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Resumen en inglés

Non-structural protein (NSP) 3A can play different roles in picornavirus
replication and growth. In foot-and-mouth disease virus (FMDV), 3A is longer than that
of the remaining picornavirus and is linked to three tandem-copies of 3B, instead of a
single one.

To evaluate different aspects of FMDV 3A functionality, we have generated
several mutants derived from plasmid pMT28, including mutants on the
amminoterminal region that were designed using folding predictions based on
structural data available for this region of poliovirus 3A protein. We first determined the
ability of these mutant RNAs to: i) in vitro translate and process the viral protein, ii)
produce citopathogenicity and infection, as well as synthesize viral RNA and proteins
when transfected in BHK-21 cells, iii) multiplicate in and kill suckling mice, and iv) be
rescued when trasfected in BHK-21-derived clones expressing 3A or 3ABBB FMDV
proteins.

Deletion of 3A rendered non viable RNAs in BHK-21 cells and in suckling
mice, and this defect correlated with a blockage of RNA and protein synthesis in BHK-
21 cells. This pattern of lethality was also observed in mutants with the complete
sequence of 3A replaced by that of the equine rhinitis A virus, another member of the
Aphthovirus genus.

Likewise, no viable viruses were recovered from transfections with RNA from
mutants carrying insertions of a G at residues 151 and 5, or 5 of 3A, which flank the
target cleavage sites of 3C, responsible for its processing. In this case, the double
mutant, but not the single mutant, showed an altered pattern of in vitro protein
processing. This result suggests that insertion of a G at position 5 of 3A blocks viral
RNA synthesis.

A point mutant (C65S) in the single cisteine residue found in FMDV 3A, located
in the hydrophobic region of this protein, rendered a fully infectious RNA in both BHK-
21 cells and suckling mice, indicating that the impairment of the interactions in which
this residue C65 is involved, which could mediate protein-protein interactions, does not
affect virus viability and phatogenicity.

Mutants in position 44, in which the substitution Q44R adapts FMDV to guinea
pig, revealed tolerance to electrostatic charge changes at that position. Position 44 of 3A
overlaps with the a-helix domains predicted to conform a hydrophobic interface in 3A,
which could be involved in relevant protein-protein interactions, including protein

dimerization. While substitution of Q by the positive charged aminoacid R (mutation
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Resumen en inglés

Q44R) rendered a fully infectious RNA, the mutant carrying a negative charged
aminoacid (Q44D) was killed in mice and showed a delay in the onset of pathogenic
effect, virus production, and viral RNA and protein synthesis in BHK-21 cells. This
delay was associated to the selection in the recovered virus of substitution D44E,
indicating that mutation Q44D impaired but did not abolish viral replication.

Aminoacids L38 and L41 are located exposed in a dimer model predicted for
FMDV 3A, which made them interesting candidates to be mutated. Our results showed
that RNA carrying mutations L38E and L41E showed a viable phenotype similar to that
of the RNA carrying mutation Q44D, and required the selection of virus variants
restoring the hydrophobicity of the residue (E38V and E41A, respectively).

Only those mutants showing viability in BHK-21 cells upon selection of virus
variants, but not those whose mutations were lethal, could be partially complemented
when transfected in BHK-21-derived clones expressing in trans 3A or 3ABBB FMDV

proteins, showing a decrease in the time required for virus variant selection.
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Introduccién

| 1-1 La fiebre aftosa

La fiebre aftosa (FA) es una enfermedad vesicular aguda que afecta a animales
de pezufia hendida, entre los que destacan especies de importancia ganadera como
vacas, cerdos, ovejas, cabras y mas de 30 especies de rumiantes salvajes (Thomson et
al., 2003). Ademas, la FA es considerada como una de las enfermedades animales méas
transmisibles (revisado en Sobrino y Domingo, 2004).

Aunque la enfermedad llego a estar muy extendida en el pasado, en la actualidad
se ha conseguido su erradicacion en diversas zonas del planeta como Europa Occidental
y América del Norte.

La FA figura en la lista de enfermedades de declaracion obligatoria de la
Organizacién Mundial de Sanidad Animal (OIE, 2008). Ademas, se trata de la primera
enfermedad para la cual la OIE ha establecido una lista oficial de paises y zonas
reconocidos como libres de misma. Para obtener informacion actualizada sobre la FA,
se puede consultar la pagina web de la Organizacién Mundial de Sanidad Animal
(www.oie.int).

Aungue la tasa de mortalidad de la FA no es elevada (Pereira et al., 1981; Collen
et al., 1994), si puede serlo su tasa de morbilidad, que varia en funcion de la especie
animal afectada y el estado inmunoldgico, entre otros factores. En regiones donde la
enfermedad no es endémica, la tasa de morbilidad puede llegar a ser del 100% (Ficha
Técnica de la Fiebre Aftosa, OIE, 2007). La FA produce un marcado descenso en la
productividad ganadera, ademas de causar restricciones en el trafico de animales y
productos derivados desde las zonas afectadas (Sutmoller et al., 2003). Un claro
ejemplo de las consecuencias de la aparicién de esta enfermedad lo representan los
brotes de fiebre aftosa que tuvieron lugar en Taiwan en 1997, donde se sacrificaron 4
millones de cerdos, con un coste aproximado para su economia de 6.000 millones de
ddlares (Kitching, 1998), y el brote de Reino Unido de 2001, donde se produjeron
enormes pérdidas econdmicas y ganaderas (Knowles et al., 2001).

En la actualidad, la FA se localiza, fundamentalmente, en regiones en desarrollo,
agravando los problemas econémicos de estos paises. El control de la enfermedad en
zonas endemicas se realiza mediante el empleo de vacunas basadas en virus inactivados
(Barteling et al., 1991). Esta estrategia permitié en los afios 70 la erradicacion del virus
en regiones como la Union Europea (Brown et al., 1992). Sin embargo, la vacunacion

presenta una serie de desventajas que desaconsejan actualmente su uso indiscriminado
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(De Diego et al., 1997; Doel et al., 1994; Doel, 1999). Las politicas actuales de no
vacunacion en los paises libres de la enfermedad, junto con el sacrificio de los animales
infectados en el caso de los nuevos brotes y las severas restricciones al trafico de
ganado desde las zonas afectadas, han permitido mantener libres de la enfermedad a los
paises en los que ya fue erradicada (Donaldson y Doel, 1992). No obstante, el sacrificio
masivo de animales en el caso de reintroduccién de la enfermedad, como la ocurrida en
el Reino Unido en 2001 (revisado en Sobrino y Domingo, 2004), ha levantado una
fuerte controversia sobre la conveniencia o no de la vacunacion de los animales
susceptibles en situaciones de emergencia.

La enfermedad esta causada por el virus de la fiebre aftosa (VFA). La via mas
comun de infeccion por este virus es la transmision aérea (Donaldson et al., 1987),
aunque también pueden producirse infecciones mecanicas a través de la piel (Brooksby,
1982) o por ingestion (Burrows et al., 1981). Cuando la transmision es aérea, el VFA
infecta inicialmente células del epitelio estratificado de la faringe, dando lugar a
lesiones o aftas primarias (Burrows et al., 1981). Entre 24 y 48 horas, tras una primera
ronda de replicacion, aparecen viremia y fiebre. Como consecuencia de la viremia, el
virus se disemina por todo el organismo y genera aftas secundarias en zonas distintas de
la via de entrada. Una de las regiones del cuerpo del animal en que mas frecuentemente
aparecen aftas secundarias son las extremidades, lo que provoca debilidad y tendencia a
la postracién (Yilma, 1980).

En cerdos, la fase aguda de la enfermedad dura aproximadamente una semana,
disminuyendo en intensidad al aparecer anticuerpos circulantes especificos (Bachrach,
1977). En rumiantes, se puede establecer una infeccién persistente asintomatica en la
que se puede aislar virus del animal en muestras de es6fago o de fluidos respiratorios
durante semanas y, en algunos casos, afios (Van Bekkum et al., 1966). Esto parece ser
debido al establecimiento de un equilibrio dinamico entre la respuesta inmunoldgica del
animal y la seleccion de variantes antigénicos virales en la mucosa del tracto
respiratorio superior (Salt, 1993). Se ha descrito el estado de portador asintomatico en
vacas, ovejas y cabras, pero no en cerdos.

En el caso del ganado ovino, los animales son muy sensibles al contagio aéreo o
a la exposicion a animales infectados (Kitching et al., 2002b). Sin embargo, aunque
éstos secretan gran cantidad de virus en forma de aerosol, un gran nimero del total de
animales infectados no desarrollan lesiones o sufre tan solo una lesion (Hughes et al.,

2002). La presencia de portadores asintomaticos hace dificil el diagnostico clinico en
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ovejas, favoreciendo la diseminacion viral, como ocurrio durante el brote epidémico que
asolé Reino Unido en 2001 (Kitching et al., 2002a).

Diagnostico y control de la enfermedad

El diagnostico de la enfermedad se basa inicialmente en el reconocimiento de los
signos clinicos caracteristicos. En una segunda fase, es necesaria su confirmacion
mediante las pruebas de laboratorio que permiten distinguir si el agente causal es el
VFA u otro de los virus que provocan enfermedad vesicular. Las técnicas de
diagndstico oficialmente reconocidas utilizan el aislamiento viral, la deteccién de
antigenos o acidos nucleicos virales y pruebas serolégicas. Actualmente, también se
contempla la posibilidad de analizar las proteinas no estructurales del virus para
distinguir entre animales infectados y vacunados ‘“Manual de Pruebas de Diagnodstico y
Vacunas para los Animales Terrestres” (OIE, 2008).

Las medidas de obligado cumplimiento ante un brote de FA incluyen, ademas de
la comunicacion en menos de 24 horas a la OIE, un sistema de deteccion y de alerta
temprano y la adopcion de las medidas de prevencion segun las directrices marcadas en
el “Cddigo Sanitario para los Animales Terrestres” (OIE, 2008).

El control de la enfermedad se centra basicamente en los planes de vacunacién
selectiva. La vacunacion se emplea en los paises donde la FA es endémica para proteger
a los animales no infectados de la enfermedad. Por otra parte, existe un banco con las
vacunas de emergencia mas eficaces que permiten alcanzar una alta proteccion a los 4
dias post-vacunacion (Salt et al., 1998), empleadas en el caso de reintroduccion de la

enfermedad en una zona libre de la misma.

| 1-2 El virus de la fiebre aftosa

El agente etioldgico de la enfermedad es el VFA, un virus perteneciente a la
familia Picornaviridae (Rueckert et al., 1996) y que, junto con el virus de la rinitis
equina-A (VRE-A) (Li et al., 1996) y el virus de la rinitis bovina-2 (VRB-2) (Hollister
et al., 2008), constituye el género Aphthovirus.

El VFA es un virus pequefio sin envoltura, con una cépsida icosaédrica
compuesta por 60 copias de cada una de las cuatro proteinas estructurales que codifica
(1A, 1B, 1C y 1D). Esta capsida protege a un genoma de ARN de cadena sencilla y
polaridad positiva de aproximadamente 8,5 Kb (Bachrach, 1977), poliadenilado en su
extremo 3" y unido covalentemente en su extremo 5° a una pequefia proteina viral no

estructural uridilada, llamada 3B o VVpg (Sangar et al., 1977) (Figura 1).
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Figura 1. Representacion esquematica del genoma y las proteinas del VFA. En
trazos lineales se representan las estructuras secundarias del ARN viral y en recuadros coloreados las
distintas proteinas codificadas en el genoma. La estructura de la capsida viral se representa en base a las
coordenadas atomicas de la cépsida del aislado C-S8cl (Lea et al., 1994), con el programa PyMol
(Delano Scientific LLC.).

Tras la entrada del virus en la célula susceptible, el ARN viral es rapidamente
traducido, originando una Unica poliproteina que es procesada mediante diversas
proteasas virales y posiblemente celulares (Ryan et al., 1989; datos del laboratorio no
publicados). Este proceso da lugar a diversos productos intermediarios, para alguno de
los cuales existe evidencia de su funcionalidad (Moffat et al., 2005; Capozzo et al.,
2002), y cuyo procesamiento posterior da lugar a 15 proteinas maduras (Grubman et al.,
1984).

I-2-1 Genoma del VFA

El genoma del VFA es similar al del resto de picornavirus; posee una unica
pauta abierta de lectura, flanqueada en sus extremos por regiones con secuencias no
codificantes (RNC), que presentan una estructura secundaria muy marcada (Figura 1).
En la region no codificante del extremo 5° (RNC 5°) se pueden distinguir varios
elementos: el fragmento “S” de 350-380 pares de bases, seguido de un fragmento de
Poli-C, implicado segun ciertos autores en la virulencia del virus (Zibert et al., 1990), y
de cuatro regiones de “pseudoknots” o pseudonudos (PK), de funcion desconocida. A
continuacion se encuentran una region con estructura de bucle denominada “cre”

implicada en la replicacion viral, ya que es necesaria para la uridilacion especifica de la
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proteina 3B (Paul et al., 2000; Mason et al., 2002). El elemento “cre” se encuentra
inmediatamente adyacente a una region con estructura secundaria muy conservada
responsable de la iniciacién interna de la traduccion, denominada IRES (Kuhn et al.,
1990; Martinez-Salas et al., 2002). A continuacion se encuentra la secuencia codificante
de la poliproteina viral, cuya traduccién tiene lugar a partir de 2 codones AUG,
distanciados entre si por 84 nucle6tidos. Ambos codones AUG se utilizan
alternativamente para la iniciacion de la traduccién (Clarke et al., 1985), dando lugar a
dos formas funcionales de la proteina L (leader): Lab y Lb (Beck et al., 1983; Belsham,
1992 y 1993). En el extremo 3"del ARN se localiza otra regién no codificante (RNC 3)
de unos 100 nucledtidos, para la que se predice una estructura secundaria altamente
organizada (Chatterjee et al., 1976), esencial para la infectividad del ARN viral (Saiz et
al., 2001; Rodriguez Pulido et al., 2009) (Figura 1). La RNC 3" estd seguida de un
tramo de poli-A de entre 60 a 80 nucledtidos, que se encuentra codificado por el virus, a
diferencia de lo que ocurre en los ARN mensajeros celulares en los que se afiade
postranscripcionalmente.

El ARN del VFA es infeccioso al ser transfectado en lineas celulares
susceptibles (Belsham y Bostock, 1988) y tras ser inoculado en raton lactante y en cerdo
(Baranowski et al., 2003; Rodriguez Pulido et al, 2009). Esto ha permitido la obtencion
de clones infecciosos (ver M-2) a partir de plasmidos conteniendo su secuencia
gendmica, capaces de sintetizar in vitro ARN viral, en los que es posible introducir
mutaciones (Zibert et al., 1990; Toja et al, 1999). Esto ha hecho posible el estudio de

mutagénesis dirigida del ARN viral, como el desarrollado en esta Tesis Doctoral.

1-2-2 Proteinas del VFA

La poliproteina viral se puede dividir, excluyendo a la proteina leader, en dos
regiones diferenciadas: la correspondiente a las proteinas estructurales (PE), codificadas
por la region P1 del genoma y encargadas de constituir la capsida del virus; y la
correspondiente a las proteinas no estructurales (PNE), codificadas en las regiones P2 y
P3 del genoma, que estan implicadas en el desarrollo de las distintas etapas de la
replicacion y patogenia virales (Figura 1).

El procesamiento de la poliproteina viral se realiza basicamente por una serie de
proteasas que se encuentran codificadas dentro del genoma viral: Lab/Lb, 2A y 3C (ver

I-2-3-2 Traduccién y Procesamiento proteolitico).
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Las proteinas estructurales del VFA son cuatro y se denominan 1A, 1B, 1Cy 1D
(mas conocidas como VP4, VP2, VP3 y VP1, respectivamente). Con la excepcion de
VP4, que no se encuentra expuesta en la superficie de la particula viral, todas ellas son
responsables de la antigenicidad del virus, y participan en el reconocimiento y union a
receptores de superficie presentes en las membranas de las células susceptibles (Jackson
et al., 2002). Las PNE se denominan: Lab, Lb, 2A, 2B, 2C, 3A, 3B1, 3B2,3B3,3Cy 3
D, existiendo tres copias no idénticas de la proteina 3B situadas en tindem (Figura 1).

Dentro de la region P2 del genoma viral, ademés de la secuencia de la proteasa
2A se encuentran las de las proteinas 2B y 2C. Estas proteinas colocalizan en células
infectadas, como ocurre con otros picornavirus, con marcadores de vesiculas que
derivan del reticulo endoplasmico en las que tiene lugar la replicacién viral (Bienz et
al., 1990; Garcia-Briones et al., 2006; Moffat et al., 2005). En el caso especifico del
VFA, el precursor 2BC es el responsable de la inhibicion de la secrecion de proteinas
observada en las células infectadas (Moffat et al., 2005). Ademas, la proteina 2C se ha
relacionado con la replicacion del VFA ya que modificaciones en ella son responsables
de la resistencia del virus al tratamiento con cloruro de guanidinio, una droga que afecta
a la replicacion viral (Saunders y King, 1982).

El procesamiento del precursor P3 del VFA da lugar a distintos productos
intermedios de procesamiento (3ABBBC, 3ABBB, 3ABB y 3AB, entre otros) y a las
proteinas virales maduras (3A, 3B, 3C y 3D), segun se representa en la Figura 2.

La proteina 3A del VFA consta de aproximadamente 153 aminoacidos y es
escindida del resto de la poliproteina por efecto de la proteasa 3C. Sus funciones
especificas se detallan en el apartado 1-2-4-2.

Con respecto a la proteina 3B, la presencia de tres copias en tandem no
idénticas, pero igualmente funcionales (King et al., 1980), supone una caracteristica
diferencial del VFA respecto al resto de picornavirus (Forss et al., 1982). La proteina
3B participa en el inicio de la replicacion del ARN viral (ver apartado 1-2-3-3), y se
encuentra unida al extremo 5” de las moléculas de ARN de polaridad positiva (ARN+) y
negativa (ARN-) (Grubman, 1980; Sangar et al., 1977). Cada una de las copias de 3B es
capaz de uridilarse in vitro por mediacion de la polimerasa 3D (Ferrer-Orta et al., 2006;
Nayak et al., 2005).

Se han obtenido, mediante ingenieria genética, virus viables con tan solo una
copia de 3B que replican con menor eficiencia que el virus salvaje (wt) (Falk et al.,

1992), relacionandose la infectividad viral con el nimero de copias de la proteina 3B.
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Por otro lado, también se ha relacionado el niUmero de copias de la proteina 3B con la
patogenicidad del VFA en cerdos (Pacheco et al., 2003).

La proteina 3C es la proteasa responsable de la mayoria de los cortes
proteoliticos que tienen lugar en la poliproteina viral del VFA (Ryan et al., 1989), segun
se detalla en el apartado 1-2-3-2. Su estructura tridimensional ha sido resuelta mediante
cristalografia de Rayos X (Birtley et al., 2005). A diferencia de lo observado en
poliovirus (PV), la proteina 3C del VFA no requiere la presencia de 3D en forma del
precursor 3CD para ejercer su funcion proteolitica (Ryan et al., 1989).

La proteina 3D es una ARN polimerasa dependiente de ARN, de la que se
conoce su estructura molecular (Ferrer-Orta et al., 2004). Esta proteina es la encargada
de la replicacion del genoma del VFA (Newman et al., 1979) y de la uridilacion de 3B

(Nayak et al., 2005), segun se detalla en el apartado 1-2-3-3.

I1-2-3 Ciclo infectivo

Como otros picornavirus, el VFA tiene un ciclo infectivo corto de 4 a 6 horas en
células en cultivo (BHK-21). Este ciclo es litico con generacion de efecto citopatico
(ECP), presentando como efecto mas destacado la reorganizacion de membranas
subcelulares (Rueckert et al., 1996; Knox et al., 2005; Monaghan et al., 2004).

Por otro lado, se ha descrito el establecimiento de infecciones persistentes del
VFA en células BHK-21 (de la Torre et al., 1985). EI mecanismo por el cual se
establece esta infeccion persistente implica una coevolucion de las células, que se hacen
progresivamente mas resistentes a la infeccion por el VFA, y del virus, que incrementa

su virulencia sobre las células infectadas (Toja et al., 1999; Herrera et al., 2008).

1-2-3-1 Internalizacién celular

El VFA se une a receptores especificos en la superficie de algunas células, lo
que media su internalizacion. Experimentos iniciales mostraron que el tratamiento del
virion con tripsina provocaba una Unica ruptura del residuo R144 de la proteina VP1, lo
que suponia la perdida de la capacidad de unirse a células susceptibles (Robertson et al.,
1983). El residuo R144 pertenece a la secuencia aminoacidica RGD, localizada en un
bucle expuesto superficialmente en la proteina VP1 - bucle G-H -, que participa en la
unién del virus al receptor en la superficie celular.

El primer receptor celular identificado para el VFA fue la integrina avp3,

observandose que el virus era capaz de infectar células no permisivas que expresaban
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transitoriamente esta molécula (Neff et al., 1998). Desde entonces se han identificado
otras integrinas que también actian como receptores, como son avfl, avp6 y avp8
(Jackson et al., 2000, 2002 y 2004).

Tras su unién a integrinas, el virion es introducido en la célula mediante un
mecanismo dependiente de clatrina (Berryman et al., 2005; O Donnell et al., 2005;
Martin-Acebes et al., 2007). Posteriormente, el virus internalizado se localiza en un
compartimento endosomal &cido, donde se produce el desensamblaje de la capsida
debido a las fuerzas electrostaticas que generan la protonacion de unos residuos de H en
la proteina 1C de la cépsida, y se libera al citoplasma su ARN unido covalentemente a
la proteina 3B (Curry et al., 1995, Ellard et al., 1999; van Vlijmen et al., 1998).

El crecimiento del VFA en lineas celulares susceptibles selecciona,
preferentemente en aislados de serotipo O, el uso alternativo de heparan sulfato (HS)
como receptor. En este serotipo, la capacidad de unirse a HS implica la adquisicion de
residuos con carga positiva en la capsida, siendo relevante la sustitucion H56R en la
proteina VP3 (Sa-Carvalho et al., 1997). Los virus que utilizan HS como receptor son

internalizados en la célula empleando la ruta de caveolas (O’Donnell et al., 2008).

I-2-3-2 Traduccion y procesamiento proteolitico

Después de la desencapsidacion, el ARN de los picornavirus es liberado al
citoplasma por un mecanismo no bien establecido. Se postula que una vez en el
citoplasma se produciria la separacion de la proteina 3B del extremo 5 del ARN, como
paso previo al inicio de la traduccién (Ambros et al., 1978b), si bien algunos autores
han descrito que el complejo de iniciacion de la traduccidn puede establecerse con la
proteina 3B unida al ARN (Golini et al., 1980). El primer paso de la replicacion del
VFA consiste en la traduccion del ARN liberado. Este paso es imprescindible para la
sintesis de las proteinas virales que permitiran la replicacién del ARN y de todas las
modificaciones celulares asociadas a este proceso. Es tras esta primera ronda de
traduccion cuando se produce la traduccion secundaria masiva de proteinas virales, que
tiene lugar empleando como molde las nuevas cadenas de ARN+ sintetizadas. En otros
picornavirus, este proceso estd acoplado espacial y temporalmente al de la replicacion
del ARN viral (revisado en Mason et al., 2003).

A diferencia de los ARN mensajeros celulares, el ARN de los picornavirus
carece de estructura cap (7-metil-G) en su extremo 5°. Sin embargo, los ribosomas

celulares se unen a la estructura IRES para iniciar la traduccién del ARN viral, de
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manera independiente de cap (Belsham et al., 1992; Martinez-Salas et al., 2002). Este
hecho proporciona un mecanismo de traduccién alternativo al celular, el cual se inhibe
rdpidamente por el corte de factores de iniciacion de la traduccion dependiente de cap
que llevan a cabo proteasas virales (Devaney et al., 1988). Ademas, las proteasas virales
proteolizan otras proteinas de la célula infectada que participan en procesos necesarios
para la viabilidad celular, como factores de transcripcion, histonas (H3), proteinas
implicadas en el trafico de membranas (B-COP y membrina) y reguladores del ciclo
celular (ciclina Ay ciclina B2), entre otros (Ryan et al., 2004).

Para una correcta traduccion del genoma de los picornavirus es necesaria la
unién de ciertas proteinas celulares al IRES, como PTBP (Luz y Beck, 1990), ITAF45
(Martinez-Salas et al., 2001) y PCBP (Blyn et al., 1997). En PV y en el VFA, se cree
qgue PCBP interviene en la circularizacién del ARN, modulando, de este modo, los
procesos de traduccion y replicaciéon (Herold y Andino, 2001; Serrano et al., 2006).

Como se ha comentado anteriormente, el ARN del VFA se traduce a una
poliproteina de 2330 aminoacidos que se procesa cotraduccionalmente por la accion en
cis y en trans de las diversas proteasas virales para dar lugar a diferentes productos
intermedios y a las proteinas virales maduras (ver Figura 2). Las proteasas que
intervienen en el procesamiento primario del VFA son:

1) La proteasa L, que se clasifica dentro del grupo de la papaina (Guarne et al.,
1998) y que se encuentra presente Unicamente en los géneros Aphthovirus y Erbovirus,
catalizando su propia escision del resto de la poliproteina viral P1-P2-P3 (Strebel y
Beck, 1986; Medina et al., 1993). L es también responsable de la ruptura del factor de
iniciacion de la traduccion celular elFG4 (Devaney et al., 1988; Strebel y Beck, 1986),
provocando asi la interrupcion especifica de la maquinaria de sintesis proteica
dependiente de cap de la célula hospedadora.

2) La proteina 2A, de tan solo 18 aminoacidos, responsable de liberar el
precursor P1-2A de 2BC-P3 mediante un mecanismo de modificacion de la maquinaria
traduccion (Donnely et al., 2001; de Felipe et al., 2003; Ryan et al., 2004).

3) La proteasa 3C, responsable del resto de rupturas proteoliticas de la
poliproteina viral. Para distintos picornavirus se ha descrito que la proteasa 3C es una
serin-proteasa de la familia de la tripsina (Gorbalenya et al., 1989) que tiene como
dianas de protedlisis los pares de aminoacidos Q-I, E-G, Q-G, Q-L, Q-T y E-T
(Palmenberg, 1990). 3C se encarga de producir la ruptura primaria de la unién entre 2C

y 3A, en las etapas iniciales de la traduccién y, posteriormente, de realizar la protedlisis
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de los distintos precursores proteicos virales que dan lugar a las proteinas de la capsida
(excepto la ruptura entre VP4 y VP2 que tiene lugar en la etapa de encapsidacion), y a
las diferentes PNE (Figura 2).

() <O ol

L |veavez]l VP3| VP1 2B | 2c 3A 3C 3D
- ’e 2A
Poliproteina ' Procesamiento primario
VPO
v v v v \AAA/ \ 4
L VP4{VvP2l VP3| VP1 2B 2C 3A 3C 3D
2A 3B1B2B3
— P1-2A
‘ Procesamiento secundario
2A 3B1B2B3
VP4IVPAL VVP3 VP1 D 3A 3C 3D
2B 2C 3A 3C 3D
3A 3C 3D
3A 3C 3D
3C 3D

Figura 2. Representacion esquematica del procesamiento proteolitico de la

poliproteina del VFA. La flecha en rojo indica el procesamiento proteolitico mediado por L, la

flecha en azul el mediado por 2A y las flechas en verde los mediados por 3C. Basado en (Ryan et al.,
2004).

I-2-3-3 Replicacion del ARN

La informacién relativa al mecanismo de replicacién del ARN del VFA es
escasa, y los pocos modelos con los que se trata de explicar este proceso se infieren,
basicamente, de lo que se conoce para PV. Los datos sugieren que este proceso, critico
dentro del ciclo infectivo viral (replicacion viral), se encuentra estrictamente regulado
espacial y temporalmente dentro de la célula, teniendo lugar en sistemas membranosos
derivados del reticulo endoplasmico y del aparato de Golgi (Barco y Carrasco, 1995;
Schlegel et al., 1996; Teterina et al., 1997; Bolten et al., 1998).

La polimerasa 3D presenta una baja fidelidad de copia, debido a la ausencia de

actividad correctora de pruebas. Esta caracteristica es la responsable de la gran
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variabilidad genética observada en el VFA (Domingo et al., 2001). Por ello, las
poblaciones del VFA se componen de una distribucién de mutantes relacionados
denominada cuasiespecie, con un espectro de eficacia biolégica (fitness) ante las
diferentes presiones selectivas del ambiente (Domingo et al., 2006). Esta dindmica de
cuasiespecie constituye la base de la elevada adaptabilidad de los virus ARN a cambios
en el medioambiente y de la rapida seleccion de variantes virales frente a diferentes
presiones de seleccién, como tratamientos farmacol6gicos (Sierra et al., 2007) o
anticuerpos monoclonales (Lea et al., 1994).

Se postula que para que comience la sintesis de ARN- es necesario que cese
previamente la traduccién inicial de la molécula de ARN+ (Gamarnik y Andino, 1998).
En PV, se ha descrito que la proteina 3CD, acumulada durante las primeras rondas de
traduccion del ARN infectante, es capaz de unirse a la region no codificante del extremo
5 del ARN, incrementando la afinidad del IRES por PCBP, una proteina celular
esencial en el comienzo de la replicacion (Gamarnik y Andino, 1998).

La mayoria de las PNE y sus precursores, junto con el ARN de PV, se localizan
asociados a estructuras membranosas celulares, formando el denominado “complejo de
replicacion” (Parsley y Dasgupta, 1997; Xiang et al., 1995b; Harris et al., 1994,
Barnejee et al., 2001; Echeverri et al., 1995; Paul et al., 1994; Giachetti et al., 1992). La
funcién de este complejo de replicacion seria la de localizar en la misma estructura
celular a todos los componentes necesarios para la replicacion del ARN viral,
incrementando, de esa manera, la concentracion local de PNE virales (Bienz et al.,
1992).

