
especificidad de Gag por los ARN genomicos retrovirales esta mediada por su
region carboxilo, el dominio nucleocapside (NC), el cual reconoce una o mas
senales de empaquetamiento (Jewell & Mansky, 2000). Los ARN gendmicos
retrovirales se unen entre si a través de la secuencia denominada sitio de
iniciaciéon de la dimerizacion (dimerization initiation site, DIS) localizada en el

extremo 5’ de los mismos (Berkowitz et al., 1996; Jewell & Mansky, 2000).

La etapa final del ensamblado lentiviral involucra la brotacion de las
particulas virales hacia el medio extracelular (Figura 3). Este proceso esta
mediado por secuencias aminoacidicas cortas presentes en las poliproteinas Gag
denominadas dominios tardios (/ate domains, L) (para revisiones sobre el tema,
ver Bieniasz, 2006; Freed, 2002). En los lentivirus, los motivos aminoacidicos
PT/SAP (HIV-1, SIV y FIV) y/o YPX,L (HIV-1 y EIAV) en el dominio C-terminal de
Gag interaccionan, directamente o a través de factores celulares intermediarios,
con componentes de la maquinaria endosomal conocida como ESCRT
(endosomal-sorting complexes required for transport) (Bieniasz, 2006). La
asociacion de Gag a ESCRT, por medio del dominio L, promueve la brotacion de
los viriones lentivirales a través de la membrana plasmatica de las células
infectadas. Resulta interesante destacar que nuestro laboratorio ha demostrado
que el dominio C-terminal p2 de Gag de FIV contiene los dominios L involucrados
en la brotacion de particulas, por lo que es funcionalmente equivalente al péptido
p6 de HIV y SIV (Manrique et al., 2004b).

Durante o inmediatamente después de la brotacion de las particulas virales
ocurre la maduracion de la progenie viral (Figura 3): la PR viral procesa a las
poliproteinas precursoras Gag y Gag-Pol, dando lugar a las proteinas maduras
que forman los viriones infectivos (Figura 2), los cuales iniciaran un nuevo ciclo de

infeccion (Ganser-Pornillos et al., 2008; Sundquist & Krausslich, 2012).

3.7. Factores celulares de restriccion tardia

En las etapas tardias del ciclo de replicacién viral, el factor celular inducible

por interferon BST-2/HM1.24/CD317, también conocido como tetherin, impide el

24



Introduccion

desprendimiento de las particulas virales maduras a partir de la membrana de las
células infectadas (Neil et al., 2008; Van Damme et al., 2008). BST-2 es una
proteina transmembrana de tipo |l de aproximadamente 30-36 kDa, distribuida
entre la superficie celular, el aparato de Golgi y los endosomas de reciclaje
(Kupzig et al., 2003).

La restriccidn ejercida por este factor celular es contrarrestrada por la
proteina accesoria Vpu de HIV-1 y de algunos SIV, la cual reduce los niveles de
BST-2 en la superficie celular al promover su degradacion (Neil et al., 2006; Van
Damme et al., 2008). En los lentivirus que carecen de Vpu, la funcidon antagonista
de BST-2 es ejercida por la glicoproteina Env, es el caso de HIV-2 (Tokarev et al.,
2009) y de FIV (Celestino et al., 2012), o por Nef, para la mayoria de los SIV
(Tokarev et al., 2009).

4. Formacion de los viriones maduros infectivos
4.1. La poliproteina Gag

Los lentivirus se ensamblan y brotan de la célula infectada inicialmente
como particulas esféricas inmaduras, no infecciosas, formadas por
aproximadamente 2.500 moléculas de Gag dispuestas radialmente (Briggs et al.,
2009; Sundquist & Krausslich, 2012; Wilk et al., 2001). En el virion inmaduro, la
MA, como dominio N-terminal de Gag, se encuentra asociada a la cara interna de
la membrana lipidica viral, mientras que el dominio p6 en el extremo carboxilo de
Gag se proyecta hacia el centro de la particula viral (Briggs et al., 2009; Wilk et
al., 2001). El polipéptido Gag contiene todos los elementos estructurales
necesarios para su ensamblado en particulas (para revisiones sobre el tema,
referirse a Affranchino & Gonzalez, 2014; Ganser-Pornillos et al., 2008; Sundquist
& Krausslich, 2012). En este sentido, nuestro laboratorio ha demostrado,
utilizando a los virus SIV y FIV como modelos para el ensamblado lentiviral, que
las poliproteinas Gag de estos lentivirus, expresadas en células de mamiferos, o
incubadas in vitro en condiciones bioquimicamente definidas y en ausencia de
otras proteinas virales, forman particulas cuya morfologia es similar a la de los
viriones auténticos (Affranchino & Gonzalez, 2010; Gonzalez et al., 1993;
Manrique et al., 2001; Rauddi et al., 2011).
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El clivaje proteolitico de Gag por la PR viral resulta en la reorganizacion de
las proteinas procesadas en la estructura del virion maduro. El procesamiento del
precursor Gag permite asi la organizacion de una particula estable con capacidad
infectiva, competente para el ensamblado y brotacion, que en una nueva célula
hospedadora se transforma en una estructura viral labil que se desarma para dar

lugar a la replicacion viral.

Las funciones de cada uno de los dominios funcionales de las

poliproteinas Gag de SIV y de FIV se describen a continuacion.

4.2. La proteina matriz

El dominio N-terminal del precursor Gag corresponde a la proteina MA, la
cual provee durante el ensamblado de las particulas los determinantes primarios
para el transporte y asociacion de Gag con la membrana plasmatica: (a) el acido
miristico que se une cotraduccionalmente a la glicina N-terminal (Delchambre et
al., 1989; Géttlinger et al., 1989; Manrique et al., 2001); (b) una regién altamente
basica, localizada entre los residuos 26 y 32 de las proteinas MA de SIV y HIV-1,
que establece interacciones electroestaticas con los fosfolipidos, especialmente
con fosfatidil inositol-(4,5)-bifosfato, presentes en la cara interna de la membrana
plasmatica (Gonzalez et al., 1993; Yuan et al., 1993; Zhou et al., 1994); y (c) los
residuos hidrofébicos Val7 y Leu8 de las MA de SIV y HIV-1, que contribuyen a
estabilizar la asociaciéon de Gag con la membrana plasmatica (Gonzalez &
Affranchino, 1998; Ono & Freed, 1999).

En el caso del precursor Gag de FIV, nuestro laboratorio ha demostrado
que su interaccion con la membrana plasmatica es mas dependiente del grupo N-
miristilo que de la region N-terminal de la MA que contiene aminoacidos basicos
(Manrique et al., 2001). El concepto de que el dominio MA de Gag de FIV no
exhibe una regién con caracteristicas idénticas a la region polibasica de las
proteinas MA de SIV y de HIV-1 quedd establecido al caracterizar el fenotipo de
un virus quimérico SIV en el que se reemplazé el dominio MA de SIV por el de
FIV: este virus no forma viriones debido a la incapacidad del precursor Gag
quimérico de asociarse a la membrana plasmatica (Manrique et al., 2004a).
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Estudios adicionales de nuestro laboratorio en SIV y de otros grupos de
investigacion en HIV-1 han demostrado que otras de las funciones de la MA son
las de participar en el ensamblado de las particulas virales (Cannon et al., 1997;
Chazal et al., 1994; Freed et al., 1994; Gonzalez et al., 1993, 1996; Gonzalez &
Affranchino, 1995) y la de mediar la incorporacion de la glicoproteina Env a los
viriones (Dorfman et al., 1994; Freed & Martin, 1996; Gonzalez et al., 1993, 1996;
Manrique et al., 2003, 2008; Murakami & Freed, 2000; Yu et al., 1992).

Por otra parte, se ha propuesto que la unién del ARN gendmico a la region
polibasica del dominio MA de HIV-1 impediria que Gag se asocie de manera
prematura e inespecifica a otras membranas celulares antes de unirse a la
membrana plasmatica para ensamblarse en particulas (Alfadhli et al., 2009;
Chukkapalli et al., 2010).

4.3. La proteina capside

Las proteinas CA retrovirales son polipéptidos de aproximadamente 24-27
kDa formados por dos dominios con a-hélices que se pliegan de manera
independiente, un dominio N-terminal (NTD) y otro C-terminal (CTD), conectados
entre si por un interdominio flexible (Campos-Olivas et al., 2000). Si bien los
dominios CA de las proteinas Gag retrovirales exhiben escasa similitud de
secuencia, a excepcion de una pequefa regidn altamente conservada de
aproximadamente 20 aminoacidos denominada region de principal homologia
(Major homology region, MHR) (Swanstrom & Wills, 1997), las estructuras en
solucion de las CA retrovirales presentan una organizacién muy similar (Campos-
Olivas et al., 2000). Numerosos estudios estructurales de la proteina CA de HIV-1
establecieron que el NTD presenta una forma de cabeza de flecha, con siete o-
hélices (numeradas de 1 a 7) y una horquilla B amino-terminal, mientras que el
dominio CTD es globular con una hélice 34¢ de unico giro y cuatro a-hélices cortas
(numeradas de 8 a 11) (Bharat et al., 2012; Byeon et al., 2009; Gamble et al.,
1997; Ganser-Pornillos et al., 2007; Gitti et al., 1996; Pornillos et al., 2011).

Estudios de microscopia electronica mostraron que la estructura conica de
la capside madura de HIV-1 es una red hexagonal compuesta por anillos

hexaméricos de la proteina CA en la que 12 anillos pentaméricos posibilitan que

27



Introduccion

el cono se cierre en ambos extremos (Sundquist & Hill, 2007). De este modo, la
superficie de la capside madura de HIV-1 consiste de anillos hexaméricos y
pentameéricos formados por los NTDs de la CA, los cuales se hallan estabilizados
a través de interacciones NTD-NTD, y donde cada anillo esta asociado al
hexamero vecino mediante la dimerizacion de los CTDs de la proteina CA (Byeon
et al., 2009; Ganser-Pornillos et al., 2007). Ademas, las interacciones
intermoleculares adicionales NTD-CTD y CTD-CTD de la CA contribuyen a
estabilizar la estructura de la capside madura en los viriones (Ganser-Pornillos et
al., 2007; Pornillos et al., 2009; Zhao et al., 2013).

La proteina CA juega un papel importante en la morfogénesis lentiviral:
como dominio central de la poliproteina Gag, la CA participa de las multiples
interacciones proteina-proteina que conducen a la multimerizacién de Gag en
particulas (Briggs et al., 2009; de Marco et al., 2010; Rauddi et al., 2011; von
Schwedler et al., 2003), mientras que ya como proteina independiente, la CA se
autoensambla en la estructura conica de core que protege a los componentes del
virion necesarios para las siguientes etapas de infeccion y replicacion (Forshey et
al., 2002; Tang et al., 2001; von Schwedler et al., 2003).

Una propiedad biolégica unica de las proteinas CA es la de
autoensamblarse in vitro en matrices tubulares con una simetria similar a la de la
capside madura (Campbell & Vogt, 1995; Gross et al., 1997). En este sentido,
nuestro laboratorio ha demostrado que la proteina CA de SIV se autoensambla in
vitro en estructuras multiméricas que corresponden a hexameros formados por el
NTD que se hallan unidos por dimerizacion del CTD de la CA de SIV (Rauddi et
al., 2011).

Los resultados de estudios de mutagénesis dirigida de la CA de HIV-1 (von
Schwedler et al., 2003) junto con las conclusiones obtenidas de la tomografia
crioelectrénica de particulas inmaduras de HIV-1 (Briggs et al., 2009) indican que
tanto el NTD como el CTD de la CA son importantes para el ensamblado de
particulas virales. Este concepto ha sido extendido por nuestro laboratorio a FIV al
analizar el fenotipo de ensamblado de proteinas Gag de este virus con
mutaciones en el dominio CA (Abdusetir Cerfoglio et al., 2014).

Por otro lado, mutaciones que afectan al dominio MHR de la CA anulan la
formacion de particulas de HIV-1 (Mammano et al., 1994), de SIV (Rauddi et al.,
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2011) y de FIV (Abdusetir Cerfoglio et al., 2014). Asimismo, se ha observado que
distintas mutaciones y deleciones en la porcion carboxilo de la CA de HIV-1
afectan la incorporacion de Gag-Pol en las particulas virales asi como también la
expresion de la RT (Huang & Martin, 1997). Finalmente, se ha demostrado en
HIV-1 que la proteina CA esta involucrada en las etapas tempranas del ciclo de
vida viral; basicamente, en el desnudamiento del virion y en la importacion a
nucleo del PIC (Fassati, 2012; Forshey et al., 2002; Krishnan et al., 2010; Lee et
al., 2010; von Schwedler et al., 2003).

