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1. INTRODUCCION Y ANTECEDENTES

EL VIRUS RESPIRATORIO SINCICIAL HUMANO: IMPACTO CLINICO Y ESTRATEGIAS DE
PREVENCION Y CONTROL DE LA INFECCION POR VRSH.

El Virus Respiratorio Sincicial Humano (VRSH) es el principal agente etiolégico viral a nivel mundial

I con sintomas que abarcan desde una pneumonia severa y

de enfermedades respiratorias pediétricas[1
bronquiolitis, que involucran el tracto respiratorio bajo, a infecciones mas leves similares a un resfriado
comin'®®. A su vez, la infeccién por el VRSH afecta a la poblacidn adulta en general, causando infecciones
respiratorias graves principalmente en ancianos e individuos inmunocomprometidos[7'1°].

La reinfeccidn por este virus es recurrente debido a la proteccidon inmune parcial que se establece
como resultado de una infeccidn natural. EI VRSH a su vez puede infectar nifios en presencia de anticuerpos
maternos™ y la infeccion por VRSH en la infancia es considerada un factor de riesgo para el desarrollo de
asma*> ¥,

Este virus presenta dos grupos antigénicos, A y B que han sido identificados en base a la reactividad

con paneles de anticuerpos monoclonales dirigidos contra distintas proteinas del virus (N, P, M, Gy F) [13]124]

[15] [16] [17]
Estos grupos antigénicos co-circulan en la mayoria de las epidemias en la poblacién humana en
todo el mundo y su prevalencia varia afio a afio. A su vez se ha descrito una gran variacién antigénica y

(18] 1923 pe hecho, distintos genotipos han sido identificados

genética dentro de cada grupo antigénico
dentro de cada grupo antigénico y estudios epidemioldgicos mostraron que multiples genotipos co-
circulan durante las epidemias. Los genotipos dominantes alternan su prevalencia cada afio sugiriendo un
mecanismo adicional para las frecuentes re-infecciones por evasién de la inmunidad generada por cepas
previasm’ >l Se ha propuesto que el modelo evolutivo del VRSH es similar al del virus Influenza B en el que
varios linajes co-circulan durante la misma epidemia. Estos virus muestran una rapida diseminacién y una

variacién temporal mas que geografica®.

Al dia de hoy no existe una vacuna disponible contra la infeccidn por VRSH. De hecho el estudio de

algunas vacunas potenciales demostré que generaban un fendmeno de “inmunopotenciacién” o

“enfermedad exacerbada por vacunacion”?’?,

Uno de los abordajes que se utilizan para la prevencién del VRSH es el uso de anticuerpos anti-
VRSH. Al inicio el mas empleado era la inmunoglobulina RSV-IGIV (RespiGam®) pero posteriormente fue
sustituido por el palivizumab (Synagis®)®®>*.. El RSV-IGIV es una preparacién concentrada de anticuerpos
neutralizantes anti-VRSH policlonales obtenida del suero de pacientes adultos. Estos anticuerpos se
administraron en recién nacidos prematuros y se demostré que reducen los dias de hospitalizacion con

[36] pB7.

oxigeno'”™”. Actualmente ha sido sustituido por el palivizuma El palivizumab es un anticuerpo

monoclonal humanizado dirigido contra un epitope localizado en el sitio antigénico Il de la proteina de

135, 36, 38]

fusion (F) del VRSH (ver Fig. 5). Se utiliza para la profilaxis en nifios de alto riesgo y también ha sido
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[39]

administrado en pacientes transplantados””. Actualmente se ha disefiado una versién mejorada del

palivizumab, el motavizumab, que presenta mayor afinidad por la proteina F del VRSH y tiene mayor

capacidad neutralizante pero aln se encuentra en ensayos clinicos!*® 41 4431

Otra de las estrategias para el tratamiento de esta infeccion es el uso de inhibidores los cuales

[44]

pueden dividirse en: i) inhibidores de unidn/fusiéon*™, ii) oligonucleétidos cuyo blanco es el ARN viral, iii)

aquellos cuyo blanco es la proteina N, iv) los que inhiben alguna funciéon de la ARN polimerasa ARN

)[45]

dependiente y v) aquellos que inhiben la inosin monofosfato deshidrogenasa (IMPDH)"™. De hecho la

ribavirina (inhibidor de la inosin monofosfato deshidrogenasa) es la Unica droga antiviral aprobada para el

tratamiento de infecciones por VRSH aunque el mecanismo especifico de inhibicidon no se ha determinado

U r1[46-50]

a . Actualmente el empleo de pequefios ARNs interferentes (siRNAs) con actividad anti-VRSH

especifica como terapia antiviral ha sido probado en modelos animales y se planea probar en humanos®* >

Con respecto al desarrollo de una vacuna efectiva existen varios factores que dificultan su
implementacién: a) la falta de induccién de anticuerpos neutralizantes contra el virus, b) una respuesta
inmune incompleta luego de la inmunizacidn natural con VRSH, c) la induccién de una respuesta inmune
inapropiada como se vio en la vacuna inactivada con formalina (respuesta inmune exacerbada de tipo Th2),
d) la falta de inmunidad de tipo Thl inducida por los antigenos del VRSH y e) la limitada induccion de
células T CD8+"3). Como ejemplo actualmente se estan evaluando vacunas a ADN expresando el gen de la

[54]

proteina F con un adyuvante de mucosa como es la toxina colérica”, vectores adenovirales (AdV5) que

B3 virosomas reconstituidos de influenza

[56]

expresan la proteina F optimizada para el uso de codones
inmunoestimulantes (IRIVs) que incorporan la proteina F recombinante™, y se ha optimizado el candidato
sensible a la temperatura disefiado por genética reversa que conserva las mutaciones obtenidas en el virus

atenuado original®” .

1.2 CARACTERISTICAS DEL VIRION, CICLO REPLICATIVO Y PROTEINAS VIRALES.

El VRSH es un pneumovirus perteneciente a la familia Paramyxoviridae dentro del orden
Mononegavirales. Es un virus envuelto que consta de un genoma de acido ribonucleico (ARN) simple hebra,
no segmentado de polaridad negativa de aproximadamente 15,2 quilobases (para la cepa de referencia A2).
El orden de los genes virales en el ARN gendmico del VRSH es: 3'-NS1-NS2-N-P-M-SH-G-F-M2 - L-
5’. Cada uno de estos genes esta flanqueado por secuencias conservadas de inicio y terminacidn de la
transcripcién. Dado que estos genes estan bajo un promotor Unico que se encuentra en el extremo 3” del
ARN gendmico, una vez que la polimerasa alcanza una sefial de terminacidén génica poliadenila, liberando
un ARNm monocistrénico. A continuacidn inicia la sintesis de ARN en la siguiente sefal de inicio. De todos
modos la polimerasa tiende a liberarse del ARN gendmico en las regiones intergénicas y debido a la
presencia de un promotor Unico debe volver al extremo 3’ lo cual resulta en un gradiente de expresion
siendo los genes ubicados en el extremo 3’ lo que se transcriben mas frecuentemente®®?, Este genoma es
transcrito entonces en 10 ARN mensajeros (ARNms) subgendmicos cada uno de los cuales codifica una
Unica proteina, a excepcion del ARNm del gen M2 que codifica para las proteinas M2-1 y M2-2[1]. La

mayoria de las proteinas codificadas por el virus son estructurales y por tanto se encuentran tanto en el
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virion como en las células infectadas. Sin embargo las proteinas no estructurales NS1, NS2, y aun queda por
determinar si M2-2, se hallan presentes GUnicamente en las células infectadas (631,

Las proteinas N, P, Ly M2-1 estdn asociadas a la nucleocdpside y a la polimerasa viral. La proteina N
es responsable de una variedad de funciones incluyendo la formacién de estructuras para el ensamblaje del
virion y la proteccidon del genoma de la digestién por proteasas. La proteina L funciona como una ARN
polimerasa ARN dependiente e interactla con la proteina P la cual es importante para la activacion del

L[64]

complejo enzimatico y aumenta la estabilidad de la proteina . La proteina M2-2 por su parte participa

en la regulacidn de la sintesis de ARN. La proteina M es la proteina de matriz, y las proteinas NS1 y NS2

fueron identificadas como antagonistas del sistema del interferén o/ ¢!

. Finalmente tres glicoproteinas
transmembrana (SH, G y F) se hallan insertas en la envuelta lipidica (proveniente de la célula huésped)
tanto en viriones maduros como en células infectadas. Mientras la porcidén interna de estas proteinas
interactua con la proteina de matriz, la porcidén externa queda expuesta en la superficie lo que conlleva a
gue las glicoproteinas F (proteina de fusién) y G (proteina de adhesidon o de unién al receptor) sean las
principales proteinas inmunogénicas que posee el virus, e inducen la produccién de anticuerpos

neutralizantes en el sistema inmune del huésped **7% (Fig. 1).

Proteina de adhesién celular (G)

e ¢ *

Proteina pequefia hidrofébica (SH)

Envoltura viral

Proteina de matriz (amarillo)
Nucleocdpside (violeta)
Fosfoproteina (azul claro)

ARN polimerasa subunidad L (verde)
ARN gendmico (negro)

Factor antiterminador (rosado)

Figura 1: Esquema del viridn del Virus Respiratorio Sincicial Humano. En azul se representa la envoltura viral con las
glicoproteinas de superficie F (proteina de fusidn), G (proteina de adhesidn), SH (proteina pequefia hidrofébica)
sefialadas con flechas. En amarillo se representa la proteina de matriz M; en violeta la proteina de nucleocapside N
asociada al genoma de ARN simple cadena de polaridad (-) (en negro) junto con las proteinas de la polimerasa viral L
(en verde) y la fosfoproteina P (en azul claro) y la proteina M2-1 (rosado). Adaptado de Smith 2009,



La entrada del virus a la célula huésped esta mediada por las glicoproteinas de superficie Fy G. La
unién primaria del virus a la célula blanco es promovida por la proteina de unién al receptor G, la cual se

72l La proteina F es luego responsable de la

une a heparina y proteoglicanos de superficie celular
penetracion viral mediante la fusidn de la envoltura viral con la membrana de la célula huésped. Sin
embargo se ha demostrado para los pneumovirus que la glicoproteina G podria no ser obligatoria para la
entrada del virus a la célula. En este sentido se ha reportado tanto un VRSH atenuado como también un

(7373 Esto

VRSH recombinante que carecen de la proteina G y sin embargo contindan replicando en cultivo
indica que la proteina F por si misma puede unirse para permitir la entrada del virus siendo por tanto
necesaria y suficiente para la infeccién viral y la fusidon de células infectadas con sus vecinas para formar
sincicios®® *¥ no dependiendo de otras glicoproteinas virales para su activacién. Se ha demostrado que la
proteina F es capaz de unirse a heparina aunque el requerimiento por los glucosaminoglicanos es menor
que para la proteina G lo que sugiere la existencia de interacciones con otro tipo de receptor’®””.. No se ha
identificado aun un receptor especifico para la proteina F del VRSH, sin embargo para otro pneumovirus
muy relacionado como el Metapneumovirus Humano (MPVH), se ha reportado que la proteina F estaria

78] Los datos planteados previamente

involucrada con la integrina aVB1 para la entrada del virus a la célula
sugieren entonces que la interaccidn de la proteina G con los glucosaminoglicanos podria ser el contacto
inicial para facilitar el acceso, seguido por un segundo paso de unidn, el que de hecho involucra a la unién
con el receptor celular aun desconocido requerido para disparar la fusion de membranas y el ingreso del
virus.

A partir del proceso de fusién de la particula viral con la membrana plasmatica de la célula blanco,
la nucleocapside viral, la polimerasa y el resto de las proteinas del viridon se depositan en el citoplasma de la
célula infectada donde la transcripcién y la replicacién tienen lugar. Como se mencioné anteriormente la
transcripcidon resulta en la sintesis de 10 ARN mensajeros monocistrénicos, con cap 5°, metilados y
poliadenilados los cuales se traducen por la maquinaria celular. La replicacién por su parte involucra la
generacion de un ARN completo, de polaridad positiva, complementario al genoma: el ARN antigenémico.
Este es generado una vez finalizada la sintesis de ARNm y actia como molde para la sintesis del ARN
gendémico (-). Los genomas se incorporan en las nucleocdpsides a medida que se sintetizan y pueden
reciclarse a través de las vias de sintesis de ARN o bien ser transportados a la membrana plasmatica para el

63 La liberacién de viriones se hace por brotamiento a través de la

ensamblaje de las particulas virales
membrana plasmatica de la célula infectada con participacién de proteinas del citoesqueleto. Este
brotamiento esta circunscrito a regiones determinadas en la superficie celular y visualmente se observa

como un proceso opuesto al mecanismo de fusion, 78 8285,

1.3 LA PROTEINA DE FUSION DEL VIRUS RESPIRATORIO SINCICIAL HUMANO: HOMOLOGIA
ESTRUCTURAL Y FUNCIONAL CON OTRAS PROTEINAS DE FUSION VIRALES.

Como se menciond anteriormente la proteina F (proteina de fusidn) del VRSH dirige la penetracion
viral mediante la fusién entre la envoltura del virién y la membrana plasmatica de la célula huésped,

liberando la ribonucleoproteina viral en el citoplasma celular® ®, Luego, durante la infeccidn, la proteina F
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expresada y localizada en la superficie celular puede entonces mediar la fusién entre células vecinas dando

88 Este fenémeno constituye un importante efecto citopatico, lo que da

|[1]

lugar a la formacién de sincicios

origen al nombre de este virus, y probablemente sea un mecanismo adicional de propagacién vira

La glicoproteina F es una proteina transmembrana tipo |, que se sintetiza como un precursor FO

inactivo® de aproximadamente 574 aminoéacidos. Este precursor es modificado co-traduccionalmente por

[90]

la adicion de N-carbohidratos en el reticulo endoplasmico rugoso~, donde se oligomeriza para formar

homotrimeros. La proteina F esta glicosilada en cinco o seis sitios potenciales de N-glicosilacion localizados

[6, 90]

principalmente en la subunidad F2 y contiene palmitato . La conservaciéon de estos sitios de N-

glicosilacion podria estar implicada en el mantenimiento de la integridad estructural y funcional de la
proteina. En este sentido se observd que sdélo tres de los sitios potenciales de N-glicosilacion estaban
ocupados por oligosacaridos de los cuales Unicamente el hallado en el residuo Asn500 era importante para

[91]

la actividad de fusion de la proteina Otra modificaciéon post-traduccional involucra la acilacion del

residuo Cys550. El precursor FO (70 kDa) es procesado proteoliticamente en dos sitios en cada mondémero
por una endoproteasa tipo furina en la red o compartimento del trans- Golgi, durante su traslado a la
membrana celular para dar lugar a dos polipéptidos unidos covalentemente por puentes disulfuro: F2 y F1;
actualmente se piensa que son dos los puentes disulfuro que unen ambos fragmentos lo que explicaria en

F [92] [93]

parte la termoestabilidad Unica que posee el dominio extracelular de la proteina . El fragmento

pequefio F2 (20 kDa) estad ubicado en el extremo N-terminal y el fragmento F1 (50 kDa) se encuentra en la

porcidn C-terminal, el cual presenta un péptido hidrofdbico (en el extremo C-terminal de F1) que permite el

anclaje de esta proteina a la membrana, seguido por una cola citoplasmatica de 24 aal® *°. El

procesamiento proteolitico en ambos sitios seria necesario para que la proteina adquiera su potencial

B4 El procesamiento proteolitico libera el péptido de fusion hidrofébico (de 18 aa) en el

fusogénico
extremo N-terminal de la subunidad F1, que se cree es el directamente involucrado en la insercién en la
membrana blanco para iniciar la fusién produciendo una proteina madura y biolégicamente activa®* **! (Fig.
2B). Recientemente se ha demostrado que para obtener una proteina completamente activa se requiere de

un péptido de fusién funcional®®.