Las restantes proteinas de la region P3 del genoma estan también implicadas en
la replicacion del ARN viral. Debido al dominio hidrofobico presente en la proteina 3A
(ver apartado 1-2-4) y a la capacidad del precursor 3AB para interaccionar con otras
proteinas virales, este precursor seria el responsable, entre otros eventos, del
reclutamiento en las membranas celulares de la polimerasa 3D y del precursor 3CD, que
tiene actividades de proteasa, y de facilitar la unién de 3D al ARN viral a través de
distintos dominios de la proteina 3C (Harris et al, 1994). La proteina 3B de los
picornavirus se encuentra unida covalentemente a todas las moléculas de ARN viral
(Ambros y Baltimore, 1978), siendo esencial para la replicacion viral su funcion como
cebador de la sintesis del ARN catalizada por 3D (Paul et al., 2003).

El primer paso para la iniciacion de la sintesis del ARN viral es la uridilacion de

3B por parte de 3D. Este paso requiere de una secuencia molde y puede reproducirse in
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vitro empleando como tal, bien una secuencia de poli-A o la secuencia nucleotidica del
“cre”. Por otro lado, los datos disponibles sugieren la existencia de un mecanismo de
urilidacion de 3B distinto en funcidon de la polaridad de ARN a sintetizar. De esta
manera, se ha descrito que la uridilacion de la proteina 3B de PV mediada por el poli-A
estaria implicada en la sintesis de ARN- (Murray y Barton, 2003; Paul et al., 2003),
mientras que la uridilacion utilizando como molde la estructura del “cre”, solo seria
necesaria en la sintesis de ARN+ (Murray y Barton, 2003). Sin embargo, otros autores
han relacionado la uridilacion de 3B mediada por “cre” a la sintesis de ARN de ambas
polaridades (Van Ooij et al., 2006).

Aunque se ha reproducido in vitro la uridilacion de la proteina 3B cuando ésta
forma parte de distintos precursores proteoliticos, no se ha podido caracterizar
inequivocamente el sustrato in vivo de dicho proceso. Se ha descrito que algunos de los
precursores de 3B como 3BC y 3BCD son uridilados in vitro, mientras que otros como
3AB no lo son, ni en forma de proteina libre en el citoplasma ni unidos a membranas
(Liu et al., 2007). Sin embargo, otros autores han descrito la uridilacion in vitro de 3AB
utilizando como molde un poli-A de longitud definida (Richards et al., 2006). Por otro
lado, el comportamiento in vivo de diversas proteinas tanto virales como celulares puede
diferir del observado in vitro. De hecho, algunos autores sugieren la posibilidad de que
otras proteinas de la regién P3 del genoma pudieran encontrarse uridiladas en cultivos
celulares (Richards et al., 2006 y resultados preliminares de Y.Vieira en nuestro
laboratorio). En cultivos celulares se ha descrito que, empleando un plasmido infeccioso
de PV con una mutacion letal en la proteina 3B, el Gnico precursor expresado en cis
capaz de revertir los efectos letales de la mutacion introducida fue el precursor 3AB y
no otros precursores de 3B como 3BC, 3BCD o P3. Esto sugiere que, pese a las
observaciones realizadas en los sistemas in vitro libres de células, el precursor 3AB
seria el responsable de aportar la proteina 3B al complejo de replicacion para su
posterior uridilacion (Liu et al., 2007).

El precursor 3AB de PV se localiza en las membranas subcelulares con los
extremos amino y carboxi libres y expuestos hacia el citoplasma (Fujita et al., 2007).
Este precursor 3AB seria, ademas, el responsable de la localizacion en membranas de la
polimerasa 3D, debido a su capacidad de unién a esta proteina, mientras que el sustrato
de la uridilacion podria ser tanto el precursor 3AB o la proteina 3B escindida localmente
por la proteasa 3C (Liu et al., 2007).
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Hay varios modelos que tratan de explicar el inicio de la sintesis de las
moléculas de polaridad negativa en PV. En cualquier caso, todos ellos contemplan el
hecho de que el ARN gendmico sirve de molde para la sintesis de unas pocas moléculas
de ARN-, para lo cual la proteina 3B serviria de cebador. Estas cadenas de ARN- serian,
a su vez, molde para la sintesis de nuevas moléculas de ARN+, que llevarian también
unidas covalentemente en su extremo 3" a la proteina 3B uridilada empleada como
cebador en dicha sintesis (Figura 3). Debido a este mecanismo, en el interior de la célula
infectada se acumula mayor cantidad de moléculas de ARN+ que de ARN-. Esto puede
deberse o bien a un reconocimiento preferencial de la proteina 3D de una polaridad de
ARN frente a la otra polaridad o bien a diferencias en su estabilidad de los distintos

transcritos.

Membrana plasmatica
Citoplasma celular

Internalizacion

Traducciény
procesamiento proteolitico

. \/ Uridilacién

ARN polaridad positiva

Liberacion 38
Desencapsidacion y liberacion @pupu
del ARN al citoplasma
ARN polaridad positiva Poli-A
H /
3B
ARN polaridad negativa 3B
‘ T
Ge———
:—
I Pr——
: @pupu G—
’ / ARN polaridad positiva
Encapsidacion Replicacion

Figura 3. Representaciéon esquematica del ciclo replicativo de picornavirus.

I-2-3-4 Encapsidacion y maduracion

Los pasos finales del ciclo viral son la encapsidacion de moléculas de ARN+ y
la maduracién del precursor VPO a VP4 'y VP2,
Es posible que exista una sincronizacidon entre replicacion activa y encapsidacion

mediante una sefial de empaquetamiento en cis en la misma molécula de ARN+. En PV
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se ha descrito que Unicamente las moléculas de ARN+ unidas a la proteina 3B, y no las
de ARN-, son encapsidadas (Nomoto et al., 1977; Novak y Kirkegaard, 1991).

La sefial de encapsidacion de los picornavirus parece no encontrarse en la region
P1 del genoma, ya que se pueden eliminar, en VFA y en PV, las secuencias de
nucleotidos de esta region, y sustituirlas por otras heterélogas, obteniéndose un replicon
capaz de ser encapsidado si se aportan las moléculas de la capsida en trans (Barclay et
al., 1998; Mclnerney et al., 2000). Para el virus Aichi, se ha descrito que existe una
sefial de encapsidacion en un bucle de ARN cercano al extremo 5" de la molécula
(Sasaki et al., 2003).

Hay varios modelos que explican el ensamblaje de los nuevos viriones. Uno de
ellos propone que las PE en forma de pentameros se agruparian formando céapsidas
vacias donde luego entraria el ARN; segun el otro, los pentdmeros se unirian al ARN
para formar el pro-virion (revisado en Grubman y Baxt, 2004). Ambos modelos
proponen la necesidad de la maduracion de VPO mediante una ruptura catalitica entre
VP4 y VP2, una vez ensamblada la capsida (Arnold et al., 1987; Knipe et al., 1997).
Este paso es esencial para la formacion de virus infectivo, ya que los virus que no sufren
ese proceso de maduracion presentan un impedimento para liberar el ARN al citoplasma
de las células infectadas (Knipe et al., 1997). Ademas, se ha descrito que la
miristoilacion del extremo amino del precursor VP4-VP2, que ocurre en las células
infectadas, seria necesaria tanto para el correcto procesamiento y ensamblaje de las
subunidades de la capsida como para su localizacion en las membranas celulares, donde

tiene lugar la replicacion del ARN viral (Chow et al., 1987; Krausslian et al., 1990).

I-2-4 La proteina 3A de los picornavirus

La proteina 3A del VFA es considerablemente distinta en tamafio y secuencia a
la del resto de picornavirus. Las proteinas 3A de los virus de la rinitis equina A (VRE-
A) vy del recientemente caracterizado virus de la rinitis bovina-2 (VRB-2), aunque
presentan un bajo nivel de homologia (16 % y 11 %, respectivamente), son las que
tienen mayor similitud con la proteina 3A del VFA (Li et al. 1996; Hollister et al.,
2008). El analisis de sus secuencias muestra también diferencias en la localizacion de la
regién hidrofébica correspondiente al dominio transmembrana, definiendo en cada caso

regiones amino y carboxi terminales de tamafios diferentes (Figura 4).
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La organizacion genomica del ARN del VRE-A, un patégeno del aparato
respiratorio de caballos (Plummer et al., 1962), es mas parecida a la del VFA que a la de
cualquier otro picornavirus (Li et al., 1996). Ademas, posee una proteina 2A cuya
secuencia es similar en un 87,5% a la del VFA y una proteina L de tamafio también
parecido. A diferencia del VFA, solamente codifica una copia de la proteina 3B en su
secuencia y posee una proteasa 3C que es capaz de reconocer dianas distintas de
proteodlisis (Li et al., 1996). Sin embargo, no existen trabajos que hayan analizado la
relacion funcional (o estructural) entre las proteina 3A del ambos virus.

Como se detalla en el siguiente apartado, una diferencia importante entre la
proteina 3A del VFA y la de otros picornavirus (fundamentalmente PV), es su
insensibilidad a brefeldina A (BFA), droga que inhibe el trafico retrogrado de vesiculas
entre el reticulo endoplasmico y el aparato de Golgi (Belov et al., 2008; O"Donnell et
al., 2001). Sin embargo, no se ha analizado el efecto de la BFA sobre la infeccion con
VRE-A.

Proteina 3Ay brefeldina A

La BFA es un compuesto sintetizado por ciertas especies de hongos, utilizado
ampliamente como antiviral (Tamura et al., 1968). El tratamiento de las células con
BFA provoca el bloqueo de la accién de diversas moléculas activadoras de las GTPasas
Arfs. Estos activadores denominados GEFs, entre los que se encuentra GF1, son los
encargados del mantenimiento del sistema secretor celular necesario para la formacion
de los complejos de replicacion de algunos virus (Wessels et al., 2006; Belov et al.,
2008). Se ha demostrado que la proteina 3A de PV es capaz de unirse a GFl y
localizarlo en membranas para favorecer la formacién de los complejos de replicacién
viral (Belov et al., 2008). La BFA, al bloquear la actividad de GF1, estaria afectando al
menos a una de las funciones de la proteina 3A de PV.

El tratamiento de células con BFA provoca una desestructuracion del aparato de
Golgi e impide la replicacion de PV, efecto similar al observado tras la transfeccién con
la proteina 3A de PV (lrurzun et al., 1992; Bolten et al., 1998, Cho et al., 1994,
Doedens y Kirkegaard 1995, Sandoval y Carrasco 1997). Sin embargo, el tratamiento
con BFA no afecta a la replicacion del VFA, aunque la infeccion por el VFA también
desensambla el aparato de Golgi, de manera similar al provocado por la accion de la
BFA (Garcia-Briones et al., 2006; O Donnell et al., 2001). Esto sugiere que el VFA
utiliza un mecanismo alternativo al de PV para reclutar las membranas que forman los

complejos de replicacion.
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I-2-4-1 Proteina 3A de Poliovirus

Como ya se ha mencionado, mucha de la informacién disponible sobre la
proteina 3A del VFA proviene de extrapolar datos obtenidos para PV. Por ello, a
continuacion se detallan las caracteristicas més relevantes de la proteina 3A de PV.

Se ha podido determinar la estructura tridimensional de la porcién amino
terminal de este proteina mediante espectroscopia RMN (Strauss et al., 2003),
observandose que forma un homodimero simétrico, como ya se habia propuesto a partir
de experimentos con el sistema de doble hibrido (Xiang et al., 1998). Este dimero se
produce por la interaccion intermolecular de las zonas hidrofdbicas presentes en los dos
dominios de a-hélice que se predicen en la porcion amino terminal de 3A (Figura 5).
Los restantes residuos de esta region no parecen tener una estructura definida, aunque
deleciones y mutantes puntuales en su extremo amino terminal afectan diversas
funciones, como la inhibicion del trafico de vesiculas entre el reticulo endoplasmico y el
aparato de Golgi, o la estimulacién de la actividad proteasa de la proteina 3CD (Xiang
et al., 1995a; Doedens et al., 1997). Esto sugiere que las regiones donde se localizan
estos residuos pueden adoptar, en determinadas condiciones, una conformacién

especifica para la realizacion de esas funciones (Strauss et al., 2003).

Hélice a Hélice a Dominio Transmembrana

) — £) —
GPLQYKDLKIDIKTSPPPECINDLLQAVDSQEVRDTCEKKGWI VN ITSQVQTERN INRAMTILOAVIT FAAVAGVVY VMY KLFAGHQ
S e

Figura 5. Proteina 3A de PV. Secuencia de la proteina 3A de PV y estructura tridimensional de la
porcién amino terminal de la misma (basado en Strauss et al., 2003). Sobre la secuencia de la proteina
3A se indican en cilindros azules la localizacion de las regiones estructuradas en a-hélice y, mediante el
cilindro naranja, el dominio transmembrana de la misma. Los aminoacidos se representan en distintos

colores en funcidn de sus caracteristicas fisico-quimicas segun lo descrito en la Figura 4.
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A continuacién de la porcion amino terminal, la proteina 3A de PV posee un
dominio hidrofébico transmembrana responsable de su unién a estructuras
membranosas celulares. Este dominio, junto con las interacciones que establece con
otras proteinas virales, contribuye a localizar el complejo de replicacion en la superficie
de las vesiculas membranosas que proliferan en las células infectadas (Bienz et al.,
1987; Semler et al., 1982).

La proteina 3B es necesaria, como cebador de la polimerasa viral, para el inicio
de la sintesis de nuevas moléculas de ARN viral (ver I-2-3-3). Sin embargo, dado su
marcado caracter polar, que imposibilita su localizacion en membranas, se ha propuesto
que el precursor 3AB seria el responsable de aportar la proteina 3B al complejo de
replicacion (Andino et al., 1993; Lyle et al., 2002).

Ademas de su localizacion en membranas, la proteina 3A y su precursor 3AB
son capaces de interaccionar directamente con otras proteinas virales modulando su
actividad. De esta manera, se ha descrito que el precursor 3AB (y no la proteina 3A
madura) se une especificamente a la ARN polimerasa 3D (Lama et al., 1994; Xiang et
al., 1995a; Hope et al., 1997; Xiang et al., 1998), y estimula in vitro tanto a la propia
actividad polimerasa de 3D (Plotch et al., 1995; Lama et al., 1995), como a la actividad
proteasa de 3CD (Molla et al., 1994).

Ademas de interaccionar con otras proteinas virales, el precursor 3AB posee la
capacidad de unirse de manera no especifica a ARN (Paul et al., 1994) y puede
asociarse, unido al precursor 3CD, a la estructura secundaria de la RNC 5" del ARN+
para formar un complejo nucleoproteico necesario para la sintesis de ARN (Hope et al.,
1997; Lama et al., 1994; Xiang et al., 1995a; Xiang et al., 1998).

Por otra parte, existen indicios de que 3A interviene especificamente en la
sintesis de ARN+ viral, ya que determinadas mutaciones en su secuencia producen virus
defectivos en la sintesis de nuevas moléculas de polaridad positiva (Teterina et al.,
2003). Por otra parte, se ha demostrado que tanto el precursor 3AB de PV como los
productos finales de proteolisis 3A y 3B tienen un papel fundamental en alteraciones en
el rango de hospedador in vitro (Lama et al., 1998) y en distintas etapas de la
replicacion viral. Asi, la resistencia del virus a un farmaco que actta inhibiendo la
replicacion del ARN viral (enviroxima) se asocia a mutaciones en la secuencia de la
propia 3A (Heinz y Vance, 1995).

Otra de las funciones que se han descrito para la proteina 3A es la inhibicién de

la secrecidn proteica en células infectadas; la inhibicion de la exportacion de moléculas
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de MHC de clase | constituye uno de los mecanismos de evasion de la respuesta inmune
del hospedador (Choe et al., 2005; Deitz et al., 2000, Doedens et al., 1997). Esta
inhibicién afecta al trafico de vesiculas membranosas entre el reticulo endoplasmico y el
aparato de Golgi (Wessels et al., 2006; Belov et al., 2008).

I1-2-4-2 Proteina 3A del VFA

Existen pocos datos directos sobre la funcionalidad de la proteina 3A del VFA.
Entre los disponibles, se ha observado que no todas las funciones que 3A tiene en PV
son compartidas por la proteina 3A del VFA, lo que hace particularmente relevante su
estudio.

La proteina 3A es una de las mas variables entre aislados de los distintos
serotipos del VFA, siendo la proteina viral que presenta un menor nimero (37%) de
residuos conservados en su secuencia (Carrillo et al., 2005).

Como se ha comentado anteriormente, la proteina 3A del VFA es de tamafio
considerablemente mayor que el del resto de picornavirus (143 a 153 aminoacidos
dependiendo del serotipo) y contiene, segln se esquematiza en la Figura 6, un dominio
hidrofobico de 28 aminoacidos (Forss et al., 1984), que se postula como el responsable
de su uniéon a membranas en células infectadas (Forss et al., 1984; Moffat et al., 2005).

El dominio hidrofébico de 3A divide la proteina en una regién amino terminal
que tiene mayor similitud a la de otros picornavirus, y otra carboxi terminal de mayor
longitud (Figura 4). Se ha descrito que deleciones parciales de esta region carboxi
terminal permiten la viabilidad viral (Pacheco et al.,, 2003), aunque provocan
alteraciones tanto en la virulencia como en el rango de hospedador del virus (Giraudo et
al., 1990; Beard y Mason, 2000).

En células infectadas, la proteina 3A del VFA colocaliza con marcadores de
compartimentos membranosos celulares como calreticulina (reticulo endoplasmico) y
p58 (aparato de Golgi) (O"Donnell et al., 2001; Garcia-Briones et al., 2006).

La expresion de la proteina 3A del VFA en células BHK-21 no origina
modificaciones de las estructuras membranosas de lineas celulares susceptibles (Garcia-
Briones et al., 2006; O"Donnell et al., 2001). Tras su expresion transitoria, 3A se
localiza en pequefias vesiculas citoplasmaticas (O"Donnell et al., 2001; Garcia-Briones
et al., 2006). Este patrén de distribucién varia hacia otro més fibrilar con la adicion de
sucesivas copias de 3B al expresarse como 3AB, 3ABB y 3ABBB (Garcia-Briones et
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al., 2006), lo que sugiere que el namero de copias de 3B condiciona la localizacion
subcelular de estos precursores.

A diferencia de PV y de Coxackievirus, en los que la proteina 3A es la
responsable de inhibir el trafico retrogrado de proteinas celulares entre el reticulo
endoplasmico y el aparato de Golgi (Doedens y Kirkegaard, 1995), en el VFA es la
expresion de 2BC, y no la de 3A, la responsable de dicha inhibicion (Moffat et al.,
2005).

Existen evidencias de que la proteina 3A del VFA es un determinante viral de
infectividad y rango de hospedador, tanto en cultivos celulares como in vivo. Dichas
alteraciones se detallan a continuacion, indicAndose los cambios asociados a cada una
de ellas en la Figura 6.

La primera evidencia de la relacion entre la proteina 3A y la virulencia del VFA se
obtuvo al analizar virus atenuados por pases en huevos embrionados. Los virus
seleccionados poseian una proteina 3A de tamafio inferior al normal (Giraudo et al.,
1987), debido a deleciones en su extremo carboxi terminal de 19 6 20 aminoéacidos
(Giraudo et al., 1990).

Posteriormente, en el brote de FA que ocurrié en Taiwan en 1997, causado por la
cepa “porcinofilica” de serotipo O O/TAW/97, se observd que el virus afectd
Unicamente a cerdos y no al ganado vacuno (Dunn y Donaldson, 1997; Huang et al.,
2000). El analisis de la secuencia de este virus mostro la existencia de una delecion de
10 aminoécidos en el extremo carboxi terminal de 3A, similar a la encontrada en los
virus atenuados en huevos embrionados (Beard y Mason, 2000) y en otros aislados
“porcinofilicos” de serotipo O circulantes en el sudeste asidtico, como la cepa
O/VIT/2/97. El virus O/TAW/97 mostré una menor capacidad de sintesis de ARN en
células de origen bovino que en células de origen porcino (Pacheco et al., 2003).

Por otro lado, nuestro laboratorio ha descrito que un Unico cambio de aminoéacido
en el extremo amino terminal de 3A es responsable de la adaptacion del VFA a cobaya.
El residuo implicado (Q44), estd localizado en una region diferente a la delecion
encontrada en la cepa O/TAW/97 (Nufiez et al., 2001).
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Adaptacion a cobaya (Nufiez et al., 2001)

ISIPSQKSVLYFLIEKGQHEAAIEFFEGMVHDSIKEELRPLIQQTSFVKRAFKRLKENFEIVALCLTLLANIVIMIRETHKR

o-hélice o-hélice
) Transmembrana

Delecién cepa O/TAW/97 (Beard y Mason, 2000)  Delecion cepa O/VIT/97 (Knowles et al., 1990)

QKMVDF WNEFF A DT PEAEKNPLETSGASTVGFRERTLPGQ‘\ ARDDVNSEPAQPTEEQPQAE

Delecion virus atenuado (Giraudo et al., 1990)

Figura 6. Localizacion de mutaciones asociadas a la virulencia y al rango de

hospedador en la proteina 3A del VFA. Con flechas y recuadros sombreados de distinto

color se indican las secuencias asociadas a mutaciones que alteran la virulencia del VFA en distintos
hospedadores. Los aminoacidos se representan en distintos colores en funcion de sus caracteristicas

fisico-quimicas, segun lo descrito en la Figura 4.
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Objetivo general

Efectuar un andlisis funcional de la proteina 3A del VFA mediante la construccion de
una serie de ARNs conteniendo mutaciones de interés, y la caracterizacion de su
capacidad para sintetizar ARN y proteinas virales, infectar productivamente lineas
celulares susceptibles y producir letalidad en ratones lactantes.

Objetivos parciales

- Caracterizar el efecto de las siguientes mutaciones:

1

2

Delecion de la proteina 3A completa.

Sustitucion de la proteina 3A del VFA por la homologa de otro picornavirus
relacionado.

Alteracion de las secuencias diana para la actividad proteasa de la proteina
3C que flanquean a la proteina 3A.

Sustitucion de la Unica cisteina presente en la proteina 3A.
Modificacion de la carga electrostatica de la posicion 44 de la proteina 3A.

Introduccion de una carga electrostatica en las posiciones 38 y 41, ocupadas
por aminoé&cidos hidrofobicos y localizadas en la region que se predice
implicada en interacciones intermoleculares de 3A.

- Analizar la posible complementacion con la proteina 3A wt expresada en trans,
empleando clones celulares que expresan establemente las proteinas 3A y 3ABBB.
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Materiales y Métodos

| M-1 Lineas celulares y virus

Lineas celulares

Las lineas celulares utilizadas en la presente Tesis Doctoral fueron:

BHK-21: linea celular derivada de fibroblastos de rifion de hamster (Stoker y
MacPherson, 1964). Para el presente trabajo, se ha empleado una linea celular
derivada de un clon aislado de células BHK-21 mediante dilucion limite,
susceptible al VFA (de la Torre et al., 1988).

VERO: linea celular derivada de epitelio de rifion de mono verde africano, susceptible
al VRE-A (ATCC).

Clones de células BHK-21, que expresan de forma estable las proteinas 3A y 3ABBB.
Estos clones celulares, desarrollados en el laboratorio, se obtuvieron
cotransfectando células BHK-21 con plasmidos derivados de pRSV que portan las
secuencias de 3A y 3ABBB del aislado del VFA C-S8cl (Garcia-Briones et al.,
2006), junto con el plasmido pBSpacAP, portador del gen de la puromicina acetil
transferasa (PAC) que confiere resistencia a puromicina (Pur) y cuya expresion se
utilizd como marcador de la transfeccion (Rosas et al., 2008). Los clones celulares
empleados fueron:

- clon Purl04: clon celular resistente a puromicina, transfectado s6lo con el
plasmido pBSpacAP. Este clon celular se utiliz6 como control negativo de
la expresion de las proteinas 3AB y como control positivo de la resistencia
a puromicina.

- clon 3A242: clon celular resistente a puromicina que expresa la proteina 3A.

- clon 3AB;B;B3209 (en la presente Tesis Doctoral referido como 3ABBB209):

clon resistente a puromicina que expresa el precursor 3ABBB.

Virus
Los virus empleados fueron:
Virus de la fiebre aftosa (C-S8cl), obtenido a partir de la transfeccion de células
BHK-21 con ARN transcrito in vitro a partir del clon infeccioso pMT28.
Virus de la rinitis equina A (N°Genbank L43052), cedido amablemente por la Dra
C.A. Hartley (Centro de virologia equina, Universidad de Melbourne. Australia).
Virus de la estomatitis vesicular (serotipo Indiana), cedido amablemente por el Dr.
Esteban Domingo (CBMSO).
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| M-2 Clones infecciosos

Se han utilizado los siguientes clones infecciosos:

pMT28, amablemente cedido por la Dra. Cristina Escarmis (CBMSO), derivado
del plasmido pGEM-1 que porta, bajo el control del promotor SP6, la secuencia
nucleotidica completa del VFA C-S8cl (N°Genbank AJ133357), conteniendo 35
residuos de citidina en la secuencia del poliC de la regiébn RNC 5" y 25 adenosinas en la
secuencia del poli-A de la region RNC 3" (Garcia-Arriaza et al., 2005). Dicho clon
infeccioso se encuentra flanqueado en los extremos 5 y 3" por secuencias de
promotores reconocidos por las ARN polimerasas SP6 y T7 respectivamente, asi como
por otras secuencias que son dianas Unicas de restriccion Nde | y Nhe I, empleadas en la
linealizacion del plasmido (Figura 7). Esta disposicion permite la sintesis in vitro, tanto
de ARN+ v con la enzima ARN polimerasa SP6 (a partir del ADN linealizado con la
enzima de restriccion Nde I) como la sintesis de ARN- con la enzima ARN polimerasa
T7 (a partir del ADN linealizado con Nhe 1.

pC, derivado del plasmido pFMDV-YEP-polyC (Nufiez et al., 2001) que porta,
bajo el control del promotor SP6, la secuencia del VFA O1K (serotipo O, N°Genbank
X00871), en el cual se sustituy6 la secuencia nucleotidica entre las posiciones 3573 y
8115 por la correspondiente al VFA C-S8c1, de serotipo C (Figura 7).

Nhe I

Hpal

RNC 3”

Figura 7. Clones infecciosos pMT28 y pC. Representacion esquematica de los plasmidos
infecciosos pMT28 y pC en donde se sefialan los promotores de las ARN polimerasas SP6 y T7. También
se indica la secuencia del gen que confiere resistencia a ampicilina y las posiciones de los sitios de

restriccion (Hpa I, Nde | y Nhe 1).

pC-A3A, este plasmido fue generado con anterioridad en el laboratorio (Delgui

L, sin publicar), partiendo del plasmido pC al cual se delecioné la secuencia codificante
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de la proteina 3A, a excepcion de la correspondiente a los 8 aminoacidos iniciales y

finales de la proteina.

| M-3 Anticuerpos

Los anticuerpos y sueros empleados para detectar las diferentes proteinas del

VFA se indican a continuacién:

Proteina 3A

- 2C2: anticuerpo monoclonal cedido amablemente por E. Brocchi (Instituto
Zooprofilattico Sperimentale della Lombardia e dell'Emilia-Romagna, Brescia,
Italy).

- 163: suero policlonal de conejo inmunizado en el laboratorio con la proteina 3A
completa (R. Armas Portela, sin publicar).

- 346: suero policlonal de conejo inmunizado en el laboratorio con el fragmento
carboxi terminal de la proteina 3A del VFA C-S8cl, expresado en E.coli (M.

Gonzalez-Magaldi, sin publicar).

Proteina 3D
- E56: anticuerpo policlonal de conejo, cedido amablemente por E. Beck
(Universidad de Giessen, Alemania).

Proteina VP1
- SD6: anticuerpo monoclonal, cedido amablemente por M. Garcia-Mateu (Mateu

et al., 1987). Este anticuerpo reconoce la secuencia del bucle G-H de esta proteina.

Suero hiperinmune de cerdo 1H8: suero que reconoce a la mayoria de las proteinas
virales y que fue obtenido a partir de un cerdo hiperinmunizado (3 inmunizaciones)

con VFA C-S8cl inactivado (E. Blanco, sin publicar).

Se utilizo también el anticuerpo monoclonal J2 (Scicons), como marcador de los

complejos de replicacion virales.

Los anticuerpos empleados para identificar proteinas presentes en diferentes
regiones del aparato de Golgi fueron:
- El anticuerpo monoclonal 25H8, que reconoce el marcador de cis-Golgi gp74 y
el anticuerpo TGN38, marcador de trans-Golgi, amablemente cedidos por I.V.
Sandoval (CBMSO).

-4] -


http://www.sciencedirect.com/science?_ob=ArticleURL&_udi=B6WXR-4JS1MRH-2&_user=4222506&_coverDate=06%2F05%2F2006&_rdoc=1&_fmt=&_orig=search&_sort=d&view=c&_acct=C000048559&_version=1&_urlVersion=0&_userid=4222506&md5=24f6472c1fe35c99392640961716fc5a#bib42
http://www.sciencedirect.com/science?_ob=ArticleURL&_udi=B6WXR-4JS1MRH-2&_user=4222506&_coverDate=06%2F05%2F2006&_rdoc=1&_fmt=&_orig=search&_sort=d&view=c&_acct=C000048559&_version=1&_urlVersion=0&_userid=4222506&md5=24f6472c1fe35c99392640961716fc5a#bib42
http://www.sciencedirect.com/science?_ob=ArticleURL&_udi=B6WXR-4JS1MRH-2&_user=4222506&_coverDate=06%2F05%2F2006&_rdoc=1&_fmt=&_orig=search&_sort=d&view=c&_acct=C000048559&_version=1&_urlVersion=0&_userid=4222506&md5=24f6472c1fe35c99392640961716fc5a#bib42
http://www.sciencedirect.com/science?_ob=ArticleURL&_udi=B6WXR-4JS1MRH-2&_user=4222506&_coverDate=06%2F05%2F2006&_rdoc=1&_fmt=&_orig=search&_sort=d&view=c&_acct=C000048559&_version=1&_urlVersion=0&_userid=4222506&md5=24f6472c1fe35c99392640961716fc5a#bib42

Materiales y Métodos

Como anticuerpos secundarios para la técnica de western-blot, se emplearon
los correspondientes sueros anti-inmunoglobulinas de raton y de conejo acoplados a

peroxidasa de rabano (HRP) de Amersham.