4.4. La proteina nucleocapside

La principal funcién del dominio NC de la poliproteina Gag es mediar la
encapsidacion selectiva del ARN gendmico en los viriones a través de su
interaccién con la sefial de empaquetamiento presente en el extremo 5’ del
genoma viral (Jewell & Mansky, 2000). Los dominios de la NC responsables de la
encapsidacion del genoma viral son los dos motivos Cys-X,-Cys-Xs-His-X4-Cys
(CCHC) denominados "dedos de zinc" similares a los motivos presentes en varias
proteinas celulares con capacidad de unir acidos nucleicos (Jewell & Mansky,
2000).

Estudios de nuestro laboratorio y de otros grupos han establecido que la
interaccion NC-ARN es importante para el ensamblado retroviral (Abdusetir
Cerfoglio et al., 2014; Cimarelli et al., 2000; Johnson et al., 2002; Manrique et al.,
2004b; Muriaux et al., 2001; Zhang & Barklis, 1997; Zhang et al., 1998). A este
respecto, nuestro grupo también demostré que el ensamblado in vitro de las
proteinas Gag de SIV y de FIV es dependiente de la presencia de ARN en la
reaccion de multimerizacién de la proteina (Affranchino & Gonzalez, 2010; Rauddi
et al., 2011). Otros grupos alcanzaron las mismas conclusiones trabajando con la
proteina Gag de HIV-1 (Campbell & Rein, 1999; Huseby et al., 2005; Morikawa et
al., 1999). En particular, nuestro grupo de trabajo demostrd que la sustitucion en
la NC de FIV de la primera cisteina del motivo "dedo de zinc" amino terminal por
serina reduce drasticamente tanto el ensamblado de los viriones como el

empaquetamiento del ARN gendmico (Manrique et al., 2004b).
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Ademas de su rol en el empaquetamiento del genoma viral, la proteina NC
facilita la dimerizaciéon del ARN gendmico, promueve la asociacion del iniciador
ARNt"™® a su sitio de unién en la cadena de ARN gendmico, y participa en las
etapas tempranas de la retrotranscripcion que conducen a la sintesis del ADN
proviral (Allain et al., 1994; Darlix et al., 1990).

4.5. Dominio carboxilo de las poliproteinas Gag de HIV, SIV y FIV

Como ya se explico, la principal funcién del dominio p6, presente
unicamente en las proteinas Gag de los lentivirus de primates, es mediar la
brotacién de las particulas virales (Bieniasz, 2006). Esta actividad de p6 depende
del motivo PT/SAP, el cual recluta a TSG101, una proteina celular que forma
parte de ESCRT-I, la cual participa normalmente en la brotacion de vesiculas
hacia el lumen endosomal (Garrus et al., 2001; Martin-Serrano et. al., 2001;
VerPlank et al., 2001). Por otra parte, el factor celular ALIX se une al motivo
aminoacidico YP(X).L en el extremo carboxilo de Gag (HIV-1 y EIAV) o al dominio
NC (el resto de los lentivirus), lo que resulta en la asociacion de Gag con el
complejo ESCRT-IIl. La unién de Gag al complejo ESCRT-III, facilitada por una
ubiquitina ligasa similar a NEDD4, conduce a la activacion y polimerizacion del
complejo ESCRT-IIl en una estructura que promueve el proceso de brotacion de
los viriones (Sundquist & Krausslich, 2012). EI complejo ESCRT-III también
recluta a las ATPasas VPS4, las cuales, una vez que las particulas virales se
escinden de la membrana, desorganizan la estructura multimérica formada por
ESCRT-IlIl de manera que sus componentes se reciclen al citoplasma (Sundquist
& Krausslich, 2012).

Resulta interesante mencionar aqui el hallazgo de nuestro grupo de trabajo
acerca de que si bien la proteina Gag de FIV carece del péptido p6, su dominio p2
C-terminal exhibe el motivo PSAP cuya mutacion inhibe la produccién de viriones
(Manrique et al., 2004b). De hecho, recientemente mostramos que la poliproteina
GagAp2 de FIV, que carece del dominio p2 C-terminal, actia como mutante trans-
dominante negativa formando con el precursor Gag salvaje complejos
multiméricos no funcionales incapaces de ensamblarse en particulas
extracelulares (Abdusetir Cerfoglio et al., 2014), lo cual demuestra el rol bioldgico

del péptido p2 en el ensamblado de los viriones de FIV.
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Cabe destacar que el dominio MA del precursor Gag de SIV exhibe la
particularidad de contener el motivo aminoacidico PTAP en su region carboxilo,
ademas del presente en el dominio p6. El hecho que la expresion de la proteina
MA de SIV en células de mamifero resulta en la produccion de particulas
pseudovirales extracelulares (Gonzalez et al., 1993) es una fuerte evidencia del
rol como dominio tardio del motivo PTAP de la MA de SIV (Affranchino &
Gonzalez, 2014).
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Objetivos

Estudios realizados en HIV-1 (Briggs et al., 2009; Ganser-Pornillos et al.,
2008) y en SIV por nuestro laboratorio (Rauddi et al.,, 2011) indican que la
proteina CA cumple por lo menos dos roles diferentes segun forme parte del
precursor Gag o se halle como proteina madura en el virion. Como dominio de
Gag, la CA participa de las interacciones proteina-proteina que conducen a la
oligomerizacion de Gag en particulas, mientras que al formar el core viral de la
particula madura, la CA preserva la integridad de los componentes virales que
iniciaran la retrotranscripcion en el siguiente ciclo viral. EI dominio CA de Gag
participa también en fases tempranas del ciclo de replicacion viral, tales como el
desnudamiento del virion y la importacion a nucleo del complejo de preintegracion
(Fassati, 2012). Estas caracteristicas de las proteinas CA lentivirales hacen
especialmente atractivo su estudio y las convierten en un blanco antiviral potencial
contra el cual disefar inhibidores de eventos tempranos y tardios del ciclo de

replicacién lentiviral.

La mayoria de los estudios realizados hasta el momento se han centrado
casi exclusivamente en la proteina CA de HIV-1. En cambio, la informacién

disponible sobre las proteinas CA de SIV y de FIV es escasa.

Si bien los virus SIV y FIV presentan similitudes a nivel de morfologia,
patogenicidad y de algunos aspectos de su ciclo de vida, estos lentivirus exhiben
también diferencias significativas a nivel genético y replicativo (Affranchino &
Gonzalez, 2014).

El intercambio de dominios aminoacidicos entre proteinas equivalentes de
virus relacionados filogenéticamente constituye una estrategia eficaz para
identificar elementos funcionales que son esenciales para la replicacion viral
(Manrique et al., 2004a). Teniendo en cuenta este concepto, y dado que las
proteinas CA de SIV y de FIV han sido escasamente estudiadas, el objetivo
general de este trabajo de Tesis Doctoral fue establecer la relacion estructural y
funcional entre las CA de estos dos lentivirus e investigar si las regiones
estructuralmente distintivas de la CA de SIV pueden ser reemplazadas
funcionalmente por sus respectivas contrapartes de la CA de FIV. Para ello, se
generaron virus quiméricos SIV en los que se sustituyd parcial o totalmente su
dominio CA por el de FIV para luego comparar el fenotipo de los virus quiméricos

con el de SIV salvaje.
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Objetivos

En base a lo planteado, se propusieron los siguientes objetivos especificos:

+« Analizar el fenotipo de los virus quiméricos resultantes en cuanto a: (a) la
sintesis y el procesamiento de las poliproteinas Gag quiméricas; (b) su
capacidad de ensamblarse en particulas extracelulares; (c) su capacidad de
empaquetar el ARN gendmico viral; (d) su capacidad de incorporar una RT

funcional; y (e) su capacidad de incorporar la glicoproteina Env.

< Determinar la capacidad infectiva de los virus quiméricos SIV-FIV, tanto en las

células indicadores TZM-bl como en las células permisivas 293T.
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Materiales y Métodos

1. Células y virus

Las lineas celulares 293T (de rindbn humano) y TZM-bl (HeLa-CD4-CCR5-
LTRuv-1-B-gal/LTRu-1-luciferasa) (Wei et al., 2002), obtenida del programa de
reactivos para SIDA de los Institutos Nacionales de Salud de los E.E.U.U. (NIH
AIDS Research and Reference Reagent Program), fueron crecidas en medio
Eagle modificado por Dulbecco (D-MEM, GIBCO) suplementado con 10% suero
fetal bovino (HyClone), aminoacidos no esenciales (GIBCO) y solucion de
antibiético-antimicético (GIBCO) conteniendo penicilina (100 U/ml), anfotericina B

(250 ng/ml) y estreptomicina (100 pg/ml).

2. Sueros y anticuerpos

Para la deteccion de las proteinas Gag salvaje de FIV y Gag quiméricas
llevando regiones derivadas de la CA de FIV, se empled el anticuerpo monoclonal
(MAb) PAK3-2C1 dirigido a la proteina CA de FIV, obtenido del NIH AIDS
Research and Reference Reagent Program. EI MAb KK60, especifico de la CA de
SIV, asi como el MAb KK41 anti-gp41 de SIV, fueron obtenidos a través del MRC
AIDS Directed Program (Reino Unido). Para la deteccion de la proteina MA de
SIV se us6 un suero policlonal de ratén anti-MA de SIV generado en nuestro
laboratorio (Manrique et al., 2008). Como anticuerpo secundario se utilizd6 un
anticuerpo de cabra anti-inmunoglobulinas de raton conjugado a peroxidasa de

rabano (HRP; Promega).

3. Reaccioén en cadena de la polimerasa (PCR)

Las reacciones de PCR se realizaron en un volumen final de 100 pl
conteniendo 60 mM Tris-SO4 (pH 9,1 a 25 °C); 18 mM (NH4)2.SO4; 1,6 MM MgSOy;
200 pM de cada desoxirribonucledtido trifosfato (dNTP); 0,4 uM de los
oligonucledtidos iniciadores sentido y antisentido; 50-100 ng de ADN molde; y 2 ul
de la ADN polimerasa termoestable Elongase que tiene actividad exonucleolitica
3'—>5’ (Elongase Enzyme Mix, Thermo Fisher Scientific-Invitrogen). Las mezclas
de reaccién fueron desnaturalizadas durante 5 minutos a 94 °C y luego sometidas
a 30 ciclos de 3 etapas: desnaturalizaciéon a 94 °C durante 30 segundos,

hibridacién a 55 °C durante 60 segundos y elongacion a 68 °C (60 segundos por
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cada kb de producto a amplificar). Las reacciones se llevaron a cabo en un
ciclador térmico MiniCycler (MJ Research, Inc.). Previamente a su purificacion, los
productos de PCR fueron tratados con proteinasa K (100 ug/ml) a 37 °C durante 2

horas e incubados luego a 68 °C por 10 minutos para inactivar la proteasa.

4. Electroforesis de ADN en geles de agarosa

Las electroforesis de los ADNs se realizaron en geles de agarosa en buffer
TBE (90 mM Tris-Borato; 2 mM EDTA [pH 8,3]) aplicando corriente constante. Las
bandas de ADN se visualizaron por tincién con bromuro de etidio (0,5 pg/ml) y

posterior transiluminacion con luz ultravioleta.

5. Purificaciéon de fragmentos de ADN a partir de geles de agarosa

Los fragmentos de ADN fueron purificados a partir de geles de agarosa
utilizando el sistema comercial QIAquick Gel Extraction Kit (QIAGEN) siguiendo el

protocolo recomendado por el fabricante.