A
F2 F1
HRA HRB
| S_S I
Membrana celular !
Subunidad F2 ftico Subunidad F1 Y ™
RARR100 Péptidode fusion
D kKRkAR1S, /
00' /149 206
NH2 NH2 = coon
74
T HR1 (N) HR2 (C) >7dan
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Figura 2: Representacion de la estructura primaria de la proteina de fusiéon del VRSH en sus formas no procesada,
precursor FO (A) y procesada proteoliticamente dando lugar a las subunidades F2 y F1 (B). En ambas figuras se sefialan
los dominios conservados: péptido sefal, péptido de fusion (FP) y dominio transmembrana (TM), hidrofdbicos, que en
(A) se representan como rectangulos negros; heptadas HRA (o HR1) y HRB (o HR2), la heptada HR3 (obtenida por
prediccidn); la cola citoplasmatica (en el extremo C-terminal) y los puentes disulfuro S-S. En (A) se marcan con flechas
los sitios de procesamiento proteolitico y en (B) se muestran los aminoacidos donde se realizaron los cortes. Los sitios
de N-glicosilacion se sefialan en (A) con triangulos negros y en (B) se marcan sdlo los conservados (forma de paleta).
Los residuos de cisteina son sefialados en (A) como circulos negros. (A) Adaptado de Ruiz-Argiliello 20047, (B)
Adaptado de Yunus 2010",

Como se muestra en la figura 2, la estructura primaria de la glicoproteina F presenta tres secuencias
hidrofdbicas. La primera corresponde al péptido sefial (aminoacidos 1-25) localizado en el extremo N-
terminal de la cadena F2, el cual es removido de la glicoproteina madura. La segunda secuencia hidrofébica
ubicada en el extremo N-terminal de la cadena F1 (aminodcidos 138-155) corresponde al péptido de fusion,
segmento rico en glicina que se inserta en la membrana celular blanco durante el proceso de fusién vy la
tercer secuencia, cercana al extremo C-terminal de la porcién F1, constituye la region transmembrana
(aminoacidos 525-549). Inmediatamente adyacente al péptido de fusidén y a la regidn transmembrana,
existen dos zonas de repeticion de heptadas denominadas HRA (también denominada HR1 o HRN, que
abarca los aminoacidos 156-199) y HRB (también denominada HR2 o HRC, que abarca los aminoacidos 488-
524). Las heptadas son secuencias de siete aminodcidos formadas por residuos de leucina e isoleucina.

[6, 98-101]

Estos motivos estan involucrados con la formacién de estructuras superenrolladas vinculadas al

proceso de fusién de membranas!'®*'*!

. Finalmente una tercer regidon (HR3) de secuencias repetidas de
heptadas fue identificada en la subunidad F2 y abarca los residuos 53-100"%°! pero su papel aun no se ha
determinado.

Con respecto a los residuos de cisteina presentes en la proteina F (15 residuos en total), algunos
estan localizados en las inmediaciones del sitio de procesamiento proteolitico mientras que el resto se
encuentran en medio de la subunidad F1 conformando una region rica en cisteinas (11 residuos) que se

cree participan en el plegamiento correcto de la proteina madura (Fig. 2A).

La proteina F del VRSH es estructuralmente similar a las proteinas F de otros paramyxovirus en lo
gue respecta a la localizacion de los dominios hidrofdbicos, las heptadas y los residuos de cisteina asi como
la activacion proteolitica que resulta en la exposicién del péptido de fusidn hidrofébico™®!

Con respecto a la estructura tridimensional de la proteina F del VRSH aun no existe informacién
detallada de la misma, a pesar de que se tiene la estructura de cristal correspondiente a la regién del
nucleo o “core” hexamérico compuesto por tres heterodimeros HRA/HRB %%,

Varios disefios experimentales han sido aplicados para el estudio de la estructura secundaria y para
la aproximacién a la estructura terciaria de la proteina F del VRSH. En este sentido varios abordajes se han

[107, 108]

llevado a cabo, como estudios de NMR, microscopia electrénica y la construccion de modelos de

Ill

estructura tridimensional basados en los datos de cristalografia obtenidos para el “core” de la proteina F
del VRSH junto con los datos de la estructura cristalografica parcial de la porcidn extracelular de proteina F
post-fusion del virus de la enfermedad de Newcastle (NDV)[1°9' 101 con estos datos se postuldé que la
proteina F del VRSH es una proteina trimérica cuyos mondmeros estdn compuestos por pares F2-F1 unidos

por puentes disulfuro que se disponen simétricamente con respecto a un eje central. Esta proteina se
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divide en tres regiones: cabeza, cuello y tallo!®% 104 107 111, 112]

. El tallo es elongado, constituye la base de la
. / . /e . . . “ ”[102] ;2
proteina y esta compuesto por seis hélices antiparalelas superenrolladas (region del “core también
denominado 6HB) compuestas por las heptadas: HRA y HRB. La region de la cabeza presenta una cavidad
central que se comunica con el exterior a través de un canal axial y tres canales radiales dispuestos
simétricamente™ (Fig. 3-1). Recientemente han sido elucidadas: la estructura cristalografica completa del
dominio extracelular de la proteina de fusién del virus Parainfluenza humano 3 en su estado post-fusion

(Fig. 3-2 b) (1131 3si como la del dominio extracelular de la proteina F del virus Parainfluenza 5 (antes

llamado SV5) en su conformacion pre- fusién™* (Fig. 3-2a). Estas estructuras también se han empleado
H2,

para realizar modelos tridimensionales de la proteina F del VRS
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Figura 3: 1. Modelo de la estructura molecular del ectodominio de la proteina F del VRSH utilizando como modelo la
estructura del ectodominio de la proteina F del virus Parainfluenza Humano 3. En el modelo se muestra, a la izquierda,
el diagrama de cintas correspondiente al mondmero F2-F1 y a la derecha el homotrimero de la proteina F. Las
heptadas HR1 y HR2 estan indicadas asi como los residuos de cisteina (circulos amarillos). Se sefialan las posiciones de
la cabeza, cuello (doble flecha violeta) y tallo (doble flecha negra) de la proteina F. Adaptado de Day 20062,

2. (a) Trimero de la proteina F del PIV5 en su conformacién pre-fusion. En la figura se muestra: HRA (verde), HRB y su
region terminal (violeta), péptido de fusidn (azul), dominios DI (amarillo) y DIl (rojo). (b) Trimero de la proteina F del
PIVh_? e]n su conformacion post-fusién, los colores representan los mismos dominios que en (a). Adaptado de Lamb
2007,

Con respecto al proceso de fusién como mencionamos anteriormente la penetracién del VRSH al
igual que el resto de los virus envueltos ocurre por la fusion de membranas catalizada por las proteinas de
fusidn presentes en la envoltura lipidica. La maquinaria involucrada es bastante simple al menos cuando se
compara con el aparato necesario para los eventos de fusion de membranas que ocurre en las células. Una
razon para esta simplicidad es que los factores de fusion viral son utilizados Unicamente una vez. La
actividad de fusiéon es gatillada una vez que recibe la sefial ya sea debido a la union al receptor o por un
descenso del pH lo cual induce cambios conformacionales irreversibles en las proteinas de fusidn virales.

Ill

Asimismo se ha observado que el “core” trimérico descrito para la proteina F del VRSH también se

halla presente en un nimero elevado de proteinas de fusion virales lo que podria reflejar un elemento
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[103]

mecanistico comun'~>. De hecho las heptadas (HRA y HRB) presentes en la secuencia de la proteina F del

VRSH pueden formar estructuras triméricas tipo horquilla similares a las encontradas en las proteinas de

(116-129] 'Esta estructura podria colocar las membranas celular y

fusidon de un gran numero de virus envueltos
viral de modo de facilitar la aposicidn entre ambas, trayendo el péptido de fusién, el cual se inserta en la
membrana celular, cerca del segmento transmembrana que se halla anclado en la membrana viral (o de
una célula infectada) (Fig. 4). Es probable que esta estructura hexamérica superenrollada observada en el

(1921 ya que la orientacion

complejo HRA/HRB (o 6HB) corresponda a la conformacion estable post-fusion
antiparalela que adquiere esta estructura localiza el péptido de fusion muy cercano a la region
transmembrana en uno de los extremos de la particula. La formacién de esta estructura hexamérica se
vincula a la mezcla del contenido lipidico de ambas membranas probablemente acoplando la energia libre

liberada del replegamiento de la proteina con la fusién de las membranas™.

Diversas etapas tienen lugar durante el proceso de fusidon de las proteinas virales de tipo |. Luego
del procesamiento proteolitico las proteinas se encuentran en una conformacion metaestable pre-
fusogénica antes de que la proteina se active. Una vez que la proteina es activada sufre una serie de
cambios conformacionales (Fig. 4 a-c) dando lugar a la exposicién e insercidon del péptido de fusion en la
membrana de la célula blanco con la subsecuente fusién de membranas!**! (Fig. 4 d-e). Este cambio
conformacional da lugar a una estructura de la proteina mds estable (estado post-fusion) y con la energia
liberada en este proceso tiene lugar la fusion de membranas. La fusion de membranas es un proceso de
alto costo energético dado que para realizar la fusion de membranas el virus debe proveer de suficiente
energia para deformar bicapas en aposicion resultando finalmente en la formacién de un poro de fusién y

[132] (

liberando el genoma viral dentro de la célula Fig. 4 abajo). La comprensién del proceso de fusidén en

paramyxovirus se vio aumentada por la elucidacidn de las estructuras cristalinas de las formas pre-fusiéon
del PIV5 asi como las formas post-fusién de la proteina F del NDV y del PIVh3 11101131141,

Como se muestra en la figura 4 (arriba) en la forma pre-fusién los dominios HRA se hallan
separados y el péptido de fusién hidrofébico queda secuestrado en su interior (en la regidn de la cabeza)
mientras que las regiones HRB interactian en una conformacion superenrollada. El modelo de fusidon
propuesto postula que luego de la activacion, se producen cambios conformacionales que dan lugar a que
las regiones HRB se separen en primer lugar de la regidn de la cabeza quedando como cadenas extendidas
no helicoidales (Fig. 4b). Posteriormente se forma la estructura de pre-horquilla que da lugar a la formacién
de un superenrollamiento largo de HRA y la subsecuente insercidn del péptido de fusion en la membrana
blanco (Fig.4c). A continuacién el plegamiento subsecuente de HRB da lugar a la formacidon de una
estructura de horquilla que posiciona HRB en una posicién antiparalela dentro de los huecos del
superenrollamiento trimérico de los HRA para dar lugar a la formacidon de 6HB (Fig. 4e). Se cree que la
formacidn de este core hexamérico provee algo de la energia necesaria para la fusidon de las membranas.
Subsecuentemente el poro de fusidon se expande y este paso de expansion se cree es el que conlleva el

(1141 | 3 fusion de membranas involucra las

mayor costo energético para el proceso de fusién de membranas
siguientes etapas: contacto con la membrana (unién y aposicion de membranas), mezcla de lipidos

(hemifusién), y mezcla de los contenidos lipidicos (formacién de poro y estabilizacion); que involucra que la
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proteina pasa de la conformacidn pre-fusién metaestable a un estado de menor energia post-fusién como

se muestra en la figura 4 (abajo) 1% 134 [135],
a b c
Cell membrane Cell membrane Cell membrane
Prefusion Open stalk Pre-
hairpin HRA

g
f HRB (ﬂ

Viral membrane Viral membrane Viral membrane

Refolded Postfusion

Figura 4: Modelo de fusidn de proteinas F de paramyxovirus. Arriba: se describen los cambios conformacionales que
sufre la proteina F durante el proceso de fusion de membranas. a) estructura de la proteina F en su conformacién pre-
fusién (HRB-azul, HRA-verde, dominios |, Il y ll-amarillo, rojo y fucsia respectivamente). b) Conformacion “open stalk”
(o de tallo extendido), HRB se separa y estos dominios quedarian extendidos separandose de la cabeza de la proteina
pre-fusion. c) Intermediario pre-horquilla puede formarse por replegamiento del dominio DIII facilitando la formacién
del superenrollamiento de HRA y la insercion del péptido de fusién en la membrana blanco. d) Antes de la formacion
del hexamero 6HB, el plegamiento de HRB en la superficie expuesta de DIll con la formacién de hebras beta
adicionales podria estabilizar la yuxtaposicién de las membranas celular y viral. ) Formacidn de 6HB post-fusién que
se asocia con la fusion de membranas y la formacion del poro yuxtaponiendo los péptidos de fusidon y los dominios
transmembrana. Arriba adaptado de Yin 2006, Abajo: otra representacion de los intermediarios que participan en
el proceso de fusidn en este caso incluye también los intermediarios lipidicos que culminan en la formacién del poro
de fusion. P[7elr]Jtido de fusién: naranja, HRA: azul, HRB: rojo, dominio transmembrana TMD: negro. Abajo adaptado de
Smith 2009"" .
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Se cree que la glicoproteina F del VRSH, al igual que otras proteinas de fusion de tipo | ( por ejemplo
la gp41 del VIH-1), adopta una conformacidn prefusogénica metaestable hasta que es activada en presencia
de la membrana blanco y/o receptor'®?. Sin embargo para la proteina F del VRSH atn no se ha demostrado
gue es lo que dispara los cambios conformacionales presentes en la misma para llevar a cabo la fusidn.
Dado que al igual que en VIH-1, la fusion del VRSH tiene lugar en la superficie celular y que es
independiente del pH se presume que la unidn de la proteina F a un receptor celular dispararia los cambios
conformacionales . A pesar de que se han probado varios ligandos que podrian unir a la proteina F, atn
no se ha podido determinar cudl seria el receptor correcto para esta proteina!** 1361381 [139],

Recientemente se demostré que una elevada temperatura podria servir para disparar in vitro la
formacion del core hexamérico en la proteina F del VRSH™*; |a temperatura podria servir como disparador
de cambios conformacionales en la proteina F lo cual es consistente con lo propuesto para otros

[115]

paramyxovirus™ . El estudio del proceso de los cambios conformacionales que ocurren en las proteinas de

fusidn de diversos virus envueltos (Parainfluenza Virus 5, Influenza, VIH-1, etc.) ha permitido desarrollar el
modelo denominado “spring loaded trap model”. En este modelo la conformacion de la proteina F no
fusogénica a pH neutro estaria atrapada en un estado cinético de alta energia y esta energia seria liberada
como resultado del cambio conformacional en la proteina. De acuerdo con este modelo, a pH neutro la
presencia de urea, calor o presidn podrian pueden desestabilizar a la forma nativa no fusogénica,
ocasionando que espontdneamente sufra una transicién hacia la forma fusogénica sugiriendo que esta

[140, 141]

proteina es metaestable . Estos estudios también proponen que un cambio de pH o la unién al

receptor compensarian los requerimientos energéticos para realizar la fusién de membranas lo que podria
satisfacerse por un aumento de temperatura u otra fuerza desestabilizadora como urea o presiéon™ 142 E|
trabajo de Yunus y cols. ** demostré que la temperatura dispara la formacién del “core” de la proteina F
del VRSH y coteja la hipdtesis de metaestabilidad para esta proteina lo cual no se habia probado en
presencia de la proteina nativa.