Los anticuerpos de cabra que reconocen inmunoglobulinas de ratén o conejo
acoplados a Alexa 594 ¢ Alexa 488 usados en las inmunofluorescencias fueron de

Molecular Probes.

| M-4 Cultivo de células |

Las células se crecieron hasta confluencia en una atmosfera con 7% de CO, y
98% de humedad relativa en medio DMEM (Medio de Eagle modificado por Dulbecco)
suplementado con un 5% de suero fetal bovino (Gibco-BRL), ampicilina 100 U/ml y
estreptomicina 100 ug/ml. Una vez alcanzada la confluencia, las células se despegaron
de la superficie de cultivo mediante tratamiento con una mezcla de tripsina 0,05 mg/ml
(Difco) y EDTA 0,016% (Merck), y se subcultivaron realizando las diluciones
apropiadas sin sobrepasar los 30 pases. Los clones celulares con expresion estable de las
distintas PNE del VFA se subcultivaron de igual manera, en presencia de puromicina
(2,5 pg/ml).

Las células se congelaron para su almacenamiento en nitrégeno liquido en una
mezcla de 90% de suero fetal bovino y 10% de DMSO (Sigma).

| M-5 Crecimiento de virus

Los virus se amplificaron por infeccion de monocapas celulares. Para ello se
retird el medio sobrenadante de las monocapas en estado de semiconfluencia, se lavaron
dos veces con DMEM vy se inocularon con la multiplicidad de infeccion (m.d.i.)
determinada en cada experimento o, en el caso de los pases adicionales, con el volumen
de sobrenadante de transfeccion o infeccion indicado en cada caso. Tras la aplicacién
del indculo, las placas se incubaron a 37°C en una atmdsfera con 7% de CO, durante 1
h. agitandose en cruz cada 15 min. posteriormente, se retiré el indculo y, tras dos
lavados con DMEM, se afiadié medio DMEM suplementado con suero fetal bovino al
5%. Las monocapas celulares se incubaron hasta la aparicion de ECP. En ese momento,
se sometieron a tres ciclos de congelacion /descongelacion para obtener tanto el virus

extracelular como el intracelular.

- 42 -



Materiales y Métodos

| M-6 Obtencién de ADN plasmidico

Para la obtencion el ADN plasmidico se crecieron bacterias de E.coli DH5a
portadoras del plasmido de interés, que en el presente trabajo siempre contaba con el
gen de resistencia a ampicilina, en medio LB liquido con ampicilina (50 pg/ml) durante
16 h. con agitacion a 37°C. Las bacterias empleadas se obtuvieron a partir de colonias
previamente aisladas en placas de agar suplementado con ampicilina mediante la
metodologia convencional (Sambrook et al., 2001).

Para la obtencién de bajas cantidades de ADN plasmidico se centrifugd una
alicuota de 1 ml del cultivo bacteriano durante 5 min. a 13000 r.p.m. y temperatura
ambiente. Después, se lisaron las bacterias y se extrajo su ADN plasmidico utilizando el
kit de miniprep (Promega), siguiendo las indicaciones del fabricante.

Para la obtencién de cantidades superiores de ADN se trataron volimenes de
hasta 500 ml de cultivo bacteriano con los reactivos del kit de maxiprep (Quiagen),
segun las indicaciones del fabricante. La solucion conteniendo el ADN se purifico

mediante una extraccion con fenol y cloroformo (Sambrook et al., 2001).

| M-7 Extraccién de ARN

Para extraer el ARN viral a partir de cultivos celulares o de tejidos de animales

infectados se afiadié 0,1 ml de sobrenadante celular o de macerado de tejido encefalico
y muscular de raton (ver M-18) a 1 ml de reactivo Tri-Reagent (Sigma), y se procedio
siguiendo las indicaciones del fabricante. EI ARN se precipitd en presencia de acetato
sodico 3M y etanol. El precipitado se resuspendié en 10 ul de agua libre de nucleasas
(tratada con DEPC).

| M-8 Clonaje molecular: clones infecciosos de la proteina 3A

A continuacion, se describen los clones infecciosos mutantes de la proteina 3A
que se generaron durante el desarrollo de esta Tesis Doctoral. El detalle de sus
caracteristicas se incluye en el subapartado M-8-1.

pMT28-A3A Construccién obtenida a partir del clon infeccioso pMT28, en el
que se elimind la secuencia nucleotidica correspondiente a la proteina 3A. Se
mantuvieron los nucle6tidos codificantes de los primeros 4 aminoacidos del extremo
amino terminal y los ultimos 3 aminoacidos del extremo carboxi terminal de la proteina
3A. Entre ambos grupos de aminoacidos se introdujo el triplete que codifica una glicina

(G), lo que permitid generar una diana para la enzima de restriccion Xma I.
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pMT28- ¥ G-3A- V¥ G Construccion derivada del mutante pMT28-A3A, en la

cual se introdujo la secuencia nucleotidica de la proteina 3A. Las Unicas alteraciones
respecto a la secuencia nucleotidica de la 3A del clon infeccioso pMT28 fueron las
inserciones de dos codones de glicina (G), en las posiciones de los aminoacidos 5y 151
de la proteina 3A.
pMT28- ¥ G-3A Construccion derivada del mutante pMT28- V¥ G-3A-V¥ G, en la
cual se elimind el codon de glicina (G) situado en la posicion 151 de la proteina 3A.
pMT28-3A-VRE-C Construccion derivada del mutante pMT28- ¥ G-3A, en la

cual se sustituyo la secuencia nucleotidica delimitada por los tripletes codificantes de

los residuos G5 y P151 de la proteina 3A del VFA por la secuencia nucleotidica
completa de la proteina 3A del VRE-A .
pMT28-3A-VRE-I Construccion derivada del mutante pMT28- ¥ G-3A, en la

cual se sustituyd la region de la secuencia nucleotidica delimitada por los tripletes de los

residuos G5 y P151 de la proteina 3A del VFA por la secuencia nucleotidica de la
proteina 3A del VRE-A, con la excepcidn de los codones correspondientes a los cuatro
primeros aminoacidos del extremo amino terminal y los Gltimos 4 aminoacidos del
extremo carboxi terminal de esta proteina.

pMT28-3A-VRE Construccion derivada del mutante pMT28-3A-VRE-C, en la

cual se elimind el triplete de nucleétidos que codifica el residuo G5 de la proteina 3A.

pMT28-Q44R Construccion derivada de pMT28 en la que el codén CAA, que
codifica glutamina (Q) en la posicion 44 de la proteina 3A del VFA, se sustituyo por el
codon GAT, que codifica una arginina (R).

pMT28-Q44D Construccion derivada de pMT28 en la que el codon CAA, que
codifica glutamina (Q) en la posicion 44 de la proteina 3A del VFA, se sustituy6 por el
codon CGA, que codifica un &cido aspartico (D).

pMT28-L38E Construccion derivada de pMT28 en la que el codén CTC, que
codifica leucina (L) en la posicion 38 de la proteina 3A del VFA, se sustituyd por el
coddn GAG, que codifica un acido glutamico (E).

pMT28-L41E Construccién derivada de pMT28 en la que el coddén CTC, que
codifica leucina (L) en la posicion 41 de la proteina 3A del VFA, se sustituy6 por el
coddén GAG, que codifica un acido glutamico (E).

pMT28-C65S Construccién derivada de pMT28 en la que el codon TGC, que
codifica cisteina (C) en la posicion 65 de la proteina 3A del VFA, se sustituyo por el

codon TCC, que codifica una serina (S).
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M-8-1 Metodologia empleada para la construccion de los clones
infecciosos mutantes

A continuacidn, se detallan los procedimientos seguidos para obtener los clones
infecciosos citados en el apartado M-8.

Para la purificacién de ADN, reacciones de ligacion o de digestién con enzimas
de restriccion, separacion de fragmentos de ADN en gel de agarosa, aislamiento de
dichos fragmentos mediante resinas de intercambio ionico y la mayoria de las técnicas
cominmente utilizadas en genética molecular e implicados en estos clonajes, se
siguieron los protocolos descritos previamente (Sambrook et al., 2001), respetando las
recomendaciones de los fabricantes de los diferentes reactivos empleados. Las enzimas
de restriccion empleadas, en caso de no indicarse lo contrario, son de New England
Biolabs (NEB).

La comprobacion de la secuencia de los plasmidos mutantes se realiz6 con los
oligonucleétidos, indicados en cada caso, en el servicio de gendmica del Parque
Cientifico de Madrid., utilizando un secuenciador multicapilar ABI Prism 3100, 3700 o
3730 (Applied Biosystems), con el kit Big Dye Terminator Cycle Sequencing (ABI
Prism. Perkin Elmer).

M-8-1-1 Delecion de la proteina 3A del VFA. Mutante pMT28-
A3A

Para la delecion de la proteina 3A del VFA, se aprovecharon las dianas de
restriccion de corte unico en pMT28 que flanquean la secuencia de 3A: la diana Bgl Il,
localizada en la secuencia codificante de la proteina 2C (posicion 4197 de la secuencia
nucleotidica del VFA) y la diana Rsr Il, localizada en la secuencia codificante de la
proteina 3B2 (posicion 5846 de la secuencia nucleotidica del VFA), segin se
esquematiza en la Figura 8.

En un primer paso, se amplific6 mediante PCR el fragmento de ADN
comprendido entre el sitio de restriccion Bgl 11 y la secuencia codificante del tercer
aminoéacido de la proteina 3A (PCR1 de la Figura 8). Para ello, siguiendo el protocolo
descrito en el apartado M-16, se emplearon los oligonucledtidos 3AF y XmaR, que
introduce un sitio de restriccion Xma | en el extremo 3" del fragmento amplificado
(Tabla 111). En un segundo paso, se amplific6 mediante la PCR 2 (ver Figura 8), el

fragmento de ADN comprendido entre la secuencia codificante del aminoécido 151 de
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la proteina 3A y la secuencia diana Rsr Il. Para ello se emplearon, en las mismas
condiciones que la amplificacion anterior, los oligonucledtidos 3AR y XmaF, éste
ultimo que introdujo un sitio de restriccion para la enzima Xma | en el extremo 5™ del
fragmento amplificado (Tabla Il1). Los fragmentos amplificados se ligaron de manera
independiente en el vector pPGEM-T (Promega), que permite la ligacion directa de
fragmentos amplificados por PCR. Tras comprobarse mediante digestion con distintas
enzimas de restriccion que la orientacidn de los insertos en el vector pGEM-T era la
correcta, cada construccion se digirié con las enzimas Xma | y Nde I. Se aislaron los
fragmentos de interés por separacién en gel de agarosa y se ligaron con la ligasa del
fago T4 (Promega) en un Unico vector pPGEM-T a través del sitio Xma | compartido (ver
Figura 8). Después de la comprobacion de la unién correcta de ambos fragmentos en el
nuevo vector pGEM-T, el plasmido se digiridé con las enzimas Bgl Il y Rsr Il para
obtener el fragmento con la secuencia de la proteina 3A delecionada. El fragmento
aislado se sustituy6 por el homologo en el clon infeccioso pMT28 digerido previamente

con las mismas enzimas (Figura 8).

Detalle de la regién P2/P3 del genoma Detalle de la region P2/P3 del genoma

[T 2c |3l 3¢

XmaF _.‘.“BAR

Clonaje en
pPGEM-T
Nma |

Rsr 11

igestiéon con
Xma |y Nde |

Digestion con
Xma |y Nde |

Clonaje en
pGEM-T

Sustitucion del fragmento Bgl
11-Rsr 11 original del plasmido

pMT28 por el que porta la

delecion de 3A
pPMT28-A3A
-

N9

=~ Ndel

Figura 8. Esquema de la estrategia utilizada para la delecion de la proteina 3A
del VFA.
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M-8-1-2 Mutante de insercion pMT28-V¥ G-3A-V G

Con la estrategia descrita en el apartado anterior, ademas de generar un clon
infeccioso con la proteina 3A delecionada (pMT28-A3A), se introdujo un sitio de
restriccién Xma | entre la secuencia correspondiente a los aminoacidos 13 y Q151 de la
proteina 3A, que permitid generar posteriormente el mutante pMT28-V¥ G-3A-VG.
Para ello, en un primer paso, se amplific6 mediante PCR la secuencia correspondiente a
la region de 3A, comprendida entre los nucleotidos que codifican los aminoacidos 4 y
150, mediante el empleo de los oligonucledtidos 3AXmaF1l y 3AXmaR1 (Tabla IlI),
que introdujeron sitios de restriccion Xma | en ambos extremos del fragmento
amplificado. A continuacion, dicho fragmento se introdujo en el vector pGEM-T, se
aislo y purificd mediante separacion en gel de agarosa y se ligo con el ADN del mutante

pPMT28-A3A, previamente digerido con Xma I, segin se esquematiza en la Figura 9.

pMT28 Detalle del mutante pMT28-A3A

== Nmal

XmaFl tmyy~  ¢@m XmaRl | 2c [
Detalle del mutante pMT28-A3A

Detalle de la amplificacion por PCR

Xmal Xma |

Digestién con Xma |

Clonaje en pGEM-T y
Digestién con Xma |

Detalle del mutante pMT28-V¥ G-33-V¥ G

Detalle de la amplificacién por PCR

Detalle del mutante pMT28- V¥ G-3A-Y G

Figura 9. Esquema de la construccion del mutante pMT28- ¥ G-3A-V G. A la izquierda
se representa la region de 3A del plasmido pMT28 empleado como molde para la amplificacion por PCR
de 3A con la introduccién de secuencias diana para la enzima de restriccion Xma | en los extremos del
fragmento amplificado. A la derecha se representa la region comprendida entre 2C y 3B2 del mutante
pMT28-A3A (en Resultados se muestran los aminodacidos residuales de 3A, ver Figura 14), que se digiri6
con la enzima Xma | para la introduccion del fragmento amplificado anteriormente por PCR En la parte

inferior se representa la misma region del plasmido pMT28- ¥ G-3A-V G.
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M-8-1-3 Mutante de insercion pMT28- V¥ G-3A

Con el objetivo de eliminar del mutante pMT28- ¥ G-3A-V G el residuo de G
introducido entre los aminoacidos 150 y 151 de la proteina 3A, se procedi6 de manera
similar a la descrita en el apartado M-8-1-1, pero utilizando como molde para las PCR 1
y 2 (ver Figura 8) el ADN del mutante pMT28- ¥ G-3A- V¥ G. El fragmento de ADN que
comprende desde la secuencia de la proteina 2C hasta el extremo 3" de la secuencia de
la proteina 3A se amplificoé mediante la PCR 1 empleando los oligonucledtidos 3AF
(previamente descrito) y BsuR (Tabla I11). Esta estrategia permitio la adicion de una
diana de la enzima Bsu36 | en el extremo 3" del fragmento amplificado, que no
implicaba cambio de aminoécido en la secuencia wt del virus. Para la PCR 2 se
emplearon los oligonucledtidos 3AR 'y BsuF (Tabla Il1), que permitieron amplificar el
fragmento de ADN comprendido desde el extremo 3" de la secuencia de 3A hasta el
final de la secuencia de la proteina 3B2, afiadiendo un sitio de restriccion Bsu36 | en el
extremo 5° del fragmento. Cada uno de los fragmentos amplificados se clonaron
independientemente en el vector pGEM-T vy, tras comprobar su la correcta orientacion
por analisis con enzimas de restriccién, ambos plasmidos se digirieron con las enzimas
Bsu36 | y Nde I. Los fragmentos resultantes de interés se aislaron y se ligaron en
pGEM-T utilizando el sitio Bsu36 | compartido. El plasmido resultante se digirié con
las enzimas Bgl 11 y Rsr 11, y el segmento conteniendo la secuencia de 3A se utilizd
para reemplazar el homologo en el plasmido pMT28 digerido con las mismas enzimas
de restriccion. En la Figura 10 se muestra un detalle de la region del plasmido pMT28-

V¥ G-3A situada entre las dianas de restriccion Bgl 11'y Rsr II.

M-8-1-4 Sustitucién de la proteina 3A del VFA por su homdloga
del VRE-A. Mutantes pMT28-3A-VRE-Cy pMT28-3A-VRE-I

Como primer paso para disponer del ADN correspondiente a la proteina 3A del
VRE-A, se infectaron con este virus células VERO, se extrajo su ARN (ver apartado M-
7) y se amplificd la secuencia correspondiente a la proteina 3A por medio de una RT-
PCR, segun el protocolo descrito en el apartado M-16-1. Para ello se emplearon los
oligonucleodtidos VREA-C-F y VREA-C-R, que permiten la amplificacion de la
secuencia completa de 3A o los oligonucleétidos VREA-I-F y VREA-I-R para la
amplificacion de la secuencia de 3A, sin los primeros y ultimos 4 aminoacidos. Dichos
oligonucledtidos (Tabla I11) fueron disefiados para introducir en el extremo 5° de los
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fragmentos amplificados, una secuencia de restriccion Xma | y en el extremo 3" una
secuencia de restriccion Bsu36 |, necesarias para sustituir estos fragmentos por el
correspondiente a la proteina 3A del VFA en el mutante pMT28- ¥ G-3A (Figura 10).

ARN VRE-A —?—‘_|_| Proteina 3A VFA |_|_|4

Bgl 1l Rsr 11

Detalle de la region Bgl 11-Rsr 11 del
mutante pMT28-V¥ G-3A

PCR

Digestion del ADN del mutante pMT28-
V¥ G-3A con Xma |l y Bsu36 |

Sustitucion

| Proteina 3A VRE-A | /—\
Hmoteina 3A VRE-A{_|_|—7—

Bgl I Rsr Il

Detalle de la region Bgl 11-Rsr 11 de los mutantes de reemplazo

Figura 10. Esquema general de obtencion de mutaciones de reemplazo de 3A.

M-8-1-5 Mutantes puntuales

Para generar los distintos clones infecciosos derivados de pMT28 con
mutaciones puntuales en la secuencia de la proteina 3A analizados en esta Tesis
Doctoral, se emple6 la técnica de “overlap extensién” (Sambrook et al., 2001).

Para ello, se disefiaron en cada caso parejas de oligonucleétidos genéricamente
representados como oligonucledtido 2 y oligonucledtido 3 (Figura 11). Estos
oligonucleotidos son solapantes en la mayor parte de su secuencia, compartiendo
también el nucleotido o nucleotidos a sustituir, tal como se representa en la Figura 11.

Primero se realizaron dos amplificaciones mediante PCR, segun el protocolo
descrito en el apartado M-16. En la primera se empled el oligonuclettido 3AF y el
oligonucleotido 2, correspondiente a cada mutacion a introducir (ver Figura 11 y Tabla
). Asi se amplificd la secuencia comprendida entre la diana de restriccion Bgl 1l en
pMT28 (Figura 11) y los nucledtidos implicados en la mutacion puntual. En la segunda
amplificacion por PCR se empled el oligonucledtido 3AR y el oligonucledtido 3,
correspondiente a cada mutacién a introducir (ver Figura 11 y Tabla I). Esto permitio
amplificar la secuencia comprendida entre los nucleétidos implicados en la mutacién
puntual y la diana de restriccion Rsr 1l de pMT28. La cantidad de ADN amplificado se

estimd mediante el método estandar de separacion en gel de agarosa y comparacion con
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patrones de tamafio y concentracion de ADN conocida (Sambrook et al., 2001). Se
mezclaron cantidades equimoleculares (~50 ng) de cada uno de los fragmentos
amplificados que sirvieron de molde para la tercera PCR, realizada con los
oligonucleotidos 3AF y 3AR segun lo descrito en el apartado M-16, en la que se genero
el fragmento completo (Bgl 1l — Rsr 1) con la mutacion introducida segun representa la
Figura 11. Este fragmento se empled para reemplazar a su homdlogo del plasmido

pMT28, previamente digerido con las mismas enzimas.

3AF

e L ||‘-\

Oligonucleétido 2 R .
Oligonucleotido 3

PCR 1

|PCR2
=

PCR 3 l
. T —

Figura 11. Esquema de introduccion de mutaciones puntuales en la secuencia de

la proteina 3A. En la parte superior de la figura se representa la region del plasmido pMT28 que

codifica la proteina 3A. Mediante las flechas rojas se indican los oligonucleétidos empleados. Los
rectangulos rojos simbolizan la secuencia amplificada en cada PCR. En amarillo se indica la mutacion

introducida en cada caso.

Mutantes puntuales generados

Mediante la técnica arriba descrita, se construyeron los mutantes pMT28-Q44R,
pMT28-Q44D, pMT28-L38E, pMT28-L41E y pMT28-C65S. En la Tabla | se muestran
la posicion en la secuencia del genoma del VFA en la que hibrida cada oligonucleétido,
el mutante generado con cada par de oligonucleétidos y los nucleétidos mutados
respecto a la secuencia del clon infeccioso pMT28.

Para la generacion del mutante pMT28-3A-VRE se eliminé la G introducida en
la posicion 4 de la proteina 3A del mutante pMT28-3A-VRE-C, mediante mutagénesis
dirigida con los oligonucleétidos VREA-TOT-F y VREA-TOT-R.
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Tabla I. Oligonucle6tidos empleados para la construccion de mutantes puntuales en 3A.

Mutante Oligonucleétido®  Secuencia (5"- 3°)° Posicion®
CACAAATGAAGTATCTTGGATGAGGGGC
2 Q44R-R M ©) 5442
pMT28- CCTCATCCAAGATACTTCATTTGTGAAACGTG
Q44R 3 Q44R-F ©) (A 5418
CACAAATGAAGTTCGTTGGATGAGGGGC
2 Q44D-R M 5442
pPMT28- CCTCATCCAACGAACTTCATTTGTGAAACGT
Q44D 3 Q44D-F (A) 5418
GATGAGGGGCCGCTCTTCCTCCTTAATG
2 L38E-R (GAG) 5424
pMT28- CATTAAGGAGGAAGAGCGGCCCCTCATC
L38E 3 L38E-F (CTC) 5397
GTTTGTTGGATCTCGGGCCGGAGTTC
2 L41E-R (GAG) 5432
pPMT28- GAACTCCGGCCCGAGATCCAACAAAC
L41E 3 L41E-F (CTC) 5407
GCCAAAAGTGTTAGGGACAGTGCAACAATTTC
2 C655-R © 5517
pMT28- ATTGTTGCACTGTCCCTAACACTTTTGGCC
C65S 3 C65S-F ©) 5489
GAACAAATCAGACCATGAGGGTATTGAGAT
2 VREA-TOT-R VRE-A 5310
pMT28- CAAATCTCAATACCCTCATGGTCTGATTTG
3A-VRE 3 VREA-TOT-F VRE-A 5296

# La nomenclatura empleada (oligonucleétido 2 0 3), hace referencia al esquema de la Figura 11. Los
oligonucleodtidos marcados con “-F” presentan la misma orientacion que el ARN mensajero viral mientras
que los marcados con “-R” presentan la orientacion complementaria.

b Los nucleétidos modificados respecto a la secuencia del VFA presente en el clon infeccioso pMT28 se
indican en negrita (entre paréntesis se indica, debajo de cada posicion alterada, el nucledtido presente en la
secuencia de pMT28). Los nucle6tidos correspondiente al VRE-A adyacentes a la secuencia codificante del
residuo G5 de la proteina 3A del mutante pMT28-3A-VRE-C se indican subrayados.

¢ La numeracion se corresponde a la secuencia del VFA (N° Genbank AJ133357) e indica la posicion del
primer nucledtido del VFA desde el extremo 5” de cada oligonucleétido.

M-9 Construccion de plasmidos derivados del pRSV portando
versiones mutadas de la proteina 3A del VFA

La utilizacién del vector pRSV (de Wet et al., 1987) ha permitido la expresion
de proteinas heterologas bajo el control del promotor fuerte LTR del virus del sarcoma
de Rous. De este modo, se construyeron los pldsmidos pRSV-3A-L38E y pRSV-3A-
L41E, derivados del vector pRSV, que portan la secuencia nucleotidica de la proteina
3A mutada en los codones correspondientes a las posiciones 38 0 41, respectivamente.
Para ello, se amplific6 por PCR la secuencia de la proteina 3A conteniendo las
mutaciones de interés a partir de los pldsmidos pMT28-L38E y pMT28-L41E,
empleando los oligonucleodtidos 3A-1 y 3A-2 (Tabla Ill). Estos oligonucledtidos
introducen los sitios de restriccion Hind 111 en el extremo 5 del fragmento amplificado

y Kpn | en el extremo 3". Tras un clonaje intermedio en el pldsmido pGEM-T, el
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fragmento Hind 111 - Kpn | de la proteina 3A mutada se clono en el plasmido pRSV-3A
(Garcia-Briones, et al., 2006), digeridos con las mismas enzimas, segln se esquematiza
en la Figura 12.

Hind III

KpnlI

Hind 11 3A (L38H|6 L41E)

Sustitucién

Kpnl

Figura 12. Esquema del clonaje de reemplazo para generar versiones mutadas

de 3A en pRSV-3A. El plasmido pRSV-3A (Garcia-Briones, et al., 2006), porta la secuencia
nucleotidica de la proteina 3A del VFA. Se sefialan los sitios de restriccion Hind 111 'y Kpn | que
permitieron la sustitucion de la secuencia nucleotidica de la proteina 3A por la de las proteinas
mutadas, segin se detalla en M9. Se sefialan, ademas, la ubicacién de la sefial de poliadenilacion
(A(n)) derivada del virus SV40 y del gen que confiere resistencia a ampicilina (Amp R). En la parte
derecha de la figura se representa un detalle del fragmento amplificado por PCR, a partir de los
mutantes pMT28-L38E 6 pMT28-L41E empleado para reemplazar la secuencia de 3A en pRSV-3A.

| M-10 Transcripcion in vitro

Para la realizacion de las transcripciones in vitro, se parti6 del ADN del
plasmido a estudiar (pMT28, pC o de cualquiera de los mutantes en la proteina 3A
derivados de ellos), linearizado mediante digestion con la enzima de restriccion Nde I,
que corta en el nucleétido posterior al ultimo que corresponde a la secuencia del VFA
(Garcia-Arriaza et al., 2004)

La transcripcion se llevd a cabo en la siguiente mezcla de reaccion: rNTPs (0,5
mM cada uno), DTT 10 mM, 40 U ARNSsin (Promega), 20 U polimerasa SP6 (NEB) y
100ng de ADN molde linealizado, en un volumen final de 30 upl del tampdn
recomendado para la polimerasa. En todo momento, se utilizé agua tratada con DEPC al
0,1%. La incubacidn se realiz6 a 37°C durante 3 h.. Al cabo de ese tiempo, se afiadio a
cada muestra 2U DNAsa RQ1 (Promega) incrementando el volumen final hasta 50 pl

con el mismo tampdn de la polimerasa. Las muestras se incubaron durante 1 h. a 37°C.
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El ARN se precipito en etanol y en acetato sodico 3M y se resuspendio en el
volumen deseado de agua libre de nucleasas. La integridad y la concentracion del ARN
sintetizado se determin6 mediante electroforesis en gel de agarosa comparando con

patrones de ARN de concentracion conocida (Invitrogen).

| M-11 Transfeccion de cultivos celulares |

| M-11-1 Transfeccion con ARN |

Diferentes cantidades de ARN transcrito in vitro a partir de los plasmidos
infecciosos se emplearon para transfectar células BHK-21 empleando lipofectina
(Invitrogen), siguiendo las indicaciones del fabricante. Tras 4 h. de incubacion a 37°C
en una atmdsfera con 7% CO,, se elimind el medio transfectante, se lavaron dos veces
las monocapas celulares con medio DMEM vy se afiadié medio suplementado con SFB
al 5%. Las células se mantuvieron en el incubador a 37°C en una atmosfera con 7% CO;

el tiempo indicado en cada caso.

| M-11-2 Transfeccién con ADN

La transfeccion de las células BHK-21 con ADN de los plasmidos pRSV-3A-
L38E y pRSV-3A-L4LE se realiz6 en placas de 35 mm @, empleando 1 ng de ADN y

Lipofectamina Plus (Invitrogen), siguiendo las instrucciones del fabricante.

| M-12 Titulacién de virus

La determinacion del titulo viral de muestras de celulas transfectadas con el
ARN de los diferentes clones infecciosos se llevo a cabo mediante la estimacion de las
unidades formadoras de placas de lisis por ml de muestra (UFP/ml). Para ello se
emplearon células BHK-21 en estado de semiconfluencia (~80%), crecidas en placas de
35 mm @, a las que se les retird el medio sobrenadante y se afiadieron 200 pl/placa de
las diluciones apropiadas de la muestra problema. Tras la aplicacion del in6culo, las
placas se incubaron a 37°C durante 1 h., agitdndose en cruz cada 15 min.
Posteriormente, se retird el inoculo y, tras dos lavados con DMEM, se afiadio medio
semisoélido de agar al 0,5 % en DMEM, suplementado con un 1 % de suero fetal bovino
y DEAE-dextrano a una concentracion de 0,05%. Las monocapas celulares se incubaron
hasta la aparicion de placas de lisis (24 h.). En ese momento, se afiadié una solucion de
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formaldehido al 2% para fijar las células y se tifieron con una mezcla de cristal violeta al
2% en formaldehido al 2%. Tras retirar el agar de las mismas, se conté el nimero de
UFP producidas.

M-13 Determinacion de la infectividad especifica del ARN de los
mutantes.