Alternativamente, algunos productos de PCR fueron purificados por el
método de Tautz y Renz (1983). Una vez realizada la electroforesis, las bandas
de ADN de interés se cortaron del gel y se incubaron en una solucién de 0,3 M
acetato de sodio (pH 7,0) durante 30 minutos en la oscuridad. Posteriormente, el
fragmento de agarosa equilibrado en buffer acetato se introdujo en un microtubo
de 500 pl con un orificio en el fondo del mismo cubierto con lana de vidrio. Luego
de congelar el tubo de 500 pl conteniendo el fragmento de agarosa a -80 °C, éste
se introdujo en un microtubo de 1,5 ml y el dispositivo se centrifugd durante 10
minutos a 16.000 xg. La agarosa queda retenida en la lana de vidrio mientras que
la solucion conteniendo el ADN pasa al tubo de 1,5 ml. EI ADN se precipitd
agregando 2 volumenes de etanol absoluto, se recuperd por centrifugacion
durante 20 minutos a 16.000 xg, y se resuspendid en agua bidestilada

esterilizada.
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6. Reacciones de ligacion

Las reacciones de ligacion de fragmentos de ADN a vectores plasmidicos
se realizaron en un volumen final de 10 pl utilizando 0,5 unidades de la T4 ADN
ligasa (Thermo Fisher Scientific-Invitrogen) en buffer de ligacion (50 mM Tris-HCI
[pH 7,6]; 10 mM MgCl;; 1mM ditiotreitol [DTT]; 1 mM ATP y 5% [p/v]

polietilénglicol 8000). Las reacciones se incubaron durante toda la noche a 16 °C.

7. Transformacioén de bacterias competentes

Las reacciones de ligacion y las construcciones plasmidicas generadas
durante el desarrollo de este trabajo se transformaron en bacterias competentes
Escherichia coli cepa Stbl2 [F* mcrA (A mcBC-hsdRMS-mrr) recA1 endA1 lon
gyrA96 thi-1 supE44 relA1 N A (lac-proAB)] (Thermo Fisher Scientific-Invitrogen),
o en la cepa BL21(DE3) [E. coli B F* dem ompT hsdS (rB°, mB’) gal A (DE3)]
(Stratagene). La preparacion de las bacterias competentes se realizé segun el

protocolo de Hanahan (1983).

La cepa Stbl2 de E. coli fue utilizada para la transformacion y propagacion
de los plasmidos llevando los diferentes ADN provirales derivados de SIV y FIV
debido al alto grado de inestabilidad de las secuencias retrovirales durante el

proceso de clonado molecular (Trinh et al., 1994).

Para la transformacion de las bacterias competentes, éstas se
descongelaron a temperatura ambiente y se mantuvieron luego en hielo durante
10 minutos. Se agregaron 50 ul de estas bacterias a cada reaccién de ligacién y
las muestras se incubaron 30 minutos en hielo, 60 segundos a 42 °C, y
finalmente, 2 minutos en hielo. Las bacterias transformadas se incubaron en
presencia de 200 ul de medio Luria-Bertani (LB) durante 90 minutos a 30 °C en el
caso de las E. coli Stbl2, o por 60 minutos a 37 °C al emplearse la cepa BL21.
Las mezclas de transformacion se plaquearon en medio LB-1,5% agar
conteniendo, de acuerdo al vector de clonado, 100 ug/ml de ampicilina o 30 pg/mi
de kanamicina para la seleccion de los clones recombinantes. Las placas de Petri
se incubaron a 30 °C (cepa Stbl2) o a 37 °C (cepa BL21) durante 16-18 horas.
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8. Purificacién de ADN plasmidico

Las preparaciones en pequeia escala de ADN plasmidico de los clones
obtenidos en las transformaciones de bacterias competentes se realizaron
siguiendo el método de lisis por calor (Holmes & Quigley, 1981). Los ADNs
plasmidicos fueron sometidos a un mapeo con enzimas de restriccion para
identificar los diferentes ADN provirales quiméricos. Las construcciones
plasmidicas fueron luego verificadas por secuenciacién automatica utilizando el

servicio de Macrogen Inc (Corea).

Los ADN plasmidicos utilizados para las transfecciones fueron purificados

utilizando el sistema QIAprep Spin Miniprep Kit (QIAGEN).

9. Transfecciones

Las células 293T, crecidas en placas de 35 mm de diametro, fueron
transfectadas con 4 ug de ADN plasmidico utilizando Lipofectamine 2000 (Thermo
Fisher Scientific-Invitrogen) como ya ha descripto nuestro laboratorio (Celma et
al., 2004). A las 48 horas postransfeccion, se prepararon los lisados de las células
transfectadas, y los sobrenadantes de cultivo fueron filirados a través de
membranas de 0,45 ym de poro. Los sobrenadantes de cultivo libres de células
fueron utilizados como stocks virales para los ensayos de infectividad (secciones
14 y 17 de Materiales y Métodos), o sometidos a ultracentrifugacion para purificar

viriones (seccidon 11 de Materiales y Métodos).

Los stocks de virus pseudotipificados con la glicoproteina del virus de la
estomatitis vesicular (VSV-G) se obtuvieron por cotransfeccion de células 293T
con cada uno de los ADN provirales y el plasmido pcDNA que codifica para la
proteina VSV-G en una proporcion de masa 1:1 como ya hemos publicado
(Manrique et al., 2003).

Para los experimentos de coexpresion de SIVsum-pgj Salvaje con el virus
FIV-14(AU3) en células 293T, los ADN provirales correspondientes fueron
cotransfectados en una relacion de masa de 1:1. El plasmido pcDNA-FIV(AU3),
que lleva el ADN proviral de FIV-14 del cual se eliminé la region U3 de la LTR &',
fue generado en nuestro laboratorio de manera de expresar el genoma de FIV en

células humanas directamente bajo el control del promotor del citomegalovirus
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humano que lleva el vector pcDNA 3.1 (Celma et al., 2007).

10. Construcciones de ADNs provirales quiméricos

Todas las quimeras se generaron reemplazando diferentes secuencias de
la region codificante para CA-SP1-NC del clon proviral infectivo SIVsuw-rgj (Celma
et al., 2004) con las secuencias equivalentes del clon molecular FIV-14 del
aislamiento Petaluma de FIV (Celma et al., 2007). Las regiones codificantes de la
CA de SIV y FIV fueron empalmadas de manera de mantener la distancia entre
los residuos Pro1 y Asp50 (Asp51 en la CA de HIV-1), ya que se ha demostrado
que estos aminoacidos forman un puente salino en la proteina CA madura de
HIV-1 (von Schwedler et al., 1998).

Para generar la quimera SIVEy ca, el fragmento de ADN amplificado
correspondiente a los nt 601-1272 de SIV fue ligado al ADN codificante para los
residuos 14 a 222 de la CA de FIV (nt 1072-1698 del genoma de FIV-14). El
fragmento resultante fue luego ligado a la region de SIV que comprende los
ultimos seis aminoacidos de la CA, SP1, NC, SP2 y parte del dominio p6 de Gag
de SIV (nt 1905-2190 de SIVsmm-rg;)-

En el caso de la region quimérica SIVFy cap1, las secuencias de FIV
correspondientes a los residuos 14-222 de la CA y el péptido espaciador p1 (nt
1072-1725) fueron ligadas a la secuencia correspondiente al codén Gly11 de SP1
de gag de SIV (nt 1954 de SIVsym-ps)).

Para la construccion del ADN proviral quimeérico SIVky canto), la region
correspondiente a la LTR y la MA de SIV (nt 601-1233) se empalmé con las
secuencias codificantes para los residuos Pro1-Ala 142 (nt 1033-1458 de FIV-14).
El producto de ligacién fue amplificado por PCR y luego unido a las secuencias
codificantes para el CTD de la CA de SIV (Leu150 a Met230) junto con la region 3’
de gag (nt 1681-2190 de SIVsum-pg)).

La quimera SIVry ca-pi-nc(-9) fue construida ligando secuencialmente los
siguientes fragmentos de ADN amplificados por PCR: el ADN de 633 pb que
comprende la region LTR y la MA de SIVsum-psj mencionado arriba, un fragmento
que abarca la region para la CA completa, el péptido espaciador p1 y los primeros
9 aminoacidos de la NC de FIV (nt 1033-1752 de FIV-14), y un fragmento de ADN
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derivado de SIV que codifica para los residuos 11 a 52 del dominio NC junto con

las secuencias 3’ de gag (nt 2005-2190).

La quimera SIVFy cactp), en la cual el CTD de la CA de SIV fue sustituido
por el de FIV en el contexto del genoma de SIVsuw-rgj, S€ generd ligando primero
las secuencias de SIV que incluyen las regiones LTR, MA, y los primeros 151
residuos de la CA (nt 601-1686) a la region de FIV que codifica para los
aminoacidos 145-222 de la CA (nt 1465-1698 de FIV-14). El ADN resultante fue
reamplificado por PCR y luego ligado al fragmento que comprende los ultimos

seis residuos de la CA de SIV y las secuencias 3’ de gag (nt 1906-2190).

Todos los fragmentos quiméricos fueron digeridos con las enzimas de
restriccion Dralll y Bsu36l y utilizados para sustituir la region salvaje Dralll-Bsu36l
(nt 1214-2190) en el ADN genomico proviral de SIVsum-pgj. Las construcciones
provirales quiméricas fueron primero analizadas por mapeo con enzimas de
restriccion y luego secuenciadas para confirmar que los marcos de lectura fueran

correctos.

A modo de ejemplo, en la Figura 5 se muestra de manera esquematica una
de las estrategias metodologicas aplicadas para construir los ADN provirales de

los SIV quiméricos.
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Figura 5. Construccion de ADN provirales de SIV quiméricos llevando diferentes
regiones del dominio CA de FIV. A modo de ejemplo, se esquematiza la estrategia
seguida para la construccion del virus quimérico SIVgy ca.
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11. Preparacion de lisados celulares y purificacion de particulas virales

A las 48 horas postransfeccion, las células 293T se lavaron dos veces con
solucidn salina de buffer fosfato (PBS) fria y se lisaron a 4 °C durante 20 minutos
en buffer de lisis (50 mM Tris-HCI [pH 8,0]; 150 mM NaCl; 1% Nonidet P-40; 0,1%
dodecil sulfato de sodio [SDS]; 0,5% desoxicolato de sodio; 1 mM fluoruro de
fenil-metil-sulfonilo [PMSF] y 10 pg/ml de aprotinina). Los lisados se centrifugaron
a 16.000 xg durante 5 minutos para remover los restos celulares, y los

sobrenadantes resultantes se conservaron a -80 °C hasta su utilizacion.

Para purificar la fraccién de viriones a partir del medio de cultivo de las
células transfectadas con los ADNs provirales, los sobrenadantes de cultivo libres
de células fueron sometidos a ultracentrifugacion (100.000 xg, 90 minutos, 4 °C) a
través de un colchdn de sacarosa 20% (p/v en PBS) de acuerdo a lo descripto

previamente por el laboratorio (Affranchino & Gonzalez, 2006).

12. Electroforesis de proteinas en geles de poliacrilamida desnaturalizantes

Las proteinas virales presentes en las células transfectadas o en los
viriones fueron separadas por electroforesis en geles de 12,5% o 15%
poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes de acuerdo al sistema descripto
por Laemmli (1970). La electroforesis se realizé en buffer conteniendo 25 mM Tris
base; 250 mM glicina; y 0,1% SDS (Laemmli, 1970).

13. Ensayos de Western blot

Las proteinas virales resueltas en geles 12,5% o 15% poliacrilamida-0,1%
SDS fueron electrotransferidas a membranas de nitrocelulosa (HyBond ECL, GE
Life Sciences) utilizando el sistema Trans-Blot Semi-Dry Transfer Cell (Bio-Rad
Laboratories, Inc) en un buffer conteniendo 25 mM Tris base; 192 mM glicina;
20% metanol, y aplicando un voltaje constante de 10 V durante 60 minutos. Las
membranas se bloquearon primero durante toda la noche a 4 °C en buffer PBS-
0,17% Tween 20 (PBS-T) conteniendo 5% seroalbumina bovina (BSA) y
posteriormente se incubaron durante 60 minutos con el anticuerpo primario
(diluido en PBS-T conteniendo 3% BSA). Luego de cuatro lavados con PBS-T, las

membranas se incubaron durante 1 hora con el anticuerpo anti-inmunoglobulinas
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de ratén conjugado a HRP (dilucién 1:1000 en PBS-T; 3% BSA). Las reacciones
antigeno-anticuerpo se detectaron mediante quimioluminiscencia utilizando el
reactivo Super Signal West Pico Chemiluminescent Substrate (Thermo Fisher
Scientific). Las senales de quimioluminiscencia se detectaron por exposicién de
las membranas a peliculas Hyperfiim ECL (GE Life Sciences) durante diferentes

periodos de tiempo.