El primer trabajo donde se visualizd un posible cambio conformacional en la proteina F del VRSH
fue en el trabajo de Calder y cols"™! donde se correlacionaba por microscopia electrénica la existencia de
estructuras en forma de cono con la conformacidon de la proteina F en su estado pre fusogénico, mientras
gue estructuras en forma de “lollipop” (paleta o chupetin) se relacionaron con la proteina en su estado

post-fusiont*®”

. La transicién de un estado al otro estaba relacionado con el procesamiento proteolitico
completo de la proteina F. Se inferia a su vez que estas orientaciones eran consistentes con la posibilidad
de que los tallos de los bastones con forma de “lollipop” estuvieran formados por las heptadas HRA y HRB
dispuestas en forma antiparalela lo cual se confirmé posteriormente al obtenerse el cristal del core
hexamérico™?,

Por tanto el procesamiento proteolitico estd directamente relacionado con la activacién de la
proteina F del VRSH para la fusion de membranas. Interesantemente esta proteina de fusién presenta dos
sitios de procesamiento proteolitico a diferencia del resto de las proteinas de los paramyxovirus (Fig. 2). El

potencial fusogénico de la proteina F del VRSH asi como en otras proteinas de fusién virales esta regulado

por el procesamiento proteolitico del precursor FO el cual impide la activacién de la proteina y por ende la
fusion durante el ensamblaje del virus. El procesamiento proteolitico también genera los estados

metaestables de las glicoproteinas virales que presentan los rearreglos conformacionales requeridos para
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la fusion®!

. Como se observa en la figura 4 (arriba) en la proteina nativa el procesamiento proteolitico
resulta en un cambio estructural minimo posiblemente limitado al secuestro del péptidos de fusidn en un
ambiente no acuoso para ser liberados sélo cuando el contacto con la celula blanco (o su activacion) gatille

(1441 El procesamiento proteolitico total deja al péptido de fusion

la exposicidon de los péptidos de fusidn
listo para actuar. Existe una teoria para la proteina F del VRSH que plantea que el hecho de completar el
procesamiento proteolitico de la proteina en ambos sitios podria ser el paso de activacion de la misma. Sélo
cuando los tres mondmeros del trimero son procesados proteoliticamente se induce el cambio
conformacional que expone el péptido de fusidn. Se propone entonces que el procesamiento proteolitico
del precursor es ineficiente en la celula infectada. Asi moléculas de la proteina F incorporadas al viridn
contienen mondmeros no procesados o parcialmente procesados proteoliticamente que mantienen al
trimero en una conformacion pre-activa. El procesamiento proteolitico completo en todos los mondmeros
cuando el virus va a infectar una nueva célula podria ser el paso de activacién que dispara la fusién de

[143] [93, 94]

membranas . Como se menciond anteriormente los cambios conformacionales asociados a la

fusidn por parte de la proteina F se consideran irreversibles. Es importante entonces que la activacién sea

(1441 La proteina F del VRSH puede ser

regulada apropiadamente tanto espacial como temporalmente
fusogenicamente activa en ausencia de la proteina G lo cual sugiere que esta proteina a diferencia de otras
posee un requerimiento de energia menor para realizar la transicidon desde el estado metaestable y a su vez

711 El modelo

no requiere la presencia de la proteina de unién para estabilizar la forma prefusogénica
planteado para este tipo de proteinas (como la proteina F del VRSH) es que una vez sintetizadas, las
proteinas de fusién y de unién viajarian separadas por la via secretoria llegando a la superficie celular de
forma independiente dado que la proteina de unién no es requerida para interactuar con la proteina F para
promover la fusion a pesar de que la unidn con el receptor facilitaria el proceso trayendo las membranas en

cercana proximidad"”*.

Por otro lado, todavia no se han definido claramente los sitios especificos de la proteina F
involucrados en el proceso de fusidn, si bien se sabe que son necesarios los dominios correspondientes a
las heptadas y al péptido de fusién. En particular, se ha demostrado que la introduccién de mutaciones
puntuales en la regién correspondiente al péptido de fusién que resultan en un cambio por un aminoacido
con propiedades fisicoquimicas diferentes, altera su funcionalidad'®®. Estudios mas recientes, por su parte,
mostraron que mientras la delecién de la regidn citoplasmatica no altera su funcion®, la sustitucion de las
cisteinas del dominio extracelular (no presentes en el péptido de fusidn) por residuos de serina si afecta su
funcion™®). Esto sugiere que estos aminoécidos son esenciales para la correcta actividad de la proteina.

Sin embargo aun se desconocen las caracteristicas del dominio transmembrana de la proteina F del
VRSH asi como su contribucion en el proceso de fusién.

La regién transmembrana (TM) de la proteina F del VRSH comparte caracteristicas estructurales con
el resto de los paramyxovirus. Asimismo tanto la naturaleza de los aminodcidos que la componen asi como
la longitud del dominio también es similar entre estos virus aunque difieran en su secuencia aminoacidica.
En general la longitud de los dominios transmembrana oscila entre los 15-20 aa, sin embargo en el caso del
VRSH y del PIV5 ambos poseen una region TM mds larga, de 25 aa, pero que no alcanza a la longitud que

presenta por ejemplo la region TM de la proteina S del coronavirus SARS (con 33 aa).
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A modo de ilustracién se muestra la region transmembrana (putativa) de la proteina F del VRSH
(aminoacidos 525-549) y del PIV5 (aminoacidos 489-509):

VRSH IMITTIIIVIIVILLSLIAVGLLLY
PIV5 VLSITAICLGSLGLILIILLSVVVW

Los dominios TM de las proteinas de fusién virales han sido menos estudiados que sus contrapartes
del ectodominio y hasta hace algun tiempo sélo se creia que participaban en el anclaje de la proteina a la
membrana. Sin embargo el anclaje a la membrana es solo una de las funciones que posee, ya que
actualmente se lo vincula con el ensamblaje del virion, el reclutamiento y la oligomerizacion de proteinas, y
la fusion™”. Tampoco se conoce si en la proteina F trimérica del VRSH estas regiones interacttan formando

una hélice 1148 149

como en PIV5 o si permanecen como mondmeros separados que semeja las patas de un
tripode como se ha demostrado en VIH-1"*®. A su vez seria sumamente interesante observar que sucede
con los residuos aromaticos presentes en la TM de la F del VRSH dado que se ha visto por ejemplo para la
proteina de fusidn de VIH-1 que estarian involucrados en el agrandamiento del poro de fusidn. A su vez la
presencia de dominios ricos en cisteina se cree que colaboran con el proceso de fusidon dando flexibilidad a
la membrana ™.,

En el caso del PIV3 una vez obtenida la estructura del ectodominio de la proteina F se planted que
la region TM podria ser un determinante importante en la estabilidad de la conformacion pre-fusidn de la
proteina, proveyendo buena parte de la energia necesaria para atrapar a la proteina en su estado
metaestable pre-fusién ya que en ausencia de esta region la proteina F soluble se pliega directamente a
una conformacion final post-fusién mas estable™**),

El dominio transmembrana es una region de la cual resulta dificil obtener su estructura o generar
modelos, por este motivo se estan realizando estudios de dindmica molecular a través de metodos

computacionales por ejemplo en el dominio TM de la gp41 de VIH-1""

. En estos trabajos se estudian los
mondmeros y la formacién de trimeros de la regién TM para estudiar oligomerizaciéon, demostrando
nuevamente que este dominio cumple un papel importante en la fusion.

Varios dominios transmembrana de proteinas de fusidn virales han sido estudiadas, entre las que
se encuentran la hemaglutinina del virus Influenza'™®", la proteina G del VSV, la proteina gp41 de VIH-1, la

proteina S de coronavirus 4

, etc, demostrando que esta regidn juega un papel fundamental en el proceso
de fusidn en si. En el caso del VRSH los escasos trabajos realizados en el dominio TM de la proteina F estan
relacionados con el hecho de que esta regiéon tendria determinantes estructurales que facilitan el

transporte a la membrana y que funcionan independientemente de su orientacién 2.
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1.4 EL VIRUS RESPIRATORIO SINCICIAL HUMANO: SELECCION DE MUTANTES RESISTENTES A
ANTICUERPOS NEUTRALIZANTES Y SU CONTRIBUCION A LA ESTRUCTURA ANTIGENICA DE LA
PROTEINA F

El VRSH al ser un virus ARN resulta ser genéticamente heterogéneo de modo que cada poblacidn
viral consiste en una distribucion de genomas relacionados pero no idénticos, en lugar de especies
moleculares Unicas con secuencias idénticas. Estas distribuciones dindmicas son llamadas cuasiespecies; la
denominacion cuasiespecie refleja tanto la heterogeneidad del ARN viral asi como la replicacién

(1531 El fenémeno de cuasiespecies de las

competitiva entre las variantes gendmicas que van surgiendo
poblaciones virales esta relacionado con la tasa de error de la polimerasa que replica genomas ARN. Esta
replicacién errénea de virus ARN resulta en poblaciones complejas de virus mutantes relacionados. A
diferencia de los virus que presentan genomas compuestos por ADN, los virus ARN poseen algunas
caracteristicas que contribuyen a la gran variabilidad presente en estos virus. En este sentido los virus ARN
presentan: a) un mayor niumero de rondas de replicacion por unidad de tiempo, b) genomas cuyo tamario
oscila entre 3 x 10 y 3 x 10* pb, c) alto numero de particulas virales en un organismo infectado y d) una
mayor tasa de mutacién durante la replicacién. En este sentido las ARN polimerasas virales, a diferencia de
las ADN polimerasas no poseen actividad exonucleasa 3’- 5'correctora y reparadora que otorgan alta
fidelidad de copia al proceso de replicacion. Se estima que la tasa de mutacién oscila en el orden de una
mutacién por genoma por ronda de replicacién. En este sentido una de las predicciones de la estructura de
cuasiespecies de los virus ARN es la existencia de una relacién con el umbral de error'™* ***\ El umbral es
definido por el valor de fidelidad de copia en el cual ocurre una marcada transicién entre un espectro
organizado de mutantes y secuencias al azar que carecen de contenido en la informacidn (ingreso a la
catastrofe de error). Los virus ARN se replican cerca del umbral de catastrofe de error con una fidelidad de

[153]

copia que permite la produccidn masiva de copias conteniendo errores . La complejidad genética

limitada permite a las secuencias que componen a los virus ARN a moverse a través del espacio de

[155]

secuencia como una estrategia adaptativa™>. Esto permite a los virus ARN mejorar su adaptaciéon a un

ambiente constante y a la vez tener el potencial de adaptarse rdpidamente a los cambios en las condiciones
ambientales %%,

La respuesta inmune del huésped es una de las fuerzas adaptativas mas significativas que los virus
que infectan vertebrados deben enfrentar durante la replicacién. Los virus responden a este desafio
acumulando mutaciones que permiten que el virus escape del reconocimiento por parte de los anticuerpos.
A su vez las variantes que escapan a la neutralizacidn se convierten en blancos antigénicos de nueva
especificidad e inducen la produccidon de mds anticuerpos que constituyen una nueva presion selectiva y

[156]

promueven la acumulacién de mas mutaciones en el virus . Por este motivo, entender la evasiéon de los

anticuerpos es de vital importancia para el disefio racional de estrategias antivirales.

Por lo mencionado anteriormente ha sido posible seleccionar mutantes del VRSH sometidos a
diversas presiones, ya sea con anticuerpos o con determinados inhibidores. Si nos focalizamos en los virus

mutantes del VRSH cuyos cambios se generaron en la proteina de fusidn estos pueden dividirse en: a)
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resistentes a anticuerpos monoclonales, lo cual ha contribuido a elucidar la estructura antigénica de la
proteina F, b) resistentes a inhibidores, permitiendo establecer los sitios de accién de inhibidores de fusiéon
para mejorar el disefio de drogas y c) resistentes a anticuerpos monoclonales de uso clinico, lo cual ha

permitido inferir si el tratamiento con el anticuerpo monoclonal humanizado palivizumab (utilizado en

poblacién de riesgo como profilactico) podria generar poblacién resistente.