La infectividad especifica del ARN (UFP/ng ARN) se determiné transfectando
células BHK-21, segun lo descrito en el apartado M-11-1, con distintas cantidades de
ARN sintetizado in vitro (1, 10, 100 y 1000 ng ARN /superficie de cultivo de 35 mm @).
Después de 4 h. de incubacion con el medio transfectante, se eliminé el sobrenadante,
las monocapas se lavaron dos veces con DMEM vy se cubrieron con medio DMEM
semisoélido con agar al 0,5 % suplementado con SFB al 5 %. Las monocapas celulares
asi tratadas se incubaron a 37°C en una atmdsfera con 7 % CO, hasta la aparicion de
placas visibles al microscopio (aproximadamente unas 24 h.), tras lo cual, se fijaron,
tifieron con cristal violeta y se determind el nimero de UFP segln lo descrito en el
apartado M-12.

| M-14 Traduccién in vitro

La reaccion se llevo a cabo en un volumen final de 10 ul, incluyendo 7ul de
lisado de reticulocitos de conejo (Promega), 1ug de ARN molde sintetizado in vitro a
partir de cada plasmido de interés, 1 ul de la mezcla de aminoécidos sin metionina y
14,3 uCi, en 1 pl, de una mezcla de metionina y cisteina marcadas con **S (Amersham).
Cada reaccion se incubd durante 1 h. a 30°C y posteriormente se tratd con 1 ul de
ARNasa A (50 mg/ml) durante 15 min. a temperatura ambiente para eliminar el molde
de ARN. La radiactividad incorporada en la reaccion se cuantifico segun lo detallado en
el apartado M-14-1.

| M-14-1 Cuantificacién de incorporacion de radiactividad

Una alicuota de 1 pl de la reaccion de traduccion in vitro se precipito afiadiendo
25% TCA e incubando la mezcla durante 30 min. en hielo. Las proteinas precipitadas se
filtraron por vacio a través de un papel Whatman 3MM que habia sido previamente
humedecido con 5% TCA frio. Los papeles se lavaron 3 veces con 5% TCA, se secaron

a temperatura ambiente y se sumergieron en liquido de centelleo (Perkin Elmer). La
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radiactividad incorporada (c.p.m.) correspondiente al **S se midié en un contador de
centelleo LKB, Modelo 1209 Rackbeta.

M-14-2 Anélisis de las proteinas marcadas con **S mediante
electroforesis en gel de poliacrilamida

Alicuotas de las reacciones de traduccion in vitro, con igual cantidad de
radiactividad incorporada (apartado M-14-1), se sometieron a una electroforesis en gel
de poliacrilamida (SDS-PAGE) al 10%, que se llevo a cabo en voltaje constante (100V)
y a 4°C. Posteriormente, el gel se fij6 en una mezcla de 10% metanol y 10% &cido
acético durante 30 min. y se tratd con salicilato sédico 1M o con Amplify (Amersham)
durante 1 h. a temperatura ambiente en agitacion para permitir la posterior fluorografia.
El gel, asi tratado, se secd en vacio durante 1 h. a 80°C y se expuso frente a una placa

autoradiografica Curix RP2 (AGFA) durante no menos de 24 h. a temperatura ambiente.

| M-15 Ensayo de sensibilidad a brefeldina A (BFA)

Para los ensayos de sensibilidad viral a la BFA, la droga, disuelta en DMSO a
una concentracion final de 5 pg/ml, se afiadié a las monocapas celulares 30 min. antes
de la infeccion y se mantuvo durante todo el experimento. Las células asi tratadas se
infectaron con VRE-A a una m.d.i. de 1 UFP/célula. A las 7 h.p.i., se cuantificé el virus
intra y extracelular producido (ver M-12). Células tratadas solo con DMSO fueron
utilizadas como control negativo de tratamiento. Como control positivo de sensibilidad

a BFA se emplearon células infectadas con VSV a una m.d.i. de 1 UFP/célula.

\ M-16 Condiciones empleadas en las amplificaciones por PCR

Todas las amplificaciones de ADN por PCR se realizaron en un volumen de 50
pl del tampdn provisto por el fabricante suplementado con: 0,25 U por ensayo de la
polimerasa BioTaq (Bioline), MgCl, 2mM, dNTPs (ImM cada uno) y los
oligonucleotidos (1 uM cada uno, Isogen) especificos para cada caso y referidos en las
Tablas I 'y Il1.

Las temperaturas empleadas se describen en la Tabla Il. Tras los cuarenta ciclos
de amplificacion, se analizaron los segmentos amplificados mediante electroforesis en

gel de agarosa. En los casos en los que fue necesario, se purificaron los fragmentos de
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ADN amplificados de los oligonucleotidos no incorporados a la reaccion mediante el

sistema PCR Clean (Promega).

Tabla Il. Programa empleado para la amplificacién de ADN.

Paso Temperatura (°C) Tiempo (min)
Desnaturalizacion 94 2
Desnaturalizacion 94 0,5

40 ciclos Hibridacion Segun oligos 60-65 1
Elongacion 72 0,5
Elongacion 72 7
Enfriamiento 4 -

M-16-1 RT-PCR

Para amplificar muestras de ARN, se procedid segun lo descrito en el apartado
M-16, afiadiendo un primer paso de sintesis de ADNc. Para ello, se afiadieron a la
misma mezcla de reaccion descrita para la PCR, 25 U por ensayo de la
retrotranscriptasa del virus de la leucemia murina de Moloney (Applied Biosystems),

incluyéndose un paso inicial de incubacion a 48°C durante 40 min.

M-16-2 PCR en tiempo real

La cuantificacion independiente del niamero de moléculas de ARN+ y ARN-

virales producidas tras la transfeccion con el ARN sintetizado in vitro de las distintas
construcciones, se realizd mediante PCR en tiempo real (Herrera et al.,, 2008;
Rodriguez-Pulido et al, 2009). EI ARN extraido a partir de las muestras problemas se
copid a su ADNc mediante una retrotranscripcion en 20 ul del tampon suministrado por
el fabricante, suplementado con: 5 U de la enzima Transcriptor RT (Roche), 40 U de
ARNsin (Promega), dNTPs 1mM vy el oligonucleétido especifico (10ug/ul), segun lo
detallado en la Figura 13. La reaccion se incub6 30 min. a 55°C, seguidos de 5 min. a
85°C y un paso final de enfriamiento a 4°C. Para el desarrollo de la PCR a tiempo real
propiamente dicha, se amplificaron 2 ul de la mezcla anterior conteniendo el ADNC,
utilizando el kit Light Cycler FastStart ADN Master SYBR Green | (Roche) y el equipo
LightCycler (Roche), segln las instrucciones del fabricante.
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La estrategia empleada para la cuantificacion del ARN+ y ARN- se esquematiza
en la Figura 13, y los oligonucleétidos empleados en cada caso se describen en la Tabla
Il.

A A

ARN + RT con o —>
_ARN ———————— b eommmmmpEmy --------- » 1 |
3D " oligonucleétido A <  pCR en tiempo real 4
con oligonucleétidos :
Tag-UyA 1 PCR en tiempo real
! con oligonucledtidos
 Tag-UyA
B TaE :
ARN + RT con !
R > B ———— ARN+
Tag - U ARN - oligonucleétido <.
Tag-U
3D

Figura 13. Esquema de la amplificacion de ARN+ (A) o ARN- (B) mediante PCR

en tiempo real.

Para la amplificacion de las moléculas de ARN+, la sintesis de ADNCc se realiz6
con el oligonucledtido A y la PCR cuantitativa a tiempo real posterior con los
oligonucle6tidos A 'y Tag-U. En la amplificacién del ADNc de las moléculas de ARN-,
se utilizo el oligonucledtido Tag-U vy, para la PCR a tiempo real, se emplearon los
oligonuclettidos A y Tag. Todos los oligonucledtidos empleados correspondieron a

secuencias del gen de la proteina 3D, tal y como se detalla en la Tabla IlI.

| M-17 Inmunoensayos

M-17-1 Western-Blot

La separacion de las proteinas virales y celulares se realizé por SDS-PAGE; la

identificacion especifica de las proteinas virales se hizo mediante western-blot. Para
ello, tras retirar el medio de cultivo, las monocapas celulares (crecidas en placas de 35
mm @), fueron lavadas 2 veces con PBS y se lisaron por incubacion durante 20 min. en
hielo en tampdn de lisis (Hepes pH 7,4 20mM, EDTA 10 mM, MgCl;, 2,5 mM, NP40
1%), suplementado con una mezcla de inhibidores de proteasas (Roche) y
fenilmetilsulfonil fluoruro (PMSF) 0,1M. La concentracion de proteinas recuperadas se
determind mediante el método de Bradford (Bradford, 1976). Una alicuota de este
lisado celular, conteniendo 100-200 ng de proteinas totales, se diluyo en 20 ul con
tampon Laemli (SDS 2%, glicerol 11,6%, DTT 0,1 M, Tris-HCI pH 6,8 160mM vy azul

de bromofenol 0,033%), calentandose a 99°C durante 5 min. Las muestras asi tratadas
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se cargaron en un gel de SDS-PAGE a la concentracion indicada en cada ensayo. La
electroforesis se desarrolld6 a 180 V durante aproximadamente 45 min., utilizando el
sistema MiniProtean 2 (Bio-Rad). Una vez finalizada, el gel se transfiri6 en medio
liguido a una membrana de nitrocelulosa (Protran Whatman) durante 40 min. a 60 V. La
reactividad inespecifica se bloqued tratando la membrana con leche en polvo desnatada
(Nestlé) al 3% en PBS durante 1 h. a temperatura ambiente en agitacion. Para la
realizacion del western-blot propiamente dicho, la membrana se trato con el anticuerpo
primario correspondiente, diluido en leche en polvo desnatada al 1% en PBS, y se
incubé 1 h. a temperatura ambiente o 16 h. a 4°C. Transcurrido ese tiempo, las
membranas se lavaron tres veces durante 5 min. con PBS-tween 20 0,5%, incubandose
posteriormente durante 1 h. con el anticuerpo secundario adecuado acoplado a
peroxidasa, con agitacion y a temperatura ambiente. Posteriormente, las membranas se
lavaron tres veces durante 5 min. con PBS-Tween 20 0,5%. La presencia de proteina
reactiva frente al anticuerpo primario se detectd6 mediante quimioluminiscencia, para lo
cual, la membrana se traté con los reactivos del kit ECL (Perkin Elmer) siguiendo las
indicaciones del fabricante, e inmediatamente se expuso sobre peliculas de revelado
Curix RP2 (AGFA).

M-17-2 Inmunoprecipitacion

Para inmunoprecipitar las proteinas virales sintetizadas en la reaccion de
traduccion in vitro, el volumen correspondiente a una cantidad determinada de c.p.m. de
cada muestra, cuantificada segun el protocolo descrito en el apartado M-14-1, se llevo a
un volumen final de 1,2 ml con una solucion de inmunoprecipitacion compuesto por
inhibidores de proteasas 1x (Roche), 1ImM PMSF y tampdn de lisis, descrito en el
apartado M-17-1. Alicuotas de 200 pl de esta mezcla se incubaron con 20 pl de proteina
A sepharosa (Sigma) unida al anticuerpo primario utilizado en cada caso, durante 16 h.
a 4°C. A continuacion, la mezcla se centrifugé a 5000 r.p.m. durante 5 min. a
temperatura ambiente. El precipitado conteniendo la proteina A unida a las proteinas
inmunoprecipitadas se lavé tres veces con PBS y dos veces méas con Tris-HCI pH 7.4
50mM, centrifugando en cada lavado a 10000 r.p.m. durante 5 min. El precipitado final
se resuspendid en tampdn Laemli (ver M-17-1) y se almaceno a -20°C hasta su analisis.

Para preparar la proteina A unida al anticuerpo primario, se mezclaron 1 pl del
anticuerpo primario correspondiente con 20 ul de proteina A sepharosa (Sigma) en

presencia de BSA al 1% en PBS. La mezcla se incub0 en agitacion durante 16 h. a 4°C.
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M-17-3 Inmunofluorescencia

Para los ensayos de inmunofluorescencia las células se crecieron y se
transfectaron sobre cubreobjetos (ver M-11). Tras retirar el medio de cultivo, las células
se lavaron dos veces con PBS y se fijaron con paraformaldehido al 4% en PBS durante
20 min. a temperatura ambiente. Posteriormente, se lavaron 2 veces con PBS y se
permeabilizaron con BPTG (BSA 1%, Triton-X 100 0,1%, glicina 1M en PBS) durante
15 min. a temperatura ambiente. Las células asi tratadas se incubaron durante 1 h. a
temperatura ambiente en cdmara hameda, con los anticuerpos primarios
correspondientes diluidos en BSA al 1% en PBS. Luego, se lavaron 2 veces con PBS y
se incubaron con el anticuerpo secundario fluorescente (segln el apartado M-5) durante
30 min. a temperatura ambiente. Para tefiir los nucleos celulares, las células se
incubaron posteriormente con DAPI (1 ug/ml) durante 5 min., se lavaron otra vez con
PBS y se montaron sobre portaobjetos con Fluoromount G (Southern Biotech Assoc,
USA). Las muestras se analizaron en un microscopio de fluorescencia Olympus BX61
acoplado a una cadmara DP70 (Olympus). Las imagenes se adquirieron usando el
programa informéatico Olympus DP controller y fueron procesadas usando el programa
Adobe Photoshop 7.0 (Adobe Systems Inc.).

| M-18 Ensayo de letalidad en ratén lactante |

Los ensayos de letalidad en raton lactante se realizaron en el animalario de nivel
de bioseguridad 3 (BSL3) del Centro de Investigacion en Sanidad Animal (CISA-
INIA), con el asesoramiento y apoyo de los Drs. Miguel Rodriguez-Pulido y Margarita
Saiz. Para el ensayo, se utilizaron ratones Swiss de 7 a 9 dias de edad. Los ratones
fueron inoculados intraperitonealmente con la cantidad elegida de cada ARN en PBS,
en un volumen final de 80 ul, que contenia 20 pl de lipofectina. Durante 7 dias se
realizd un seguimiento diario de los animales evaluando la aparicion de sintomas de la
enfermedad, muertes o desapariciones de los ratones. Los signos indicadores de la
aparicion de la enfermedad fueron la incapacidad o parélisis total de las extremidades
inferiores y la presencia de temblores e incapacidad para incorporarse. Aquellos ratones
que desarrollaron signos clinicos severos fueron sacrificados mediante dislocacion
cervical, para evitar su sufrimiento, guardandose congelados a -70°C. Para analizar la
presencia del ARN del virus en estos animales se realizO un macerado de tejido
encefalico y muscular, previamente congelados en nitrégeno liquido, en 0,6 ml de PBS.

El macerado resultante se paso a través de un filtro de 0,45 micras, se extrajo el ARN
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total mediante el protocolo descrito previamente (ver M-7) y se realiz6 una RT-PCR
para detectar la presencia de ARN viral con los oligonucleodtidos 3Artpcr y 3AB-V
(Tabla I11).

| M-19 Métodos estadisticos y tratamiento de datos

Los valores representados en las graficas corresponden a la media de 3
determinaciones independientes + el valor de la desviacion tipica. Los datos fueron
sometidos a andlisis de la varianza realizando un contraste de medias basado en la t de
Student. Para ello, se empled el programa informatico SPSS (version 15). Las
diferencias fueron consideradas estadisticamente significativas, indicAndose con un

asterisco, cuando el p-valor calculado fue menor de 0.05.

| M-20 Disoluciones y tampones

-Tripsina-EDTA: tripsina 0,5 mg/ml (Difco), EDTA 0,016%, rojo fenol 0,0015% vy
glucosa 1,12mM en PBS.

-Tampon de electroforesis de acidos nucleicos (TAE): Tris 40mM, acetato sddico pH
8.0y EDTA 0,1mM.

-Tampdn de electroforesis de proteinas: glicina 192mM, Tris 25mM, SDS 0,1%.
-Tampdn de transferencia de proteinas: Tris 25mM, glicina 192mM, metanol 20%.
-PBS: K;HPO,41,5mM, Na;HPO,48,1mM, NaCl 137mM, KCI 2,7mM.
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| M-21 Oligonucleétidos

Tabla I11. Oligonucleétidos empleados para las distintas amplificaciones de ADN o ARN.

Nombre Secuencia (5"-37) ® Polaridad ®  Posicién ©
3AF GAAGATCTCCGACTCGCTCTCCAG S 4197
Bal Il

ATCGGACCGGCGTAAGGTCCCTC A 5846
3AR Rsr 11

TGCCCGGGTATTGAGATTTGCTTAAAAATTGGG A 5308
XmaR Xmal

ATCCCGGGCAAGCTGAAGGACCC S 5749
XmaF Xmal

TATACCCGGGTCCCAAAAATCTGTGTTGTAC S 5311
XmaF1 Xmal

TATACCCGGGTTGCTCTTCAGTCGG A 5745
XmaR1 Xmal

ATCCTCAGGCTGAAGGACCCTACGCCG S 5734
BsuF Bsu 36 1

TATACCTCAGGTTGCTCTTCAGTCGGC A 5745
BsuR Bsu36 |

TATACCCGGGTCATGGTCTGATTTGTTCAG S 10
VREA-C-F Xma |

TATACCTCAGGATGCTCGTCAGGAGTC A g5 d
VREA-C-R Bsu36 |

TATACCCGGGTTGTTCAGAAAGTGTACAACTG S 139
VREA-I-F Xma |

TATACCTCAGGAGTCTTAAAGAGCTGATACATAG A 2739
VREA-I-R Bsu36 |
3Artpcr GCGAAGCTTTCTAGAATGGCAAATCTCAATACC S 5295
3AB-V ¢ TCTAGAGGTACCTTACTCAGTGACAATCAA A 5970

GCGAAGCTTTCTAGAATGATCTAGAATGATCTCAATACCTTC S 5299

C  Hind 1
3A-1°

TATAGTTCTGGIACCTTATTCAGCTTGCGGTTG A 5757
3A-2° Kpn |
u' GGATGCCATCTGGCTGT S 7493
Al AGGAGATCATGGTGTAGGTGTC A 7615
U-tag’ AGTTTAAGAACCCTTCCCGCGGATGCCATCTGGCTGT S 7493
tag' AGTTTAAGAACCCTTCCCGC S

% En letra cursiva se representan los nucledtidos adicionales a la secuencia del VFA o del VRE-A. Los nucle6tidos
correspondientes a los sitios de restriccion aparecen subrayados con trazo discontinuo.

bg: sentido; A: antisentido.

® La numeracion corresponde a la secuencia del VFA C-S8cl (N° Genbank AJ133357), excepto en los marcados con

¢ La numeracion de los oligonucledtidos VREA-C-F, VREA-C-R, VREA-I-F y VREA-I-R se corresponde a la
secuencia nucleotidica de la proteina 3A del VRE-A (N° Genbank L43052) .

¢ Garcia-Briones et al., 2006.
f Herrera et al., 2008.

d

-61-


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/6318187?ordinalpos=1&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Sequence.Sequence_ResultsPanel.Sequence_RVDocSum

-62 -



-63 -

Resultados



- 64 -



Resultados

R-1 Construccion de clones infecciosos del VFA para la obtencién de
virus mutantes en 3A

La proteina 3A de los picornavirus estd implicada en diversas funciones
relacionadas con la formacion del complejo de replicacion viral (Bienz et al., 1987;
Semler et al., 1982) y con su capacidad para interaccionar tanto con diferentes proteinas
virales, modificando su distribucién o funcionalidad dentro de la célula hospedadora
(Lama et al., 1995; Capozzo et al., 2002), como con estructuras y componentes
celulares, alterando el funcionamiento y la morfologia de las mismas (Suhy et al., 2000;
Choe et al., 2005; Xiang et al, 1998; Garcia-Briones et al., 2006).

La mayoria de la informacion disponible sobre la proteina 3A de picornavirus se
basa en los datos obtenidos para PV. Los escasos datos sobre la funcionalidad de la
proteina 3A del VFA han permitido relacionar esta proteina con el grado de virulencia y
el rango de hospedador del VFA (ver Introduccion 1-2-4-2; Pacheco et al., 2003; Beard
y Mason, 2000; Nufiez et al., 2001).

Con la intencion de contribuir a clarificar diferentes aspectos funcionales de la
proteina 3A del VFA, nos planteamos generar clones infecciosos portadores de
diferentes mutaciones en esta proteina.

Con anterioridad al inicio del trabajo de esta Tesis Doctoral, se habia generado
en el laboratorio el mutante de delecion total de la proteina 3A, denominado pC-A3A
(Figura 14, Delgui, sin publicar), a partir del clon infeccioso del VFA disponible,
denominado pC (Nufiez et al., 2001). Este clon infeccioso es un plasmido quimérico de
dos serotipos del VFA, gue porta las secuencias de las RNC 5" y 3" del genoma viral de
serotipo O y la de casi la totalidad de las proteinas estructurales y no estructurales del
serotipo C (Figura 7). Sin embargo, se planted la conveniencia de poder trabajar con
mutantes derivados de un clon infeccioso de secuencia completa de serotipo C. Esta
alternativa presentaba la ventaja de no afiadir al efecto de las mutaciones introducidas
en la proteina 3A los posibles efectos derivados del empleo de un genotipo quimérico.
Por ello, para la construccion de los diversos mutantes empleados en los experimentos
descritos en esta Tesis Doctoral, se partié del clon infeccioso pMT28, amablemente
cedido por la Dra. Cristina Escarmis (CBMSO), que porta un ADN del genoma
completo del VFA de serotipo C (Toja et al., 1999), seguin se esquematiza en la Figura
7. En los siguientes apartados se describen las diferentes mutaciones introducidas en el

plasmido pMT28, asi como los datos previos que justifican su analisis.
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R-1-1 Mutantes de delecion

En estudios anteriores (Beard y Mason, 2000; Knowles et al., 2001) se habia
descrito la presencia de deleciones severas en la porcion carboxi terminal de la
secuencia de la proteina 3A del VFA en virus aislados en los brotes que afectaron a
paises del sudeste asidtico en 1997 (ver Figura 6). Estas deleciones provocaban un
descenso en la infectividad del virus en el ganado vacuno y en la capacidad de
replicacion de su ARN en células de origen bovino, sin modificar ni la capacidad de
replicacion en células de origen porcino ni la infectividad del virus en cerdos, lo cual
fue confirmado mediante la construccion y analisis de mutantes de deleciéon de la
porcién carboxi terminal de 3A (Pacheco et al., 2003). Estos datos sugerian una
considerable flexibilidad en las secuencias de la region carboxi terminal de 3A
esenciales para la viabilidad del virus.

Para analizar el efecto que supone para la viabilidad viral la falta total de la
proteina 3A, se construy6 un mutante de delecién completa de dicha proteina (pMT28-
A3A). La estrategia utilizada consistié en realizar amplificaciones de la region del
genoma del plasmido pMT28 comprendidas entre las secuencias diana para las enzimas
de restriccion Bglll y Rsrll, de localizacion Unica en este plasmido, que apropiadamente
digeridas y ligadas, permitieron obtener el mutante pMT28-A3A (Figura 8). En dicho
mutante se generd un sitio de restriccion Xma | mediante la insercion de un residuo
aminoacidico de G (glicina) en la posicion 5 de la secuencia aminoacidica de 3A
(Figura 14), que permitid la delecion y reemplazamiento de la proteina viral. En este
mutante se mantuvieron los cuatro primeros aminoacidos del extremo amino terminal y
los tres Gltimos aminoacidos del extremo carboxi terminal de 3A (ver Figura 14), con el
objetivo de alterar lo minimo posible las secuencias conservadas en los extremos de 3A
entre aislados de distintos serotipos del VFA (Carrillo et al., 2005), que flanquean el

corte de la proteasa 3C (Ryan et al., 1989).
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Figura 14. Aminoacidos de los extremos amino y carboxi terminal de mutantes de
delecion e insercion de la proteina 3A. Se indican los aminoacidos de 3A mantenidos en los

plasmidos pMT28-A3A y pC-A3A y la secuencia de los extremos amino y carboxi terminal de los
pldsmidos pMT28- ¥ G-3AVY G y pMT28- ¥ G-3A. En letras en negro, se indican los aminoécidos de la
porcién amino terminal y en negro y cursiva, los aminoacidos correspondientes al extremo carboxi
terminal de la proteina 3A. En verde se representan los sitios de restricciéon Xma | y Bsu36 I. En rojo se
resalta el residuo de G introducido para la generacién del sitio de restriccion Xma I. En azul se representan
las proteinas contiguas a 3A en el genoma del VFA.

R-1-2 Mutantes de insercion

De acuerdo con lo descrito para PV y para el virus de le Hepatitis A (VHA),
algunas de las funciones en el ciclo viral atribuidas a 3A son en realidad desarrolladas
por precursores de mayor peso molecular como 3AB o0 3ABC (Lama et al., 1995; Paul
et al., 1994; Kusov y Gauss-Muller, 1999). Se ha propuesto que los picornavirus deben
mantener un cierto balance en la proporcion entre los diferentes niveles de precursores
de 3A y la propia proteina madura para ser capaces de mantener una replicacion
productiva (Kusov y Gauss-Muller, 1999). Por otro lado, existen evidencias de que el
procesamiento de los precursores de la proteina 3A es altamente sensible a
modificaciones de la secuencia consenso que flanquea a cada una de las proteinas
implicadas y que son reconocidas por la proteasa viral 3C. La alteracién de éstas
secuencias consenso, pero no de las secuencias contiguas a ellas, perturban la proteolisis
normal de los precursores proteicos, efectuada por la proteasa viral 3C (Kusov y Gauss-
Muller, 1999; Birtley et al., 2005).
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En el trabajo desarrollado durante esta Tesis Doctoral, la reintroduccion de la
secuencia de la proteina 3A en el mutante de delecion pMT28-A3A generd el nuevo
mutante pMT28- ¥ G-3A- ¥ G, en el que se habia insertado, respecto a la secuencia de
pMT28, una G en la posicion 5 y otra en la posicién 151 de la proteina 3A, segun se
indica en la Figura 14. Como se detalla méas adelante, la introduccion de estas dos
mutaciones tuvo efectos deletéreos sobre el procesamiento proteolitico de la
poliproteina y la infectividad del ARN viral. Datos publicados con posterioridad a la
construccion de este mutante (Birtley et al., 2005) mostraron que la proteina 3C del
VFA necesita, para llevar a cabo otro de sus cortes proteoliticos, la conservacion de 4
aminoacidos a cada lado del sitio de corte. Esto sugeria que la insercion de una glicina
en la posicién 5 de la proteina 3A no seria determinante para el correcto procesamiento
proteolitico. Por ello, partiendo del plasmido mutante pMT28-VG-3A-VG se
construy6 el mutante pMT28- ¥ G-3A que contenia Unicamente una G insertada en la
posicion 5 de la proteina 3A (Figura 14 y M-8-1-3).

R-1-3 Mutantes de reemplazo de 3A

La proteina 3A del VFA presenta una longitud mayor que la de los restantes
picornavirus (Figura 4), que podria estar relacionada con diferencias en su
funcionalidad, tales como su insensibilidad a la accion de la BFA. La proteina 3A del
VRE-A (Li et al. 1996) es, junto con la recientemente descrita del VRB-2 (Hollister et
al., 2008), la que presenta mayor similitud con la 3A del VFA (ver 1-2-4). No obstante,
la proteina 3A del VRE-A presenta diferencias en tamafo e identidad de secuencia con
la proteina 3A del VFA. Por ello, se decidié primeramente evaluar posibles analogias
funcionales entre ambas proteinas caracterizando la sensibilidad del VRE-A a BFA.

El mecanismo de accion de la BFA se basa en la inhibicion del trafico de
vesiculas entre el aparato de Golgi y el reticulo endoplasmico (ver 1-2-4), impidiendo la
unién de la proteina ARF a membranas (Donaldson y Doel, 1992; Belov et al., 2008).
La infeccién de muchos picornavirus como PV se inhibe por accién de la BFA (lrurzun
et al., 1992), pero no asi la del VFA, ni la de distintos virus del género cardiovirus
(O"Donnell et al., 2001; Martin-Acebes et al., 2008), Por otro lado, se sabe que la
infeccion con VFA desensambla el aparato de Golgi de manera similar al efecto que
produce la BFA aunque sin afectar a la replicacion viral (O"Donnell et al., 2001;
Garcia-Briones et al., 2006).
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Para determinar la sensibilidad del VRE-A al tratamiento con BFA, primero se
comprobd el efecto de esta droga sobre las células VERO, susceptibles a la infeccién
por este virus. En la Figura 15 se comparan los patrones de inmunofluorescencia de
marcadores del cis y trans Golgi en presencia o ausencia de BFA. El aparato de Golgi
aparecid situado tipicamente en la region perinuclear de las células VERO control,
mientras que, tras el tratamiento con BFA, se observd una desestructuracion especifica

del cis-Golgi al tiempo estudiado.

DAPI 25H8 (cis-Golgi) TGN 38 (trans-Golgi)

ongo

> T w

Figura 15. Inmunofluorescencia de células VERO tratadas con BFA. Monocapas de
células VERO tratadas durante 30 min. con DMSO como control o con BFA-DMSO (5 pg/ml).
Inmediatamente después del tratamiento, las células se fijaron y se incubaron con los anticuerpos anti cis-
Golgi (25H8) o anti trans-Golgi (TGN38). Los nucleos se tifieron con DAPI.

A continuacion, se infectaron células VERO, en presencia o ausencia de BFA,
con VRE-A. Como control se empled VSV, ya que este virus es capaz de crecer tanto en
células VERO como en BHK-21 y su sensibilidad a BFA es conocida (Martin-Acebes et
al., 2008). A las 7 h.p.i., se titul6 el virus total (presente en la monocapa celular y en el
medio de cultivo), empleando para ello células VERO.

Los resultados obtenidos (Figura 16A) indican que mientras que el tratamiento
con BFA no afectd significativamente el titulo del VRE-A recuperado, si redujo el titulo
de VSV en mas de un logaritmo (Figura 16B). Estos resultados son similares a los
obtenidos para el VFA y el VSV en células BHK-21 (Martin-Acebes et al., 2008), y

sugieren que el VRE-A y el VFA pueden emplear mecanismos alternativos de
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reclutamiento de membranas celulares al empleado por otros miembros de la familia

Picornaviridae, como el VSV.
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Figura 16. Sensibilidad del VRE-A a BFA. Representacion logaritmica del titulo viral total

recuperado tras 7 h.p.i. con VRE-A (m.d.i. = 1 UFP/célula), de células VERO tratadas durante 30 min.
pre-infeccion con BFA (5 pg/ml) o con DMSO (A). Como control de sensibilidad a BFA, se emplearon
células VERO tratadas de igual manera e infectadas con VSV (mdi = 1 UFP/célula) (B).