14. Ensayos de actividad de RT

La cuantificacién de la RT asociada a los viriones extracelulares presentes
en los sobrenadantes de las células transfectadas se llevd a cabo utilizando el kit
comercial colorimétrico para RT (Roche Applied Science) como describid
previamente el laboratorio (Affranchino & Gonzalez, 2006; Manrique et al., 2003).

Brevemente, alicuotas de los sobrenadantes de cultivo libres de células,
previamente lisados con Triton X-100, se mezclaron con el buffer de reaccién
conteniendo nucledtidos marcados con digoxigenina y un cebador hibrido
poli(rA).oligo(dT)ss, e incubaron por 2 horas a 37 °C. El ADN sintetizado fue
detectado usando IgG de oveja anti-digoxigenina conjugada a HRP y el sustrato
2,2’-azino-bis(3-etilbenzotiazolina-6-sulfonico). La sefal colorimétrica resultante
de la reaccion fue medida en un lector de ELISA a 405 nm (longitud de onda de
referencia de 490 nm). Las absorbancias de las muestras fueron luego referidas a
la curva de calibracidn obtenida con la enzima RT recombinante de HIV-1 provista
en el kit. Todos los ensayos fueron realizados por duplicado a partir de tres

experimentos independientes.

15. Ensayo de replicacion viral en células 293T

Para evaluar la capacidad replicativa de los virus quiméricos en células no
restrictivas, se infectaron células 293T con los pseudotipos de SIV salvaje o virus
quiméricos llevando la VSV-G, normalizados por actividad de RT y por nivel de la
proteina MA de SIV (previamente tratados con DNasa | por 20 minutos a 25 °C
para eliminar el ADN plasmidico que potencialmente pudiera contaminar el
in6culo). Luego de un periodo de adsorcidon viral en presencia de 20 ug/ml de

DEAE-dextrano de 2-3 horas a 37 °C y en atmosfera de 5% CO,, las células
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infectadas fueron sedimentadas, lavadas dos veces con PBS para eliminar el
virus residual, y resuspendidas en medio fresco. Como control, se incubaron en
paralelo células 293T con un stock del virus defectivo SIVsuw.rgi-env(-). A las 48
horas posinfeccion, las células fueron fraccionadas en alicuotas de 2-3 x 105, y
almacenadas a -80 °C hasta su utilizacion para purificar ADN celular total o ADN

de bajo peso molecular como se explica en la seccion siguiente.

16. Aislamiento de ADN y deteccion de intermediarios de la replicacion viral

(forma circular 1-LTR)

El ADN celular total fue purificado utilizando el sistema lllustra blood
genomicPrep Mini Spin Kit (GE Life Sciences) de acuerdo al protocolo
recomendado por la compafiia. Las reacciones de amplificacion para el gen de la
B-actina, incluido como control interno tanto de la cuantificacion de ADN como de
la eficiencia de PCR, se llevaron a cabo con 300 ng de ADN gendmico en 50 ul de
reaccion en presencia del 1X buffer de reaccion Q5 (New England Biolabs); 200
MM  dNTPs; 0,5 pM de cada oligonucleétido iniciador (5-B-actina, 5'-
CATGTGCAAGGCCGGCTTCGC-3' y 3'-p-actina, 5-CCTTAATGTCACGCACGA
TTTCC -3’ que hibridan en el primer y tercer exon del gen humano de la B-actina,
respectivamente); y 1 U de Q5 High-Fidelity DNA Polymerase (New England
Biolabs). Luego de 5 minutos de incubaciéon a 95 °C, se realizaron 25 ciclos de
amplificacion de 20 segundos a 95 °C, 30 segundos a 55 °C y 25 segundos a 72

°C seguidos de una etapa final de elongacion a 72 °C por 2 minutos.

El procedimiento para la deteccién de las formas circulares de ADN viral no
integrado se basé en la estrategia descripta por Cara et al. (2004). EI ADN de bajo
peso molecular fue aislado a partir de las células infectadas empleando el
QIAprep Spin Miniprep Kit (QIAGEN), y luego utilizado como molde en las
reacciones de amplificacion. Las formas circulares 1-LTR fueron detectadas
usando un cebador gag antisentido (5- CTCCCACTCTCCTACTCTTTTCTC -3’; nt
828-805 de SIVsum-psj) y un cebador env sentido (5'-
TGGCTATTGAGGAACTGCC-3’; nt 8763-8781 de SlIVsuw-rgj). Las reacciones de
PCR se llevaron a cabo con la Q5 ADN polimerasa termoestable como se
describid arriba utilizando 5 ul de ADN de bajo peso molecular como molde y los

siguientes parametros: 35 ciclos de 20 segundos a 95 °C, 30 segundos a 55 °C,
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60 segundos a 72 °C y una etapa final de elongacién de 2 minutos a 72 °C. Los
productos de PCR fueron luego analizados por electroforesis en gel de agarosa y
visualizados por tincion con bromuro de etidio. En el caso de las reacciones de
amplificacion para las formas circulares 1-LTR, los productos de PCR fueron
mapeados en primer lugar por digestiones con endonucleasas de restriccion y
luego clonados en el sitio EcoRV del vector pcDNA3.1 para su posterior

secuenciacion.

17. Ensayo de infectividad en células indicadoras TZM-bl

Los stock virales obtenidos por transfeccion de células 293T fueron
normalizados por actividad RT y utilizados para infectar por duplicado 4 x 10*
células TZM-bl en placas de 24 pocillos como fue descripto previamente por
nuestro laboratorio (Celma et al., 2004; Gonzalez et al., 2012). A las 48 horas
posinfeccion las células se fijaron con buffer PBS conteniendo 1% formaldehido y
0,2% glutaraldehido a temperatura ambiente por 5 minutos, y se determiné la
formacion de focos azules luego de la tincién con 5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-
galactopiranésido (X-Gal). Los eventos de entrada viral fueron cuantificados como
el numero total de células azules por pocillo. Para ello, se contaron primero las
células azules en por lo menos 20 campos no superpuestos de cada duplicado y
el promedio de células azules por campo se multiplicé por el numero total de
campos que forman un pocillo. El resultado obtenido para cada virus quimérico

fue referido al numero total de células azules obtenido con SIVsuw.pgj salvaje.

18. Empaquetamiento de ARN gendmico viral en viriones

El ARN gendmico viral fue aislado a partir de los viriones purificados por
ultracentrifugacion de los sobrenadantes de cultivo de las células 293T
transfectadas segun se describié en la seccién 11. Brevemente, se incubaron
cantidades equivalentes de viriones (normalizados en base a los niveles de la
proteina MA de SIV) con 5 U de DNasa | (RNase-free DNase | RQ1; Promega) en
una solucion buffer conteniendo 50 mM Tris-HCI (pH 8,0); 10 mM MgCl, y 1 mM
CaCl; por 1 hora a 37 °C y posteriormente se trataron con proteinasa K (50 pug/ml;

1 hora a 37 °C) en presencia de 0,5% SDS. Luego de la etapa de inactivaciéon por
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calor, las muestras fueron desproteinizadas mediante dos extracciones con fenol-
cloroformo, y el ARN fue concentrado por precipitacién con etanol absoluto, previo
agregado de 10 pg de ARNt de levadura para facilitar la precipitacion del ARN
gendémico viral. Las muestras de ARN fueron utilizadas por duplicado como molde
en la reaccion de RT acoplada a PCR semicuantitativa (RT-sqPCR) basada en el
protocolo descripto anteriormente por el laboratorio (Affranchino & Gonzalez,
2010). La reaccion de RT se realizé usando la enzima SuperScript Il RT (Thermo
Fisher Scientific-Invitrogen) y un cebador antisentido que hibrida en los nt 967-987
de SIVswmm-pgj, Mientras que la etapa posterior de PCR (20, 25, y 30 ciclos de
amplificacién a 94 °C por 30 segundos; a 56 °C por 30 segundos; y a 72 °C por 60
segundos) se llevd a cabo utilizando un oligonucleétido 5 que corresponde a los
nt 589-611 del genoma de SIVsuw-rg; Y €l oligonucledtido 3’ utilizado en el primer
paso de la reaccion de RT. Los experimentos piloto iniciales de la reaccion de RT-
sqgPCR se llevaron a cabo para determinar el numero de ciclos necesarios para
alcanzar la fase exponencial. Se realizaron sistematicamente reacciones control
sin el agregado de la enzima RT utilizando como molde la misma cantidad de
ARN genomico viral de manera de descartar cualquier posible contaminacién con
ADN. Los productos de las reacciones de RT-PCR fueron analizados por
electroforesis en geles de agarosa 2% y cuantificados por densitometria de los

geles tefidos con bromuro de etidio (Affranchino & Gonzalez, 2010).

19. Clonado, expresiéon y purificacion de las proteinas recombinantes
derivadas de la CA de FIV

Las regiones codificantes para la CA de FIV (nt 1033-1698 de FIV-14) y el
CTD de la CA de FIV (CTD-CAf; aminoacidos Ala137 a Leu222; nt 1441-1698
de FIV-14) fueron amplificadas por PCR y clonadas en los sitios Sall-Notl o Ncol-
Notl del vector pET-30b(+), respectivamente, de modo de expresar los
polipéptidos correspondientes con una etiqueta N-terminal de seis histidinas.
Ambos polipéptidos fueron producidos en la cepa BL21(DE3) de E. coli por
inducciéon con 1 mM isopropil B-D-1-tiogalactopiranésido. Luego de 4 horas de
incubacion a 37 °C, las bacterias fueron sedimentadas, y lisadas en buffer fosfato
frio (100 mM fosfato de sodio [pH 8]; 300 mM NaCl; 1 mM imidazol e inhibidores

de proteasas [Roche Applied Science]), en presencia de 1 mg/ml de lisozima,
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mediante incubacidn en hielo durante 30 minutos. Luego del tratamiento con
DNasa | (5 pg/ml), los lisados bacterianos fueron sonicados, y los polipéptidos
recombinantes llevando la etiqueta N-terminal de histidinas fueron purificados a
partir de los extractos clarificados por cromatografia de afinidad utilizando una
resina de niquel-acido nitrilotriacético (Ni-NTA kit; QIAGEN) como ya ha sido
descripto por nuestro laboratorio previamente (Affranchino & Gonzalez, 2010;
Manrique et al., 2008; Rauddi et al., 2011). Para eliminar la etiqueta de histidinas
del polipéptido His-CTD-CAg\, la proteina recombinante purificada se incub6 con
0,006% (m/m) de enteroquinasa (New England Biolabs) durante 16 horas a 23 °C;
seguidamente, la proteasa se elimind de la solucion por inmunoafinidad
(Enterokinase removal kit, SIGMA-ALDRICH), y, finalmente, se realiz6 una
segunda cromatografia de afinidad. Las preparaciones de proteina fueron
posteriormente dializadas contra 50 mM fosfato de sodio (pH 7,2). Todas las
preparaciones de proteinas recombinantes exhibieron una pureza superior al 90%
de acuerdo a los resultados obtenidos por tincion de los geles de poliacrilamida
con Coomassie Blue. Las concentraciones de las proteinas recombinantes fueron
estimadas por comparacién con cantidades conocidas de BSA en geles de SDS-
poliacrilamida tefiidos con Coomassie G-250 SimplyBlue Safe Stain (Invitrogen-
Thermo Fisher Scientific). Finalmente, la cuantificacién de las proteinas se realizé
por densitometria de los geles como se ha descripto previamente (Affranchino &
Gonzalez, 2010; Manrique et al., 2008; Rauddi et al., 2011).

20. Reacciones de ensamblado in vitro

Las reacciones de ensamblado in vitro se llevaron a cabo esencialmente de
acuerdo a lo descripto anteriormente por el laboratorio (Affranchino & Gonzalez,
2010; Rauddi et al., 2011). Las proteinas recombinantes purificadas CTD-CAgy
fueron incubadas en una solucién buffer conteniendo 50 mM Tris-HCI (pH 8), 1 M
NaCl, 5 mM DTT durante 16 horas a 8 °C. Las reacciones de ensamblado fueron
directamente sembradas en geles de poliacrilamida no desnaturalizantes o
analizadas mediante ensayos de sedimentacién (Affranchino & Gonzalez, 2010;
Huseby et al., 2005; Rauddi et al., 2011). Para los ensayos de sedimentacion, las
reacciones de ensamblado fueron primero centrifugadas durante 1 hora en una

microcentrifuga a 16.000 xg a 4 °C para separar las estructuras ensambladas en
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particulas de las moléculas no ensambladas. Las fracciones pellet y sobrenadante
se resolvieron luego por electroforesis en geles de SDS-poliacrilamida y las
proteinas se visualizaron utilizando el MAb anti-CA de FIV, o por tincion con

Coomassie Blue.