En primer lugar la seleccion de mutantes que escapan a la presién por anticuerpos monoclonales
anti-F fue de gran utilidad para conocer la estructura antigénica de una de las principales proteinas
inmunogénicas que posee el virus. En este sentido la proteina F reviste mayor importancia dado que induce

(18,157, 18] y |os epitopes de esta proteina

una respuesta de anticuerpos con mayor capacidad neutralizante
se hallan mas conservados en los distintos aislados naturales del virus. A su vez la respuesta inmune contra
la proteina F confiere inmunidad protectora contra ambos grupos antigénicos a diferencia de la generada

G ¥ por este motivo es el candidato de preferencia para el disefio de vacunas vy

contra la proteina
drogas para lo cual es necesario realizar la caracterizacién antigénica de esta proteina para entender el
papel de sus epitopes en la respuesta inmune. Varias preguntas pueden formularse con respecto a la
estructura antigénica de la proteina F: ¢Cuantos sitios antigénicos posee y déonde se ubican? ¢cudntos
epitopes contiene cada sitio antigénico? équé caracteristicas tienen sus epitopes, son lineales o
conformacionales? ¢estan vinculados a la neutralizacién o fusion del virus? El analisis de los sitios
antigénicos presentes en esta glicoproteina al comienzo fue abordado mediante el empleo de anticuerpos
policlonales y monoclonales en la interaccidon con péptidos sintéticos asi como con productos de digestién

[159-161] [159, 160, 162] Los

enzimatica con el propdsito de diagramar la estructura antigénica de esta proteina
resultados obtenidos inicialmente establecieron que varios epitopes no poseian un caracter lineal sino que
requerian de la conformacidn nativa de la proteina para su interaccion. Los epitopes lineales dependen de
la secuencia lineal de aminodacidos en la estructura primaria de la proteina. Los epitopes conformacionales
sin embargo dependen de la estructura nativa de la proteina debido a que los aminoacidos que componen
estos epitopes pueden hallarse distantes en la secuencia primaria de la proteina siendo muy préximos en la
proteina plegada. Por este motivo se han aislado y secuenciado mutantes resistentes del VRSH que escapan
a la neutralizacion por determinados anticuerpos monoclonales anti-F, de forma de identificar los residuos
aminoacidicos que forman parte de los distintos sitios antigénicos, discriminar cuales aminoacidos son
esenciales para la integridad de los epitopes y poder establecer su caracter conformacional o lineal.
También permitid correlacionar la contribucién de cada sitio antigénico a la actividad bioldgica de la

159,161, 163] "E£n este sentido el uso de anticuerpos que neutralizan (esto es, bloquean) la fusion del

proteina
virus con la célula huésped constituye una herramienta exploratoria Util para evaluar qué regiones son

potencialmente relevantes para la actividad fusogénica de la proteina F.

De esta forma utilizando ambas estrategias (para estudio de epitopes lineales y conformacionales)
fueron localizados los sitios o areas antigénicas principales en la estructura primaria de la proteina F del
VRSH. Varios sitios antigenicos han sido identificados y cada uno de ellos posee multiples epitopes. Estos

»[6, 164]

sitios antigénicos se vio que agrupaban en zonas inmunogénicas “calientes , conocidas como sitios

antigénicos |, Il y IV/V/V| 1159 160, 164-168] [18, 138, 169} £ 5

18



Estos sitios antigénicos se localizan entre la regién del cuello y la cabeza de la proteina en el
modelo de la estructura tridimensional™ Y (ver Fig. 3.1). Cada uno de los sitios antigénicos contiene
multiples epitopes alguno de los cuales estan involucrados en la inhibicién de la fusién (sitios antigénicos Il
y IV/V/VI)[ISS, 159, 165, 166].

Sitio Sitio Sitio antigénico

antigénico Il antigénico | V/V/VI
F2 F1

W '
o LI Za, t

[ I [ | I [ | [ I I | I
50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 574

Figura 5: Mapa antigénico parcial de la proteina F del VRS. En la figura las regiones hidrofébicas y las heptadas HRA y
HRB se indican como rectangulos negros y rayados respectivamente, en la secuencia primaria de la proteina. Los sitios
de N-glicosilacion (1), los residuos de cisteina (‘) y los sitios de procesamiento proteolitico ( ¥ ) también se sefialan.
Los sitios antigénicos I, Il y IV/V/VI fueron se muestran con un recuadro dentro de los cuales se sefiala la posicién
aproximada de los aminodcidos que han sido modificados en mutantes resistentes a la neutralizacién por AcMos anti-

F( \ % ‘)[159’ 1611631 con (®) se sefiala la posicion del cambio aminoacidico registrado en un mutante resistente al
Fab 19 y las barras blancas indican la localizacion de péptidos sintéticos que reaccionan con AcMos o con anticuerpos
policlonales anti-VRS y que inducen anticuerpos neutralizantes anti- VRS en animales (barras negras). A su vez se
muestr[a I]a ubicacion del péptido al que une el AcMo 3 bovino (barra gris)[94' 159, 161, 163, 167, 170-180] Adaptado de
Candia™?.

El estudio de estos sitios antigénicos como mencionamos anteriormente fue realizado, entre otros
abordajes experimentales, mediante la seleccién de mutantes que resistieran a la presidn por anticuerpos
monoclonales, lo cual permitié establecer los sitios de seleccién de mutaciones que estarian involucrados
en el proceso de neutralizacion. De este modo los anticuerpos monoclonales han sido agrupados como
pertenecientes a un mismo grupo antigénico por ensayos de competicion o por reactividad con virus

mutantes resistentes a anticuerpos monoclonales neutralizantes!*® & 158 168 169, 181]

En estos casos podria
ocurrir que el sitio de mutacion fuera una parte integral del epitope o que la sustitucién provocara un
cambio conformacional en un sitio distante. Por este motivo la identidad de la posicion se confirma como
parte del epitope testando la reactividad de dicho AcMo con péptidos sintéticos que abarcan la mutacion
(160] De este modo se definieron los distintos sitios antigénicos presentes en la proteina F del VRSH.

El sitio antigénico Il es considerado una regién inmunodominante y neutralizante y esta localizado

(1851 Como se

hacia el extremo N-terminal de la subunidad F1 en una regidn resistente a la tripsina
menciond anteriormente al comienzo se pensé que los epitopes de este sitio eran de cardcter lineal, sin
embargo se vio que algun tipo de conformacion local era necesaria en determinados epitopes dado que

mutaciones resultantes de la seleccién con un determinado anticuerpo también afectaba la reactividad con
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(159 Se observé que mutaciones en los

otros anticuerpos que seleccionaban cambios en otras posiciones
residuos 262, 268, 272 y 275 modificaban epitopes en esta regidén. La mayor parte de los anticuerpos que
reconocen este sitio reaccionan con un péptido que abarca los residuos 215-275 que aparentemente

[160] Este sitio antigénico contiene epitopes

reproduciria la conformacion local de esta regién de la proteina
solapados pero no idénticos reconocidos por los AcMos 47F, 49F, 7C2, AK13A2, 11 y B4, entre otros. A su
vez esta regidn contiene epitopes que son antigénicos en varios huéspedes dado que AcMos murinos y

bovinos que reconocen epitopes en el drea antigenica Il han sido aislados en varios laboratorios!*® 168 18-

1851 Por otra parte se observé que sueros humanos post-infeccion y antisueros hiperinmunes de conejo
contienen anticuerpos que compiten con alguno de estos anticuerpos por la unién al sitio antigénico |l
indicando que los paratopes presentes en esos AcMos podrian estar representados en el suero

[186] (1891 'Un numero importante de

policlonal y reaccionan con péptidos sintéticos de esta misma darea
mutantes resistentes a AcMos que reconocen epitopes en este sitio antigénico han sido seleccionados
poniendo de manifiesto que la alteracion de un residuo en este sitio afecta no sélo al epitope reconocido
por el AcMo sino también al resto de los epitopes que conforman el sitio antigénico Il. Dentro de este
grupo queremos destacar aquellos que vencen la neutralizacién por los AcMos 11 y 47F dando lugar a la
seleccion de la mutacion Asn268lle y que, como se mencioné anteriormente, provoca la pérdida de todos
los epitopes del sitio antigénico 111**% %),

La otra regidon que incluye epitopes reconocidos por anticuerpos neutralizantes estd localizada
cerca del extremo C-terminal de la regidn rica en cisteinas, cercana a la heptada HRB, y es sensible a la
tripsina. Los sitios antigénicos IV, V y VI se encuentran en esta region y son sitios que estan solapados.
Mutaciones en los residuos 429, 432 y 436 afectan a los epitopes de los sitios antigénicos IV, V y VI
respectivamente mientras que un solo cambio en la posicién 433 modifica los epitopes de todos estos sitios

(1661 Este sitio también es de caracter conformacional. La seleccién de dobles mutantes

simultdneamente
utilizando los AcMos de los sitios antigénicos Il y IV reveld que surgen los mismos cambios que los
seleccionados en los simples mutantes indicando que los cambios aminoacidicos en sitios antigenicos
individuales no influyen en los cambios seleccionados en un sitio separado. La localizacién de ambos sitios
antigénicos Il y IV/V/VI implica que los AcMos dirigidos contra epitopes en estas regiones se unen a ambos
lados de la regidn rica en cisteinas (Fig. 5). Es probable que estos AcMos inhiban cambios conformacionales
en la subunidad F1 asociados con el proceso de fusion™**.

Finalmente el sitio antigénico | esta localizado en la parte central de la region rica en cisteinas. Este
sitio no esta vinculado a la neutralizacién dado que los AcMos dirigidos contra este sitio tienen un efecto
marginal o nulo en la neutralizacién viral*®®. Sin embargo se han aislado mutantes resistentes a AcMos del
sitio antigenico | en los cuales un cambio en el residuo 389, cambia el epitope reconocido por estos

AcMos!*®®!

Por su parte el palivizumab es un anticuerpo monoclonal humanizado que mapea en el sitio
antigénico Il de la proteina F (Fig. 5) y deriva del anticuerpo monoclonal murino 1129. Estudios previos
habian seleccionado un mutante con el anticuerpo parental 1129 que presentaba una reducida

[171]

susceptibilidad a la neutralizacion por un suero policlonal hiperinmune Como se menciondé

anteriormente el palivuzumab se utiliza actualmente como profilactico en nifios de alto riesgo y pacientes
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transplantados. Si bien no hay reportados casos de resistencia contra este anticuerpo en pacientes, y al
parecer todas las cepas de VRSH son neutralizadas por el palivizumab, si se ha reportado in vitro e in vivo

(en ratas algodoneras) la seleccién de mutantes del VRSH que escapan a la presién por este anticuerpo™®

791 Estos estudios adquieren relevancia dado que este anticuerpo es empleado cada vez con mayor
frecuencia en pacientes inmunodeprimidos y en nifios pequefios lo cual provee oportunidades de
emergencia de virus resistentes en humanos. Los mutantes resistentes al PZ seleccionados in vitro e in vivo

presentaron cambios que nuevamente involucraban a los residuos aminoacidicos 272 y 268 7% 1801 [178]

En todos los mutantes resistentes a la neutralizacién por anticuerpos monoclonales dirigidos contra
la proteina F, sélo se identificaron mutaciones puntuales en el genoma que implicaban uno o dos cambios
en la proteina F. A diferencia de los mutantes que escapan a la presién por anticuerpos monoclonales anti-
F, los mutantes seleccionados a partir de AcMos dirigidos contra la proteina G presentan cambios drasticos
en la secuencia nucleotidica (inserciones y/o deleciones que generan cambios en el marco de lectura de la

p roteina [187]) [18, 159-161, 163] .

1.5 ANTECEDENTES E HIPOTESIS

Hace mas de 15 afios que nuestro laboratorio trabaja intensamente en el estudio de la variabilidad
antigénica y genética del VRSH, y en particular en la caracterizacion molecular de las 2 principales
glicoproteinas de superficie: F y G. Con respecto a la glicoproteina F la determinacién de los sitios
vinculados a la neutralizacidn ha sido uno de los principales objetivos que se ha intentado alcanzar en estos

anos participando en el andlisis de los sitios antigénicos presentes en la glicoproteina F [155-161]

, en particular
mediante la seleccion y caracterizacion de mutantes resistentes a anticuerpos monoclonales (AcMos)
pertenecientes a los sitios antigénicos Il y IV como se menciond anteriormente. Uno de estos trabajos
reveld que la seleccién con AcMos pertenecientes a sitios antigénicos diferentes daba lugar a dobles

mutantes con una marcada disminucién en el tamafio de los sincicios que generaba“e”

. Por este motivo, se
continué con el abordaje de esta proteina ahora no solamente desde el punto de vista antigénico sino
también funcional. Esto motivd a que se iniciaran estudios midiendo la fusién de proteinas F del VRSH
expresadas en un sistema eucariota conteniendo mutaciones dobles o simples con el fin de establecer si
alguna de las variantes o algin cambio en particular determinaba la pérdida de la funcionalidad de la
proteina.

Recientemente hemos seleccionado in vitro por presién inmune, mediante pasajes seriados del
VRSH en presencia de antisuero policlonal contra la proteina de fusion, un doble mutante de la proteina F,

(162, 1%8] Este mutante fue denominado VRSH-EL. La

resistente a la neutralizacién y fusogénicamente activo
caracterizacion molecular preliminar de VRSH-E1 reveld la presencia de dos mutaciones puntuales, en
distintas regiones de la proteina F: una transversion en el nucleétido 816 (A x T) que conlleva un cambio en
la secuencia deducida de aminoacidos en la posicién 268 (Asn x lle) y una transicion en el nucleétido 1610

)[189]

(G x A) que se traduce en un cambio en el aminoacido 533 (Val x Met . La mutacion Asn268lle, esta

presente en la porcion extracelular de la proteina e involucra uno de los sitios antigénicos principales: el
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sitio antigénico Il. La segunda mutacidn, Val533Met, se encuentra ubicada en la regidn transmembrana de
la proteina F quedando en teoria inaccesible a la interaccién con anticuerpos. Sin embargo, este hallazgo
resulté interesante en el sentido que la seleccién de un cambio aminoacidico en esta regién podria estar
asociado con el mantenimiento de la actividad fusogénica del virus mutante por parte de la region
transmembrana en si misma o por su localizacién cercana a una de las regiones (heptadas) que participan
activamente en la fusién de membranas mediadas por la proteina F.