Asi pues, a pesar de las diferencias de secuencia entre la 3A del VFA y la del
VRE-A, la insensibilidad de ambos a BFA sugeria la existencia de analogias
funcionales que hicieron interesante el analisis de mutantes en los que la proteina 3A se
reemplazé por la del VRE-A

Para ello, se construyeron inicialmente dos plasmidos mutantes en los que se
sustituyo la secuencia de la proteina 3A del VFA situada entre los sitios de restriccion
Xma | 'y Bsu36 | del mutante pMT28-V¥G-3A (ver M-8-1-3 y M-8-1-4), por la
secuencia completa de la proteina 3A del VRE-A (mutante pMT28-3A-VRE-C), o bien
por la secuencia de la proteina 3A del VRE-A sin los nucleétidos que codifican los
cuatro aminoacidos del extremo amino y los cuatro aminoacidos del extremo carboxi
(mutante pMT28-3A-VRE-I), segln se indica en la Figura 17.

Como consecuencia de esta estrategia de clonaje, las construcciones resultantes
contenian, ademas de los cuatro aminoacidos correspondientes a los extremos amino y
carboxi terminal de la 3A del VFA - que flanquean la secuencia de 3A del VRE-A -, 3
nucledtidos insertados que codificaban una G en la posicion +5 (respecto al primer
aminoéacido de la proteina 3A del VFA).

Posteriormente, se generd un tercer mutante a partir del plasmido pMT28-3A-
VRE-C, en el que se elimind la G introducida en la posicion +5 de la proteina 3A (ver
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M-8-1-5). Este mutante se disefid para estudiar el efecto que, sobre la viabilidad viral,

pudiera tener la insercion de este aminoacido (Figura 17).

DMT28-3A-VRE-C  — 2_C_§' S 1 PG 3aVRE-C PQAE _3I3_ _
y " Xmal “"Bsu36l .

PMT28-3A-VRE-l  _ 2_C_§' S| PG s3avReEl PQAE _SB_ _
: STPreTeY T :

PMT28-3A-VRE  _ 2_C_§I SI1 P 3avRE PQAE _SBL _
* Bsu 361 .

Figura 17. Aminoéacidos de los extremos amino y carboxi terminal de los mutantes

de reemplazo de la proteina 3A. Se representan mediante letras en negro los aminoacidos de la
porcion amino terminal y en negro y cursiva, los aminoécidos correspondientes al extremo carboxi
terminal de la proteina 3A del VFA. La G introducida en los mutantes de insercion se indica en rojo. En
violeta con extremos delgados se representa la secuencia de la proteina 3A completa del VRE-A y sin
los extremos delgados, la proteina 3A del VRE-A con los primeros y ultimos 4 aminoacidos
delecionados. En verde se representan los sitios de restriccion empleados en el clonaje molecular (Xma |

y Bsu36 I). En azul se representan las proteinas del VFA contiguas a 3A.

R-1-4 Mutantes puntuales

En este apartado se incluye la descripcion de los mutantes puntuales en distintos
residuos localizados en la regién amino terminal de la proteina 3A del VFA. Estas
mutaciones fueron disefladas teniendo en cuenta datos experimentales previos y
predicciones bioinformaticas realizadas a partir de informacion estructural disponible
para PV.

Residuo 44 de 3A.

La sustitucion Q44R en 3A es suficiente para adaptar el VFA C-S8c1 a cobaya,

un hospedador no natural (Nufiez et al., 2001). Para intentar determinar la importancia
de la carga electrostatica en dicha posicion, ademés de esta mutacion (pMT28-Q44R),
que implica la sustitucion de un residuo apolar por otro de carga positiva, se generé el
mutante pMT28-Q44D, que introduce un cambio opuesto al anterior en la carga
electrostatica del aminoacido Q44R, que pasa a ser negativa.

Las predicciones bioinformaticas de la estructura de la proteina 3A del VFA,
amablemente realizadas por Paulino Gomez-Puertas (CBMSQO), basadas en los datos de
la estructura tridimensional publicados para la proteina 3A de PV (Strauss et al., 2003),

han permitido disponer de un modelo para la estructura tridimensional de la porcion
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amino terminal de esta proteina. Este modelo corresponde a los aminoacidos 1 a 58 de
3A, este ultimo solapante con la regidn hidrofébica central (dominio transmembrana,
ver Figura 19). Como se puede observar en la Figura 18A, el modelo predice la
existencia de dos regiones proximas estructuradas en a-hélice flanqueadas por dos
regiones de mayor tamafio no estructuradas. También se predice que las regiones de a-
hélice podrian participar en interacciones intermoleculares, dando lugar a dimeros de
3A (Figura 18B).

Figura 18. Modelado estructural de la proteina 3A. Prediccion de la estructura de la rggougr}

amino terminal de la proteina 3A (aminoacidos 1 a 58) (A) y del homodimero de la misma (B). Las cintas
representan las regiones estructuradas en o-hélice. EI modelo se realiz6 utilizando la informacién
disponible sobre el dimero de la proteina 3A de PV (Strauss et al.. 2003) como referencia y refinando
posteriormente la posicion relativa de ambas subunidades mediante el programa "Hex" de docking
macromolecular (Ritchie y Kemp. 2000), que tiene en cuenta tanto el radio y las interacciones de van der

Waals como las electrostaticas.

Por otro lado, en este modelo se predice que los residuos L38 y L41, situados en
una de las regiones estructuradas en a-hélice, se encuentran expuestos al exterior.
Debido a su localizacién, estos residuos podrian ser relevantes para la funcionalidad de
la proteina 3A, participando en estructuras secundarias de o-hélice de la proteinay en la
dimerizacion de la misma (Figura 18B). Por ello, se plante6 abordar la mutagénesis de
ambos residuos apolares de L (leucina) - que por otra parte, se encuentran altamente
conservados entre distintas secuencias de VFA analizadas (Carrillo et al., 2005) - a

aminoacidos con carga electrostatica negativa (pMT28-L38E y pMT28-L41E), con la
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intencion de desestabilizar las posibles interacciones hidrofébicas en las que pudieran
participar.

Por otro lado, la proteina 3A del VFA presenta una Unica C (cisteina) en la
posicion 65 del dominio transmembrana (Figura 19). La presencia de una unica C o de
un numero impar de estos residuos en la secuencia de una proteina puede ser indicio de
la necesidad de este aminoacido para el establecimiento de enlaces intermoleculares
mediante puentes disulfuro. Para investigar esta posibilidad, se sustituy6 esta C65 por
una S (serina) (pMT28-C65S). De esta forma, la mutacion introducida evitaria el

establecimiento de los posibles puentes disulfuro.

El resumen de la localizacion de las diferentes mutaciones introducidas en el clon

infeccioso pMT28 se muestra en la Figura 19.

Delecién / Reemplazo
A 1 P

I | |
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Figura 19. Localizacién de las diferentes mutaciones introducidas en la proteina 3A

de pMT28. Se representa la secuencia aminoacidica de la proteina 3A del VFA indicandose sobre la
misma la posicién y tipo de mutacién introducida. En la parte superior (A), se representan los mutantes de
delecion y reemplazo (la secuencia introducida en el recuadro es la delecionada ¢ la sustituida por la
proteina 3A del VRE-A segln el mutante) y, en la inferior (B), los distintos mutantes puntuales. El codigo
de colores presente en la secuencia de aminoacidos los identifica en funcion de su polaridad (rojo: apolar;
verde: polar sin carga; rosa: carga electrostatica positiva; azul: carga electrostatica negativa). Los
aminoacidos se representan en distintos colores en funcion de sus caracteristicas fisico-quimicas, segin lo

descrito en la Figura 4.
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R-2 Sintesis y procesamiento in vitro de la poliproteina viral de los
distintos mutantes de 3A

El primer paso del ciclo viral tras la liberacion del ARN al citoplasma celular es
su traduccién para originar una poliproteina que, posteriormente y mediante sucesivas
actuaciones de las proteasas virales, dara lugar a los precursores y a las proteinas virales
maduras (Ryan et al., 2004).

Para evaluar las consecuencias de las mutaciones introducidas sobre la
traduccion y el patrén de procesamiento proteolitico del ARN, se realizaron ensayos de
traduccién in vitro (ver M-10), usando como molde ARN transcrito in vitro a partir de
los distintos plasmidos mutantes (ver M-10). En las siguientes figuras se muestran los
patrones de traduccién/procesamiento de las proteinas marcadas con **S obtenidas en
estos ensayos.

En la Figura 20A se muestran las proteinas expresadas a partir de ARN del clon
infeccioso pMT28 y del mutante de delecion pMT28-A3A. Como se puede observar, al
eliminar la secuencia nucleotidica que codifica la proteina 3A de pMT28, se produjo
una alteracion del patron de procesamiento proteolitico, consistente en la desaparicion
de las proteinas correspondientes a los precursores en los que participa la proteina 3A,
fundamentalmente 3ABBB y 3ABBBC (Figura 20A). Estos productos virales fueron
identificados basandose en los datos de migracion relativa previamente obtenidos
(Garcia-Briones et al., 2006), asi como en ensayos de inmunoprecipitacion y de

western-blot, descritos mas adelante.
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Figura 20. Proteinas del VFA sintetizadas in vitro a partir de ARN de los mutantes

PMT-A3A y pC-A3A. Autorradiografia de SDS-PAGE 10% de muestras de proteinas marcadas con *S

obtenidas a partir de ARN de pMT28 y pMT-A3A (A), o de pC y pC-A3A (B). La migracion de los

marcadores proteicos (en KDa) se indica mediante lineas azules. Las flechas indican las bandas cuya

migracion se corresponde con las diferentes proteinas virales indicadas.
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En la Figura 20B se muestran las proteinas traducidas a partir de ARN del
plasmido pC y del mutante de delecion pC-A3A. En este caso también se pudo observar
que la delecion de 3A provocaba la pérdida de una serie de bandas correspondientes a
los distintos precursores en los que participa esta proteina,

Los ensayos de inmunoprecipitacion con el anticuerpo 346, que reconoce a la
proteina 3A, han permitido asignar la identidad de las proteinas ausentes en los ensayos
de traduccién in vitro con el mutante pMT28-A3A: 3A, 3AB, 3ABB, 3ABBB y
3ABBBC (Figura 21). Ademas, estos ensayos también permitieron asignar la identidad
de las bandas, asociadas a distintos precursores de la proteina 3A, observadas en las
traducciones in vitro del resto de mutantes (datos no mostrados). Los ensayos de
inmunoprecipitacion con el anticuerpo E56, que reconoce a la proteina 3D, mostraron

que la delecion de 3A no provocd cambios que modificasen ni el procesamiento de 3D,

ni su movilidad electroforética (Figura 21).
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Figura 21. Inmunoprecipitacion de proteinas del VFA sintetizadas en ensayos de
traduccidn in vitro. Autoradiografia de SDS-PAGE 10% de proteinas inmunoprecipitadas con los
anticuerpos 346 (3A) y E56 (3D), de los mutantes pMT28 y pMT28-A3A. (-) Traduccion in vitro sin
inmunoprecipitar. La migracion de los marcadores proteicos (en KDa) se indica mediante lineas azules.
Las flechas indican las bandas cuya migracion se corresponde con las diferentes proteinas virales
indicadas.

Los resultados obtenidos al realizar la traduccion in vitro de ARN de los
mutantes de insercion pMT28- ¥ G-3A y pMT28- ¥ G-3A- ¥ G se muestran en la Figura
22. El patron de procesamiento del mutante pMT28- ¥ G-3A fue similar al del pMT28.
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Contrariamente, el patron del mutante pMT28-V¥ G-3A-VY G presentd alteraciones,

asemejandose mas al del mutante pMT28-A3A que al del control pMT28, consistentes

en la acumulacion del precursor 3ABBB en detrimento de otros precursores como

3ABBBC.

P3 —»

3CD —

—

2C —

3ABBB —

Figura 22 Proteinas del VFA sintetizadas
in vitro a partir de ARN de pMT28-V¥ G-

3A y pMT28-V¥G-3A-VYG. Autorradiografia
de SDS-PAGE 10% de muestras de proteinas
- —% marcadas con *S obtenidas a partir de ARN de
~ —3% pMT28-¥G-3A y pMT28-¥G-3A-¥G. Como
| control se muestran las proteinas sintetizadas a partir
de ARN de pMT28 y pMT28-A3A. La migracién de

—20 Jos marcadores proteicos (en KDa) se indica mediante

- —115

N“rﬁ)ﬂ G;?,P\ ’D?,P* <«© lineas azules. Las flechas indican las bandas cuya

‘;N('L%' QN“ < Cy?’ migracion se corresponde con las diferentes proteinas
Q N\’(?’%’ virales indicadas
o .

El patron electroforético de las proteinas traducidas in vitro a partir de ARN de
los mutantes puntuales pMT28-Q44R, pMT28-Q44D, pMT28-L38E, pMT28-L41E y
pMT28-C65S, no mostré cambios apreciables respecto al del ARN de pMT28 (Figura

23).
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Figura 23 Proteinas del VFA sintetizadas in vitro a partir de ARN de mutantes

puntuales de la proteina 3A. Autorradiografia de SDS-PAGE 10% de muestras de proteinas marcadas

on *S obtenidas a partir de los ARNs indicados. La migracién de los marcadores proteicos (en KDa) se

indica mediante lineas azules y rojas. Las flechas indican las bandas cuya migracién se corresponde con las

diferentes proteinas virales indicadas.
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La sustitucion de la proteina 3A del VFA por la del VRE-A alter6, en distinto
grado, el patrén de procesamiento de las proteinas virales, dependiendo del mutante
analizado (Figura 24). En los mutantes pMT28-3A-VRE-C y pMT28-3A-VRE-1 — que
ademas de la sustitucion de la proteina 3A del VFA por la del VRE-A portan la
insercion de una glicina en el extremo amino terminal (ver Figura 17) — los cambios
observados en el patron de traduccion, que se corresponden a modificaciones en la
movilidad electroforética de proteinas como 3ABBB y 3ABBBC, son los esperados del
menor tamafio de la proteina 3A del VRE-A (Figura 24 y dato no mostrado).
Contrariamente, la traduccion del ARN del mutante pMT28-3A-VRE produjo un efecto
drastico con un actmulo de proteinas de alto peso molecular y la desaparicion de

proteinas maduras de tamafio inferior (Figura 24).

p3 — - —us Figura 24. Proteinas del VFA

3ChD — E —s82  sintetizadas in vitro a partir de
3ABBBg — “ ==‘ e o _ o ARN de los mutantes de reemplazo
de la proteina 3A. Autorradiografia de

SDS-PAGE 10% de muestras de proteinas

— 18

N —

3ABBB— & —_— . marcadas con *S obtenidas a partir de ARN
3ABB — de los mutantes pMT28-3A-VRE-C vy
3AB—» pMT28-3A-VRE. Como control se muestra
3A— la traduccion de ARN de pMT28. La

. .“ —20 migracién de los marcadores proteicos (en

Q\l\"?’% @6‘6 \l e KDa) se indica mediante lineas azules y

\Ml%‘%P\\IN\»('L%'%P( rojas. Las flechas indican las bandas cuya
Q S

migracién se corresponde con las diferentes

proteinas virales indicadas.

En resumen, el analisis de los productos de traduccion in vitro de los distintos
mutantes mostrd un patron compatible con un procesamiento proteolitico similar al
observado con pMT28, excepto para dos de estos mutantes: pMT28- ¥ G-3A- V¥ G, para
el que se observd una alteracién en los precursores de 3A'y pMT28-3A-VRE, en el que
se produjo un enriquecimiento en precursores de alto tamafio y no se detectaron bandas

correspondientes a proteinas maduras.
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R-3 Infectividad del ARN de mutantes de 3A en cultivos celulares

Para evaluar el efecto de las mutaciones introducidas en 3A en un contexto que
permitiese la replicacion y multiplicacién del virus, se analizé primero la capacidad de

los diferentes mutantes para producir efecto citopatico (ECP) en células susceptibles.

R-3-1 Citopatogenicidad de mutantes de 3A en células BHK-21

Se caracterizd la capacidad de los ARNs estudiados para producir
citopatogenicidad cuando se transfectaron en monocapas de células BHK-21 (ver
detalles en M-11-1).

La aparicion y, en su caso la evolucion, del ECP en las monocapas fue estimada
durante las 72 h. posteriores a la tranfeccion con los distintos ARNS, ya que a tiempos
posteriores el envejecimiento celular provoca alteraciones dificiles de distinguir del
ECP. Con aquellas transfecciones en las que no se observé ECP a las 72 h.p.t. (0 en las
que el ECP fue limitado), el medio sobrenadante se utilizé para realizar una infeccién
adicional, con el objetivo de intentar la amplificacion de virus que se hubieran podido
producir en pequefia cantidad. En caso de ausencia de ECP en este primer pase, este
proceso se repitié otra vez (segundo pase) antes de considerar un ARN como no
infectivo.

Como se indica en la Tabla IV, La transfeccion con ARN de los clones
infecciosos pMT28 y pC produjo la aparicion de ECP a 24 h.p.t.. EI ARN del virus
producido fue secuenciado empleando los oligonucle6ticos 3Artpcr y 3AB-V (ver M-8-
1y Tabla IlI), comprobandose la ausencia de cambios en la zona flanqueante y en la
regién codificante de la proteina 3A

La transfeccion con el ARN de los mutantes de delecion pMT28-A3A y pC-A3A
no produjo ECP ni a las 72 h.p.t. ni tras los dos pases adicionales (Tabla 1V), lo que
indica la pérdida de la capacidad de estos mutantes para producir dafio celular e infectar
células BHK-21.

Al transfectar las células BHK-21 con el ARN de los mutantes de insercion en
los que se habia introducido un aminoacido (pMT28-V¥ G-3A), o dos aminoacidos
(pMT28- ¥ G-3A- V¥ G) en los extremos de la proteina 3A, en ambos casos, y al igual
gue sucedid con la construccion pMT28-A3A, no se observdé ECP en ninguno de los

tiempos post-transfeccién analizados, ni tras dos pases adicionales (Tabla 1V). Estos
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datos sugieren la necesidad de conservacion de la integridad de las secuencia diana de la

proteasa viral para el ciclo viral efectivo.

Tabla IV. ECP producido por mutantes de 3A en células BHK-21.

Transfeccion Segundo pase
h.p.t.
24 48 72 24 48 72

ARN transfectante
Ninguno -2 - - -
pMT28 — f ++++ |7 f
pC ++++ |7 t ++++ | f
PMT28-A3A - - - - - -
pC-A3A - - - - - -
pPMT28-¥ G-3A-¥ G - - - - - -
pMT28-¥ G-3A - - - - - -
PMT28-Q44R — f ++++ |7 f
pMT28-Q44D . - 4 b 4+ | T ¥
pMT28-L38E - _ 46 P T
pPMT28-L41E - _ 4+ b P T
pMT28-C65S 44+ | T f P 7
pMT28-3A-VRE-C - - - - - -
pPMT28-3A-VRE-I - - - - - -
pMT28-3A-VRE - - - - - -

& Estimacién mediante observacion al microscopio 6ptico, del ECP producido en monocapas celulares
(crecidas en placas de 35 mm @) transfectadas con 1 pg de los diferentes ARNS, a las h.p.t. indicadas. Sin
aparicion de ECP (-); ECP en menos del 25% de la superficie de la monocapa celular (+); ECP en menos
del 50% de la superficie de la monocapa celular (++); ECP en menos del 75% de la superficie de la
monocapa celular (+++); ECP en el 100% de la superficie de la monocapa celular (++++).

® La secuencia del ARN del virus recuperado mostré la sustitucion de la mutacién introducida en el ARN
mutante (ver Tabla Ill).

1 El ECP fue completo a las 24 h.p.t..

Dentro de los mutantes puntuales, el ARN de pMT28-Q44R se comportd de
forma semejante al de pMT28, produciendo ECP a las 24 h.p.t.. La secuenciacion de la
progenie viral obtenida mostr6 la conservacion de la mutacion introducida. Este
resultado sugiere que la introduccién de un aminoacido con carga electrostatica positiva
(R) en la posicion 44 de 3A no tiene efecto drastico sobre la replicacion del virus en
celulas BHK-21.

El ECP producido por el ARN del mutante pMT28-Q44D solo fue observable, y
de forma limitada, a las 72 h pt. Sin embargo, tras un pase adicional, su capacidad para
producir ECP fue similar a la del ARN de pMT28 (Tabla V). La secuencia del ARN
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extraido de la progenie viral, tras 72 h.p.t. con el ARN de este mutante (Tabla 1V),
mostroé la imposicion de la sustitucion D44E (Tabla V). Aunque este cambio mantuvo la
carga electrostatica introducida en el mutante pMT28-Q44D, el caracter acido del
residuo E es menor que el del residuo D, ya que el valor de pKa del grupo carboxi de su
cadena lateral (4.02) es mayor que el correspondiente a D (3,90). La secuenciacion del
ARN extraido de las poblaciones virales en los pases posteriores confirmo la imposicion

de la sustitucién D44E seleccionada. Este resultado sugiere un cierto nivel de tolerancia

a cambios de carga electrostatica en la posicion 44 de la proteina 3A.

Tabla V. Cambios seleccionados tras el crecimiento de mutantes puntuales de 3A
en células BHK-21.

Mutante pMT28-Q44D pMT28-L38E pMT28-L41E
Aminoacido?® | Carga/pKa | Aminoéacido | Carga/pKa | Aminoacido | Carga/pKa

Mutacion negativa / negativa / negativa /
) ) D (GAT) E (GAG) E (GAG)
introducida 3.90 4.07 4.07
Mutacion b negativa / ) )

] E (GAA") V (GT°G) neutra / - A (GC°G) neutra / -
seleccionada 4.07
pMT28 Q (CAA) neutra / - ° L (CTC) neutra / - L (CTC) neutra / -

® Entre paréntesis se especifica el coddn que codifica el aminoécido indicado.
Y En rojo se muestran las Gnicas susticiones de nucleétido seleccionadas en la secuencia de la proteina 3A

de los virus progenie detallados en la Tabla IV.

¢ Se indica el valor de pKa para la cadena lateral de los aminoacidos con carga negativa.
%Sin valor de pKa en la cadena lateral.

El

ARN de

los mutantes pMT28-L38E y pMT28-L41E mostrd un

comportamiento similar al de pMT28-Q44D (Tabla 1V), selecciondndose, a tiempos
tardios postransfeccion, virus con sustituciones en los residuos mutados de estos ARNs
(E38V y E41A, respectivamente; Tabla V), que se mantuvieron en los pases posteriores.
En ambos casos, el aminoacido cargado negativamente (E) fue reemplazado por V
(posicién 38) o por A (posicion 41), recuperando de esa forma, la hidrofobicidad
original.

La capacidad de producir ECP del mutante pMT28-C65S fue similar a la del
control pMT28. Ambos generaron un ECP severo a las 24 h.p.t. (Tabla 1V). La
secuenciacion del ARN viral producido indicé que la mutacion introducida se mantuvo
en la progenie viral, tras los dos pases adicionales realizados.

Ninguno de los mutantes de sustitucion de la proteina 3A del VFA por la del
VRE-A (pMT28-3A-VRE, pMT28-3A-VRE-C y pMT28-3A-VRE) gener6 ECP a los
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tiempos postransfeccion estudiados, ni tampoco tras los dos pases adicionales
realizados. Esto sugiere la incapacidad de la proteina 3A del VRE-A para sustituir a la

proteina 3A del VFA en el ciclo infectivo viral.

R-3-2 Citopatogenicidad de mutantes de 3A en células VERO

Como se ha mencionado en la Introduccion (1-2-4), la proteina 3A de los
picornavirus esta involucrada en la variacion del rango de hospedador del virus (Nufiez
et al., 2001; Lama et al., 1998). Teniendo esto en cuenta, cabia la posibilidad de que
alguno de los mutantes en los que la 3A del VFA habia sido sustituida por la del VRE-A
pudiera crecer en células VERO, permisivas para VRE-A, pero no para VFA. Asi pues,
se evaluo la capacidad del ARN de estos mutantes para producir ECP y estructuras de
ARN de doble banda en células VERO. En estos ensayos se incluyeron los mutantes
pMT28-Q44R y pMT28-Q44D, con cambios en un residuo implicado en el rango de
hospedador del VFA (Nufiez et al., 2001). Estos experimentos se realizaron asumiendo
que la incapacidad del VFA para infectar productivamente células VERO podia deberse
a la falta en estas células de receptores para este virus.

El resultado de las transfecciones de células VERO con ARN de las
construcciones analizadas se resume en la Tabla VI. Como control positivo de
transfeccion se empled ARN del VRE-A obtenido al crecer dicho virus durante 24 h. en
células VERO, donde produjo un ECP severo. Los ARNSs correspondientes a los
mutantes que contenian las diversas versiones de la proteina 3A del VRE-A, incapaces
de producir ECP en células BHK-21 (Tabla IV), no produjeron ECP en las células
VERQO. Por otra parte, los ARNs pMT28, pMT28-Q44R y pMT28-Q44D, que si habian
producido ECP en células BHK-21, no fueron capaces de producir ECP sobre células
VERO.

Para analizar el efecto de la posible falta de receptores especificos para VFA en
las células VERO, se realizaron ensayos en inmunofluorescencia en los que se pudo
observar que, aunque no se detectd sefial correspondiente a ARN de doble banda,
asociada a puntos de replicacion activa del VFA (Martin-Acebes et al., 2009), en células
transfectadas con el ARN de los mutantes de reemplazo, si se detectdé en células
transfectadas con el ARN control pMT28, aunque en un porcentaje inferior al 2% de las

células (dato no mostrado), lo que confirmo la falta de receptores especificos del VFA
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en células VERO. Estos resultados indican también que no parece posible el

reemplazamiento funcional entre las proteinas 3A del VFA y del VRE-A.

Tabla VI. ECP producido por ARN de mutantes de 3A en células VERO.

ARN 24 h.p.t. 48 h.p.t. 72 h.p.t.
transfectante | BHK-21 | VERO | BHK-21 | VERO | BHK-21 | VERO
VRE-AP - ++++ | - T - T
pMT28 ++++ - f - f -

pPMT28-3A-VRE-C | - - ) ; ; ;
pMT28-3A-VRE-I - - - - - -
PMT283A-VRE | - ) ; ; ; 3
pMT28-Q44R +4+++ - i - i -

pMT28-Q44D - - - - ¥ -

& Estimacion por observacion al microscopio optico del ECP en monocapas de células VERO y BHK-
21 transfectadas con 1ug de ARN de los mutantes indicados. La evaluacion del ECP se realizd segin lo
descrito en la Tabla IV.

® ARN extraido del VRE-A, empleado cémo control positivo.

f El ECP fue completo a las 24 h.p.t.

R-3-3 Produccion de virus infectivos a partir del ARN de los mutantes
de la proteina 3A.

Los resultados obtenidos al transfectar el ARN de los distintos mutantes en
cultivos celulares (R-3-1 y R-3-2) mostraron diferencias en su capacidad para producir
ECP (Tabla IV y Tabla VI). Para confirmar que los ECP eran debidos a la produccion
de virus infecciosos, se llevaron a cabo ensayos de infectividad especifica del ARN de
los mutantes en células BHK-21. Por otra parte, se determind el titulo viral producido
tras su transfeccion en las células BHK-21 y tras cada uno de los dos pases adicionales

dados a los sobrenadante de transfeccion.

R-3-3-1 Infectividad especifica del ARN de los mutantes de 3A.

La infectividad especifica del ARN se determind transfectando monocapas de
celulas BHK-21 con distintas cantidades de ARN, cuantificandose las placas de lisis
producidas (ver M-13).
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Figura 25. Infectividad especifica del ARN de los mutantes de la proteina 3A.

Representacién de la produccién de UFP en células BHK-21 transfectadas con 1 ng de ARN de los
mutantes de la proteina 3A indicados. Las células, crecidas en placas de 35 mm @, se incubaron en
medio semisolido segln se detalla en M-13. Para aquellos ARNs indicados con una +, las células fueron
también transfectadas con cantidades crecientes de ARN viral de hasta 1 pg, no recuperdndose, en
ningun caso, UFPs. Los resultados son media de tres determinaciones independientes para cada mutante

indicado.

Como se muestra en la Figura 25, la infectividad especifica del ARN control
pMT28 fue de 90 UFP/ng de ARN transfectante, valor similar al publicado previamente
para ARNSs transcritos in vitro del VFA de serotipo C (Saiz et al., 2001). Los ARNs
correspondientes al mutante de delecion pMT28-A3A, a los mutantes de insercidn
(pMT28- ¥ G-3A y pMT28- ¥ G-3A- Y G) y a los mutantes de reemplazo (pMT28-3A-
VRE-C y pMT28-3A-VRE-I) no produjeron placas de lisis en las monocapas de las
células transfectadas, ni siquiera cuando se transfectaron con 1 pg de cada uno de ellos.
Estos datos indican que la incapacidad de estos ARN para producir ECP cuando se
transfectaron sobre monocapas celulares (Tabla 1V) esta asociada a una ausencia de
produccion viral o a una produccién viral al menos 10° veces inferior a la del ARN
control pMT28.

La infectividad especifica del ARN de los mutantes pMT28-Q44R y pMT28-
C65S fue similar a la producida por el ARN del plasmido infeccioso pMT28 control, lo
que es consistente con la capacidad de estos mutantes de producir ECP sobre células en
cultivo (Tabla IV). Sin embargo, el ARN de los mutantes pMT28-Q44D, pMT28-L38E

y pMT28-L41E no produjo placas de lisis en las monocapas celulares transfectadas con
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cantidades de hasta 1 pg (Figura 25). Estos mutantes habian presentado ECP incipiente
a las 72 h.p.t. (Tabla 1V), siendo necesario un pase adicional para que los virus
recuperados mostraran una cinética de produccion de ECP similar a la del virus
recuperado de pMT28.

De esta forma, los ARN derivados de las construcciones generadas en esta Tesis
Doctoral, salvo los de los mutantes pMT28-Q44R y pMT28-C65S, no fueron capaces
de producir placas de lisis sobre células BHK-21, o lo hicieron con un nivel al menos
10° veces inferior al del ARN control pMT28.

R-3-3-2 Cuantificacion de la produccion viral de mutantes de la

proteina 3A

Ademaés de determinar la infectividad especifica del ARN de los mutantes de la
proteina 3A, se cuantificd su capacidad para producir virus viable en células BHK-21.
Para ello, se transfectaron monocapas de células, crecidas en placas de 35 mm @, con
1ng del ARN sintetizado in vitro, manteniéndolas posteriormente en medio liquido. El
virus intra y extracelular obtenido a las 24, 48 o 72 h.p.t (segun la aparicion de ECP
méaximo en cada caso, ver Tabla 1V) se tituld (ver M-12) y se utiliz6 para infectar
nuevas monocapas celulares (primer pase). A su vez, el sobrenadante del primer pase se
tituld y se empled para infectar nuevamente monocapas de celulas BHK-21 (segundo
pase), titulandose también el sobrenadante obtenido.