21. Analisis de las proteinas recombinantes derivadas de la CA de FIV por

electroforesis en geles nativos

El estado oligomérico de los polipéptidos CA de FIV y CTD-CAgyv fue
examinado por electroforesis en geles de 5% poliacrilamida no desnaturalizantes
de acuerdo al procedimiento ya descripto por nuestro laboratorio (Rauddi et al.,
2011), seguido de tincibn con Coomassie Blue o de ensayos de Western blot
utilizando el MAb especifico para la CA de FIV. Las masas moleculares de los
complejos multiméricos formados por las proteinas CA de FIV y CTD-CAg, fueron
estimadas en base a la movilidad relativa de los estandares de peso molecular
para electroforesis nativa (High Molecular Weight Calibration Kit for Native

Electrophoresis, GE Life Sciences).
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1. Construccién de ADNs provirales de SIV llevando distintas regiones del
dominio CA de FIV

Al analizar las secuencias primarias de las proteinas CA de SIV y de FIV se
observa que éstas exhiben una organizacién similar: un NTD de 151 residuos
para SIV y de 144 aminoacidos para FIV; y un CTD, que incluye la region MHR,
cuya longitud es de 79 y 78 residuos para SIV y FIV, respectivamente. Sin
embargo, las proteinas CA de SIV y de FIV sdélo presentan 30% de identidad y
52% de similitud a nivel aminoacidico (Figura 6). Por lo tanto, con el objeto de
investigar la relacion funcional entre los dominios CA de estos dos lentivirus
filogenéticamente distantes, generamos una serie de ADNs provirales de SIVsyu-

pg;j llevando diferentes secuencias codificantes de la CA de FIVperaLuma (Figura 7).

En el virus quimérico SIVgy ca los primeros trece residuos de la CA de SIV
fueron empalmados con la secuencia que codifica para los aminoacidos 14-222
de la CA de FIV, sin eliminar la secuencia correspondiente a los seis residuos C-
terminales de la CA de SIV de manera de asegurar el correcto procesamiento por
la proteasa viral de los sitios de clivaje MA-CA y CA-SP1. Esta poliproteina
quimérica nos permitié investigar si la CA de FIV es capaz de reemplazar tanto

funcional como estructuralmente a la CA de SIV en el contexto del virus SIVsyu-
PBj-

Para examinar cémo el ensamblado de las poliproteinas Gag de SIV
quimeéricas puede ser modulado por las secuencias de FIV contiguas al extremo
carboxilo del dominio CA, se construyeron dos ADNs provirales quiméricos: (a)
SIVEw cap1, €n el cual el péptido espaciador p1 de FIV se empalmé con los ultimos
siete residuos de SP1 de SIV; y (b) SIVFv capi-nc(1-9), €n el cual las secuencias de
FIV que codifican para el dominio CA completo junto con p1 y los primeros nueve
residuos de la NC sustituyen a la region equivalente en el genoma de SIVsym-pg;
(Figura 7).

Por otra parte, las quimeras S|V|:|V CANTD) Y S|V|:|V CA(CTD) fueron disenadas
para estudiar la homologia funcional entre los dominios N-terminal y C-terminal de
las CA de SIV y de FIV, respectivamente (Figura 7).
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Para el disefio de todas estas construcciones quimeéricas, nos basamos en
los datos estructurales disponibles sobre la proteina CA de HIV-1 (Byeon et al.,
2009; Ganser-Pornillos et al., 2007).

1
FIV PIQTVNGVPQYVALDPK----MVS IFMERAREGLGGEEVQLWF TAFSANLT

SIv PVOQQIGGNYTHLPLSPRTLNAWVKLIEERK----FGAEVVPGFQALSEGCT
P*Q * G **], P¥ vV * EK G EV FAS T

PTDMATLIMAAPGCAADREILDESLRKQLTAEYDRTHPPDAPRPLPYFTAAE
PYDINOMLNCVGEHQAAMQIIREI INEEAADWDLQHPQ-PG-PIPPGQLRE

P D* *x * A *XI* E * * *A**) HP *% pP*p E

IMG--IGLT------ QEQOAEARFAPARMOQCRAWYLEATLGKLAATKAKSPR

PRGSDIAGTTSTVDEQIQWMYRQONPIPVGNIYRRWIQLGLOQRKCVRMYNPT
G* I* T QQ P * LG *x P

-AVQLRQGAKEDYS SFIDRLFAQIIDQEQNTAEVKLYLKQSLS I ANANADCK
NILDVKQGPKEPFQSYVDRFYKSLRAEQTDPAVKNWMTQTLLIQNANPDCK
**k*QG¥KE * S**DR * ¥ EQ * VK ** Q*L I NAN*DCK

RKAMSHLKPESTLEERLRACQEIGSPGYRMQL 222
LVLKGLGINPTLEEMLTACQGVGGPGQKARIM 230
* L **TLEE L ACQ *G*PG K L

Figura 6. Alineamiento de las secuencias aminoacidicas de las proteinas CA de FIV
y de SIV. Los numeros indican el tamafio de cada proteina. Los asteriscos representan
cambios aminoacidicos conservativos entre las proteinas CA de SIV y de FIV. La region
MHR se indica con un recuadro, mientras que las lineas por debajo del alineamiento
representan las hélices de los dominios N-terminal (rojo) y C-terminal (azul) en las que se
halla organizada la estructura de la proteina CA de HIV-1.
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Figura 7. Diagrama esquematico de las poliproteinas Gag quiméricas codificadas
por las construcciones provirales de SIV. En la parte superior del esquema se muestra
la organizacion de los precursores Gag de SIV y de FIV, indicando los dominios comunes
a todos los precursores Gag retrovirales (MA, CA y NC), el péptido C-terminal p6 en Gag
de SIV, asi como los péptidos espaciadores (SP1y SP2 en Gag de SIV; p1y p2 en Gag
de FIV). Se indican las posiciones de las regiones MHR en los dominios CA, y de los
motivos "dedos de zinc" N-terminales (ZFy) y C-terminales (ZF¢) en los dominios NC. Los
nuameros se refieren a la longitud de cada poliproteina Gag quimérica, donde el residuo 1
corresponde a la metionina iniciadora en los precursores Gag.
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2. Caracterizacion fenotipica del virus quimérico SIVgy ca

Con el objetivo de determinar si la CA de FIV es capaz de reemplazar
funcionalmente al dominio equivalente de SIV y de conferir capacidad de
ensamblado a la proteina Gag de SIV quimérica, se transfectaron en paralelo
células 293T con los ADNs provirales de SIV salvaje y de la quimera SIVgy ca. Al
analizar los lisados celulares y de la fraccion de los viriones mediante Western
blot utilizando un anticuerpo dirigido contra la MA de SIV encontramos que la
poliproteina Gag quimérica SIVEy ca se expresa y es procesada en niveles
equivalentes a los de Gag salvaje, y que es ademas capaz de ensamblarse en
viriones (Figuras 8A y 8C). Sin embargo, cuando se utilizaron los anticuerpos
especificos para la proteina CA de FIV y para la CA de SIV se observo que los
viriones quiméricos presentan, ademas de la proteina CA de FIV madura, bandas
adicionales de menor peso molecular derivadas de la misma (Figuras 8B y 8D).
Este resultado sugeria que la CA de FIV era per se inestable en el contexto del
core derivado del precursor Gag quimérico, o bien que el dominio CA de FIV era
susceptible al procesamiento por la proteasa de SIV. Con el objeto de evaluar
esta ultima posibilidad, se cotransfectaron células 293T con el ADN proviral de
SIV salvaje y el plasmido pcDNA-FIV(AUS3), que permite que el genoma de FIV se
exprese en células humanas (Figura 9). Como control, se incluyeron células
expresando solamente el genoma proviral de FIV. Como se muestra en la Figura
9, los resultados de los Western blots de la fraccidon de viriones mostraron que la
proteasa de SIV no altera ni el procesamiento de la poliproteina Gag de FIV ni la
integridad de la CA de FIV. Estos resultados demuestran entonces que la
maduracion de los viriones quiméricos SIVgy ca €s acompanada por cierto grado
de inestabilidad del dominio CA de FIV.

3. Fenotipo del virus quimérico SIVry cap1

En base a los resultados obtenidos para el virus SIVgy ca, se planted
evaluar si la inclusion del péptido espaciador p1 de FIV en lugar de los primeros
10 aminoacidos de la region espaciadora SP1 podia revertir la inestabilidad de la
CA de FIV en los viriones quiméricos. Para ello se generd la construccion

quimérica SIVry cap1 (Figura 7).
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Figura 8. Andlisis de la expresion y de la capacidad de ensamblado del virus
quimérico SIVgy ca. Se transfectaron células 293T con los ADNs provirales de SIVsuw.psg;
salvaje o de SIVgy ca. A las 48 hs postransfeccion se prepararon los lisados celulares y se
purificaron los viriones extracelulares a partir del medio de cultivo libre de células como
se explica en Materiales y Métodos. Las proteinas virales de los lisados de las células
transfectadas y de los viriones se separaron en geles de SDS-poliacrilamida, se
transfirieron a membranas de nitrocelulosa y se detectaron con anticuerpos especificos
para las proteinas MA de SIV (A 'y C) y para las CA de SIV y de FIV (B y D). Se indica la
movilidad de las proteinas Gag salvaje y quimérica, de las proteinas MA de SIV, CA de
SIV y de FIV. Los numeros se refieren a las posiciones de los marcadores de peso
molecular (en kDa).
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Al comparar el perfil de proteinas virales de los lisados de las células 293T
expresando la quimera SIVEy cap1 con los de las células expresando SIV salvaje,
observamos que el precursor Gag quimérico se expresa Yy procesa
intracelularmente de manera similar a Gag de SIV salvaje (Figura 10A). Sin
embargo, los Western blots de la fraccidon de particulas virales de la quimera
SIVEy capt mostraron un perfil de subproductos de la CA de FIV similar al
obtenido con los viriones de SIVgy ca (Figura 10B). Este resultado indica que la
inclusion de p1, region de Gag de FIV que se halla contigua al extremo carboxilo
del dominio CA, no es suficiente para revertir la inestabilidad intrinseca que

exhibe el dominio CA de FIV en el contexto de Gag de SIV.

S S
R b 4
‘4\4 ‘5\ ‘<$ Q\A
— 76—

Gag FIV— “ —52_ = <«—Gag SIV

—_17—
anti-CA FIV anti-CA SIV

viriones

Figura 9. Coexpresion de SIV salvaje con FIV para evaluar la susceptibilidad del
dominio CA de FIV al procesamiento por la proteasa de SIV. Se purificaron las
fracciones de viriones a partir de células 293T transfectadas con el ADN proviral de
FIV(AU3) solo (calles indicadas como “FIV”) o junto con el de SIVsum.pg;j (calles indicadas
como “FIV + SIV”), como se describe en Materiales y Métodos. Las muestras se
analizaron luego por Western blot utilizando los MAbs especificos de la proteina CA de
SIV o de FIV. Se indican las movilidades electroforéticas de las proteinas Gag y CA tanto
de SIV como de FIV. Los numeros indican las posiciones de los marcadores de peso
molecular (en kDa).
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Figura 10. Fenotipo de ensamblado de la quimera SIVgy ca.p1. Se transfectaron células
293T con los ADNs provirales SIVguw.psj salvaje o0 SIVey capi1- A las 48 hs se prepararon
los lisados de las células transfectadas y los viriones se purificaron por ultracentrifugacion
del medio de cultivo clarificado. (A) Analisis por Western blot de la expresion y
procesamiento de los virus salvaje y quimérico empleando los MADbs dirigidos contra las
CA de SIV o FIV (panel izquierdo), asi como también contra la MA de SIV (panel
derecho). (B) Analisis de la fraccién de viriones con los anticuerpos anti-CA de SIV o de
FIV (panel izquierdo) y anti-MA de SIV (panel derecho). Se indica la movilidad de los
precursores Gag salvaje y quimérico, de las proteinas maduras MA y CA de SIV y CA de
FIV. Los numeros indican las posiciones de los marcadores de peso molecular (en kDa).
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4. Capacidad de ensamblado del virus quimérico SIVgy ca-p1-nc(1-9)

Seguidamente, se analizd la capacidad de ensamblarse de la construccién
proviral SIVEv capinc@-9), en la cual los dominios CA, SP1 y los primeros 10
aminoacidos del dominio NC de SIV previos al primer motivo "dedo de zinc"

fueron sustituidos por la regién homologa de FIV (Figura 7).