El Unico dato previo que se tenia de seleccidn y caracterizacién de mutantes del VRSH que escapan

(10 F|0s seleccionaron in vitro

a la presidn por anticuerpos policlonales fue realizado por Sullender y cols
variantes del VRSH resistentes a sueros policlonales de primates dirigidos contra la glicoproteina G. Una
mutacion en la regidn transmembrana de la proteina G del VRSH fue encontrada pero el fenotipo resistente
no pudo ser atribuido sélo por la presencia de este cambio debido a que otras dos mutaciones también
habian sido seleccionadas en la misma proteina viral mutante, de todos modos los autores plantearon que

un cambio en esta regién podria contribuir a la pérdida de reactividad por anticuerpos neutralizantes %

[191]

Cabe destacar, sin embargo, que el mutante VRSH-E1 no habia sido purificado previo a la
caracterizacién y esto adquiere relevancia por lo mencionado anteriormente acerca del concepto de
cuasiespecies virales. En este sentido, luego de la caracterizacién preliminar del mutante a nivel molecular
observamos que en el VRSH-E1 existia genoma de virus mutante (como poblacién mayoritaria) pero a la
vez, y en particular en lo que refiere a la mutacidn en la regiéon transmembrana, existia genoma de virus

(1891 por esta razdn para realizar la caracterizacién del mutante VRSH-E1 a nivel antigénico y genético

salvaje
es importante la obtencidon del virus mutante puro. De este modo a su vez podremos establecer si el virus
con ambas mutaciones es fusogénicamente activo per se o si los datos preliminares de actividad fusogénica
del virus mutante sin purificar correspondian a la contribucidn que realizaba la proporcidn salvaje presente
en la mezcla de genomas que componen a este virus. Asimismo consideramos de gran interés analizar la

estabilidad de las mutaciones seleccionadas en el virus mutante VRSH-E1.

A su vez dado que el mutante resistente a la neutralizacion por anticuerpos policlonales obtenido in
vitro selecciond una mutacién en la regidn transmembrana, es de interés investigar, como la presencia de
la mutacién Val533Met afecta la funcionalidad de la proteina. Esto contribuye a esclarecer cudles son los
sitios vinculados con el mecanismo de fusién presente en esta glicoproteina de superficie. Cabe aclarar que
los estudios que se plantean para este dominio serdn realizados Unicamente con la proteina recombinante
y no con virus recombinantes. Como se menciond anteriormente no existen estudios relevantes respecto a
la participacién directa de la regidon transmembrana en el proceso de fusién en el VRSH. En este sentido la
informacidn disponible mds cercana respecto a un posible papel de la regién transmembrana en el proceso
de fusion proviene de estudios realizados con homdlogos de la proteina F en otros miembros de la familia

[192, 193]

Paramyxoviridae . Los resultados obtenidos a partir de este trabajo serdan una primera aproximacion

entonces al estudio funcional de esta proteina mediante el andlisis de la regidn transmembrana.
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Hipétesis de trabajo:

El trabajo esta dividido en dos partes de acuerdo a las hipdtesis de trabajo:

i) El mutante VRSH-E1 presenta dos mutaciones las cuales pensamos que no poseen la
misma estabilidad. Por tanto, este mutante serda sometido a pasajes sin presién para
evaluar la permanencia de las mismas. Por su parte, para evaluar si este virus es capaz de
vencer la presién y formar sincicios per se o en cooperacién con proteinas salvajes
presentes en el virus sin purificar, es necesaria la purificacion y caracterizacidon de este

virus y de los virus obtenidos como producto de la purificacion.

ii) Dado que el doble mutante selecciond una mutacién en la regidon transmembrana es
importante evaluar cudl seria la contribucidn de su seleccidn a la expresion y actividad de
la proteina. Ese es el punto de partida para un trabajo exploratorio en el que se incluyen
a su vez las mutaciones halladas en el doble mutante junto con otras que consideramos

de interés.

Para ello se plantean lo objetivos que se detallan en la siguiente seccion.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GENERAL

Caracterizacion de la proteina F en mutantes del VRSH resistentes a la presién por un suero
policlonal anti-F y evaluacion del efecto de mutaciones puntuales en la expresidn y actividad fusogénica de

proteinas F recombinantes.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1) Analizar la estabilidad en ausencia de presidn inmune de las mutaciones seleccionadas en el doble

mutante VRSH-E1 resistente a la neutralizacidén por un suero policlonal contra la glicoproteina de fusidn.

2) Caracterizar antigénicamente el doble mutante VRSH-E1 a fin de reconocer qué sitios antigénicos se ven

afectados.

3) Purificar mediante plaqueo viral el doble mutante VRSH-E1 para la caracterizacion antigénica y genética

del virus purificado.
4) Estudiar el efecto en la expresion y en la capacidad fusogénica de mutaciones puntuales en la regién

extracelular y transmembrana de proteinas F recombinantes del VRSH asi como en proteinas F

recombinantes que no posean la regién transmembrana.

24



3. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

Virus mutantes

Cepa Long

suero policlonal anti-F de conejo: I 56 pasajes seriados en presencia de suero policlonal anti-
Dilucion inicial: 1/500 ] Fde c.;unejo
Dilucian final: 1/50 Controles: 56 pasajes seriados con suero normal de
comejo (VRSH-EZ)/ en ausencia de anticuerpos (VRSH-E3)
T
| Virus mutante resistente: WRSH-E1 | 3 patajes seriados en ausencia de

| I RT-PCR/Clanaje |

Purificacion por plaqueo wiral I VRSH-E1 tan 3 pases sin presion |

I Analisis de secuencia I 1

1 I RT-PCR/Clonaje |

| Analisls de secuencia I

I Virus purificado a partir de 2 placas

L

3 pasajes sariados en ausencia de
suere policlonal anti-F

I Purific acion por plagqueo wviral |

3
| Virus purlficado I

L 3
L 4 /

Titulacion por plaguee viral
Determination de efecto citopatico
Ensayo de micaongutralizacdon
ELISA {panel de dchos para citiot antigenicos 1,11 y IWE
IFl (con Acvios dirigidos cantra sitios antigenicas 1, 11y I1WV)
Inmunodeteccion por WB con AchMos dirigidos contra sitios antigenicos 11y IV
Caracterizacion molecaslar por RT-PLR y sexusncia<ion del gen que codifica para la protemnaF.

La estrategia experimental para los virus mutantes utilizard como material de partida un virus
resistente a la neutralizacidn por un suero policlonal contra la proteina de fusiéon del VRSH (derivado de la
cepa Long) el cual se selecciond y caracterizé a nivel primario un trabajo previo en el laboratorio™®® ¥,
Este VRSH mutante fue seleccionado luego de 56 pasajes in vitro en presencia de cantidades crecientes de
un suero policlonal anti-F (1/500-1/50) y fue denominado VRSH-E11% 89 E| anjlisis de secuencia
nucleotidica del gen completo de la proteina F de VRSH-E1 reveld la presencia de dos mutaciones

puntuales: Asn268lle y Val533Met. Dos controles se llevaron a cabo para asignar las mutaciones observadas
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en VRSH-E1 a la evasién de la presién por el suero policlonal anti-F. Estos controles fueron obtenidos a
partir de virus de la cepa Long luego de 56 pasajes seriados en presencia de suero normal de conejo (VRSH-
E2) y en ausencia de anticuerpos (VRSH-E3) para descartar potenciales mutaciones que se originen como
resultado del pasaje en presencia de anticuerpos no especificos o que provengan de deriva génica,
respectivamente (los recuadros color gris representan lo realizado en el trabajo anterior). En este trabajo
en primer lugar se aislard el virus mutante VRSH-E1 con la presidon inmune de seleccion (1/50) para
confirmar las mutaciones halladas previamente. Este virus se utilizard en ensayos de titulacién asi como en
ensayos para su caracterizacién antigénica: inmunofluorescencia (IFl), ELISA y WB. A su vez se analizara la
estabilidad de las mutaciones halladas en el doble mutante VRSH-E1 mediante pasajes seriados del virus en
ausencia de presién inmune con posterior analisis de secuencia a partir de RT-PCR y clonaje. El virus
obtenido de los pasajes en ausencia de suero policlonal anti-F sera purificado por plaqueo viral y finalmente
se utilizara en los ensayos que se describen para el VRSH-E1 parental junto con su caracterizacion genética.
Asimismo el virus mutante VRSH-E1 sera purificado por plagueo viral y los virus purificados también seran
sometidos a ensayos de: titulacién, microneutralizacién, determinacion de efecto citopatico, ELISA, IFl, WB

y RT-PCR para la secuenciacion completa del gen que codifica para la proteina de fusion.

2.
Proteina F recombinante
i ii i .
() (i) i) vl ul
secuencia F salvaje secuencia F mutante Val533Met Secuencia codificante F salvaje (bTM1-  F mutante Val533Met (pTM1-FVal533Met) y <DNA secuencia codificante
(pTM1-Fut) (pTM1-FVal533Met) Fwt) F mutante Val533/536Met (pTM1- proteina F salvaie (1899 pb)
FVal533/536Met) en plésmido pTM1
| Mutagénesis dirigida para generar: 1
‘ ‘ l l PCR con cebadores para generar gen
de la proteina F TM-
mutante pTM1-FVal533Met mutante pTM1-FAsn268lle mutante pTM1-FVal533Leu 0 mutante mutante pTM1-FVal533/536Met y mutante
pTM1-FVal533Cys pTM1-Fval533/536Met 1
I I I I ADN secuencia codificante proteina
| Secuenciacion del gen completo que codifica para la proteina F mutante FTM- (1600 pb)

| | ! ! !

Secuenciacion del fragmento

Confirmacion mutante Confirmacion mutante Confirmacion mutantes Confirmacion mutantes completo
Fal533Met FAsn268lle/Val533Met FVal533Met o FVal533Cys FVal533/536 y FVal533/536/544 1
Clonaje en pldsmido pAEUA2

! ! ! ! |

| Andlisis de expresion y actividad fusogénica por IFl en células eucariotas |

Verificacion de la correcta
insercion del gen F TM- por
digestion y secuenciacion del
fragmento completo

!

Andlisis de expresion y actividad
fusogénica por IFl en células
eucariotas
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La segunda estrategia experimental plantea estudiar el efecto de mutaciones puntuales en la region
extracelular y transmembrana de la proteina de fusién del VRSH mediante mutagénesis dirigida y
expresion de las variantes mutadas de la proteina F recombinante en células eucariotas. Las mutaciones
fueron elegidas para: i) modificar el aminoacido valina por metionina en la posicidn 533, que corresponde a
la mutacion hallada en el doble mutante VRSH-E1, ii) mimetizar la variante obtenida en el doble mutante
VRSH-E1 (Asn268lle/Val533Met), iii) alterar la posicion aminoacidica 533 sustituyendo el residuo valina por
leucina o cisteina, iv) generar dobles y triples mutantes en la regién transmembrana sustituyendo dos o los
tres residuos de valina por metionina y v) generar una proteina F mutante que no posea la regién
transmembrana (TM-).

En primer lugar se intentara establecer si la mutacién Val533Met en la regién transmembrana es
capaz, por si misma, de alterar la funcionalidad de la proteina intentando con esto explicar la razén de la
seleccion espontdnea de esta mutacidn en el doble mutante VRSH-E1. A su vez la mimesis de las
mutaciones obtenidas in vitro Asn268lle y Val533Met permitird comparar la expresion/actividad de las
proteinas de fusién mutantes en el marco de la infeccion viral con respecto a proteinas F portando estas
mutaciones pero expresadas en células eucariotas.

Por su parte la modificacion del aminoacido Val533 por leucina o cisteina se realizard para
establecer si la seleccidon de esta mutacion en la regién transmembrana (aminoacido 533) es relevante ya
sea por su localizacidn en esta regién o por la naturaleza de su aminoacido. De este modo el residuo Val533
serd sustituido por: i) un aminodcido de caracteristicas fisicoquimicas - en concreto, su caracter hidrofébico
- similares al de tipo salvaje (Val) y al seleccionado por presién inmune (Met), especificamente,
Val533—Leu; vy ii) otro aminoacido que comparta con el seleccionado en el mutante el hecho de poseer un
atomo de azufre pero con diferentes propiedades fisicoquimicas - en concreto, su caracter polar -,
especificamente, Val533—Cys. En cuarto lugar dado que la regién transmembrana de la proteina de fusidn
del VRSH posee Unicamente tres residuos de valina se generardan mutantes de la proteina F con
incorporacién de dos y tres mutaciones sustituyendo valina por metionina en los aminodacidos 533, 536 y
544, La eleccidén de los residuos de valina para la sustitucidn asi como el aminoacido metionina como
reemplazante fue debido a la presencia de la mutacién Val533Met en los dobles mutantes seleccionados.
Este ensayo es exploratorio en el sentido que no existen datos previos de modificacidon de residuos en la
regién transmembrana de la proteina F del VRSH. Finalmente la construccion de una proteina F
recombinante sin la regiéon transmembrana permitird evaluar de forma aproximada cudl sera la
contribucidn de esta regién hidrofébica no sélo a la expresién de la misma sino, en especial a la capacidad

fusogénica que tiene la proteina F.
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4. METODOLOGIA

4.1 TECNICAS BASADAS EN CULTIVOS CELULARES

4.1.1. MANEJO DE LINEAS CELULARES EMPLEADAS PARA INFECCION VIRAL Y TRANSFECCION

4.1.1.1. HEp-2

La linea celular continua HEp-2 fue crecida con Medio Basal de Eagle modificado por Dulbecco
(DMEM), suplementado con: NaHCO; (2.2mg/mL), 1% antibiéticos (AB) y suero fetal bovino (SFB) al 10%
para crecimiento celular y 2% para mantenimiento de la linea celular. Las células se incubaron a 372C en
estufa con saturacidon de CO, al 5%. La propagacidn de la linea se realizd cada 48 o 72 horas, empleando
una solucién de tripsina. La linea celular se almacend en nitrégeno liquido (-1962C) en una mezcla 9:1 de
SFB al 10% y DMSO. Previamente las células fueron pre-enfriadas a 4, -20 y —702C antes de colocarlas en

nitrégeno liquido.

4.1.1.2. BSR-T7

Esta linea celular, es derivada de la linea BHK-21 (de rifion de hamster bebé) transfectada
constitutivamente con un plasmido de expresién conteniendo el gen que codifica para la ARN polimerasa
del fago T7 y su promotor. Esta linea celular fue cedida por Cozzelmann™®. El mantenimiento de la linea
estable se realiza mediante el agregado del antibidtico de seleccién G418 luego de subcultivar las células
(alternando una vez con y una vez sin G418). Las condiciones para el crecimiento, mantenimiento y

almacenamiento de la linea son las mismas que las descritas para HEp-2.