Como se puede observar en la Figura 26, el titulo viral obtenido en el
sobrenadante de la transfeccién con ARN de pMT28 fue de 3,3x10° UFP/ml a las 24
h.p.t., de 6x10° UFP/ml tras el primer pase, incrementandose hasta 2x10° UFP/ml en el
segundo pase. Sin embargo, los resultados de las titulaciones mostraron que los
mutantes de delecidn de la proteina 3A (pMT28-A3A), de insercion (pMT28-VG-3A 'y
pPMT28- ¥ G-3A-V¥G) y de reemplazo por la proteina 3A del VRE-A (pMT28-3A-
VRE-C y p;T28-3A-VRE-I) no produjeron virus viable ni a las 72 h.p.t. ni después de
someter al sobrenadante postransfeccion a dos pases adicionales (Figura 26). Este
resultado estd en concordancia con la incapacidad de estos mutantes para producir ECP
(Tabla 1V) y UFP tras su transfeccién (Figura 25).

Por otro lado, los ARN de los mutantes pMT28-Q44R y pMT-C65S fueron
capaces de producir virus infeccioso a las 24 h.p.t. (1x10® UFP/ml y 1,5x10° UFP/ml,
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respectivamente). En ambos casos, el titulo se incremento en los pases sucesivos hasta
alcanzar valores de 10° UFP/mlI, similares a los encontrados para el control pMT28
(Figura 26).
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Figura 26. Produccion viral en células BHK-21 de mutantes de la proteina 3A.

Representacion del titulo de virus intra y extracelular obtenido a los tiempos a los que observd maximo
ECP (Tabla 1V). Se indican los titulos determinados tras la transfeccion y tras cada uno de los pases
adicionales dados al sobrenadante postransfeccion. Los resultados son media de tres determinaciones

independientes para cada mutante indicado.

Los mutantes pMT28-L38E, pMT28-L41E y pMT28-Q44D produjeron titulos
virales similares tras la transfeccion y en los sucesivos pases, como se muestra para el
mutante pMT8-L38E en la Figura 26. El titulo viral obtenido para estos mutantes a las
72 h.p.t. fue de, aproximadamente, 1x10° UFP/ml, un logaritmo menor que el titulo
viral determinado a las 24 h.p.t. para el ARN control pMT28. A las 48 h.p.i. del primer
pase, el titulo se increment6 a valores del orden de 1x10* UFP/ml, atn inferior en mas
de un logaritmo de magnitud al titulo observado para pMT28, mientras que, a las 24
h.p.i. del segundo pase, el titulo alcanzé niveles de 1x10° UFP/ml, valor comparable al
resto de ARNSs que produjeron virus infeccioso.

Los resultados expuestos en éste y en anteriores apartados indican que el ARN
de los mutantes pMT28-L38E, pMT28-L41E y pMT28-Q44D produjo ECP y virus
viable en ceélulas en cultivo, necesitando para ello tiempos mayores que el control
pMT28 (al menos 72 h.p.t.). Esta aparicion de ECP coincidié con la imposicion en las
poblaciones virales de los mutantes L38V, L41A y D44E respectivmente (Tabla V). La
necesidad de seleccion de una variante viral para producir ECP explicaria la ausencia de

infectividad del ARN de dichos mutantes (Figura 25), ya que ese tipo de ensayo en
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medio semisolido limita la difusion viral y el tiempo de infeccion (24 h.p.t.) es menor
que el del ensayo en medio liquido. Tras dos pases de los virus recuperados de la
transfeccion con estos mutantes, los titulos observados fueron similares al del control

pMT28, y la mutacion seleccionada permanecié dominante en la poblacion viral.

R-3-4 Expresion de proteinas virales de los mutantes de la proteina 3A

en cultivos celulares

R-3-4-1 Andlisis mediante western-blot

Los resultados antes descritos (R-3-1, R-3-2 y R-3-3) han permitido conocer la
capacidad de los distintos clones infecciosos mutantes de la proteina 3A del VFA para
producir virus y/o dafio celular. Para aquellos mutantes en los que estos procesos
estaban parcial o totalmente inhibidos, nos interesd intentar esclarecer las etapas del
ciclo viral que se encontraban alteradas. Para ello, y como una primera aproximacion, se
analizo la expresion de proteinas virales en células BHK-21 transfectadas con ARNs de
los distintos mutantes.

En la Figura 27 se muestran los resultados obtenidos al analizar mediante
western-blot las proteinas de los extractos de células transfectadas con ARN de los
mutantes de delecion pMT28-A3A y de insercion pMT28- ¥ G-3A y pMT28- ¥ G-3A-
V G. Para ello, se emple6 un suero de cerdo hiperinmunizado con el VFA (1H8), que
reconoce a la mayoria de las proteinas del virus. En los extractos de células
transfectadas con ARN control pMT28 se pudo detectar a las 24 h.p.t sintesis de las
proteinas virales, que no se detecto en células transfectadas con ARN de los mutantes
PMT28-A3A, pMT28- ¥ G-3A (Figura 27A) o pMT28-¥G-3A-V¥G (Figura 27B) a
ninguno de los tiempos analizados (24, 48 y 72 h.p.t.). En paralelo, se analizo la
expresion de precursores polipeptidicos de 3A mediante el empleo de un anticuerpo
especifico frente a dicha proteina (2C2, ver M-3), observandose la proteina 3A y de sus
precursores en las células transfectadas con el ARN control pMT28, pero no en las
transfectadas con el ARN de los mutantes de delecion o insercion (datos no mostrados).
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Figura 27. Expresion de proteinas de los mutantes pMT28-A3A, pMT28-V¥ G-3A
y pMT28 V¥ G-3A- ¥ G. Western-blot de SDS-PAGE al 10% de extractos de monocapas de células

BHK-21 (35 mm @), transfectadas con 1ug de ARN de los mutantes pMT28-A3A y pMT28- ¥ G-3A (A)
0 del mutante pMT28 ¥ G-3A- ¥ G (B). Las células fueron incubadas a 37°C durante las horas indicadas.
En cada caso se cargaron 200 ng de proteina total. Se emple6 el suero de cerdo hiperinmune frente al
VFA 1H8 como anticuerpo primario (ver M-11-1 y M-17-1). C (control): extracto de células
transfectadas en ausencia de ARN. La migracién de los marcadores proteicos (en KDa) se indica

mediante lineas azules.

El mismo analisis se realiz6 con los mutantes de reemplazo de la proteina 3A del
VFA por la del VRE-A (pMT28-3A-VRE-C y pMT28-3A-VRE-I). En este caso, para
detectar la sintesis de proteinas virales, se emple6 ademas del suero 1H8, el anticuerpo
monoclonal SD6 que reconoce la proteina VP1 del VFA. Como se puede observar, no
se detectd expresion de la proteina VP1 (Figura 28A) ni de ninguna otra proteina viral
(Figura 28B), ni siquiera a las 72 h.p.t. En las células transfectadas con el ARN del clon
infeccioso pMT28, tanto las proteinas virales como la proteina VP1 fueron detectadas
de forma clara a las 24 h.p.t.. Se obtuvieron resultados similares empleando un

anticuerpo frente a la proteina 3D (datos no mostrados).

pMT28 pMT28-3A-VRE-C pMT28-3A-VRE-I

pMT28 pMT28-3A-VRE-C pMT28-3A-VRE-|
A 24 C 24 48 72 24 48 72 B 4 I 24 18 72 o4 48 -
82 B — g i S o
64 — 64 m—m
48 w— 48—
37 ‘ 37—
| 26
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Figura 28 Expresion de proteinas de los mutantes pMT28-3A-VRE-C y pMT28-
3A-VRE-I. Western-blot de SDS-PAGE al 10% de extractos de monocapas de células BHK-21 (35
mm @) transfectadas con 1ug de ARN de pMT28, pM28-3A-VRE-C y pMT28-3A-VRE-I e incubadas a
37°C durante las horas indicadas. En cada caso se cargaron 200 ng de proteina total. Los anticuerpos

primarios empleados fueron el anticuerpo SD6 que reconoce a la proteina VP1 (A) y el suero hiperinmune

de cerdo 1H8 (B). La migracion de los marcadores protéicos (en KDa) se indica mediante lineas azules.
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En la Figura 29 se puede observar que, tras la transfeccion con el ARN del
control pMT28, se detectaron niveles elevados de las proteinas a partir de las 8 h.p.t..

Estos niveles se mantuvieron hasta las 24 h.p.t, tiempo al que el ECP fue completo.

pMT28 pMT28-Q44D
c 8 24 48 72

64 = -

48 3

37 = -
na| P

Figura 29. Expresion de proteinas del mutante pMT28-Q44D. Western-blot de SDS-

PAGE al 10% de extractos de monocapas de células BHK-21 (35 mm g) transfectadas con 1ug de ARN
de cada uno de los mutantes e incubadas a 37°C durante el tiempo indicado en horas en cada calle.
Cinética de expresion de proteinas virales con el suero hiperinmune de cerdo 1H8. En cada caso se
cargaron 200 ng de proteina total. La migracion de los marcadores proteicos (en KDa) se indica

mediante lineas azules.

Por otra parte, el ARN del mutante pMT28-Q44D no produjo sintesis detectable
de proteinas virales hasta 72 h.p.t (Figura 29). Este retraso en la sintesis proteica
también se observd en células transfectadas con los ARNs de los mutantes pMT28-

L38E y pMT28-L41E (Figura 30).
yP (Fig ) PMT28-L38E pMT28-L41E
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Figura 30. Expresion de proteinas de los mutantes pMT28-L38E y pMT28-
L41E. Western-blot de SDS-PAGE al 10% de extractos de monocapas de células BHK-21 (35 mm g)

transfectadas con 1ug de ARN de los mutantes indicados e incubadas a 37°C las horas indicado. En
cada caso se cargaron 200 ng de proteina total. Como anticuerpo primario se empleo el suero de cerdo
hiperinmune frente al VFA 1H8. C (control): extracto de células transfectadas en ausencia de ARN. La

migracion de los marcadores proteicos (en KDa) se indica mediante lineas azules.

En conjunto, los resultados obtenidos indicarian que en los mutantes de delecion
(pMT28-A3A), de insercion (pMT28- V¥ G-3A y pMT28- ¥ G-3A- V¥ G) y de reemplazo
(pMT28-3A-VRE-C y pMT28-3A-VRE-I) de la proteina 3A, que no mostraron
capacidad de producir virus ni ECP en cultivos celulares (Tabla IV, Figuras 24 y 25), la
sintesis proteica se encuentra inhibida totalmente. Estos mutantes podrian tener

alterados bien la primera ronda de traduccién del ARN transfectado, o bien algin paso
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del ciclo viral que impidiese la amplificacion del ARN+ molde de la traduccién masiva
de proteinas virales, gue es la Unica que podemos detectar con la metodologia empleada.
Por otro lado, en los mutantes puntuales de la proteina 3A pMT28-Q44D, pMT28-L38E
y pMT28-L41E - asociados a la seleccion de virus con sustituciones de la mutacién
introducida, segun se detalla en la Tabla V - la sintesis proteica mostré un retraso en el
tiempo respecto al control pMT28. Este retraso fue similar al observado en los ensayos

de produccion de virus y aparicion de ECP sobre células en cultivo (Tabla V).

R-3-4-2 Andlisis por inmunofluorescencia de productos virales en

células transfectadas con ARN de mutantes de la proteina 3A.

Con la intencion de determinar en células individuales los niveles de expresion y
la localizacion intracelular de productos virales, se realizaron ensayos de
inmunofluorescencia sobre células BHK-21 transfectadas con ARN de distintos
mutantes. Para ello, se utilizaron el suero 163, que reconoce a la proteina 3A vy el
anticuerpo J2, que reconoce estructuras de ARN de doble cadena (M-3).

Los resultados obtenidos muestran que la proteina 3A se sintetizd a niveles
elevados en células transfectadas con el ARN control pMT28 a las 24 h.p.t.,
presentando una distribucién homogénea y difusa en el citoplasma celular (Figura 31),
como Yya habia sido publicado (Garcia-Briones et al., 2006). Por otro lado, se observo
que la tincion correspondiente a los complejos de ARN de doble cadena (ver R-3-2),
también se distribuyé homogéneamente por el citoplasma celular. La comparacion de
las imagenes de la Figura 31 muestra que la distribucion de la proteina 3A y de las
estructuras de doble cadena de ARN son similares, lo que sugiere la co-localizacién

subcelular de la proteina 3A del VFA con la replicacion del ARN viral.

DAPI 3A ARN doble banda

Figura 31. Inmunofluorescencia de la proteina 3A y de ARN de doble banda en

células transfectadas con ARN de pMT28. Células BHK-21 transfectadas con 1 ug ARN de

pMT28 y fijadas a las 24 h.p.t.. La deteccion de la proteina 3A se realiz6 con el suero de conejo 163y la
de las estructuras de doble cadena de ARN con el anticuerpo J2. Los nucleos celulares se tifieron con
DAPI (M-17-3).
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Por otro lado, en células BHK-21 transfectadas con ARN de los mutantes de
delecion pMT28-A3A, de insercion (pMT28-VG-3A-¥G y pMT28-¥G-3A) o de
sustitucion por la proteina 3A del VRE-A (pMT28-3A-VRE-C y pMT28-3A-VRE-I),
no se detecto ni expresion de la proteina 3A ni ARN de doble cadena, a ninguno de los
tiempos estudiados: 24, 48 y 72 h.p.t. (datos no mostrados). La falta de expresion de
proteinas de la cépsida viral en estos mutantes se confirm6 empleando el anticuerpo
SD6 frente a la proteina VP1 (Figura 32 y datos no mostrados). Estos resultados
concuerdan con la ausencia de deteccion de proteinas virales en las infecciones con
estos mutantes en células BHK-21 observada en los ensayos de western-blot (Figuras 26

y 27).
DAPI 3A VP1

o . -
B - - -
A - - -

Figura 32. Inmunofluorescencia de las proteinas 3A y VPl en células

transfectadas con ARN de mutantes de reemplazamiento de 3A. Células BHK-21

transfectadas con 1 pg ARN de la construccion indicada. Las células se fijaron a las 24 h.p.t.. La
deteccion de la proteina 3A se realiz6 con el anticuerpo 163, y la de VP1 con el anticuerpo monoclonal

SD6. Para el marcaje de nlcleos celulares se utilizd6 DAPI.

La fluorescencia especifica para 3A y para ARN de doble banda en células
transfectadas con ARN del mutante pMT28-L41E (Figura 33C) sélo se detecté a las 48
h.p.t. y presenté una distribucion similar a la observada con el ARN control pMT28
(Figura 33). Este retraso en la deteccion de fluorescencia viral se observé también para
el ARN pMT28-L38E. En este caso, mientras que la mayoria de las células
transfectadas mostraron una distribucién subcelular homogeénea y de aspecto punteado,
en un bajo porcentaje inferior al 5% de las células transfectadas la proteina 3A se

detecté formando pequefios agregados (Figura 33). Para ambos mutantes, no se
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observaron diferencias en la distribucion y apariencia de las estructuras con ARN de

doble cadena respecto a las encontradas con el ARN control pMT28.

DAPI

ARN doble banda

pMT28-L38E
(patrén mayoritario)

pMT28-L38E
(patrén minoritario)

pMT28-L41E

Figura 33. Inmunodeteccidn de la proteina 3A y de ARN de doble banda en células
transfectadas con ARN de pMT28-L38E y pMT28-L41E. Células BHK-21 transfectadas

con 1 ug del ARN indicado. Se muestran ejemplos representativos de los patrones de fluorescencia
mayoritario y minoritario observados en células transfectadas con ARN del mutante pMT28-L38E. Las
células se fijaron a las 48 h.p.t.. Para la deteccion de la proteina 3A se empled el anticuerpo 163, para la
deteccion de ARN de cadena doble se emple6 el anticuerpo J2. Como marcaje de nucleos celulares se
utilizé DAPI.

Los resultados obtenidos con los mutantes pMT28-L38E y pMT28-L41E
indicaban que el restraso en la aparicion de ECP, solo detectable de manera incipiente a
las 72 h.p.t., se asociaba a la seleccion de variantes virales que restauraban la
hidrofobicidad del residuo mutado. Sin embargo, las imagenes de fluorescencia
obtenidas mostraron para ambos mutantes una sintesis de proteinas virales y deteccion
de estructuras de ARN de doble banda a las 48 h.p.t.. Por otra parte, la localizacion de la
fluorescencia de la proteina 3A en algunas células transfectadas con el ARN del

mutante pMT28-L38E, varid respecto al observado con el ARN control.
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R-3-5 Estudio de la expresion transitoria de las proteinas mutadas
en los residuos L38E y L41E

Los resultados de los ensayos de produccion de ECP (Tabla 1V), virus infeccioso
(Figuras 24 y 25) y sintesis proteica (Figura 30) de los mutantes pMT28-L38E y
pMT28-L41E en células BHK-21, junto con los datos de la secuencia nucleotidica de la
progenie viral obtenida a distintos tiempos postransfeccion (Tabla V), indicaban que,
para lograr la viabilidad viral es necesario restaurar el cardcter hidrofébico de los
aminoacidos de las posiciones 38 y 41 de 3A. Por otro lado, la distribucion subcelular
de la proteina 3A del mutante pMT28-L38E fue, en un porcentaje en torno al 5% de las
celulas transfectadas, diferente a la observada para el mutante pMT28-L41E y para
pMT28 (Figura 33), lo que podria sugerir la existencia de una pequefia subpoblacion de
células que expresaban la proteina mutante L38E.

Para estudiar posibles diferencias en las interacciones celulares de estas
proteinas 3A mutadas, las secuencias correspondientes fueron clonadas de forma
independiente en un vector de expresion eucariotico (ver M-9). De esta manera, se pudo
analizar su expresion y distribucion independiente en un contexto diferente al de
infeccion. Estas construcciones derivadas del plasmido pRSV, que portaban la
secuencia de la proteina 3A original (pRSV-3A) o con las mutaciones L38E (pRSV-3A-
L38E) o L41E (pRSV-3A-L41E), se utilizaron para transfectar células BHK-21 (M-11-
2). Mediante ensayos de western-blot se pudo comprobar que las proteinas 3A mutadas
3A-L38E y 3A-L41E se expresaron a un nivel menor que el observado para la proteina
3A no mutada (Figura 34). La disminucion de las proteinas 3A mutantes puede deberse
a una menor eficiencia de transfeccion de los plasmidos, a una mayor toxicidad celular
0 a un menor reconocimiento de las proteinas mutadas respecto a la proteina original

por parte del anticuerpo primario utilizado (2C2).
3A 3A-L38E 3A-IEA£E

A
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Figura 34. Expresion transitoria de la proteina 3A y de sus versiones mutadas 3A-
L38E y 3A-L41E.Western-Blot de SDS-PAGE 10% de extracto de monocapas de 35mm @ de células
BHK-21 transfectadas con 1 pg de los plasmidos pRSV-3A, pRSV-3A-L38E o pRSV-L41E. Para reconocer

la proteina 3A se empleo el anticuerpo 2C2. En el panel inferior se representa un control del nivel de carga

de proteinas celulares.
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Los ensayos de inmunofluorescencia de las células BHK-21 transfectadas con
estas construcciones mostraron que la proteina 3A wt se distribuyé de una manera
difusa por todo el citoplasma de las células BHK-21 (Figura 35, panel superior), como
se habia publicado anteriormente (Garcia-Briones et al., 2006). Por otra parte, la
practica totalidad de las células que expresarban las proteinas mutantes 3A-L38E y 3A-
L41E presentaron una distribucion no homogénea, con formacion de agregados y
concentrada en ciertas localizaciones del citoplasma celular (Figura 35, paneles
inferiores), similar a la observada en algunas células tras la transfeccion con el ARN del
mutante pMT28-L38E (Figura 33B).

DAPI 3A

3A

3A-L38E

3A-L41E

Figura 35. Distribucion celular de la proteina 3A y de sus versiones mutadas 3A-
L38E y 3A-L41E en ensayos de expresion transitoria. Inmunofluorescencias de células

BHK-21 transfectadas con 1 pg de los plasmidos pRSV-3A, pRSV-3A-L38E 6 pRSV-3A-L41E e
incubadas durante 24 h.p.t. a 37°C (M-17-3). La proteina 3A se detectd6 empleando el suero 163. Se
utilizd DAPI como marcador del nicleo celular.
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La diferente localizacion subcelular de las proteinas 3A-L38E y 3A-L41E
sugiere gque estas mutaciones pueden alterar la interaccion de 3A con proteinas celulares

y/o virales, lo que afectaria a la capacidad de estos mutantes para producir virus y ECP.

R-3-6 Analisis de la produccion de ARN viral en células
transfectadas con ARN de mutantes de 3A

Se ha descrito previamente que deleciones en la porcion carboxi terminal de la
proteina 3A son responsables de una reduccion en el nivel de sintesis de ARN del VFA
en células de origen bovino, pero no en células de origen porcino o en células BHK-21
(Pacheco et al., 2003; Beard y Mason, 2000). Esta disminucion en el nivel de sintesis de
ARN seria responsable, a su vez, de las variaciones en el grado de virulencia de estos
virus entre las distintas especies animales estudiadas (Pacheco et al., 2003).

Para analizar el efecto de las mutaciones de la proteina 3A sobre la replicacion
viral se determinaron los niveles de ARN en células transfectadas mediante ensayos de

RT-PCR semicuantitativa y PCR a tiempo real.

R-3-6-1 Deteccion de la produccion de ARN viral por RT-PCR

semicuantitativa

Para detectar la produccion de ARN viral, se analizaron diluciones de extractos
de ARN de monocapas de células BHK-21 a las 24 h.p.t. (M-11-1), mediante una RT-
PCR semicuantitativa basada en la amplificacion de la secuencia genémica (polaridad
positiva) de la proteina 3A, empleando los oligonucledtidos 3ARTPCR y 3AB-V,
complementarios a secuencias que flanquean externamente a 3A (Tabla I11).

En estos ensayos se considerd6 como sintesis de novo de ARN viral cuando se
detectaron amplicones en diluciones iguales o superiores a 1:1000 del extracto de ARN
(dato no mostrado), asumiendo que la amplificacion a partir de diluciones inferiores era
debida al ARN empleado para la transfeccion.

En células transfectadas con ARN de pMT28 se obtuvieron amplificaciones a
diluciones de 1:10000 del extracto de ARN (Figura 36). Sin embargo, para el mutante
pMT28-A3A (nicamente se amplificd un segmento del tamafio correspondiente al
esperado, al tener delecionada la casi totalidad de la secuencia de la proteina 3A, cuando

se parti6 del extracto sin diluir.
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<« Secuencia 3A wt

4 Secuencia 3A delecionada

E-2-3-4 E-2-3-4 E-2-3-4
E— — —
pMT28 pMT28-A3A pMT28-VG-3A-VG

E-2-3-4 E-2-3-4 E-2 -3-4 Mock
| _ E— —
pMT28-¥G-3A pMT28-Q44R pMT28-Q44D

Figura 36. Amplificacion semicuantitativa de ARN de mutantes de 3A. RT-PCR a
partir de 1 ul de las diluciones indicadas de extractos de ARN extraido de células BHK-21 (monocapa
de 35 mm @) transfectadas con 1 pg de ARN del mutante indicado. EI ARN se extrajo a las 24 h.p.t. (E)
Extracto de ARN sin diluir; (-2,-3 y -4) diluciones seriadas 1:100, 1:1000 y 1:10000 del extracto inicial.
Se sefialan los tamarios de los amplicones obtenidos con la secuencia de la proteina 3A completa y
delecionada.

Los mutantes con una o dos residuos de G insertados (pMT28-V¥G-3A vy

pMT28- ¥ G-3A-¥G) en los extremos de la secuencia de la proteina 3A tampoco
fueron capaces de sintetizar ARN viral en las condiciones ensayadas (Figura 36).

El mutante pMT28-Q44R fue capaz de sintetizar ARN viral a las 24 h.p.t. a
niveles similares a los producidos por pMT28, mientras que el mutante pMT28-Q44D
no mostrd produccion de ARN a las 24 h.p.t., ni siquiera a la dilucion 1:100 del extracto
inicial. ElI hecho de que no se logre detectar niveles apreciables de ARN mutante
pMT28-Q44D a las 24 h.p.t. puede ser indicativo de un defecto en su replicacion,
anterior a la seleccion de los virus con la sustitucion D44E, ya que a las 72 h.p.t. si
genero virus (Figura 26), ECP (Tabla 1V) y sintesis de proteinas virales en las células
BHK-21 (Figura 29B).

R-3-6-2 RT-PCR atiempo real

Algunos autores han demostrado la relacion de la proteina 3A de PV con la
replicacion del ARN viral y, mas concretamente, su implicacion en la sintesis de ARN+
(Teterina et al., 2003).

La cuantificacion de la produccion de ARN viral por RT-PCR semicuantitativa
(ver Figura 36) habia mostrado que, en los mutantes pMT28-A3A, pMT28- V¥ G-3A y
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pMT28- ¥ G-3A- V¥ G, su sintesis se encontraba inhibida, pero no permitia conocer si el
paso alterado era la sintesis de ARN+, si ésta decaia como consecuencia del descenso de
la sintesis de ARN-, o si estaban afectadas ambas polaridades. Con la intencion de
ayudar a esclarecer este punto, se realiz6 una cuantificacion independiente del nivel de
sintesis de ARN+ y ARN-mediante una retrotranscripcion seguida de una PCR a tiempo
real (M-16-2) de los extractos de ARN totales obtenidos de células BHK-21
transfectadas con los ARN mutantes de los que no se pudo recuperar virus infeccioso.
Como control del nivel basal de la amplificacion inéspecifica del ensayo se empleo

ARN extraido de células en las que la transfeccion no incluyé ARN viral.
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Figura 37. Cuantificaciébn de ARN viral en células transfectadas con ARN de

mutantes de 3A no viables. Representacion del incremento, a las 12 h.p.t., del nimero de moléculas
de ARN respecto al nimero observado a las 0 h.p.t. de las moléculas de ARN- (A) o ARN+ (B) de
extractos de células BHK-21 (crecidas en placas de 35 mm @), transfectadas con 1ug del ARN del mutante

indicado, e incubadas a 37°C durante 12 h.p.t.. La cuantificacion del ARN+ y ARN- se llevé a cabo por
RT-PCR a tiempo real, como se describe en M-16-2.

Como se muestra en la Figura 37A y B, la transfeccion con ARN de pMT28
produjo un incremento del orden de 10" moléculas de ARN+ y de 10° moléculas de

ARN- /ug de ARN celular total, mientras el ARN del mutante pMT28-A3A no produjo
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ARN de ninguna de las dos polaridades, en muestras recogidas a 12 h.p.t.. Del mismo
modo, en células transfectadas con ARN de los mutantes pMT28- ¥ G-3A, pMT28-
VG-3A-VG, pMT28-3A-VRE-C y pMT28-3A-VRE-I no se detectaron niveles
significativos de sintesis de ARN de polaridad negativa o positiva (Figura 37A y B).
Los resultados obtenidos sugieren que estos mutantes presentan un defecto severo en la
replicacion viral que justifica su pérdida de infectividad.

Para los mutantes puntuales pMT28-L38E y pMT28-L41E, en los que se
observd una produccién viral retrasada en el tiempo respecto al control pMT28, se
encontrd un incremento en la sintesis de ARN- a las 48 h.p.t. (dato no mostrado).

R-4 Evaluacion de la posible complementacion en trans de mutantes
de la proteina 3A

Previamente habiamos generado en el laboratorio, con el objetivo de contar con
otra herramienta para el estudio de las proteinas de la region 3ABBB (3AB(y), células
BHK-21 que expresaban establemente las proteinas 3A, 3AB y 3ABBB. La cantidad de
proteinas 3AB(, expresada en estas células es muy baja y no se observa en ellas
modificaciones celulares al microscopio electronico (Rosas et al., 2008). Sin embargo,
estas células producen, de una manera especifica, mayores titulos virales cuando son
infectadas con VFA C-S8cl1 que los encontrados tras la infeccion de células BHK-21
control. Esta observacion sugiere la posibilidad de una cooperacion en trans de las
proteinas 3A/3AB, con la replicacion viral (Rosas et al., 2008). Por ello, se decidio
evaluar la posibilidad de que estas proteinas expresadas en los clones celulares
complementasen funcionalmente a mutantes de la proteina 3A generados en esta Tesis
Doctoral.

Los clones de células BHK-21, que expresan las proteinas 3A/3AB, habian
sido seleccionados por su resistencia a puromicina (ver Material y Métodos). Para los
experimentos de complementacion se decidié emplear los clones que habian mostrado
mayor capacidad de incrementar el titulo viral recuperado tras la infeccion viral (Rosas
et al., 2008). De esta manera, se utilizaron los clones denominados 3A242 (que expresa
la proteina 3A) y 3ABBB209 (que expresa el precursor 3ABBB). Paralelamente, se
empled el clon Purl04 (resistente a puromicina) como control negativo de expresion de
la proteina 3A. En la Figura 38 se puede observar la capacidad de estos clones para

expresar las proteinas 3A y 3ABBB mediante un analisis por western-blot, utilizando
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como controles positivos de expresion de la proteina 3A extractos de células BHK-21
transfectadas con los plasmidos pRSV-3A y pRSV-3ABBB.

Purl104

{ 3A242

{ | 3aBBB209

cafa

o

[an]

[a0]

< <

™ (ap]
s
v a = 37
— —26

-

Expresién estable Expresion transitoria

Figura 38. Expresion estable de 3A y 3ABBBB en clones celulares empleados en los

ensayos de complementacion de mutantes de 3A. SDS-PAGE al 10% de extractos celulares
de los clones Purl04, 3A242 y 3ABBB209 (panel de la izquierda) y de células BHK-21 que expresaban

transitoriamente niveles elevados de las proteinas 3A y 3ABBB a las 24 h.p.t. con los plasmidos pRSV-

3Ay pRSV-3ABBB (panel de la derecha). Para el western-blot, se utiliz6 el anticuerpo monoclonal 2C2

que reconoce a la proteina 3A del VFA. La migracion de los marcadores proteicos (en KDa) se indica

mediante lineas azules.