Cultivos de células 293T se transfectaron con el ADN proviral SIVEy ca-p1-
nc-9) 0 de SlVsuwrs;, Yy posteriormente, tanto los lisados de las células
transfectadas como los viriones purificados fueron analizados por Western blot
con el suero anti-MA de SIV o con los MAbs especificos de la proteina CA de SIV
o de FIV (Figura 11). Cuando la fraccidén de viriones se hizo reaccionar con el
anticuerpo anti-MA de SIV, se observé que la quimera SIVry capinc-9) S€
ensambla en viriones con una eficiencia similar a la de SIV salvaje (Figura 11B,
panel derecho). Sin embargo, a diferencia de la inestabilidad del dominio CA de
FIV en los viriones SIVEy ca Y SIVEv cap1, €l virus quimérico SIVry cap1-nc(1-9)
exhibe un perfil de procesamiento, maduracion y ensamblado tipico del precursor
Gag salvaje. En estas particulas virales quiméricas se detecta ademas un
intermediario de Gag de mayor peso molecular, el cual corresponderia a la
especie (CA-p1)sv-NC (Figura 11B).

5. Infectividad, actividad de transcriptasa reversa y contenido de ARN

gendémico de los viriones SIVEy ca-p1-Nc(1-9)

Dado que encontramos que la proteina CA de FIV es estable dentro del
core de los viriones SIVEy capi-nc(i-9), S€ decidié investigar entonces si este virus
quimérico es infeccioso. Para ello, realizamos el ensayo de infectividad en las
células indicadoras TZM-bl de acuerdo al protocolo descripto en Materiales y
Métodos. La linea celular TZM-bl expresa de manera estable el receptor CD4 vy el
correceptor CCRS, los cuales son utilizados por SIV para entrar a las células. Por
otra parte, el genoma de estas células tiene integrado el gen lacZ bajo el control
del promotor LTR de HIV-1. Si los viriones obtenidos por transfeccion de las
células 293T son capaces de unirse al receptor CD4 y correceptor CCR5
presentes en la superficie celular y entrar a las células, se sintetizara la proteina

transactivadora Tat, codificada por el genoma viral, la cual se unira entonces al
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promotor LTR para dirigir la expresion de la enzima B-galactosidasa. Al incubar
las células TZM-bl con el sustrato cromogénico X-Gal, las células en las que el
virus haya entrado y se haya transcripto podran ser rapidamente individualizadas
al microscopio Optico por su coloracion azul. De esta manera, la capacidad
infectiva de SIV puede ser cuantificada determinando el numero de células azules
presentes en el cultivo. Al evaluar la capacidad infectiva de SIVEy cap1-nc(1-9) €N
las células TZM-bl utilizando los sobrenadantes de cultivo de las células
transfectadas, encontramos que la infectividad del virus quimérico es sélo el 3,0 £
0,9% de la del virus salvaje (promedio de 5 experimentos independientes +
desviacién estandar). Teniendo en cuenta que este virus quimérico lleva
secuencias que provienen de Gag de FIV, resulta relevante mencionar que las
células TZM-bl derivan de la linea celular HelLa, la cual es solo parcialmente
restrictiva para la replicacion de FIV (Saenz et al., 2005). La baja infectividad de la
quimera SIVEy ca-p1-Nc(1-9) NO puede atribuirse a un defecto en la incorporacion de
la glicoproteina Env ya que las particulas quiméricas contienen niveles de la

subunidad gp41 de Env similares a los de SIV salvaje (Figura 11C).

Una estrategia utilizada para examinar el efecto de mutaciones en HIV-1y
SIV sobre etapas posteriores a la entrada del virus a la célula es generar
pseudotipos llevando en su superficie la glicoproteina del virus de la estomatitis
vesicular (VSV-G) (Aiken, 1997; Manrique et al., 2003). La proteina VSV-G le
confiere a las particulas virales de HIV-1 y SIV la capacidad de entrar a las células
por la via endocitica en lugar de utilizar el complejo receptor-correceptor requerido
normalmente por estos virus (Aiken, 1997). Es por ello que investigamos ademas
si el pseudotipo de SIVEy capi-Nci-9) llevando la VSV-G era infeccioso en las
células indicadoras TZM-bl. La baja infectividad obtenida para el pseudotipo VSV-
G/SIVE capi-Nc-9) (datos no mostrados) confirmé que el fenotipo defectivo del

virus quimérico no se debe a que los viriones no incorporan la glicoproteina Env.

Analizamos entonces si la baja infectividad del virus SIVry capi-nc(1-9) €S
debida a menor actividad de la RT en los viriones quiméricos y/o a un defecto en
el empaquetamiento del ARN gendmico. Luego de normalizar las muestras en
base a la cantidad de proteina MA de SIV, se determind la actividad de la RT de
los viriones utilizando un ensayo enzimatico como se describe en Materiales y

Métodos. No se observaron diferencias significativas en la actividad de RT de los
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Resultados

Figura 11. Analisis de la produccion de particulas e incorporacion de Env en los
viriones de la quimera SIVgy capi1-nc1-9) Células 293T fueron transfectadas en paralelo
con los ADNs provirales SIVguupg salvaje y SIVey capinci- Las proteinas virales
presentes en los lisados celulares (A) y viriones (B) fueron detectadas por Western blot
con los anticuerpos dirigidos contra la MA de SIV, la CA de SIV y la CA de FIV. (C) La
incorporacioén de Env en los viriones de SIVsuwm-pgj Y SIVEy capi-nc-g) fue determinada
utilizando un MAb anti-gp41 de SIV (panel derecho). La cantidad de viriones fue
normalizada en base a su contenido de MA (panel izquierdo). Se indica la movilidad de
los precursores Gag salvaje y quimérico, de las proteinas maduras MA de SIV, CA de
SIV, CA de FIV y gp41 de SIV. Los numeros indican las posiciones de los marcadores de

peso molecular (en kDa).
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viriones SIVr capi-nc(1-09) €n comparacion a los valores obtenidos para S|V salvaje
(15,0 £ 0,2 ng RT/ml para la quimera versus 16,0 + 0,3 ng RT/ml para S|V salvaje;

promedio de tres experimentos independientes + desviacion estandar).

Finalmente, evaluamos si las secuencias derivadas de FIV en el contexto
de Gag de SIV afectan la eficiencia de empaquetamiento de ARN en los viriones
quimericos SIVFr ca-pi-nc-9). Se determinaron los niveles de ARN gendmico en
las particulas virales utilizando una etapa de transcripcién reversa acoplada a
PCR semicuantitativa (RT-sqPCR) en la que se amplificé la region del genoma de
SIV que se extiende entre la sefal de empaquetamiento W y el extremo 5 de la
region codificante para la MA. Los productos de ADN resultantes fueron luego
cuantificados por densitometria de los geles de agarosa tefiidos con bromuro de
etidio. Esta estrategia ya ha sido aplicada por nuestro laboratorio para cuantificar
el contenido de ARN en particulas de Gag de FIV formadas en reacciones de
ensamblado in vitro (Affranchino & Gonzalez, 2010). Las muestras de viriones de
S|V salvaje y quimérico fueron primero normalizadas en base a los niveles de la
proteina MA de SIV de modo de comparar cantidades equivalentes de particulas
virales respecto a su contenido de ARN. En la Figura 12A (panel superior) se
muestra que luego de 25 o 30 ciclos de PCR se detectaron cantidades similares
del producto de ADN amplificado a partir de las muestras de SIV salvaje y
quimérico. Como control, cuando no se agrego la enzima RT a las reacciones no
se obtuvo ningun producto de ADN (Figura 12B). Con el objeto de confirmar que
bajo nuestras condiciones experimentales la amplificacion procedié de manera
exponencial durante 25 ciclos, se utilizé en la etapa de PCR la mitad de volumen
del ADNc obtenido a partir del ARN de SIVgy capi-Nc(1-9) respecto del volumen de
ADNCc de los viriones salvajes. Al utilizar esta cantidad de ADNc de la quimera en
25 ciclos de reacciéon, los niveles del producto de PCR correspondiente
representaron el 59 + 6% de los valores del virus salvaje (Figura 12A, panel
inferior). En cambio, al realizar reacciones de amplificacion de 30 ciclos se
obtuvieron cantidades comparables de productos de PCR para la quimera y el
virus salvaje (Figura 12A, panel inferior), indicando que, en efecto, la fase de la
meseta de la reaccion se alcanza a los 30 ciclos de amplificacion. Por lo tanto, en
base al hecho de que se obtienen cantidades similares de producto de PCR a

partir de las muestras de SIV salvaje y de la quimera durante 25 ciclos de
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amplificacion exponencial (Figura 12A, panel superior), se puede concluir que los
viriones SIVEy capi-nc-9) €mpaquetan el ARN genomico con la misma eficiencia

que las particulas de SIV salvaje.

6. Analisis de la capacidad de replicacion de la quimera SIVgy capi-nc(1-9) €N

células no restrictivas

Dado que los resultados obtenidos mostraron que la escasa infectividad de
los viriones quiméricos SIVEy capi-nc(-9) NO se debe a un impedimento en la
incorporacion de Env, a un defecto en la actividad de la RT asociada a viriones, o
a que no se empaquete el ARN gendémico, nos propusimos identificar las etapas
en el ciclo de vida viral, posteriores a la entrada del virus, que fueron afectadas
por la inclusion de las secuencias CA-p1-NC1.g) de FIV en el contexto del genoma
de SIV. Examinamos entonces si la quimera SIVry cap1-nc(1-9) €S capaz de llevar a
cabo el proceso de transcripcidn reversa realizando la infeccion de células 293T
con el virus quimérico llevando en su superficie la proteina VSV-G. Para evitar
que la proteina TRIMS-a restrinja la replicacion del virus quimérico uniéndose a la
CA de FIV utilizamos en estos experimentos la linea celular 293T, ya que ésta es
permisiva tanto para la replicacion de FIV (Saenz et al., 2005) como de SIV (Kahl
et al., 2008).

La deteccion de formas circulares de ADNc viral no integrado al genoma
celular sirve como criterio del transporte a nucleo de un ADNc viral de tamafio
completo y, por lo tanto, de una infeccién viral productiva (Cara et al., 2004; Frey
et al., 2001; Sloan & Wainberg, 2011). A partir de las células infectadas con los
pseudotipos de SIV salvaje o quimérico SIVEy ca-pi-nc(-9), s€ aislo por PCR las
formas circulares de ADN viral utilizando la metodologia descripta en Materiales y
Métodos. Como muestra la Figura 13A, mientras que la especie circular 1-LTR se
halla presente en las células infectadas con S|V salvaje, esta forma de ADNc no
se detecta en las ceélulas infectadas con el virus quimeérico SIVEy ca-pinci-g)- La
ausencia de la forma 1-LTR en este caso no se debe a que la reaccién de PCR
para el virus quimérico se haya llevado a cabo a partir de un menor numero de
células que el empleado en el caso del SIV salvaje. En efecto, la amplificacién del
gen de la B-actina humana a partir de ADN gendmico obtenido de células

infectadas con uno u otro virus resulté en cantidades equivalentes del producto de
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PCR esperado (Figura 13B). Cabe mencionar que la identidad de las formas
circulares de ADNc viral 1-LTR amplificadas fue confirmada por secuenciacion

(datos no mostrados).