4.1.2. CRECIMIENTO DEL VIRUS VRSH-E1 EN PRESENCIA DE SUERO POLICLONAL ANTI-F Y PASAJE EN
AUSENCIA DE PRESION INMUNE.

El virus doble mutante VRSH-E1 fue seleccionado por pasajes seriados en presencia de
concentraciones crecientes de suero policlonal contra la proteina de fusiéon del VRSH en un trabajo

preliminar realizado en el laboratorio™®* **

junto con sus controles correspondientes. En el Anexo 1 se
detalla el procedimiento para la obtencién de este virus mutante resistente a la presidon por un suero
policlonal anti-F. Como resultado de esta seleccidn, se obtuvieron los siguientes virus que fueron

empleados en este trabajo:
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- VRSH cepa Long con 56 pases en presencia de suero policlonal contra la proteina F con 2 mutaciones
puntuales (Asn268lle y Val533Met) denominado VRSH-E1!6% &1,
- VRSH cepa Long con 56 pases en presencia de suero normal de conejo (SNC) denominado VRSH-E218 [162],

- VRSH cepa Long con 56 pases en ausencia de suero inmune denominado VRSH-E362 1891,

Para el aislamiento del virus mutante VRSH-E1, en primer lugar se realizd6 una neutralizacién en
presencia de suero policlonal anti-F diluido 1/50 durante 1h a 379C. Posteriormente esta mezcla de
neutralizacién se utilizé para infectar monocapas de células HEp-2 parcialmente confluentes (70% de
crecimiento celular aproximadamente) durante 1-2hs a 372C. Finalmente las células infectadas se dejaron
con medio de infeccion (DMEM suplementado-SFB 2%) con suero policlonal anti-F (dilucién 1/50). Los virus
control fueron crecidos en idénticas condiciones excepto que el suero policlonal anti-F fue sustituido por
suero normal de conejo o DMEM-1%AB para los virus VRSH-E2 y VRSH-E3, respectivamente. Las cepas
virales se almacenaron en N2 liquido. Ninguno de los virus antes mencionados habia sido previamente
purificado.

A su vez el VRSH-E1 aislado en este trabajo en presencia de suero policlonal anti-F diluido 1/50, fue
crecido en ausencia de presion inmune durante 6 pasajes utilizando el mismo procedimiento que para el
virus control VRSH-E3 sin anticuerpos que se detalla en el Anexo 1.

La cepa de referencia Long (perteneciente al grupo A, adaptada a cultivos) que dio origen a los virus
mutantes seleccionados también fue crecida al igual que los virus VRSH-E1, VRSH-E2 y VRSH-E3 pero sin la

etapa de neutralizacién y sin la incorporacion de anticuerpos.

4.1.3. PURIFICACION Y TITULACION POR PLAQUEO VIRAL

Este ensayo fue empleado para la purificacion de los virus mutantes seleccionados en estudios
previos y en el presente trabajo: VRSH-E1, y VRSH-E1 luego de 6 pasajes en ausencia de anti-F, asi como
para los virus control: VRSH-E2 y VRSH-E3. Una vez purificados, los virus fueron titulados utilizando
nuevamente el ensayo de plagueo viral. Este protocolo de purificacion/titulacién fue adaptado de J.L.

McKimm-Breschkin**!

con sugerencias de esta investigadora.

Entre 4,8- 6 x 10° de células HEp-2 fueron sembradas en cada uno de los pocillos de una placa de 6
pocillos. A las 24hs las células fueron lavadas 3 veces con medio de lavado (DMEM + 1% AB) e incubadas
con cada uno de los virus seleccionados diluidos en medio de lavado en diluciones seriadas en base 10 (-1, -
2, -3, -4, -5). Se dejé un pocillo como control de células. El inéculo se dejé en contacto con las células
durante 4hs a 372C en estufa de CO,, con agitacién suave cada 30 minutos. Luego de la adsorcidn, se retird
el indculo y las células se lavaron 3 veces con medio de lavado antes de agregar el medio de plaqueo viral.
Al medio de plaqueo viral se le agregd suero policlonal anti-F o suero normal de conejo, en una dilucién
1/500 en cada caso correspondiente. Luego de 7 dias de incubacion (a 372C en estufa de CO,) las placas
virales se visualizaron en microscopio dptico (Nikon).

Para la purificacién se eligieron aquellas placas virales que estuvieran lo suficientemente aisladas y

las placas se picaron utilizando una punta azul cortada como sacabocado. El trocito de agarosa obtenido,

correspondiente a la placa seleccionada, se colocd en un tubo de microcentrifuga (Epp). El sitio donde se
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encontraba la placa viral se lavé con 30ul de medio de lavado y se colocd junto con el trocito de agarosa en
el tubo correspondiente. Posteriormente se agregaron 300uL de medio de lavado mds y se vortexed para
solubilizar la agarosa guardandose luego a -802C. 50uL de este “virus purificado” fue incubado 1h a 372C
con 450ul de medio de lavado conteniendo suero policlonal anti-F (1/50), SNC (1/50) o sin Acs en cada caso
correspondiente. El producto de esta incubacion se utilizoé para infectar células HEp-2 crecidas en una placa
de 12 pocillos (M12). Se dejé adsorber 1h a 379C y se completd luego con medio de infeccidn + anti-F
(1/50), SNC (1/50) o sin Acs. Los virus purificados presentes en los pocillos de la placa M12 que presentaron
buen ECP fueron cosechados para la extraccion de ARN (ver Metodologia 4.3.1), y para volver a infectar
monocapas de células HEp-2 en placas de 60mm en las mismas condiciones que se utilizaron para infectar
la placa M12. Al igual que en el caso anterior una vez observado un buen ECP el virus fue cosechado para
realizar la extraccién de ARN y de proteinas (ver Metodologia 4.3.1), y se guardd el virus restante en N,
liquido.

La titulacién de los virus purificados se realizé utilizando el mismo protocolo que para la
purificacidon. Para este ensayo luego de los 7 dias de incubacién en las placas de 6 pocillos, las células
fueron fijadas con formaldehido al 1% en NaCl 0,15M durante 24hs. Posteriormente las placas se
sumergieron en H,0 para eliminar la agarosa y se tifieron con una solucion de cristal violeta al 1% en EtOH
20%. El titulo viral se expresé en UFP/mL. En el ensayo de titulacién también se incluyé el mutante VRSH-E1

sin purificar y la cepa de referencia Long.

4.1.4. ENSAYO PARA OBSERVACION DE EFECTO CITOPATICO DE LOS VIRUS TITULADOS

Una vez titulados, los virus fueron utilizados para infectar monocapas de células HEp-2 sembradas
en placa de 24 pocillos a una multiplicidad de infeccién (MOI) de 0,05 para observacion y registro del efecto
citopatico de cada uno. Para ello se infectaron 5 pocillos para cada uno de los virus en presencia de suero

policlonal anti-F 1/50, suero normal de conejo y en ausencia de anticuerpos segun corresponda.

4.1.5. ENSAYO DE MICRONEUTRALIZACION

Este ensayo se empled con el fin de confirmar la pérdida de la capacidad neutralizante del suero
policlonal anti-F sobre los mutantes seleccionados.

Para el ensayo de microneutralizacion 1000 UFP de los virus mutante y control, previamente
titulados y purificados, se enfrentaron con diluciones del suero policlonal anti-F 1/1000, 1/500, 1/250,
1/150, 1/100 y 1/50 por 1 hora a 37°C (neutralizacién)[m]. Estas soluciones virales neutralizadas se
utilizaron para inocular células HEp-2 crecidas en placa de 96 pocillos por triplicado durante 1h a 372C. Para
cada dilucién se incluyé un control de virus sin anti-F y un control negativo de células HEp-2 sin infectar,
ambos también por triplicado. Posteriormente, el inéculo fue removido, las células se lavaron con PBS y se

agregd medio de infeccién suplementado con el anti-F en la dilucién correspondiente excepto en los
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pocillos control. Luego de 72hs de incubacion las células se lavaron con PBS-Tween 20 (0.05%) y se fijaron y
permeabilizaron con acetona 80% en PBS pre-enfriada durante 15 minutos a 42C. El bloqueo se realizo
agregando una solucién de PBS- suero de cerdo al 5%- Tween 20, 0.05%, 30’ a 372C. Posteriormente se lavd
3 veces con PBS-Tween 20, 0.05%. El anticuerpo monoclonal 021/21G diluido 1/5000 en solucion de
bloqueo se incubé 1h 372C y fue utilizado como anticuerpo primario*®®. Posteriormente se lavé 5 veces
con PBS-Tween 20, 0.05% y se incubd con un anti-IlgG de ratén conjugado con biotina como anticuerpo
secundario (1h 372C, dilucién 1/5000 en PBS-suero de cerdo 5%). Luego de 3 lavados con agua destilada, se
incubd con estreptavidina-peroxidasa (dilucion 1/500 en PBS-suero de cerdo 5%) durante 30 minutos a
temperatura ambiente. La placa se lavd 5 veces con agua destilada y el ensayo fue revelado con el sustrato
OPD + 0.015% H,0, en buffer fosfato- citrato pH 5,0. La reaccién se detuvo empleando H,SO,4 3N. Las placas
se leyeron a una densidad dptica de 492nm en espectrofotdmetro (Varioskan). La absorbancia neta para
cada uno de los virus fue calculada promediando los 3 valores obtenidos para cada concentracion de anti-F

y a este valor se le restd el valor promedio de las absorbancias correspondientes a los controles celulares.

4.2. TECNICAS SEROLOGICAS

4.2.1. INMUNOFLUORESCENCIA INDIRECTA (IFI)

4.2.1.1. Preparacion de laminas de IFl a partir de infeccion de células HEp-2 con VRSH mutantes y control.

Monocapas de células infectadas con los virus control y mutantes purificados asi como virus de la
cepa de referencia Long se rasparon, tomandose 500uL del cultivo, se colocaron en tubos Epp y se
centrifugaron 10’ a 1000 x g. Posteriormente se lavaron 3 veces con PBS para eliminar los restos de medio
de cultivo. Los pellet celulares se resuspendieron posteriormente en la cantidad minima de PBS (entre 500-
800ul) y la suspension se colocd en cada uno de los pocillos de la ldmina portaobjeto (aprox. 30-50ul) y se
dejé secar. Como control del ensayo se incluyeron pocillos conteniendo suspensiones de células sin

infectar.

4.2.1.2. Preparacion de laminas de IFl a partir de transfeccion de células BSR-T7 con plasmidos que

expresan proteinas F del VRSH recombinantes.

Monocapas de células BSR-T7 fueron transfectadas con pTM1-F salvaje y mutantes o pAEUA2-F
TM(-) como se describe en Metodologia 4.3.7.4.
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4.2.1.3 Protocolo IFI

Las células infectadas o transfectadas fueron colocadas en portaobjeto o crecidas en un sustrato
adecuado para IFl (cdAmara de 8 pocillos o en un cubreobjetos) y se fijaron con paraformaldehido (PAF) 4%
durante 30" a 379C. El PAF se removié mediante 2 lavados de 10" con PBS, para incubar luego con 500ul de
una solucion 50mM de NH,Cl durante 10" a TA. Esta solucidn se elimind posteriormente mediante lavados
con PBS (3 lavados de 10" cada uno). A continuacion las células fueron permeabilizadas con 500ul de Tritdn
X-100* al 0,3% durante 5" a TA, y se eliminéd mediante 3 lavados con PBS (10°). Los pocillos se bloquearon
con PBS-leche en polvo 5% a 372C durante 1h luego de la cual se lavaron 3 veces con PBS durante 10°.
Posteriormente se agregaron 50ul de los anticuerpos monoclonales, diluidos en PBS-SAB 1% los cuales se
incubaron durante 30’ a 372C en cdmara himeda. Los anticuerpos monoclonales utilizados fueron: 2F
(1/50) y 44F (1/50) pertenecientes al sitio antigénico I; 47F (puro), 11F (1/100) y 7C2 (1/1000)
pertenecientes al sitio antigénico Il y 19F (1/100) perteneciente al sitio antigénico IV/V/VI. Las laminas se
lavaron luego 3 veces con PBS durante 10’ y se agregaron 50ul del anticuerpo secundario anti-ratén
conjugado con fluorocromo. Se utilizé indistintamente isotiocianato de fluoresceina (ITCF) (diluido 1/50 en
PBS) o Alexa Fluor® 488 (diluido 1/500 en PBS) como anticuerpos secundarios conjugados. Se utilizd
asimismo el fluoréforo Alexa Fluor® 568 (diluido 1/500 en PBS) en aquellos laminas donde hubiera también
emisién de fluorescencia a la misma A que los fluorocromos mencionados anteriormente. En todos los
casos estos anticuerpos secundarios fueron incubados 30 minutos a 372C en cdmara humeda. El conjugado
fue removido mediante 3 lavados de 10" con PBS. Finalmente las I[dminas se montaron con anti-fade
(Dabco) con DAPI, eliminandose por completo el exceso y se sellaron con esmalte de ufias. Las laminas se
observaron en microscopio de epifluorescencia (Nikon) utilizando filtros para DAPI, Alexa 488 y Alexa 568.
Las imagenes fueron capturadas y procesadas utilizando los programas Image J e Image Pro. En algunos
casos también se tomaron fotografias en campo claro (sin filtro UV). Las laminas no procesadas en el
momento se guardaron (una vez fijadas) a -802C mientras que las [dminas procesadas se conservaron a -

209C.

4.2.2. ELISA (Enzime-Linked Immunosorbent Assay)

4.2.2.1. Preparacién de extractos celulares a partir de células infectadas con VRSH.

Monocapas de células HEp-2 infectadas con: a) virus mutantes (plaqueados y sin plaquear), b) virus
control (crecidos en presencia de SNC y en ausencia de Acs), c) virus de la cepa Long de partida todos
presentando un efecto citopatico evidente, y d) células HEp-2 sin infectar, se cosecharon y centrifugaron 5
a 1000 x g. Los pellet obtenidos se lavaron 2 veces con PBS y se resuspendieron en buffer de lisis.
Posteriormente se sonicaron 40” en bafo de hielo y el extracto fue clarificado mediante centrifugacién a

11000 x g durante 5’. Se recuperaron los sobrenadantes y se guardaron a —202C para su uso posterior.
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4.2.2.2. Ensayo de reactividad por ELISA

Los extractos obtenidos en la seccién anterior (Metodologia 4.2.2.1) se emplearon como antigeno
en la técnica de ELISA utilizando placas de 96 pocillos Nunc-Polysorp. Estos extractos se incubaron toda la
noche a 429C. Los pocillos se saturaron luego con PBS-SAB al 1% durante 30-45’ a temperatura ambiente.
Luego se incubaron con 50ulL de los siguientes anticuerpos monoclonales: 2F (1/1000), 47F (1/50), AK13A2
(1/10000), 11 (1/1000), 7C2 (1/100000), 13 (1/5000) y 19 (1/1000) dirigidos contra la proteina F; 021/21G
(1/5000) y 63G (1/500) dirigidos contra la proteina G y 1BC11 (1/100) como control negativo, durante 1h a
379C diluidos en PBS-SAB 0.1%. Se lavé la placa 3 veces con agua destilada y posteriormente se incubd
durante 1h a 372C con el anticuerpo anti-IgG de ratén conjugado con biotina, diluido 1/5000 en PBS-SAB
0.1% vy luego con estreptavidina-peroxidasa (diluida 1/500 en PBS-SAB 0.1%) incubada 30’a temperatura
ambiente previo lavado 3 veces con agua destilada entre ambas incubaciones. Posteriormente la placa se
lavd 5 veces con agua destilada. La reaccidn se reveld con el sustrato OPD (ver Metodologia 4.1) leyéndose

a 492nm. El desarrollo de color se detuvo empleando H,SO,4 3N.