R-4-1 Produccién de ECP por ARN de mutantes de la proteina
3A en clones celulares que expresan 3A o0 3ABBB

Los ensayos se realizaron transfectando 1 pg de cada ARN sobre monocapas de

los clones celulares y evaluando posteriormente la aparicion de ECP. En un primer

paso, el estudio se realizd sobre los mutantes no viables, incapaces de producir ECP

sobre células BHK-21 (Tabla V).
Tabla VII. ECP producido por el ARN de mutantes no viables de la proteina 3A

en los clones de células BHK-21.

Clon celular?
ARN Purl04 3A242 3ABBB209
transfectante 24 48 12 24 48 12 24 48 72
- - b - - - - - - - -
pMT28 44+ | | | At | A | | | |
pMT28-A3A - - - - - - - - -
pMT28-VG-3A- | _ _ - - - - - - -
vYG
pMT28-V¥ G-3A _ _ - - - - - - -

pMT28-3A-VRE-
C

pMT28-3A-VRE-I

pMT28-3A-VRE

# Las monocapas transfectadas se crecieron en placas de 35 mm @ .

® Sin aparicion de ECP.

¢ ECP en el 100% de la superficie de la monocapa celular.
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La transfeccion con el ARN control pMT28 produjo ECP avanzado a las 24
h.p.t., tanto en células Purl104 como en los clones 3A242 y 3ABBB209 (Tabla VII). La
cinética de aparicion de este ECP fue similar a la observada en células BHK-21
transfectadas con estos ARNs (Tabla V).

La transfeccion con ARN del mutante de delecion pMT28-A3A no produjo ECP
en ninguno de los clones celulares, ni siquiera a las 72 h.p.t. (Tabla VII). La capacidad
de replicacion de dicho mutante en los dos clones celulares se analizO mediante
amplificacion por RT-PCR de las secuencias que corresponden a la proteina 3A, no
encontrdndose amplificaciones significativas a diluciones 1:1000, lo que excluiria la
posible produccién de virus no citopéatico (ver R-3-6-1). En la Figura 39 se muestra la
amplificacion obtenida a partir de células del clon 3A242 transfectadas con el ARN del

mutante pMT28-A3A.

pMT28 pMT28-A3A

1:100
1:1000
1:100
1:1000

o
o
—

=1
<« 3A

<+— A3A

Figura 39. Amplificacion del ARN viral en células del clon 3A242 transfectadas con

ARN de pMT28-A3A. Monocapas de células 3A242 (crecidas en placas de 35 mm @) se transfectaron
con 1 ug del ARN indicado. EI ARN total se extrajo a las 24 h.p.t. (pMT28) o a las 72 h.p.t. (pMT28-A3A).

Se muestra el resultado de la amplificacién de la secuencia que incluye a la proteina 3A con los
oligonuclettidos 3Artper y 3AB-V (ver M-16 y Tabla I11), a partir de las diluciones indicadas del extracto
de ARN total.

De manera similar, los ARNs de los mutantes pMT28- V¥ G-3A-VY G y pMT28-
V¥ G-3A, al igual que las construcciones en las que se sustituyo la proteina 3A del VFA
por la correspondiente al VRE-A, no generaron ECP en ninguno de los clones celulares
a ninguno de los tiempos estudiados (Tabla V1), ni después de someter el sobrenadante
de 72 h.p.t. a dos pases adicionales (datos no mostrados).

La Tabla VIII resume los resultados obtenidos con el ARN de los mutantes
puntuales en la proteina 3A, que fueron capaces de producir ECP en células BHK-21,
aunque de manera menos severa y mas tardia en el tiempo que el ARN control pMT28
(Tabla 1V). Como control positivo se utiliz6 ARN de pMT28 y como control negativo
se emple6 ARN del mutante pMT28-3A-VRE-C (Tabla VII). Los sobrenadantes de
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estas transfecciones se sometieron a dos pases adicionales en los que se evalud la
aparicion de ECP en las monocapas celulares.

La transfeccion de monocapas de los clones 3A242 y 3ABBB209 con ARN de
los tres mutantes puntuales de 3A analizados produjo un adelanto en la aparicién de
ECP, respecto a las transfecciones en células control Purl04, tras los pases adicionales
dados a partir del sobrenadante de transfeccién. De esta manera, el ECP completo
(levantamiento de >95% de las células) se observo entre 24 y 48 h.p.i. tras el segundo
pase adicional, siendo el mutante pMT28-Q44D el que mostré mayor adelanto (24 h.p.i.
en el clon 3ABBB209, Tabla VIII). En células control Purl04 este mutante pMT28-
Q44D solo fue capaz de producir ECP completo a las 72 h.p.t. tras el segundo pase
adicional. En concordancia con los resultados anteriores (Tabla VII), el mutante
pMT28-3A-VRE-C no fue capaz de generar ECP ni tras la transfeccion ni en ninguno
de los dos pases posteriores, mientras que el control pMT28 produjo ECP completo a
las 24 h.p.t..

Tabla VIII. ECP producido por ARN de mutantes puntuales de la proteina 3A en
clones que expresan 3A'y 3ABBB.

Clon celular?®
Purl04 3A242 3ABBB209
Plasmido T 1 20 T el 20 T E >
transfectante Pase | Pase Pase | Pase Pase | Pase
pMT28-Q44D 79 18 ”
pMT28-L38E b 18 15
pMT28-L41E b 18 "
pMT28-3A-VRE-C c : -
pMT28 ’ A . N . T N T T

% Se indica el menor tiempo (h.p.t o h.p.i.) al cual se produjo ECP completo en monocapas celulares (35
mm @) de los clones indicados transfectados con 1 pug de ARN de cada mutante (T) y sometidos a dos
pases sucesivos (1 Pase y 2°Pase).

® La monocapa presentd ECP en, aproximadamente, un 75% de su superficie.

° No se observo ECP a ninguno de los tiempos analizados.

f El ECP fue completo a las 24 h.p.t. 0 24 h.p.i..
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Estos resultados sugieren que la expresion en trans de 3A y 3ABBB contribuye
en cierta medida a la viabilidad de los mutantes puntuales de 3A, pMT28-Q44D,
PMT28-L38E y pMT28-L41E.

R-4-2 Produccion viral de mutantes de la proteina 3A en clones
celulares que expresan 3A o 3ABBB.

Con la intencién de comprobar si el adelanto del ECP producido por los
mutantes puntuales de 3A en los clones 3A242 y 3ABBB209 se asociaba a una mayor
produccion viral, se tituld el virus recuperado tras la transfeccion con el ARN de los
distintos mutantes, asi como tras cada uno de los pases adicionales realizados con el
sobrenadante de transfeccion.

En la Figura 40A se puede observar que la expresion en trans de las proteinas
3A o0 3ABBB no tuvo un efecto significativo en el titulo viral recuperado tras la
transfeccion con el ARN control pMT28. Sin embargo, tras el primer y el segundo pase,
si se observd un aumento en los titulos, consistente con los datos previamente
publicados (Rosas et al., 2008), mostrando diferencias de titulo viral estadisticamente
significativas respecto al obtenido en las células Purl04 (Figura 40B y C).

Donde si se encontraron diferencias significativas fue en los titulos recuperados
a partir de ARN de los mutantes puntuales de 3A. En este caso, mientras que
practicamente no se detecto virus tras la transfeccion en células control del clon Purl04,
se recuperaron titulos de 10> UFP/ml para las transfecciones con el ARN de pMT28-
Q44D, pMT28-L38E y pMT28-L41E (Figura 40A). Tras el primer pase adicional, las
diferencias de titulo viral respecto al recuperado de células del clon control Purl04
fueron cercanas a un logaritmo. Los titulos virales recuperados de los tres clones
celulares estudiados se igualaron tras el segundo pase adicional (Figura 40B y C).

Como se esperaba, no se detecto virus infeccioso de la transfeccién con el ARN
pMT28-3A-VRE-C y en los pases posteriores.

Estos datos indican que, a diferencia de lo observado para los mutantes no
viables de 3A, la expresion en trans de 3A o 3ABBB acelera la recuperacion de virus

infeccioso.
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Figura 40. Produccion viral de mutantes puntuales de la proteina 3A en clones que

expresan 3A 0 3ABBB. Titulo viral (logaritmo del nimero de UFP/ml) correspondiente a tres
determinaciones distintas de cada uno de dos experimentos independientes realizados con los ARNs
indicados. Se representa el titulo encontrado en el tiempo postransfeccion o postinfecion en el que se
observé mayor ECP: 72 h.p.t.., 72 h.p.i. del primer pase adicional y el tiempo indicado en la Tabla VIII
del segundo pase, para los mutantes puntuales pMT28-Q44D, pMT28-L38E y pMT28L41E; 24 h.p.t. 6
24 h.p.i. (primer y segundo pase adicional) para el control pMT28. (A) sobrenadantes postransfeccion,
(B) primer pase del sobrenadante de transfeccion y (C) segundo pase del sobrenadante de transfeccion.
En barras grises, el titulo viral en el clon Pur104, en barras negras el titulo correspondiente al clon 3A242
y en barras blancas el correspondiente al clon 3ABBB209. Los asteriscos muestran diferencias

estadisticamente significativas de titulo respecto al obtenido en el clon Pur104 (p-valor < 0.05).
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R-5 Patogenicidad de los ARNs de mutantes de 3A en ratdn lactante

Para evaluar las consecuencias que las diversas mutaciones introducidas en la
proteina 3A pudieran tener en la capacidad del virus para replicar y multiplicarse en
animales, y como una aproximacion méas cercana a las condiciones de replicacion viral
en hospedadores naturales, se utiliz6 el método de inoculacion de ARN en ratones
lactantes (Baranowski et al., 2003). Para ello, se determin0 la letalidad producida tras la
inoculacion de ARN los distintos mutantes en ratones de la cepa Swiss de entre 7 a 9
dias de edad (ver M-18). Los ratones Swiss adultos son clinicamente resistentes a la
infeccion por el VFA C-S8cl, aunque es posible detectar viremia (Borrego et al., 2006).
Sin embargo, los ratones lactantes desarrollan, de manera dependiente de dosis, una
serie de sintomas (paralisis de extremidades inferiores, temblores o incapacidad para
incorporarse, entre otros) que les producen la muerte. El raton lactante ha sido empleado
como modelo para estimar la capacidad de multiplicacion e infeccion de ARNs del VFA
en animales (Baranowski et al., 2003).

La Tabla IX resume la capacidad para producir letalidad en raton lactante de
ARN de los distintos mutantes de la proteina 3A. EI ARN de pMT28 fue patogénico,
produciendo una letalidad de 4/5 ratones a una dosis de 1x10° ng de ARN, valores
similares a los publicados previamente (Baranowski et al., 2003).

Ninguno de los ARNs correspondientes a los mutantes no viables en células
BHK-21 con una o dos inserciones en los extremos de la proteina 3A (pMT28- V¥ G-3A
y pMT28- ¥ G-3A- ¥ G), o de los mutantes de sustitucion por la proteina 3A del VRE-A
(pMT28-3A-VRE-C y pMT28-3A-VRE-I) provocaron la muerte de ratones a dosis de
hasta 4x10° ng de ARN.

Por otro lado, el ARN de los mutantes pMT28-Q44D, pMT28-L38E y pMT28-
L41E no produijo letalidad en los ratones lactantes inoculados con dosis de hasta 4x10°
ng de ARN, a pesar de haberse recuperado previamente virus tras la transfeccion de
células BHK-21 con dichos ARNs (Tabla V). En el caso de un raton inoculado con el
mutante pMT28-Q44D, se observaron sintomas que pudieran dar lugar a sospecha de
presencia de infeccidn al tercer dia postinoculacién. Sin embargo, a tiempos posteriores
de observacion este animal sufrio una mejoria de sus sintomas sin llegar a recaer en

todo el periodo de estudio.
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Tabla IX. Ensayo de letalidad en raton lactante del ARN de mutantes de la
proteina 3A.

ARN Dosis ARN (ng) Letalidad
pMT28 1x10° 4/5
1x10° 4/4
PMT28-A3A 2x10° 0/3
4x10° 0/2
pPMT28- ¥ G-3A 2x10° 0/3
4x10° 0/2
pPMT28-¥G-3A-¥G | 1x10° 0/2
1x10° 0/3
PMT28-3A-VRE-C | 2x10° 0/3
4x10° 0/2
pMT28-3A-VRE-| 2x10° 0/2
4x10° 0/1
pMT28-L38E 1x10° 0/1
1x10° 0/1
pPMT28-L41E 2x10° 0/3
4x10° 0/2
pMT28-Q44D 2x10° 0/3
4x10° 0/1
PMT28-Q44R 1x10° 1/2
1x10° 2/2
pPMT28-C65S 1x10° 1/2
1x10° 313

Como se puede observar en la Tabla IX, aquellos ARNs que habian generado
ECP directo tras su transfeccion en células BHK-21 (Tabla IV), produjeron letalidad en
raton lactante, comportandose de manera semejante a la producida por la construccion
pMT28. De esta manera, los rangos de letalidad de los mutantes pMT28-Q44R vy
PMT28-C65S a dosis de hasta 1x10° ng de ARN fueron similares entre si (2/2 y 3/3,
respectivamente) y semejantes también al valor obtenido tras inocular a los ratones
lactantes con el ARN control pMT28 (4/4).
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Para excluir que la letalidad observada tras la inoculacion de las construcciones
pPMT28-Q44R y pMT28-C65S fuese debida a alguna reversion a la secuencia wt de la
proteina 3A, se extrajo ARN de tejidos cerebral y muscular de un ratén inoculado con el
ARN de cada mutante. Mediante amplificacion por RT-PCR y posterior secuenciacion
de la zona correspondiente a la secuencia de 3A con los oligonucledtidos 3Artpcr y
3AB-V (Tabla Ill), se pudo confirmar el mantenimiento de las mutaciones presentes en
el ARN inoculado, sin aparicién de otras mutaciones en la secuencia correspondiente a
esta proteina.

Los resultados obtenidos en los ensayos de letalidad en los mutantes pMT28-
A3A, pMT28- ¥ G-3A- V¥ G, pMT28- ¥ G-3A, pMT28-3A-VRE-C y pMT28-3A-VRE-I
se correlacionan con los obtenidos al evaluar la capacidad de replicacion viral en células
BHK-21 (Tabla 1V, Figuras 25 y 26). De manera que aquellos mutantes que no
produjeron virus viable en células BHK-21 tampoco produjeron letalidad en raton
lactante. Por otro lado, los mutantes pMT28-Q44R y pMT28-C65S, que si produjeron
virus viable en células en cultivo, mostraron una capacidad similar a la construccién
pMT28 de producir letalidad en ratdn lactante, manteniendo las mutaciones introducidas
originalmente en su genoma.

Por otro lado, los mutantes pMT28-Q44D, pMT28-L38E y pMT28-L41E, no
produjeron letalidad en ratdn lactante a pesar de haber sido capaces de generar virus
viable en células en cultivo tras la seleccion de variantes virales con sustituciones del
aminoacido mutado en la secuencia de la proteina 3A. Este resultado sugiere que estos
mutantes presentarian un defecto en su replicacion/multiplicacion que, aunque no
impide la seleccion de virus viables en células en cultivo, si compromete seriamente la

viabilidad del virus en el contexto de la infeccion de un hospedador animal.
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D Estudio funcional de la proteina 3A

Las PE de los virus normalmente poseen funciones bien definidas en el ciclo de
replicacion viral. Por el contrario, las PNE pueden estar implicadas en una mayor
variedad de funciones, ya que intervienen en la replicacion del genoma viral y son las
responsables principales del conjunto de modificaciones de diferentes estructuras y
procesos celulares necesarios para el progreso intracelular de la infeccién viral. Para el
VFA se sabe que algunas de las PNE poseen més de una funcion. Esta
multifuncionalidad, junto con la amplia red de interacciones en las que participan, ha
complicado el esclarecimiento de sus funciones especificas.

La mayoria de la informacion que se tiene en la actualidad sobre la proteina 3A
de los picornavirus se debe, en gran parte, a los estudios realizados con PV (Xiang et
al., 1995a; Lama et al., 1995; Teterina et al., 2003 y 2006; Choe et al., 2005; Fujita et
al., 2007). Sin embargo, algunas de las funciones que realiza la proteina 3A del VFA, o
las de alguno de los precursores proteoliticos de los que forma parte, parecen no
coincidir con las descritas para otros picornavirus (Moffat et al., 2005; O"Donnell et al.,
2001). Esto puede deberse, como previamente se ha comentado, a las importantes
diferencias en la secuencia, fundamentalmente la longitud de la proteina 3A. Ademas, la
presencia de tres copias de la proteina 3B, cuya expresion en células infectadas permite
detectar los precursores 3AB, 3ABB y 3ABBB (Garcia-Briones et al., 2006), introduce
un factor afiadido de complejidad (revisado en Mason et al., 2003).

Hasta la fecha, la mayoria de los datos obtenidos de estudios directos sobre la
funcionalidad de la proteina 3A del VFA se derivan de analisis de mutantes
seleccionados en la naturaleza o generados en el laboratorio, con cambios localizados en
su region carboxi terminal (Giraudo et al., 1990, Knowles et al., 2001; Beard y Mason,
2000), como se resume en la Figura 6.

El disefio de mutantes para evaluar la funcionalidad de una proteina es una
herramienta Util que se ha utilizado en el planteamiento experimental de esta Tesis en la
que se ha realizado un analisis de la relevancia de diferentes dominios de la proteina 3A
del VFA (Figura 19). Para ello, se han construido y analizado ARNSs virales que
incluyen la delecién completa de 3A, su reemplazamiento por la proteina homoéloga de
otro picornavirus relacionado, asi como mutaciones puntuales en residuos situados en su
regién amino terminal, que en otros picornavirus es esencial para diferentes funciones
del ciclo viral (Wessels et al., 2006).
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D-1 Mutantes de delecion de 3A

El reducido tamafio del genoma de los picornavirus, junto con el bajo nimero de
proteinas virales maduras expresadas en células infectadas (15 en el caso del VFA),
sugieren que los distintos precursores producidos durante el procesamiento de la
poliproteina, que esta estrictamente regulado tanto espacial como temporalmente
(Kusov y Gauss-Muller, 1999), puedan realizar funciones diferentes a las de las
proteinas maduras (Molla et al., 1994). Ademas, una misma proteina madura podria
ejercer funciones distintas dependiendo de la etapa del ciclo viral en que actle y de las
interacciones que establezca con otras proteinas o estructuras en la célula infectada. Este
modelo de “economia de secuencia” sugiere que los picornavirus habrian evolucionado
hacia una secuencia reducida en la que todas las regiones del genoma serian
indispensables para la infectividad viral (revisado en Mason et al., 2003). Sin embargo,
ha sido posible recuperar virus viable a partir de un clon infeccioso del VFA en el que
se elimino la totalidad de la secuencia de la proteina L (Piccone et al., 1995). Este virus
mostro caracteristicas de crecimiento en cultivos celulares similares a las del virus wt,
aunque su grado de patogenicidad en vacas y cerdos fue mucho menor (Piccone et al.,
1995).

En el procesamiento de la poliproteina del VFA surgida de la traduccién del
ARN viral, la mayor parte de los cortes son llevados a cabo de una manera secuencial
por la proteasa 3C, como se indica en la Figura 2. En otros picornavirus, 3C puede
requerir la participacion de otras PNE virales para el correcto procesamiento de la
poliproteina viral (Molla et al., 1994; Kusov y Gauss-Muller, 1999). Se ha descrito una
estrecha relacion de la proteina 3A de PV con la correcta expresion de proteinas
maduras del genoma viral, ya que 3AB, uno de los precursores de 3A, tiene la capacidad
de estimular la accion proteasa de 3CD (Molla et al., 1994).

Teniendo esto en cuenta, el primer objetivo planteado fue estudiar el efecto de la
eliminacién de la secuencia de la proteina 3A del VFA sobre la sintesis y el patrén de
procesamiento de la poliproteina viral, asi como confirmar su esencialidad para el
desarrollo del ciclo del virus. Para ello, se abordd la generacion y el estudio de dos
mutantes de delecion de la proteina 3A, pC-A3A y pMT28-A3A. El disefio de estas
deleciones se hizo basandose en la informacion de la que se disponia al comienzo de
esta Tesis Doctoral, que indicaba la existencia de un alto grado de conservacién en los
residuos adyacentes a cada uno de los lados del sitio de corte de la proteasa 3C en las
uniones 2C/3A y 3A/3B1 (Ryan et al., 2004; Carrillo et al., 2005). Pese a haberse
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identificado el enlace peptidico diana de 3C entre las proteinas 2C/3A (Q/I) y 3A/3B1
(E/G), no se conocia el numero de aminoacidos flanqueantes necesarios en cada caso
para la correcta escision de la proteina 3A. Sin embargo, se sabia que existian aislados
virales de distintos serotipos que presentaban alteraciones respecto a la secuencia
consenso de la region de corte de la proteasa 3C en el tercer aminoacido del extremo
amino terminal y en el antependltimo del extremo carboxi terminal (Ryan et al., 2004).

En el disefio de la construccion pMT28-A3A se decidié mantener los 4 primeros
y los 3 ultimos aminoacidos de la proteina 3A (Figura 14), ademas de introducir un
residuo adicional entre ambos grupos de aminoacidos, cuyo codon codificante generara
un sitio de restriccion que permitiese el reemplazamiento directo de 3A, segln se indica
en R-1-1. La introduccion de este sitio de corte fue necesario dada la falta de dianas de
restriccion Unicas en la secuencia de 3A del VFA C-S8cl o en las secuencias
flanqueantes proximas. Asi, se insertd un sitio de corte Xma I, que Unicamente
implicaba la insercion de un aminoacido pequefio como G, para minimizar posibles
efectos de su insercion sobre el resto de la proteina. El caso de que la secuencia de
aminoacidos diana requerida por la proteasa 3C para la proteolisis de 3A fuera mas
extensa que la mantenida en el mutante pMT28-A3A, ya se habia contemplado en el
disefio del mutante pC-A3A. En este mutante, la delecion de 3A no introducia ninguna
secuencia adicional, conservandose 8 aminoacidos del extremo amino terminal y otros 8
aminoacidos del extremo carboxi terminal de la proteina. De esta manera se aseguraba
que al menos uno de los mutantes de delecion construidos presentara un correcto
procesamiento de la union 2C/A3A y A3A/3BL1.

Los resultados obtenidos muestran que la delecion de la proteina 3A, ya sea en el
contexto de secuencia completa de serotipo C del plasmido pMT28-A3A o0 en el
contexto quimérico del plasmido pC (pC-A3A), Unicamente provoco la desaparicion de
una serie de proteinas en los ensayos de traduccion in vitro (Figura 20) que por
inmunoprecipitacion, se identificaron como 3A y sus precursores 3AB, 3ABB, 3ABBB
y 3ABBBC (Figura 21). Este resultado indica que los cuatro aminoacidos
correspondientes al extremo amino terminal y/o los tres aminoacidos correspondientes
al extremo carboxi terminal de 3A mantenidos en el mutante pMT29-A3A, serian
suficientes para permitir la escision entre 2C/3A y/o 3A/3B1 por la proteasa 3C. De no
haberse producido ninguno de los dos cortes, se hubiera observado un cambio de

movilidad electroforética de la proteina 2C, que se hubiera mantenido unida a 3B1.
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Por otro lado, estos resultados también muestran que la falta de la proteina 3A 'y
sus precursores no parece afectar al procesamiento del resto de las proteinas virales en
las condiciones del ensayo de traduccién in vitro empleado (Figura 20). Esto sugiere
que en el VFA, 3A no estaria implicada en la maduracion in vitro de la poliproteina
viral, como si ocurre en otros picornavirus (Molla et al., 1994; Kusov y Gauss-Muller,
1999). Conviene indicar que el patron de prote6lisis observado en sistemas in vitro no
es directamente comparable con el producido in vivo, donde pueden influir otros
factores tales como el nivel de exposicion del sustrato, la presencia de cofactores de la
proteasa viral o posibles modificaciones postraduccionales (Ryan y Flint, 1997; Blair et
al., 1993; Lama et al., 1994). No obstante, aunque los resultados obtenidos con los
mutantes pMT28-A3A y pC-A3A no permiten descartar la colaboracion de 3A en el
procesamiento proteolitico in vivo, sugieren que la proteasa 3C no necesita de 3A para
realizarlo.

Como ya se menciono previamente, el VFA puede mantener la viabilidad a pesar
de la pérdida de una parte importante de la region carboxi terminal de la proteina 3A
(Giraudo et al., 1990; Beard y Mason, 2000; Knowles et al., 2001; Pacheco et al.,
2003). Sin embargo, los resultados obtenidos en esta Tesis Doctoral indican que la
delecion de la proteina 3A completa elimind la patogenicidad del ARN en células BHK-
21 y resulto letal para el mismo en esta linea celular y en ratdn lactante, a pesar de que
no se observaron alteraciones en el procesamiento proteolitico in vitro adicionales a la
esperada desaparicion de 3A y sus precursores (Tabla X). Esto parece indicar que la
proteina 3A es esencial para algin paso especifico del ciclo viral, independiente del
correcto procesamiento de la poliproteina. De hecho, en ninguno de los mutantes de
delecion de 3A se pudo detectar sintesis en cultivos celulares de proteinas y precursores
proteicos virales (Figura 27), lo que sugiere que la falta de 3A estaria afectando a la
primera ronda de traduccion inmediatamente posterior a la transfeccion/liberacion del
ARN viral, o bien a un paso temprano de la posterior replicacion viral.

Se ha descrito que la proteina 3A es necesaria para la replicacion del ARN de
picornavirus a diferentes niveles (Lama et al., 1995; Towner et al., 1996; Teterina et al.,
2003 y 2006). Asi, el precursor 3AB de PV puede unirse de manera no especifica al
ARN viral y, por otra parte, establecer una interaccion directa con 3D (Lama et al.,
1995; Paul et al., 1994). Esta interaccién es importante para la replicacion del virus, ya

gue mutantes con la capacidad de interaccién de 3AB con 3D alterada, sintetizaron un
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90% menos de moléculas de ARN tanto de polaridad positiva como de negativa, lo que
redujo drasticamente el titulo viral obtenido (Lama et al., 1995).

Los resultados obtenidos mediante la cuantificacion por real-time PCR han
confirmado la incapacidad del mutante de delecion pMT28-A3A para sintetizar ARN,
tanto de polaridad positiva como negativa (Figuras 36 y 37). Este defecto en la
replicacion del ARN viral explicaria la ausencia de sintesis protéica, de produccién de
virus y de citopatogenicidad observadas tras la transfeccion con el ARN de este mutante
en cultivos celulares.

La ausencia de replicacion del ARN de los mutantes de delecion podria deberse
a una incorrecta formacion de los complejos de replicacion. Tanto la proteina 3A del
VFA como su precursor 3AB se asocian a membranas en las células infectadas (Moffat
et al., 2005; Garcia-Briones et al., 2006). La proteina 3B, por su caracter de proteina
bésica, tiene poca probabilidad de localizarse en membranas donde se forman los
complejos de replicacion, si no es en forma de su precursor 3ABy), (Semler et al., 1982,
Bienz et al., 1987). La ausencia de la proteina 3A en los mutantes pMT28-A3A y pC-
A3A impediria, por tanto, el reclutamiento de proteina 3B en membranas, donde su
presencia es necesaria como cebador de la sintesis de ARN viral (ver 1-2-3-3). Ademas,
como se ha observado en PV, la falta de 3A podria alterar las interacciones entre
proteinas que participan en el complejo de replicacién, como 3CD, y el ARN viral.

Una estrategia interesante para caracterizar el efecto de este tipo de mutaciones
es el estudio de su posible rescate cuando se aporta en trans la proteina wt. De hecho, el
efecto de mutaciones letales en distintas PNE sobre la replicacion de distintos
picornavirus puede ser rescatado por la complementacion en trans de las respectivas
proteinas wt (Bernstein et al., 1986; Charini et al., 1991; Teterina et al., 1995),
incluyendo mutantes letales en la proteina 3B de PV, mediante la expresion en trans del
precursor de proteodlisis 3AB a partir de un ARN bicistrénico (Cao y Wimmer, 1995).
La metodogia empleada en estos casos abarcaba tanto la utilizacion de virus auxiliares
como la transfeccion transitoria de las distintas PNE. Sin embargo, la expresion en trans
de altos niveles de PNE produce efectos citotoxicos que complican la interpretacion de
los resultados de complementacion. (Garcia-Briones et al., 2006).

Durante el desarrollo de esta Tesis, se ha contribuido a la caracterizacion de
clones de células BHK-21 que expresan establemente las proteinas 3A y 3ABBB (Rosas

et al., 2008). Estos clones permiten disponer de una poblacion homogénea de células
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que expresan la proteina de interés a niveles inferiores a los producidos en su expresion
transitoria, y no producen los efectos citotoxicos observados en ésta. Ademas, el titulo
viral recuperado tras la infeccion de estos clones con VFA C-S8cl es significativamente
mayor que el recuperado de células BHK-21 (Rosas et al., 2008). Por todo ello, dos de
estos clones que expresaban 3A o 3ABBB fueron empleados para realizar
transfecciones con el ARN de los distintos mutantes generados.

Los resultados obtenidos con el mutante pMT28-A3A indican que las funciones
de la proteina 3A del VFA no pueden ser complementadas en trans por la propia
proteina madura o su precursor 3ABBB (Tabla V1I). Sin embargo, no se puede descartar
una posible complementacion funcional de los mutantes de deleciéon de 3A mediante la
expresion en trans de otros precursores de la proteina 3A como 3ABBBC o P3, ya que
datos previos para otros picornavirus sugieren que Se necesitarian precursores de
protedlisis mayores que 3ABBB aportandos en trans para que pudieran participar en un
ensamblaje funcional del complejo de replicacion viral (Towner et al., 1998).