7. Reemplazo en Gag de SIV del dominio N-terminal o C-terminal de la CA

por las regiones equivalentes de la proteina CA de FIV

Para profundizar nuestra investigacion sobre la relacion estructural y
funcional entre las proteinas CA de SIV y FIV, examinamos si el NTD o CTD de la
CA de FIV son capaces de reemplazar funcionalmente a sus dominios
equivalentes de la CA de SIV. Para ello, estudiamos el fenotipo de ensamblado de
los virus quimericos SIVEy cantp) Y SIVFv cacctp). Se transfectaron células 293T en
paralelo con los ADN provirales salvaje o quiméricos y tanto los lisados celulares
como los viriones fueron analizados por Western blot utilizando los anticuerpos
anti-MA de SIV, anti-CA de SIV, o anti-CA de FIV. Los niveles de expresion y los
perfiles de procesamiento de ambas poliproteinas Gag quiméricas fueron
similares a los de la proteina Gag de SIV salvaje (Figuras 14A, 15A y 15B). Sin
embargo, los virus quiméricos exhibieron fenotipos de ensamblado diferentes;
mientras que la inclusion en el genoma de SIV del NTD de la CA de FIV inhibe
drasticamente el ensamblado viral (Figura 14B), el virus quimérico SIV llevando el
CTD de la CA de FIV produce particulas virales con una eficiencia similar a la de
SIV salvaje (Figura 15C). Cabe mencionar que un virus quimérico derivado de SIV
llevando los primeros 13 residuos de la CA de SIV unidos a los aminoacidos 14-
142 del NTD de la CA de FIV exhibe el mismo fenotipo defectivo de ensamblado

que la quimera SIVEy cantp) (datos no mostrados).

En el caso del virus SIVFy cactp) las particulas virales contienen, ademas
de la proteina quimérica madura CAfyv cactoy de SIV, un producto del
procesamiento de Gag, el cual, en base a su masa molecular y a su reactividad a
anticuerpos especificos, corresponde al intermediario de procesamiento NTD-
CAs-CTD-CArv-SP1 (Figura 15D). Al igual que en el caso del SIVey capi-nc(-9),
encontramos que los viriones quiméricos SIVFy cactp) incorporan la glicoproteina
Env en niveles comparables a los de SIVsuum.rgj salvaje, pero no exhiben
infectividad en los ensayos con las células indicadoras TZM-bl (dato no
mostrado).
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RT-sqPCR
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Figura 12. Analisis del contenido de ARN genémico de los viriones SIVgy capi1-nc(1-9)
por RT-sqPCR. (A) Panel superior: alicuotas iguales de la primer cadena de ADNc
obtenida a partir del ARN gendmico extraido de cantidades equivalentes de viriones de
SIV salvaje (calles 1, 3y 5) y SIVry capi-nci-9) (Calles 2, 4 y 6) fueron utilizadas como
molde en reacciones de PCR de 20, 25 o 30 ciclos para la amplificacion de la region
genomica de SIV comprendida entre los nucleétidos 589-987. Panel inferior: en paralelo,
se llevé a cabo la misma ronda de ciclos de PCR descripta anteriormente, pero utilizando
la mitad del volumen del producto de ADNc de los viriones SIVgy capi-ncii-g) (Calles 2, 4 y
6) respecto del de los viriones salvajes (calles 1, 3 y 5). (B) Reacciones realizadas en
paralelo (30 ciclos) para los ARNs gendmicos extraidos de viriones de SIV salvaje (calle
1) 0 SIVey capinci-g) (calle 2) sin agregar la RT en la primera etapa (sin RT), lo que
demuestra la ausencia de contaminacion con ADN plasmidico.

Los productos de la reaccion fueron analizados por electroforesis en geles de agarosa y
visualizados por tincion con bromuro de etidio. A la izquierda, se indican las posiciones de
los marcadores de peso molecular de ADN (en pares de bases), y a la derecha, la region
de ARN genodmico viral amplificado por RT-PCR utilizando los cebadores 5 y 3
especificos del genoma de SIV.

61



Resultados

env x4 LTR R gag

3.0—

LTR
env gag

20—

15—

12—
1.0—

<+«1-LTR

pol

1.0—
0.8—
0.6 —
0.5—
04—

<«—B-actina

Figura 13. Andlisis de la capacidad de replicacion de la quimera SIVgy ca-pi-nc(i-9) €N
las células permisivas 293T detectando las formas circulares de ADN viral nuclear
no integrado. (A) Panel izquierdo: deteccion de los productos tardios de RT a las 48
horas posinfeccion de células 293T con el pseudotipo VSV-G/SIVsuw.pg; salvaje (calle 1),
el pseudotipo VSV-G/SIVEy capi-nc(i-9) (calle 2), o con el virus defectivo SIVsumpeg; env (-)
(calle 3). Panel derecho: representacién esquematica de los productos de PCR
resultantes de la forma circular 1-LTR utilizando los cebadores especificos 5’ envy 3’ gag
(indicados con flechas). (B) Como control de la cantidad de ADN gendémico en cada
muestra, se amplificé una regién del gen de la B-actina humana a partir de una alicuota
del ADN purificado a partir de las células infectadas con el pseudotipo VSV-G/SIVsuw.ps;
(calle 1), el pseudotipo VSV-G/SIVey capi-ncii-9) (Calle 2), o con SIVguu.pg; env (-) (calle 3).
Las amplificaciones de PCR se llevaron a cabo de acuerdo a lo descripto en Materiales y
Métodos. Los productos de la reaccion fueron luego analizados por electroforesis en
geles de agarosa y visualizados por tincidon con bromuro de etidio. Se indica la posicion
de los marcadores de peso molecular de ADN (en kb).
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Figura 14. Efecto sobre el ensamblado de Gag de SIV de reemplazar el NTD de la
CA por el dominio equivalente de FIV. Se transfectaron células 293T en paralelo con
los ADNs provirales SIVguu.pg; salvaje y SIVey canto)- A las 48 hs postransfeccion, las
proteinas virales de los lisados celulares (A) y de los viriones (B) fueron separadas en
geles de SDS-poliacrilamida, transferidas a membranas de nitrocelulosa y detectadas con
anticuerpos especificos para las proteinas MA y CA de SIV. Se indican las movilidades
relativas de las proteinas Gag, CA salvaje y quimérica, y de la MA de SIV. Los numeros
indican las posiciones de los marcadores de peso molecular (en kDa).
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Figura 15. Efecto sobre el ensamblado de Gag de SIV de sustituir el CTD de la
region CA por su contraparte equivalente de FIV. Se transfectaron células 293T en
paralelo con los ADNs provirales SIVsuw.pg; Salvaje y SIVey cacto)- Los lisados celulares
(A 'y B) y los viriones (C y D) fueron analizados por Western blot utilizando los

anticuerpos especificos para las proteinas MA de SIV (Ay C), la CAde SIV (ByD), yla

CA de FIV (B y D). Se indican las movilidades relativas de las proteinas Gag, CA salvaje
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8. Capacidad de oligomerizaciéon del dominio C-terminal de la CA de FIV

Hasta este punto, nuestros resultados mostraban que, en el contexto de la
poliproteina Gag de SIV, el CTD de la CA de FIV es capaz de reemplazar
funcionalmente a la regién equivalente de SIV en lo que respecta al ensamblado

de virines.

Con el objeto de investigar con mayor detalle las propiedades del CTD de
la CA de FIV (CA-CTDgyy), examinamos si este dominio es capaz de oligomerizar
en solucion realizando reacciones de ensamblado in vitro similares a las que
hemos descripto para las poliproteinas Gag de FIV (Affranchino & Gonzalez,
2010) y de SIV (Rauddi et al., 2011). En paralelo y como control, se analizé la

capacidad de multimerizacién in vitro de la proteina CA completa de FIV.

Las proteinas CA de FIV y CTD-CAgy fueron expresadas en Escherichia
coli como proteinas de fusidn con una etiqueta N-terminal de histidinas, vy
purificadas por cromatografia de afinidad. En el caso de la proteina recombinante
CTD-CAfy, ésta fue luego tratada con enteroquinasa, como se describe en
Materiales y Métodos, para eliminar la etiqueta de histidinas. Para evaluar la
capacidad de multimerizacién de la proteina CA de FIV, los productos de las
reacciones de ensamblado in vitro fueron analizados tanto a través de ensayos de
sedimentaciéon (Affranchino & Gonzalez, 2010; Huseby et al., 2005) como por
electroforesis en geles nativos como ha sido descripto por nuestro laboratorio
(Rauddi et al., 2011).

Como muestra la Figura 16A, el analisis de las fracciones particulada y
soluble obtenidas de la centrifugacion de las reacciones de ensamblado mostro
que la CA de FIV particiona mayoritariamente en la fraccion particulada. Ademas,
se detectd en la fraccién particulada un intermediario de ensamblado (resistente al
SDS) el cual representaria dimeros de la CA de FIV (Figura 16A). En este sentido,
hemos demostrado previamente que la proteina CA de SIV es capaz de formar
dimeros resistentes al SDS (Rauddi et al., 2011).

Cuando la reaccion de ensamblado in vitro de la proteina CA de FIV fue
analizada por electroforesis nativa acoplada a Western blotting, se detecté un
oligbmero con una masa molecular de 310-340 kDa que reacciona

especificamente con el MAb anti-CA de FIV (Figura 16B). Esta especie molecular
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es compatible con el ensamblado de la CA de FIV en complejos multiméricos. En
efecto, nuestras observaciones estan de acuerdo con la demostracion de Serriére
et al. (2013) de que la CA de FIV se halla principalmente en forma dimérica y que

es capaz de ensamblarse en oligdmeros de alto peso molecular.

Para determinar si el CTD-CAfgy es el responsable de la habilidad de la
proteina CA para dimerizar y formar complejos de alto peso molecular, evaluamos
primero si la adicion de SDS al buffer de muestra afecta el comportamiento
electroforético del polipéptido recombinante CTD-CAfy. Encontramos que, bajo
condiciones desnaturalizantes, el CTD-CAgyv migra en los geles de SDS-
poliacrilamida con una masa molecular aparente de 7,4 kDa (Figura 17A, calle 1).
En cambio, cuando el SDS fue omitido del buffer de muestra se detecta una
banda adicional de 16,2 kDa, la cual, en base a su movilidad electroforética,
seguramente corresponde a dimeros del CTD-CAgy (Figura 17A, calle 2). Por otra
parte, el analisis de la reaccion de ensamblado in vitro del CTD-CAgy por
electroforesis nativa reveld que este polipéptido se autoensambla en oligdmeros
de 74,8 kDa (Figura 17B). Obtuvimos resultados similares cuando utilizamos otros
sistemas de electroforesis no desnaturalizantes, tales como el Blue Native
(Schagger & von Jagow, 1991) y el método Tris-histidina (Niepmann & Zheng,
2006) (datos no mostrados).

En conjunto, nuestros resultados demuestran que el CTD de la CA de FIV
oligomeriza in vitro, y que los dimeros del CTD constituyen probablemente la
unidad basica de ensamblado necesaria para la formacion de los multimeros de la

proteina CA de FIV que detectamos en las reacciones de ensamblado in vitro.
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Figura 16. Andlisis de la capacidad de autoensamblado in vitro de la proteina CA de
FIV. (A) Analisis mediante ensayos de sedimentaciéon de la reaccion de ensamblado in
vitro de la proteina recombinante CA de FIV. La proteina His-CAgy purificada fue
incubada bajo las condiciones descriptas en Materiales y Métodos para las reacciones de
ensamblado in vitro. Los productos de la reaccion de ensamblado fueron luego separados
por centrifugacion en las fracciones particulada (P) y sobrenadante (S), las cuales fueron
sometidas a SDS-PAGE y posterior Western blot utilizando el MAb anti-CA de FIV. El
asterisco indica los dimeros de la CA resistentes al SDS. (B) Para examinar la
organizacion oligomérica de la CA de FIV, una alicuota de la reaccién de ensamblado in
vitro fue analizada por electroforesis en geles nativos (geles no desnaturalizantes de 5%
poliacrilamida) seguida de Western blot usando el anticuerpo anti-CA de FIV. Las
posiciones de los marcadores de peso molecular (en kDa) para electroforesis en geles
desnaturalizantes (A) y nativos (B) se indican a la izquierda.
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Figura 17. Capacidad de oligomerizacion in vitro del CTD de la proteina CA de FIV.
(A) Analisis por electroforesis en condiciones desnaturalizantes del polipéptido CTD-
CArv. La proteina recombinante CTD-CAgy llevando la etiqueta N-terminal de His fue
purificada por cromatografia de afinidad, tratada con enteroquinasa, y analizada en un gel
de SDS-poliacrilamida utilizando buffer de siembra Laemmli con SDS (calle 1) o sin SDS
(calle 2). Los geles se tifieron luego con Coomassie G-250. El asterisco denota los
dimeros del CTD de la CA de FIV. (B) Reaccién de ensamblado del polipéptido CTD-
CAgy. La proteina recombinante CTD-CAgy fue incubada bajo las mismas condiciones
empleadas para la CA de FIV y la reacciéon de ensamblado fue luego analizada por
Western blot de los geles nativos utilizando el MAb anti-CA de FIV. Se indican las
movilidades electroforéticas de los marcadores de peso molecular (en kDa) en los geles
desnaturalizantes (A) y nativos (B).
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Una caracteristica biologica distintiva de las poliproteinas Gag retrovirales
es su habilidad de dirigir la morfogénesis viral. En particular, el dominio CA de
Gag esta involucrado no sélo en el ensamblado y maduracién de las particulas
virales sino también en las etapas tempranas del ciclo de replicacion viral, tales
como el desnudamiento del virion y el transporte al nucleo del complejo de
preintegracion (Fassati, 2012). Basados en el concepto de que todas las proteinas
CA retrovirales se encuentran organizadas estructuralmente en dos dominios
diferentes, decidimos investigar en este trabajo de Tesis Doctoral la homologia a
nivel funcional entre las proteinas CA de dos lentivirus evolutivamente distantes.
Para ello, se generaron y caracterizaron fenotipicamente virus quiméricos
derivados de SIV en los cuales el dominio CA de gag fue parcial o completamente
reemplazado por su equivalente de FIV.