4.2.3. ELECTROFORESIS EN GELES DE ACRILAMIDA EN CONDICIONES DESNATURALIZANTES (SDS-PAGE).
TRANSFERENCIA DE PROTEINAS A MEMBRANA DE NITROCELULOSA PARA SU INMUNODETECCION
(WESTERN BLOT)

Para este ensayo las muestras empleadas fueron las mismas que las utilizadas en Metodologia
4.2.2. y la concentracion de proteinas en estas muestras fue dosificada por ensayo de Bradford empleando
BSA como proteina estandar de concentracién conocida. Las muestras fueron sembradas en buffer de
Laemmli en condiciones de reduccion (6x), para obtener una concentracion final de proteina por muestra
de 1 ug/uL, incubandose previamente a 1002C durante 5°. Para evaluar el tamafio de las bandas obtenidas
se incluyd un marcador de peso molecular de proteinas pre-tefiido el cual también fue incubado a 1002C
durante 5° previo a su siembra en el gel. Las proteinas presentes en estos lisados se separaron por
electroforesis en gel de poliacrilamida al 12% en condiciones denaturalizantes. La corrida electroforética se
realizd en buffer Tris-Glicina pH 8,3 en las siguientes condiciones: 20mA/gel para el gel concentrador
(aproximadamente 20°) y 25mA/gel para el gel separador (el tiempo necesario para que el frente de corrida
alcance el borde del gel). Las proteinas presentes en el gel separadas durante la electroforesis fueron
transferidas a una membrana de nitrocelulosa (Hybond-C, GE Healthcare) en una cuba de transferencia
(Tank Unit Transfer TE 22 GE Healthcare) conteniendo el buffer de transferencia, durante 1h 30" a 300maA.
Una vez finalizada la transferencia se evalué la concentracion de proteinas totales presentes en la
membrana mediante tincidn con rojo ponceau, la nitrocelulosa fue escaneada y luego se lavd con PBS para
quitar el rojo ponceau. Posteriormente la membrana fue bloqueada con una soluciéon de PBS-BSA 3%
durante toda la noche. Una vez bloqueada, se incubd en primera instancia con los anticuerpos primarios
diluidos en PBS-BSA 3%-Tween 20 0,3%. Los AcMos utilizados fueron: 18B2 (1/30) y 19F (1/60), ambos
dirigidos contra la proteina F, y se incubaron durante 1h a temperatura ambiente. Los AcMos fueron

removidos mediante 3 lavados con PBS-Tween 20 0,3% con agitacién vigorosa durante 5°. El anticuerpo
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secundario anti-ratén conjugado con peroxidasa se incubé diluido 1/5000 en PBS-BSA 3%-Tween 20 0,3%,
durante 1h a temperatura ambiente. Las mismas condiciones de lavado fueron realizadas para la remocion
del anticuerpo secundario conjugado no unido. Finalmente el revelado se realizd utilizando el sustrato
guimioluminiscente ECL y expuesto a una placa autorradiografica (Hyperfilm ECL Amersham-GE Healthcare)

durante un tiempo de exposicidon de 1, 2 y 20 minutos.

4.3 TECNICAS DE BIOLOGIA MOLECULAR

4.3.1. EXTRACCION DE ARN TOTAL POR EL METODO DEL TRIZOL® A PARTIR DE CELULAS INFECTADAS

Monocapas de células HEp-2 (crecidas en botellas de 75cm?) infectadas con a) virus mutantes
(plaqueados y sin plaquear), b) virus control (crecidos en presencia de SNC y en ausencia de Acs), c) virus de
la cepa Long de partida, y d) células HEp-2 sin infectar, se rasparon 48-72hs luego de la infeccién al

observarse un marcado efecto citopatico.

Luego de centrifugar 5" a 1000 x g, el pellet celular se lavé con PBS y se volvié a centrifugar (5 a
1000 x g). Finalmente se le adicioné 1mL de Trizol® empleado para la extraccion del ARN total.
Posteriormente se agregaron 0.2 mL de cloroformo por mL de Trizol®, se dejé incubar 3’ y se centrifugd
(15’/4°C/11000 x g). Se recuperd posteriormente la fase superior donde se encuentra el ARN total, en un
tubo Epp limpio. El ARN luego se precipitd en presencia de isopropanol (0.5mL por mL de Trizol®),
dejandose 10’ a temperatura ambiente y se centrifugd durante 10’ a 11000 x g (42C). Se retir6 el
sobrenadante y se agregd 1 mL de etanol 75% al ARN precipitado (por mL de Trizol®). Se centrifugd 2’ a
11000 x g (49C), se retird el sobrenadante, se secé ligeramente el pellet resuspendiéndose finalmente en

50uL de H20 estéril comercial. EI ARN posteriormente fue almacenado a —80°C.

4.3.2 SINTESIS DE ADNc (RT), AMPLIFICACION DEL ADNc MEDIANTE LA REACCION EN CADENA DE LA
POLIMERASA (PCR) Y ANALISIS DE LOS PRODUCTOS OBTENIDOS.

4.3.2.1. Retrotranscripcion del ARN extraido

Previo a la amplificaciéon del ADN, se sintetizé el ADNc correspondiente al ARNm de la proteina F
mediante retrotranscripcion a partir del ARN total (ver Metodologia 4.3.1). Para ello 1uL del
oligonucledtido F1899 EcoRI(-) (Tabla 1), en wuna concentracién 500ug/mL fue incubado con
aproximadamente 2pg de ARN total y 1ulL de una solucién conteniendo una mezcla equimolar de los cuatro
dNTPs (10mM cada uno). Finalmente se agregd H,O estéril comercial hasta un volumen de 12pul. Esta
mezcla fue incubada a 652C durante 5’y posteriormente colocada en un bafio de H,0-hielo. Luego se
agregaron 4ulL buffer First Strand 5x y 2uL DTT (0.1M). Esta mezcla fue pre-incubada durante 2’a 422C y se

agregd 1ul de la transcriptasa reversa Superscript Il RNase H (200U/uL) completandose en 20uL el volumen
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final de reaccidn. Esta reaccién se incubé 50’ a 422C y a 702C durante 15’. Esta reaccion se realizé en un

termociclador (Thermo Scientific y/o Eppendorf).

4.3.2.2. Amplificacion del ADNc por PCR

El ADNc obtenido en esta reaccion se utilizd como molde en la reaccién de amplificacién por PCR.
Para ello se incuban: 5uL buffer PCR 10x, 1.5uL MgCl, (50mM), 1uL de dNTPs (10mM), 1ulL de cada uno de
los cebadores (10uM), 0.4ulL de la ADN polimerasa recombinante Taq (5U/uL), 2uL del ADNc y finalmente
se agrega H,0 estéril comercial hasta alcanzar un volumen final de 50uL. Los oligonucleétidos utilizados
para la amplificacién del gen completo de la proteina F del VRS fueron el F1Bam (+) y el F1899 EcoRlI (-)
(Tabla 1). Las condiciones para llevar a cabo la reaccion de amplificacidn fueron las siguientes: un ciclo de
desnaturalizacién inicial a 949C durante 5’ y 25 ciclos de: desnaturalizacion a 949C durante 1’30,
hibridacion a 559C durante 130" y extensién a 722C durante 1'30”. Finalmente se realiza una extension
final a 729C durante 7’. Esta reaccién también se realizé empleando un termociclador (Thermo Scientific

y/o Eppendorf).

4.3.2.3. Electroforesis de acidos nucleicos

Los productos de la RT-PCR se analizaron por electroforesis en geles de agarosa al 1.5% empleando
buffer TBE 1x como buffer de corrida y una diferencia de potencial de 100V. Los geles se tifieron con el
agente intercalante bromuro de etidio de modo que las bandas de ADN pudieran ser visualizadas mediante
luz ultravioleta. Las fotografias de los geles se tomaron mediante una camara digital KODAK DC290. Como

marcador de peso molecular se utilizé 1kb Ready Load (Invitrogen).

4.3.3. PURIFICACION DE ACIDOS NUCLEICOS

Para la purificacion de acidos nucleicos se empled el kit comercial NucleoSpin Extract Il. Los
productos de PCR (o pldsmidos) se analizaron en un gel de agarosa al 1% en buffer TBE 1x. Las bandas de
ADN se cortaron del gel, se pesaron y se colocaron en tubos Epp a los que se le adiciond el buffer NT. Esta
mezcla se incubd 10 minutos a 502C empleando vortex para ayudar a la completa disolucién de la agarosa.
Luego la muestra se colocé en una columna (NucleoSpin Extract Il Columns) del kit comercial y se centrifugd
1’ a 11000 x g. El ADN retenido en la columna se lavé con 600uL de buffer NT3 conteniendo etanol 96-
100%(Dorwil®) y se centrifugd 1’a 11000 x g. Finalmente luego de una segunda centrifugacion de 2" a 11000
x g, el ADN se eluyd con 15-50ul (segun el caso) de H,0 estéril comercial precalentada a 60-702C mediante
1-2’de centrifugacién a 11000 x g. Los productos de purificacién se analizaron mediante electroforesis en
gel de agarosa al 1%. Las muestras de ADN purificadas se conservaron a —202C. Para la cuantificacidon de
ADN se empled un espectrofotémetro, A= 260 y A=260/280 (Nanodrop) aunque en algunos casos se

cuantifico por intensidad de banda en gel de agarosa empleando 5ul de Fast Ruler.
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4.3.4. SECUENCIACION DE ACIDOS NUCLEICOS

La secuenciacion del ADN correspondiente al gen completo de la glicoproteina F del VRSH se realizd
utilizando secuenciadores automaticos Applied Biosystems 3730x| de la empresa Macrogen Inc (Corea). Los
oligonucledtidos empleados para la secuenciacién del gen completo de la proteina F fueron los siguientes:
F597 (-), F844 (-), F665 (+), F1069 (+), F1899EcoRI (-) (Tabla 1) en una concentracién 5uM. Estos cebadores
se disponen en el molde como se muestra en la figura (Fig. 6) para cubrir todo el gen.

Las secuencias obtenidas tanto de los mutantes seleccionados asi como de los controles fueron

analizadas por medio del programa informatico Bioedit.

Nombre Secuencia Posicion en el gen F
F1Bam (+) 5'CGGGATCCC-GGGGCAAATAACAATGG 3’ 1-17

F597 (-) 5'-GGTCTAACACTTTGCTGG-3’ 579-597

F844 (-) 5  TGTCTAACTATTTGAACA 3’ 844- 861

F665 (+) 5’-GAAACTGTGATAGAGTTCC-3’ 665-683

F1069 (+) 5’- CCCACAAGCTGAAACATG-3’ 1069-1086

F1306 (-) 5'GATTCCACGATTTTTATTGG 3’ 1287- 1306
F1899EcoRlI (-) 5'CGGAATTCG-ATATAACTATAAACTAGG 3’ 1882- 1899

Tabla 1: Oligonucledtidos empleados para la retrotranscripcion, amplificacidon y secuenciacién del gen completo de la
proteina F. Los signos (+) y (-) indican si la secuencia del oligonucledtido corresponde a la secuencia del ARNm del gen
F (signo +) o si corresponde a la secuencia complementaria (signo -).

Gen que codifica para la proteina F del W¥RSH

—_— —_—
i F665(+) FL069(+)

B
L

— — + <
F597(-) FB44(-) FL306(-)  FL899EcoRI(-)

Figura 6: Esquema de la localizacién de los cebadores: F1Bam(+), F597(-), F665(+), F844(-), F1069(+), F1306(-) y
F1899EcoRl (-) utilizados para la secuenciacién del gen completo que codifica para la proteina F del VRSH.

4.3.5. PREPARACION DE CELULAS DH5a Y XL-1 BLUE COMPETENTES

Se realizd una competencia quimica de las células bacterianas DH5a (E.coli) y XL-1 blue utilizando el
método de CaCl,. A partir de 500ul de un pre-cultivo fresco de células DH5a no competentes en medio LB

se produjo un cultivo de 50mL de bacterias. Este cultivo se incubd a 372C con agitacién durante 2-3hs y se
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midid turbidez en espectrofotémetro (A= 600nm) hasta un valor entre 0,3 y 0,4. El cultivo se transfirié luego
asépticamente a tubos de centrifuga (tipo Falcon) pre-enfriados y se colocaron en bafio H20-hielo (02C)
durante 10°. Se centrifugd posteriormente durante 10°a 3000 x g a 42C. El pellet bacteriano se resuspendid
luego en 10mL de CaCl, 0,1M frio estéril y se incubd durante 30°en hielo. Posteriormente las bacterias se
centrifugaron a 3000-6000 x g durante 15°a 42C y el pellet se resuspendié nuevamente en CaCl, 0,1M frio
estéril pero en un volumen de 2mL. Se alicuotaron 200uL de bacterias competentes en tubos Epp
conteniendo 50uL de glicerol, se congelaron en N, liquido y se guardaron a -802C. La eficiencia de
transformacioén (transformantes/ug) se calculé como el nimero de colonias en placa/ng de ADN plaqueado
x 1000ng/ug. Como control se utilizd el plasmido pUC19 superenrollado de concentracién conocida,
50pg/ulL.

4.3.6. CLONAJE EN PLASMIDO pJET1.2/BLUNT DE LOS PRODUCTOS DE PCR DE VIRUS MUTANTES SIN
PLAQUEO VIRAL

4.3.6.1. Ligacidon del plasmido pJET-1/Blunt con productos de PCR con extremos romos.

Con el fin de analizar la proporcion de genes F mutantes y salvaje para los distintos mutantes
seleccionados se clonaron los productos de PCR en el plasmido pJET1.2/Blunt (Anexo 3 mapa 1). Para la
ligacién 1ul del producto de PCR sin purificar fue mezclado con 10ulL del buffer de reaccidn 2x, 1uL de DNA
blunting Enzyme y H,0 estéril comercial hasta un volumen de 18ul. La mezcla se incubd a 702C durante 5,
colocandose posteriormente en hielo durante varios segundos. A continuacién se agregé 1ulL del vector
pJET1.2/Blunt junto con 1ulL de T4 DNA ligasa (5U/ul). La ligacion se incubd a 22°C durante 30°.