D-2 Mutantes de sustitucion por la proteina 3A del VRE-A

La construccion de virus quimeéricos ha permitido demostrar la presencia, en
distintos picornavirus, de dominios funcionales intercambiables en las regiones no
codificantes del genoma y en las secuencias de diversas proteinas virales (Alexander et
al., 1994; Rohll et al., 1994; Xiang et al., 1995a; Ohlmann y Jackson, 1999; Paul y
Michiels, 2006; Lu et al., 1995).

La proteina 3A es una de las que mas varian entre los distintos serotipos del
VFA (Carrillo et al., 2005). Ademas, como se explica en la Introduccion (1-2-4), tiene
marcadas diferencias de secuencia respecto a las proteinas 3A del resto de picornavirus,
que podrian explicar las diferencias funcionales observadas (Moffat et al., 2005,
O Donnell et al., 2001). Esto condicionaba la eleccion de la proteina candidata para
sustituir a la proteina 3A del VFA en los mutantes de sustitucion que nos planteamos
realizar.

Una de las funciones de la proteina 3A de los picornavirus, aunque con
mecanismos distintos segin el virus, es la de participar en la proliferacion de
membranas en el citoplasma de la célula infectada mediante el reclutamiento de
diversos GEFs (ver 1-2-4 “La proteina 3A de los picornavirus”). Para algunos
picornavirus como PV se ha documentado que la BFA se une y bloquea a es0s mismos
GEFs, bloqueando la replicacion viral al impedir la formacion de vesiculas donde tiene
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lugar dicha etapa de la replicacion viral (Wessels et al., 2006; Belov et al., 2008). Sin
embargo, para otros picornavirus como el VFA, la BFA no inhibe la replicacién viral
(O’Donnell et al., 2001; Martin-Acebes et al., 2008). Este hecho es probablemente
debido a la interaccion de la proteina 3A del VFA con moléculas GEFs distintas a las
que interaccionan con BFA. Asi, el comportamiento de los picornavirus frente a la
accion de la BFA indica analogias en el tipo de mecanismo de reclutamiento de
endomembranas para la formacion del complejo de replicacion.

El virus VRE-A forma parte, junto con el VFA, del género Aphthovirus. Aunque
ambos virus muestran diferencias en la secuencia de 3A, los datos obtenidos indican
que el VRE-A no es sensible a la accion de la BFA (Figura 16), lo que supone una
analogia funcional con la proteina 3A del VFA. Sin embargo, los distintos mutantes de
sustitucion de la proteina 3A del VFA por la proteina 3A del VRE-A (mutantes pMT28-
3A-VRE, pMT28-3A-VRE-C y pMT28-3A-VRE-I), no fueron capaces de producir
patogenicidad ni virus infectivo tanto en células BHK-21, como en ratén lactante (Tabla
X).

En el caso concreto del mutante pMT28-3A-VRE, su falta de viabilidad podria
deberse, entre otras causas, al procesamiento alterado de la poliproteina viral como
indican los resultados de traduccion in vitro (Figura 24). Por otro lado, en los mutantes
pMT28-3A-VRE-C y pMT28-3A-VRE-I no se detectaron alteraciones en el
procesamiento de la proteinas, salvo el esperado aumento en la movilidad de las
proteinas que portaban la secuencia de 3A del VRE-A.

Una posible explicacion para la alteracion del procesamiento proteolitico en el
mutante pMT28-3A-VRE es el hecho de que en la secuencia proxima a la diana del
corte 2C/3A por la proteasa 3C se encuentran muy cercanos entre si dos residuos de
aminoécidos ciclicos (P4 en la secuencia del VFA y W7 en la secuencia del VRE-A)
que podrian modificar la estructura tridimensional de la region, alterando el
procesamiento canonico.

En cualquier caso, el comportamiento del ARN de los mutantes pMT28-3A-
VRE-C y pMT28-3A-VRE-I, que no muestran modificaciones importantes en su patrén
de procesamiento proteolitico, indica que este paso no parece ser el responsable de su
falta de viabilidad. En este sentido, se ha descrito la generacion de picornavirus
quiméricos para distintas PNE en los que el procesamiento proteolitico in vitro no se vio
alterado por la presencia de estos cambios, aunque la mayor parte de los mutantes
fueron incapaces de replicar eficientemente (Van Kuppeveld et al., 1997).
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De hecho, ninguno de los ARNs de los mutantes de reemplazamiento estudiados
fue capaz, cuando se transfectd en células BHK-21, de sintetizar proteinas virales
(Figura 28), ARN+ y ARN- (Figura 37). El conjunto de los resultados sugiere que la
proteina 3A del VRE-A no es capaz de realizar todas las funciones esenciales de la
proteina 3A del VFA, que serian altamente dependientes de la secuencia de cada
proteina. Como se ha comentado para los mutantes de delecion, el motivo de la
inviabilidad de los mutantes de sustitucion pudiera deberse a un bloqueo severo en las
primeras etapas de sintesis de ARN.

La posibilidad de que el ARN de los mutantes de reemplazamiento con la 3A del
VRE-A pudiesen replicar y producir virus infectivo en células VERO no era excluible,
ya gue la proteina 3A de picornavirus se ha implicado en el rango de hospedador celular
(Lama et al., 1998). ElI VRE-A es capaz de crecer en células VERO y no en BHK-21,
mientras que el VFA C-S8cl muestra el comportamiento contrario, no creciendo en
células VERO. Aunque no existia ninguna publicacion que explicara este
comportamiento, la incapacidad del VFA para infectar células VERO podia deberse a la
falta de receptores adecuados en esta linea celular. De hecho, los resultados obtenidos
indican que, mientras que no se produjo ECP tras la transfeccion de células VERO con
ARN de pMT28 y de los mutantes de reemplazamiento (Tabla VI), Unicamente se
observo fluorescencia frente a ARN de doble banda en un pequefio porcentaje de células
transfectadas con el ARN de pMT28. Este resultado apoya la falta de receptores
especificos para el VFA en células VERO vy sugiere que los mutantes que portan la 3A
del VRE-A, tampoco pueden replicar y expresar sus proteinas en células VERO.

El aporte de las proteinas 3A o 3ABBB en trans no permitié recuperar virus
infectivo a partir del ARN de los mutantes de reemplazamiento (Tabla X y Figura 40).
Este dato concuerda con lo descrito para otros picornavirus (Towner et al., 1998). Esta
falta de complementacién sugiere que, como se observo con el mutante de delecién
pMT28-A3A, la expresion en trans de 3A o 3ABBB no fue capaz de rescatar el defecto

del ARN de los mutantes de reemplazo.

D-3 Mutantes de insercion

En diferentes picornavirus, alteraciones en la escision de la proteina 3A por la
proteasa 3C, pueden afectar en distinto grado a la viabilidad viral (Kusov y Gauss-
Muller, 1999; Hall y Palmenberg, 1996). Los resultados obtenidos al estudiar el

procesamiento proteolitico del mutante pMT28-A3A indicaban que, bien los cuatro
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aminoacidos mantenidos en el extremo amino terminal y/o los 3 aminoacidos del
extremo carboxi terminal de la proteina 3A residual, eran suficientes para mantener la
estructura diana de proteolisis por parte de 3C. En este sentido, se ha descrito
recientemente mediante el empleo de péptidos sintéticos, que la secuencia entre las
proteinas VP1/2A necesita de al menos 4 aminoacidos a cada lado del sitio de corte Q/L
para que éste sea procesado por la proteasa 3C del VFA (Birtley et al., 2005).

La construccion de los mutantes pMT28- V¥ G-3A y pMT28-V¥G-3A-V¥G ha
permitido estudiar las implicaciones de modificaciones en estas secuencias terminales
de 3A en el correcto procesamiento de la proteina. Asi pues, mientras que la
poliproteina del mutante pMT28- ¥ G-3A fue capaz de procesarse correctamente, la del
mutante pMT28-V¥G-3A-¥G presentd un procesamiento alterado, similar al
encontrado en el mutante pMT28-A3A, carente de 3A (Figura 22). Estas diferencias de
comportamiento pueden explicarse atendiendo a la localizacion de las inserciones
introducidas en la construccion de cada uno de estos mutantes. En el caso de pMT28-
V¥ G-3A los datos fueron coherentes con los mutantes pMT28-3A-VRE-C y pMT28-3A-
VRE-I, indicando que la insercion de un Unico residuo de G en la posicion 5 de la
secuencia de 3A, no altera el reconocimiento del sustrato por parte de la proteasa 3C.
Sin embargo, para el mutante pMT28- ¥ G-3A-V¥ G — en el que la Gnica modificacion
respecto al mutante pMT28- ¥ G-3A es la insercidén de una segunda G en la posicion
151 — la alteracion observada en el patron de traduccion in vitro indica que la
conservacion de sélo tres aminoacidos del extremo carboxi terminal de 3A produce una
acumulacion del precursor 3ABBB (Figura 22). Dado que experimentalmente, no se
pudo distinguir la proteina 3A de 3AB en estos analisis de SDS-PAGE, no se tiene
evidencia directa de que la proteasa 3C no esté cortando la unién 3A/B. No obstante, se
observO una alteracion consistente en el acimulo de 3ABBB antes descrito y el
descenso de la proporcion de otros precursores como 3ABBBC, que indicaria que,
aunque este corte esté teniendo lugar, se produce una desregulacion de las precursores
proteicos producidos.

El ARN del mutante pMT28- ¥ G-3A-V¥ G no gener0 patogenicidad ni en los
ensayos in vitro ni en ratén lactante (Tabla X). Ademas, tampoco se pudo complementar
su defecto de infectividad mediante la expresion en trans con las proteinas 3A/3ABBB
(Tabla V1I).

En el virus de la Hepatitis A y en EMCV, los intentos de bloquear o de
incrementar la eficiencia del procesamiento proteolitico dentro de la region P3 mediante
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mutaciones puntuales en las dianas de reconocimiento de la proteasa 3C provocan un
severo descenso en la infectividad in vitro de dichos mutantes (Kusov et al., 1999; Hall
y Palmenberg, 1996). En ambos casos se ha demostrado que el procesamiento anémalo
de la region P3 tiene como consecuencia variaciones en la concentracion de diversos
precursores de protedlisis, algunos de los cuales estan implicado en el proceso de
replicacion del ARN viral (3AB), mientras que otros (3ABC) pueden afectar al
procesamiento proteolitico de las proteinas estructurales de la regién P1 y participar en
el proceso de encapsidacion viral (Kusov y Gauss-Muller, 1999).

La falta de infectividad del mutante pMT28- ¥ G-3A-V¥ G y su incapacidad para
replicar el ARN viral (Figuras 36 y 37) podria explicarse por algin fenémeno similar a
lo anteriormente comentado, en el que la concentracién de alguno de los precursores de
protedlisis estuviera afectando algun paso del ciclo infectivo viral.

A pesar de su capacidad para producir y procesar correctamente la proteina viral
in vitro, el ARN del mutante pMT28- ¥ G-3A se comportd igual que el de pMT28- ¥ G-
3A- VG en el resto de los ensayos, no siendo viable y no pudiendo ser complementado
por la expresion en trans de 3A o 3ABBB (Tabla X). Por el momento, no se tiene una
hipotesis clara de cdmo la insercién de un Unico residuo no cargado, que parece no
afectar a la traduccion y procesamiento de la poliproteina viral, puede tener un efecto
deletéreo en la replicacién viral. EI modelo estructural utilizado en esta Tesis (Figura
18) predice que la region amino terminal de 3A no presenta conformacion estable,
apareciendo como una region, en principio, desestructurada. Sin embargo, no es
descartable que, desde un punto de vista funcional, requiera de un cierto grado de
conformacién que se impida con la insercion de una G en la posicién 5. Por otra parte,
la secuencia del extremo amino terminal, donde se localiza la insercion 5V G, es la
region mas conservada de 3A entre los distintos serotipos del VFA (Carrillo et al.,
2005), lo que sugiere su relevancia para el virus. No existen evidencias previas que
relacionen la regién amino terminal de la proteina 3A del VFA con su funcionalidad.
Sin embargo, los resultados obtenidos con el mutante pMT28- ¥ G-3A indican que la
integridad de los 5 primeros residuos de 3A es esencial para la sintesis del ARN viral.
Por otro lado, estudios realizados con la proteina 3A de PV han demostrado que la
delecion de los primeros 10 aminoacidos o la insercion de un aminoacido entre los
residuos 15 y 16 tiene como consecuencia una alteracion en la capacidad de esta

proteina para inhibir el trafico de proteinas celulares (Doedens et al., 1997).
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D-4 Mutante pMT28-C65S

Se ha descrito que la proteina 3A de PV (Lama et al., 1994; Xiang et al., 1998) y
su precursor 3AB (Lyle et al., 2002; Towner et al., 1996; Xiang et al., 1998), son
capaces de formar estructuras de dimeros o multimeros, y de interaccionar con diversas
proteinas virales maduras, intermedios de proteolisis y proteinas celulares para realizar
diversas funciones en el ciclo de replicacion del virus (Lama et al., 1994; Belov et al.,
2008; Xiang et al., 1998).

Algunos autores han descrito la relevancia de distintos residuos en el dominio
hidrofobico de la proteina 3A de PV para el establecimiento de uniones
intermoleculares (Xiang et al., 1998) y la correcta sintesis de ARN+ (Teterina et al.,
2003). Sin embargo, otros autores proponen que, en ausencia del dominio hidrofébico,
se mantiene la capacidad de dimerizacion de la proteina 3A (Strauss et al., 2003).

Por otro lado, existen evidencias de la importancia de los residuos de C en el
establecimiento de interacciones homo y heteroproteicas de diversas proteinas (Ray et
al., 1999). La unica C presente en la secuencia aminoacidica de la proteina 3A del VFA
C-S8cl (C65) se localiza dentro del dominio hidrofébico. Esta C podria participar en
interacciones intermoleculares de importancia con otras proteinas durante el ciclo
infectivo viral. Sin embargo, la mutacién C65S presente en el mutante pMT28-C65S no
afecto a la viabilidad viral y el grado de patogenia, tanto en ensayos in vitro, como in
vivo (Tabla X), comportdndose en todos los experimentos realizados como el control
positivo pMT28. Este resultado sugiere que la proteina 3A del VFA no estableceria
interacciones esenciales para la replicacion del virus con otras proteinas virales o

celulares a través de uniones de ese residuo de C.

D-5 Mutantes pMT28-Q44R y pMT28-Q44D

La adaptacion del VFA C-S8cl a cobaya implica la seleccion de virus con tres
mutaciones en su secuencia (L248T en 2C; L147P en VP1 y Q44R en 3A), siendo la
mutacién Q44R en la proteina 3A suficiente por si misma para conferir la adaptacion a
esta especie (Nufez et al., 2001). El residuo Q44 se encuentra muy conservado entre
VFAs de diferentes serotipos (Carrillo et al., 2005). Este residuo se localiza antes del
dominio hidrofébico y se encuentra inmediatamente adyacente a uno de los dos grupos
de aminoéacidos (posiciones 37-43) que se predice se estructuran en forma de o-hélice
(Figura 19) y que, como se comentara en el siguiente apartado, podrian actuar como

interfase de dimerizacion de 3A. Se ha descrito también una mutacion en el mismo

-120 -



Discusion

residuo (Q44H), seleccionada en VFAs sometidos a pases en huevos embrionados, que
es responsable de la atenuacion del virus en ganado vacuno (Giraudo et al., 1990).
Ademaés, la mutacion de un residuo ubicado en una region equivalente de la proteina 3A
de PV (146T), elimina la capacidad del virus para generar ECP en algunas lineas
celulares susceptibles (Lama et al., 1998).

El mutante pMT28-Q44R analizado en esta Tesis Doctoral contiene la secuencia
de nucleotidos correspondiente al VFA C-S8cl adaptado a cobaya, cuya Unica
diferencia respecto a la de pMT28 es la mutacidn responsable de la sustitucion de un
residuo de carga neutra (Q) por otro de carga positiva (R) en la posicion 44 de 3A. El
ARN de este mutante se comportd en todos los ensayos realizados de manera similar al
de el control pMT28 (Tabla X), como ya habia sido descrito para un ARN quimérico
que contenia esta mutacion en un contexto heterotipico de secuencia (NuUfez et al.,
2001).

Con el objetivo de explorar la tolerancia al cambio de este posicion de 3A, se
construyd el mutante pMT28-Q44D, en el que el la carga del aminoacido introducido
(D) fue negativa. En cultivos celulares, este mutante fue capaz de crecer, de producir
ECP vy de sintetizar proteinas, aunque con un marcado retraso respecto a pMT28 vy al
mutante pMT28-Q44R (Tabla X). El virus recuperado a tiempos tardios tras la
transfeccién con el ARN del mutante pMT28-Q44D mostr6 la imposicion en la
secuencia de 3A de una Unica mutacion responsable de la sustitucion D44E (Tabla V).
Este resultado indica que, aunque la sustitucion Q44D afecta de manera importante a la
replicacion viral ya que solo se recuperé virus con la sustitucion D44E, debe permitir un
nivel de replicacion que, aunque reducido, hace posible la generacion y seleccion de
mutantes con mayor capacidad de multiplicacién (fitness). De hecho, el ARN de
pMT28-Q44D fue capaz de expresar y procesar in vitro la poliproteina viral de forma
similar a la del control pMT28 (Figura 23).

Por otra parte, el ARN de este mutante no fue capaz de infectar a ratones
lactantes (Tabla 1X), lo que sugiere que las condiciones para la replicacion e
infectividad de este mutante en raton son mas restrictivas que las que impone el
crecimiento en células BHK-21, no permitiendo un nivel de replicacion suficiente para
la generacion y seleccion de variantes con mayor fitness.

La sustitucion D44E encontrada en los virus recuperados de la transfeccion
mantiene la carga electrostatica, aunque introduciendo un aminoécido cuya estructura es

méas semejante a la del aminoacido presente en pMT28 (Q) y con un valor de pKa
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correspondiente a su cadena lateral superior a la del residuo D presente en el mutante de
partida pMT28-Q44D (Tabla V). La mutacion presente en la sustitucion D44E del virus
recuperado supone una transversion (T—A) en el tercer nucledtido del codon
correspondiente al residuo 44. Al analizar las posibles mutaciones puntuales en este
coddn que dieran como resultado un cambio de aminoacido, se observa que, aunque la
modificacion del tercer nucle6tido provoca la insercion de un aminoacido de caracter
acido, la modificacion del primer o del segundo nucle6tido hubiera dado lugar a la
introduccién de aminoacidos (N entre otros) en principio méas parecidos al residuo
presente en pMT28 (Q). Por ello, no se puede descartar la presencia de mutaciones en
otras zonas de la secuencia del virus recuperado con la mutacion D44E, que pudieran
compensar la introduccion de un aminoacido cargado negativamente en esta posicion,
en detrimento de otros posibles aminoacidos. En cualquier caso, la seleccién de
variantes con la sustitucion D44E se observo en las tres trasfecciones independientes
relizadas con ARN de pMT28 -Q44D, lo que sugiere que esta es una solucion biologica
frecuente para el escape viral de la mutacion Q44D.

El adelanto en la aparicién de ECP tras la transfeccion y posteriores pases del
ARN del mutante pMT28-Q44D en células de los clones 3A242 y 3ABBB209 (Tabla
VIl y Figura 40) indica una aceleracion del proceso de seleccion de variantes virales.
Este resultado sugiere que, a diferencia de lo observado con los mutantes de delecion,
sustitucion e insercion, la expresion en trans de 3A o 3ABBB puede complementar, en
cierta medida, el defecto asociado a la sustitucion Q44D de 3A

Todo ello indica que la posicion 44 de la proteina 3A del VFA tolera cambios de
aminoéacido incluyendo sustituciones que implican cambio neto de carga electrostatica
como Q44R. Sin embargo, esta tolerancia es limitada, ya que la sustitucion Q44D que
provoca un cambio a un aminoacido cargado nativamente tuvo como efecto la
incapacidad del ARN para infectar ratones lactantes, y solo permitio recuperar, tras su

transfeccion en células BHK-21, virus con la sustitucion D44E.

D-6 Mutantes pMT28-L38E y pMT28-L41E

Las estructuras de o.—hélice ubicadas en la region amino terminal de la proteina
3A de los picornavirus parecen ser importantes para la capacidad de 3A para establecer
interacciones proteina-proteina (Strauss et al., 2003). En el VFA, por analogia con PV,
se predice que los residuos comprendidos entre las posiciones 26-33 y 37-43 de 3A

adoptan una estructura de a—hélice que puede mediar la dimerizacion intermolecular de
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esta proteina (Figura 18). Los aminoacidos hidrofébicos L38 y L41 se predicen como
importantes para el establecimiento de interacciones intermoleculares de esta region vy,
como se ha comentado previamente (R-1-4 “Mutantes puntuales”), son los Unicos
residuos invariantes en esta region entre VFAs de diferente serotipo (Carrillo et al.,
2005). Para estimar la contribucion de los residuos L38 y L41 a la viabilidad del virus,
se decidié introducir sustituciones que implicaran cambios drasticos en estas posiciones,
con el objetivo principal de desestabilizar las interacciones intramoleculares en que
pudieran estar implicados. Para ello se construyeron los mutantes pMT28-L38E vy
pMT28-L41E, en los que el correspondiente residuo apolar (L) fue sustituido por un
aminoéacido cargado negativamente (E).

El comportamiento de ambos mutantes fue similar al descrito para el mutante
pMT28-Q44D. Asi, aunque no se detectaron modificaciones en el procesamiento in
vitro de la poliproteina viral, se observé un marcado retraso en la produccion de ECP,
de virus y de proteinas virales respecto al control pMT28 (Tabla X). Por otro lado, la
introduccién de un aminoacido de carga electrostatica negativa ya sea en la posicién
L38 0 en la L41, retrasé (pero no elimind) la capacidad replicativa de los ARN
generados, permitiendo la seleccion (Tabla IV y Tabla V) de variantes mas ventajosos
para el virus. El andlisis de la secuencia correspondiente a la proteina 3A en las
poblacidnes de virus recuperadas de las tres trasfecciones realizadas con ARN de
pMT28-L38E y pMT28-L41E, mostrd la imposicion de transversiones (A—T en el
virus con la mutacion E38V; A—C en el virus con la mutacion E41A) en el segundo
nucledtido de cada coddn, responsables de la recuperacion en cada mutante de un
aminoacido de caracter hidrofobico. Por tanto, el mantenimiento del caracter
hidrofébico de los aminoécidos en estas posiciones de la proteina 3A, aunque no es
esencial para la replicacion viral ya que su alteracion permitio la seleccion de variantes
virales, si es necesario para la produccion de virus infectivo en cultivos celulares.

De manera similar a lo observado con el mutante pMT28-Q44D, el ARN de los
mutantes pMT28-L38E y pMT28-L41E no fue capaz de producir letalidad en ratén
lactante (Tabla 1X), sugiriendo que estas mutaciones, que permiten la recuperacion de
virus infeccioso en cultivos celulares a tiempos tardios postransfeccion, son letales en
un modelo animal como el ratdn lactante.

Por otro lado, se comprobd que la expresion en trans de las proteinas 3A o
3ABBB wt fue capaz de producir un adelantamiento en la aparicion de ECP y de virus

infeccioso en clones celulares transfectados con ARN de los mutantes pMT28-L38E y
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pMT28-L41E (Tabla VIII y Figura 40). Este resultado, junto con las observaciones
similares realizadas para el mutante pMT28-Q44D, apoya la posibilidad de
complementacién de estas mutaciones por la expresion en trans de 3A wt. Esta
complementacion tendria Unicamente lugar cuando las mutaciones introducidas en la
secuencia de la proteina 3A no son letales para la viabilidad viral en células en cultivo
(Tabla X).

La distribucion celular de las proteinas 3A mutadas L38E y L41E fue diferente
al de la proteina wt cuando se expresaron transitoriamente en células BHK-21 a partir de
derivados del vector pRSV (Fig.35), apreciandose pequefios agregados compatibles con
un patron vesicular. Este patron fue similar al encontrado en un pequefio porcentaje de
las células tras 48 h.p.t. con ARN de la construccion pMT28-L38E (Figura 31y 33), y
podria corresponder a células en las que la expresion de la proteina mutada hubiese
tenido lugar y fuera detectable. Estos resultados indican que la sustitucion L38E puede
modificar la localizacion subcelular de 3A cuando se expresa transitoriamente de forma
individual y sugieren que esto podria ocurrir también en un estadio inicial de la
infeccion observada tras la transfeccion de células BHK-21 con ARN del mutante
pMT28-L38E. En este sentido, seria interesante determinar si este patron alterado de
localizacion subcelular se observa en mayor porcentaje a tiempos postransfeccion
anteriores a 48 h.

El conjunto de estos resultados sugiere que las sustituciones L38E y LA41E,
localizadas en la interfaz hidrofobica que se predice en la proteina 3A, pueden alterar la
distribucion subcelular de esta proteina, y que esta alteracion de asocia con una drastica
disminucion de la capacidad replicativa del virus, lo que lleva a la seleccion de variantes

con sustituciones en estas posiciones que restauran la viabilidad viral.

D-7 Consideraciones finales

El estudio de la relacion estructura-funcion de la proteinas de picornavirus, y en
particular de la proteina 3A del VFA, es complejo. Esto es debido, por una parte, al
posible efecto de las mutaciones sobre el adecuado procesamiento de la poliproteina
viral (en particular aguellas cercanas a los sitios de corte de la proteasa viral 3C) y, por
otra, a la implicacion de muchas de sus PNE en diferentes funciones dentro del ciclo
viral.

El trabajo presentado en esta Tesis Doctoral ha constituido una primera

aproximacion al andlisis del efecto de diferentes mutaciones en la proteina 3A sobre la
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infectividad del VFA, cuyos resultados abren interesantes posibilidades para un analisis
mas detallado de esta proteina. Por una parte, se han obtenido evidencias que confirman,
como inicialmente se esperaba, que la proteina 3A es esencial para la viabilidad del
virus y que indican que alteraciones de los aminoacidos presentes en los extremos de
3A pueden ser letales para el mismo, aunque no afecten a la traduccion in vitro de su
ARN, como ocurre con la insercion SV G.

Por otra parte, el analisis de los mutantes en la regiébn amino terminal ha
permitido identificar posiciones en las que mutaciones drésticas que modifica la carga
del aminoacido no son letales para el virus en cultivos celulares, donde se acaban
seleccionando variantes en cultivos celulares en los que el cambio introducido es
sustituido por una mutacién menos drastica, y si lo son en un modelo animal como el
raton lactante. Estas mutaciones se localizan en la interfaz hidrofobica que se predice
entre los aminoécidos 23-43 y en la posicion 44, por lo que esta regién es una candidata
interesante para llevar a cabo un analisis sistematico del efecto de mutaciones, no solo
de naturaleza drastica como las empleadas en esta primera aproximacion.

De esta manera, mientras que la mayor parte de la porcién carboxi terminal de la
proteina 3A del VFA puede ser prescindible para la viabilidad del VFA (Giraudo et al.,
1990; Knowles et al., 2001; Pacheco et al., 2003), los resultados obtenidos indican que
los residuos de la region amino terminal, mucho mas conservada entre distintos
serotipos del VFA, contribuyen de manera esencial a la replicacion y multiplicacion del

Virus.
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La delecion de la proteina 3A es letal para la infectividad en células BHK-21 del
ARN del VFA C-S8cl, a pesar de que su ausencia no produce alteraciones del
patrén de procesamiento proteolitico in vitro de la poliproteina viral.

La insercién de dos glicinas, una en la posicion 5 y otra en la posicion 151 de la
proteina 3A, provoca un procesamiento andémalo de la poliproteina viral que
posiblemente sea el causante de la falta de infectividad de este ARN en células
BHK-21. Sin embargo, la insercion de una Unica glicina en la posicion 5 de la
proteina 3A no afecta al procesamiento de la poliproteina viral, aunque si produce
inhibicion en la sintesis de ARN+ y ARN-, sugiriendo que la insercion de esta
glicina altera algiin motivo esencial para la sintesis del ARN viral.

La sustitucion de la proteina 3A del VFA por la del VRE-A es letal para la
infectividad del ARN. Tanto con el mutante pMT28-3A-VRE, que presenta un
procesamiento proteolitico alterado, como con los mutantes pMT28-3A-VRE-C y
pMT28-3A-VRE-I, en los que este procesamiento no se encuentra alterado, se
observa una inhibicién en la sintesis de ARN+y ARN- .

La sustitucion de la Gnica cisteina de la proteina 3A, presente en su dominio
hidrofobico, no afecta a la replicacion e infectividad del virus, lo que sugiere que el
residuo C65 de esta proteina no participa en interacciones esenciales para la
replicacion del virus.

La posicion 44 de la proteina 3A es capaz de tolerar cambios de carga
electrostatica. La introduccion de una carga positiva (Q44R) en esta posicion no
afecta a la replicacion e infectividad del virus. Por otro lado, la introduccion de una
carga negativa (Q44D), aungue compromete la replicacion retrasando la
produccidn de virus infeccioso, permite recuperar virus con la sustitucion D44E, en
la que el aminoacido seleccionado tiene un menor caracter acido y presenta
similitud estructural con la glutamina presente en el VFA C-S8cl.

El mantenimiento del caracter hidrofobico de los residuos presentes en las
posiciones 38 y 41 de la proteina 3A, que se predice se localizan en una interfaz
hidrofébica potencialmente implicada en interacciones proteina-proteina,
compromete, igualmente, la replicacion e infectividad del virus. En este caso, tras
la transfeccion con el ARN de los mutantes que incorporan un residuo de &cido
glutdmico en estas posiciones, se seleccionan virus con sustituciones que restauran
el caracter hidrofébico (E38A 'y E4L1V).

Las mutaciones L38A y L41V alteran la distribucion subcelular de la proteina 3A,
cuando ésta se expresa de forma independiente.

Solo el ARN de aquellos mutantes que no han perdido, o no tienen comprometida,
su capacidad para replicar en células BHK-21 es capaz de producir letalidad en
raton lactante.

La expresion en trans de la proteina 3A o de su precursor 3ABBB acelera la
selecciéon de variantes viables tras la transfeccion con ARNs que contienen las
sustituciones Q44D, L38E y L41E, no permitiendo el rescate de las mutaciones
letales presentes en los mutantes de delecion, de insercion o de reemplazamiento
de 3A.
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