La inclusion en la proteina Gag de SIV de los residuos 14-222 de la CA de
FIV solos (quimera SIVgy ca) 0 junto con el péptido p1 adyacente (quimera SIVgy
cAap1) No afecta la capacidad de los virus quiméricos de ensamblarse en
particulas. Sin embargo, la maduracion de los viriones de estas quimeras resulta
en la inestabilidad de la CA. Esto probablemente refleja que, luego del
procesamiento del precursor Gag quimeérico por la proteasa viral, la CA de FIV es
incapaz de formar un core estructuralmente estable. Cabe mencionar que en
estos virus quiméricos se conservaron los primeros trece aminoacidos de la CA
de SIV debido a que, como se ha demostrado en HIV-1, el procesamiento
proteolitico en el sitio MA-CA del precursor Gag induce el plegamiento de los
primeros trece residuos de la proteina CA madura en una estructura de horquilla 8
estabilizada por un puente salino entre los residuos Pro1 y Asp51 (Gitti et al.,
1996; Tang et al., 2002). En las proteinas CA de SIV y de FIV, el residuo de Asp
que participaria en el puente salino junto con la Pro1 se halla en la posicién 50
(Figura 6). Esta estructura de horquilla B es esencial para la formacion de
hexameros de la CA, los cuales a su vez son necesarios para generar los viriones
maduros infecciosos (von Schwedler et al., 1998; 2003). Por lo tanto, dado que en
estas quimeras se conservan los primeros trece aminoacidos de la CA de SIVy la
presencia del residuo Asp en posicion 50, es improbable que la inestabilidad de la
CA en los viriones quiméricos SIVE ca Y SIVrv capt S€a debida a un impedimento
en la formacién del puente salino entre los aminoacidos Pro1-Asp50.

Un fenotipo diferente al discutido arriba es el de las quimeras SIVry ca-pi-
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nc(1-9) Y SIVEv cacctp), las cuales producen viriones que exhiben una proteina CA
madura estable e intacta. Por otro lado, demostramos que estas dos quimeras,
SIVEwv capi-Nc(1-9) Y SIVEv cacTp), S€ ensamblan en viriones que incorporan la
glicoproteina Env, empaquetan niveles de ARN gendmico viral similares a los de
SIV salvaje, y contienen una enzima RT funcional. Sin embargo, estos virus
quiméricos no son infecciosos. Cuando infectamos células permisivas con
pseudotipos de estos virus quiméricos con VSV-G, no detectamos en el nucleo
celular las formas circulares del ADNc viral, las cuales son indicativas de una
infeccion productiva. Por lo tanto, es probable que estos virus quiméricos, que son
capaces de ensamblarse eficientemente, no sean infecciosos debido a un defecto
en una etapa posentrada viral: desnudamiento del core viral, transcripcion
reversa, o importacion del complejo de preintegracion al nucleo. Cabe destacar
que en HIV-1 se ha demostrado que solamente el 50% del total de la proteina CA
madura se ensambla para formar el core viral (Briggs et al., 2004; Lanman et al.,
2004), y que la presencia de pequenas cantidades de intermediarios del
procesamiento de Gag, tales como el péptido CA-SP1, ejerce un efecto
dominante negativo sobre la infectividad viral (Lee et al., 2009; Moore et al., 2008;
Mller et al., 2009). Por lo tanto, dado que los viriones SIVy capi-Nc(1-9) Y SIVEv
cactp) exhiben, ademas de la proteina CA madura estable, los intermediarios de
procesamiento de Gag CA-p1-NC y CA-SP1, respectivamente, se podria
especular que estos subproductos de Gag presentes en los viriones son los
responsables de la falta de infectividad de estas quimeras.

En sintesis, los resultados que obtuvimos al caracterizar el fenotipo de
estos SIVs llevando regiones de la CA de FIV resaltan que la estructura que
adquiere la CA en el virion maduro es esencial para asegurar que etapas
posteriores a la entrada viral, que son clave para la infectividad, tales como el
desensamblado/desnudamiento del core y la transcripcion reversa, procedan de
manera eficiente.

Resulta interesante comparar el fenotipo de ensamblado de los virus
quiméricos SIVEy cacto) Y SIVFv canto)- Mientras el CTD de la CA de FIV provee
un dominio que permite las interacciones Gag-Gag que conducen al ensamblado
de la proteina Gag quimérica en viriones, el NTD de la CA de FIV es
funcionalmente incompatible con el resto de las secuencias de Gag de SIV en la
quimera, y, por lo tanto, no sirve como plataforma para el ensamblado de Gag en

70



Discusion

particulas. Cabe mencionar que tanto resultados en FIV de nuestro laboratorio
como de otros investigadores en HIV-1 han demostrado que regiones tanto en el
NTD como en el CTD de la CA de FIV son necesarias para que el precursor Gag
se ensamble en particulas (Abdusetir Cerfoglio et al., 2014; Byeon et al., 2009;
von Schwedler et al., 2003). En base a este concepto, puede especularse
entonces que el fenotipo defectivo del virus quimérico SIVEy cantp) se debe a la
incapacidad del NTD de la CA de FIV, en el contexto de las secuencias de Gag de
SIV, de establecer las interacciones intermoleculares especificas CAntp-CANTD
requeridas para la formacion de la red hexamérica de Gag caracteristica de los
viriones inmaduros. Por otra parte, el hecho de que los CTDs de las CA de SIV y
de FIV exhiban mayor homologia a nivel aminoacidico (43,6% de identidad de
secuencia; 65,4% de similitud de secuencia) que sus respectivos NTDs (23,6% de
identidad de secuencia; 45,1% de similitud de secuencia) podria contribuir a
explicar por qué la quimera SIVgy cacTp) S€ ensambla eficientemente en viriones.

Otro aspecto a considerar es que los dominios que constituyen los
precursores Gag de SIV y de FIV presentan algunas diferencias en lo que
respecta a su participacidn en las interacciones proteina-proteina que conducen a
la multimerizacion de Gag. En efecto, nuestro laboratorio ha demostrado
previamente que mientras el subdominio MA-CA de SIV y las proteinas maduras
MA y NC interactuan con Gag de SIV (Rauddi et al., 2011), sus contrapartes de
FIV son incapaces de asociarse con el precursor Gag salvaje de FIV (Abdusetir
Cerfoglio et al., 2014). Ademas, a excepcion de la regiéon CA, el resto de los
dominios de las proteinas Gag retrovirales adoptan diferentes estructuras, lo cual
refleja la diversidad de la familia Retroviridae (de Marco et al., 2010).

Otro aspecto interesante a destacar de este trabajo es que las diferencias
fenotipicas entre las quimeras SIVry cantp) Y SIVFv cacTp) sefialan que el CTD de
la CA exhibe una plasticidad funcional que no posee el NTD, el cual requeriria de
una unica conformacion invariable para promover la multimerizacéon de Gag en
hexameros. En apoyo a este concepto, al caracterizar una biblioteca de mutantes
de la CA de HIV-1 se encontr6 que la integridad de las secuencias
correspondientes a las hélices del NTD es particularmente critica para la
conservacion de la viabilidad viral (Rihn et al., 2013).

En este trabajo de Tesis Doctoral demostramos ademas que la proteina CA

de FIV es capaz de autoensamblarse in vitro, lo cual esta de acuerdo con los
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datos publicados recientemente mostrando que esta proteina forma estructuras
esféricas (Serriére et al., 2013). También demostramos que el CTD de la CA de
FIV dimeriza en solucion y forma oligdmeros de alto peso molecular. Nuestros
resultados sobre la capacidad intrinseca de oligomerizacién del CTD de la CA de
FIV junto con el hallazgo de que el virus quimérico SIVEy cactp), €l cual lleva
unicamente el CTD de la CA de FIV, es competente para el ensamblado proveen
evidencias biologicas y bioquimicas sobre la plasticidad funcional del CTD de la
CA de FIV. Este concepto es ademas apoyado por estudios estructurales sobre la
CA de HIV-1 que indican que el dimero del CTD de la CA y la proteina CA
dimérica se hallan en varias conformaciones (Byeon et al.,, 2012; Zhao et al.,
2013).

En sintesis, este trabajo de Tesis Doctoral aporta informacion original sobre
la homologia funcional entre los dominios CA de las proteinas Gag de lentivirus
de primates y de no primates, lo que contribuye al conocimiento de cémo han
evolucionado en los retrovirus los requerimientos para el ensamblado de viriones

infecciosos.
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En este trabajo de Tesis Doctoral, los resultados obtenidos al caracterizar
el fenotipo de ensamblado de una serie de virus quiméricos SIV llevando

diferentes regiones del dominio CA de FIV permiten concluir que:

® Las quimeras SIVry ca Y SIVrv cap1, €n las cuales se reemplazé la CA de SIV
por la de FIV, o por la CA junto con el péptido espaciador p1 de FIV,
respectivamente, son capaces de ensamblarse en particulas virales con una
eficiencia similar a la de SIV salvaje; pero la maduracién de ambos viriones
quiméricos resulta en la acumulacion de subproductos derivados de la CA de
FIV. Estos resultados sefialan que la inestabilidad intrinseca que exhibe la CA
de FIV en el contexto de las secuencias de Gag de SIV en los viriones SIVEy ca
y SIVEv cap1 NO puede ser revertida por la inclusion de las secuencias del

péptido p1, adyacentes al extremo carboxilo del dominio CA de FIV.

® Las quimeras SIVEy capinci-9) Y SIVrv cactp), donde se reemplazo la CA, el
péptido SP1 junto con los primeros diez aminoacidos de la NC de SIV por su
equivalente de FIV, o que posee el CTD de la CA de FIV en el contexto
gendémico de SIV, respectivamente, presentan un procesamiento, maduracion y
ensamblado caracteristicos del precursor Gag salvaje. Los viriones quiméricos
poseen una proteina CA madura estable y una RT funcional, incorporan a la
glicoproteina Env, y empaquetan niveles de ARN gendmico viral similares a los
de SIV salvaje. Sin embargo, estos virus quiméricos no son infecciosos debido a
defectos en etapas posteriores a la entrada viral. Estos resultados enfatizan la
funcion crucial que desempefia el dominio CA de Gag en la organizacion del
core, lo cual asegura que las etapas posentrada viral, esto es, el
desensamblado/desnudamiento del virion y la transcripcion reversa del ARN

genomico, procedan de manera ordenada y sincronizada.

® E| intercambio del NTD de la CA de SIV por el de la CA de FIV en la quimera
SIVEv cantp) €s detrimental para el ensamblado del precursor Gag quimeérico en
particulas virales. Esto indica que el NTD de la CA de FIV, en el contexto de las
secuencias de Gag de SlIV, es funcionalmente incompatible y que es incapaz de
establecer las interacciones intermoleculares especificas CAntp-CAnNTD
requeridas para la formacion de la red hexamérica de Gag caracteristica de los

viriones inmaduros.
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®E| CTD de la proteina CA de FIV exhibe la capacidad de dimerizar y de formar
oligdbmeros de alto peso molecular in vitro. Estos datos, junto con el hallazgo de
que el virus quimérico SIVry cactp) s€ ensambla en viriones con la misma
eficiencia que SIV salvaje, aportan evidencias bioquimicas y biolégicas de la
plasticidad funcional del CTD de la CA de FIV.
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