4.3.6.2. Transformacion de bacterias competentes XL-blue con pldsmidos pJET1.2/Blunt conteniendo el

gen completo de la proteina F del VRSH.

El producto de ligacién obtenido en Metodologia 4.3.6.1 fue empleado para transformar células E.
coli XL-Blue competentes. 50uL de bacterias XL-blue fueron transformadas con 1-2ul del producto de
ligacion.

La transformacidén se realizd mediante choque térmico: 30" hielo/ 130" a 429°C/ 2’ hielo.
Posteriormente se agregaron a la mezcla de transformacién 50uL de medio LB, plaqueandose directamente

en LB agar conteniendo ampicilina (LB agar-ampi). Estas placas se incubaron durante 16hs a 372C.

4.3.6.3. Produccidn v purificacién de los plasmidos pJET1.2/blunt conteniendo las variantes del gen de la

proteina F presentes en los productos de PCR.

Diez colonias presentes en placas LB-ampi de las distintas muestras se picaron para crecer en 3mL
de LB con ampicilina (100ug/mL) durante 16hs a 372C con agitacién (200-220rpm). 750uL de bacterias

fueron conservadas con 250ulL de glicerol a -802C. La extraccién del ADN plasmidico se realiz6 empleando
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el kit NucleoSpin® Plasmid, resuspendiendo el ADN en un volumen final de 50uL de H,0 estéril comercial
previamente calentada a 60-702C. Finalmente el ADN plasmidico extraido fue analizado en electroforesis en
geles de agarosa al 1% para verificar la eficiencia del clonaje. Las muestras se corrieron junto a un marcador

de peso molecular de 1kb.

4.3.6.4. Secuenciacién del gen de la proteina F clonado en vector pJET1.2/blunt.

La secuenciacién se realizé exactamente igual que lo descrito en Metodologia 4.3.4. Los cebadores
empleados en este caso fueron F1Bam+, F597-, F665+, F844-, 1069+, 1899EcoRI- (Tabla 1) junto con los

cebadores aportados por el kit correspondientes a los sitios de clonaje del plasmido (pJET for y pJET rev).

4.3.7. PRODUCCION DE LOS PLASMIDOS pTM1-F MUTANTES: Val533Met, Asn268lle/Val533Met,
Asn268lle, Val533Leu, Val533Cys, Val533Met/Val536Met y Val533Met/Val536Met/Val544Met.

4.3.7.1. Mutagénesis dirigida para la produccién de simples, dobles y triples mutantes.

El plasmido pTM1-Fwt es un plasmido derivado del pTM11*%”)

y posee clonada la secuencia
codificante de la proteina de fusion salvaje del Virus Respiratorio Sincicial humano (VRSH), bajo el promotor
de la polimerasa T7 (Anexo 3 mapa 2). La secuencia codificante de la proteina F del VRSH salvaje clonada en
el plasmido pTM1-Fwt fue blanco de mutagénesis dirigida para la generacién de simples, dobles y triples

mutantes en la regidén antigénica Il y en la region transmembrana de esta proteina.

Brevemente 50ng de ADN plasmidico (pTM1-F salvaje, simple o doble mutante que sera blanco de
mutagénesis dirigida) se incubd con: 10ul buffer Phusion GC 5x, 1uL dNTPs (10mM), 0,5uM de cada uno de
los cebadores, 2U de la ADN polimerasa Phusion” High-Fidelity y H,O estéril comercial hasta completar un
volumen de reaccién de 50ulL. Las condiciones de ciclado fueron las siguientes: 982C 30”; (982C 10”, 559C
30", 729C 7) x 30 ciclos; 72°C 10. Luego de esta reaccién, se separd un 10% del volumen para analizar si
hubo amplificacién por electroforesis en gel de agarosa mientras el resto se digirié con la enzima de
restriccion Dpnl (10U/uL) para eliminar el ADN parental. Sélo si se observa producto de amplificacién por
PCR es que se procede con el paso siguiente de produccion y purificacién de los plasmidos pTM1-F
conteniendo las variantes de la proteina F.

Sélo una ronda de mutagenesis permitid la obtencidon de los simples mutantes: Val533Met,
Asn268lle y Val533Leu. A partir de Val533Met se produjeron dos dobles y un triple mutante:
Asn268lle/Val533Met, Val533/536Met y Val533/536/544Met, y a partir de Val533Leu se produjo el simple
mutante Val533Cys.

Todos los ADN molde de partida (simples mutantes y el doble mutante Val533/536/Met) para las

subsiguientes mutagénesis fueron confirmados por secuenciacion previo a su utilizacién.
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4.3.7.2. Diseiio de cebadores para mutagénesis dirigida.

El disefio de cebadores se realizé de forma manual utilizando la secuencia de la proteina de fusidn
salvaje correspondiente a la cepa de referencia Long del VRSH. Dichas secuencias fueron analizadas a los
efectos de descartar la formacion de estructuras secundarias y finalmente fueron encargados a la empresa
Integrated DNA Technologies (IDT, USA). El disefio de cebadores para la mutagénesis dirigida se detalla en
el Anexo 2. En la tabla 2 se muestran los cebadores utilizados para la generacién de simples, dobles y triples

mutantes a partir del pTM1-Fwt.

Simples mutantes

Asn268lle 5'CATTAATCAATGATATGCCTATAACAATTGATCAGAAAAAGTTAATGTCCAAC-3’
GCAsn268lle 5'-GTTGGACATTAACTTTTTCTGATCAATTGTTATAGGCATATCATTGATTAATG-3’
Val533Met 5’-TAACTACTATAATTATAATGATTATAGTAATATTG-3’
GCVal533Met 5’-CAATATTACTATAATCATTATAATTATAGTAGTTA-3’
Val533Leu 5’-TAACTACTATAATTATATTGATTATAGTAATATTG-3’
GCVal533Leu 5’-CAATATTACTATAATCAATATAATTATAGTAGTTA-3’
Leu533Cys 5’-TAACTACTATAATTATATGCATTATAGTAATATTG-3’
GCLeu533Cys 5’-CAATATTACTATAATGCATATAATTATAGTAGTTA-3’

Dobles mutantes *
Val536Met 5'-ATAATTATAATGATTATAATGATATTGTTATCATTAATT-3’
GCVal536Met 5'-AATTAATGATAACAATATCATTATAATCATTATAATTAT3’

Triples mutantes

Val544Met 5- TTGTTATCATTAATTGCTATGGGACTGCTCCTATACTGT-3’
GCVal544Met 5’-ACAGTATAGGAGCAGTCCCATAGCAATTAATGATAACAA-3’

Tabla 2: Lista de oligonucleétidos disefiados para realizar la mutagénesis dirigida de la secuencia codificante de la
proteina F del VRSH clonada en el plasmido pTM1-F con el fin de generar simples (Val533Met, Asn268lle, Val533Leu y
Val533Cys), dobles (Asn268lle/Val533Met y Val533/536Met) y un triple mutante (Val533/536/544Met). En rojo se
sefialan las mutaciones presentes en los cebadores con respecto a la secuencia original. *Para generar el doble
mutante Asn268lle/Val533Met se utilizaron los mismos cebadores empleados para la generacién de los simples
mutantes: Val533Met y Asn268lle.

4.3.7.3. Produccidn y purificacidn de los plasmidos pTM1-F conteniendo las variantes de la proteina F

La produccion de los plasmidos pTM1-F conteniendo las variantes mutadas de la proteina F del
VRSH se realizo tanto en células DH5a como en XL-1 Blue competentes (ver Metodologia 4.3.5.).

Para la transformacion se descongeld una alicuota de bacterias DH5a o XL-1 blue en hielo. Se
colocaron 125ul de bacterias competentes en tubo de polipropileno en hielo. Posteriormente se
agregaron 40ng del ADN plasmidico para transformar las bacterias competentes. La transformacién se
realizd por choque térmico: 15 hielo/1°30” a 42°C/5 hielo. Posteriormente se agregé 1mL de LB y se
incubd durante 1h a 379C. Finalmente 100ulL de este cultivo se utilizaron para sembrar placas de LB agar-

ampi. Las placas se incubaron 16-18hs en estufa a 372C. Las colonias obtenidas se picaron y se crecieron en

39



tubos con 3mL LB con ampicilina. A partir de estos minicultivos se realizé la extraccion del ADN plasmidico
(segun Metodologia 4.3.6.3). La cantidad de ADN plasmidico se midié en espectrofotémetro o Nanodrop
(A= 260nm). Este sera el material de partida a partir del cual se realizaron las mutagénesis dirigidas para
obtener las variantes de las proteinas F recombinantes.

Los plasmidos pTM1-F conteniendo las variantes generadas por mutagénesis dirigida fueron
purificados seglin Metodologia 4.3.6. EI ADN plasmidico purificado fue cuantificado y posteriormente se
determind la secuencia del gen correspondiente a la proteina F completa a fin de evaluar la correcta
insercidon de las distintas mutaciones ensayadas asi como el mantenimiento inalterado del resto de la
secuencia. La secuenciacion se realizd con los cebadores descritos en Metodologia 4.3.4.

Posteriormente se realizé un escalado de los cultivos bacterianos conteniendo los distintos
mutantes a fin de disponer de cantidades de plasmidos adecuadas para los ensayos de expresion y
actividad fusogénica. Para ello se empled el kit QIAGEN Plasmid Maxi Prep el cual permite obtener

cantidades de ADN del orden de los ug.

4.3.7.4 Expresion transitoria de proteinas F en sistema de expresidn eucariota con los plasmidos pTM1-F

salvaje y mutantes.

Para la expresion de proteinas F salvaje (wt) y mutantes recombinantes, el sistema de expresion
eucariota elegido fue el que utiliza células de la linea BSR-T7%.

Brevemente 4x10” células BSR-T7 fueron sembradas en cada uno de los pocillos de la cdmara de 8
pocillos (1-5x10° células para las p60) en presencia de medio de crecimiento (DMEM suplementado + 10%
SFB). A las 24hs se les cambio el medio de crecimiento a medio de lavado, incubandolas 1h en estufa con
saturacion de CO, a 372C. Para la transfeccién se utilizo el kit de transfeccion MBS Mammalian Transfection
kit (Stratagene®, La Jolla, CA). Las células se incubaron con 250ul (500uL para p60) de medio DMEM
suplementado con: 6% MBS (suero fetal bovino modificado), 2% glutamina y 0,5% AB en estufa de CO, a
379C. La mezcla de transfeccion se realizé en tubos de poliestireno a los que se le agregaron (por pocillo de
la cdmara): 1 ug de ADN plasmidico (con la secuencia codificante de la proteina F salvaje o mutante),
purificado y cuantificado, 1,25uL de la solucidn 1 conteniendo CaCl,, 12,5uL de la solucién 2 (ambas
soluciones vienen con el kit) y H,O estéril comercial hasta 25uL*. La mezcla de transfeccion se incubd a
temperatura ambiente durante 20" para permitir la adecuada formacion del precipitado de ADN-CaPQ, y se
agregod en las células conteniendo el DMEM suplementado + MBS, gota a gota moviendo la cdmara con
movimiento circular suave. Se incubd durante 4hs en estufa de CO, a 372C. Posteriormente se retird el
sobrenadante, las células se lavaron 2 veces con PBS y finalmente se agregd DMEM suplementado + 2% SFB
incubandose en estufa de CO, a 372C durante 48hs.

Como control de transfeccién se empled el plasmido pAEUA2 que posee el gen que codifica para la
proteina fluorescente verde (GFP) (Anexo 3 mapa 3). Este ensayo se detuvo a las 24hs, se quité el DMEM
suplementado + 2% SFB y se observé directamente en microscopio de epifluorescencia con filtro adecuado.
Se contaron entonces la cantidad de células fluorescentes verdes como medida de eficiencia de

transfeccion.

40



* la mezcla de transfeccién para las placas de 60mm? fue la siguiente: Sug ADN, 25ulL solucién 1, 250uL

solucion 2 y H,0 hasta 500ulL.

4.3.8. CLONAJE DE LA PROTEINA F TM- EN PLASMIDO pAEUA2

4.3.8.1. Produccion del pAEUA2

5,5 ug del vector pAEUA2 (Anexo 3 ver mapa 3) se digirieron con 20U de las enzimas de restriccion
Nhel (3uL) y Xbal (2ulL) junto con el buffer 2 10x (NEB) y BSA para realizar la doble digestién. El volumen de
la mezcla de digestion fue de 100ulL y se incubd de 1 a 2hs a 372C en baio liquido. Cuando transcurrio la
primera hora de digestiéon se tomaron 1,5ul para verificar por electroforesis en gel de agarosa que el
plasmido estaba linearizado. En este gel se incluyd el pldasmido sin digerir (entre 150-200ng) junto con el
marcador de peso molecular de 1kb. Luego de 2hs de digestién se agregd 1uL de CiP incubandose 1h a
379C. Finalmente el plasmido digerido se purific6 con el kit comercial NucleoSpin Extract I
resuspendiéndose finalmente en 30-50uL de H,0 estéril comercial precalentada a 60-702C y se analizo

mediante electroforesis en gel de agarosa al 0,8%.

4.3.8.2. Amplificacién del fragmento correspondiente al gen que codifica para la proteina F sin la regién

transmembrana (TM-)

Para amplificar la proteina F sin la region transmembrana se utilizdé un cDNA de la cepa de
referencia Long (obtenido segin Metodologia 4.3.2.1) utilizando los cebadores F1Nhel for y F1599Xbal rev
los cuales contenen los sitios de restriccion para las enzimas Nhel y Xbal, respectivamente (Tabla 3). El

cebador F1599Xbal rev contiene ademas un codén de terminacion.

F1Nhel for 5'- CTAGGCTAGCGGGGCAAATAACAATGG - 3'
F1599Xbal rev 5'- CTAGTCTAGATTAATTTGTGGTTGATTTACC - 3

Tabla 3: Oligonucledtidos empleados para la amplificacién del gen que codifica para la proteina F TM-. En negrita se
sefialan los sitios de restriccidn para las enzimas Nhel y Xbal y subrayado se sefiala el codén de terminacion (UAA).

Brevemente 1,5uL del cDNA fue incubado junto con 1ulL de cada uno de los cebadores F1Nhel
for(10uM) y F1599Xbal rev(10uM), 5uL de buffer de PCR High Fidelity 10x, 2uL de MgSO, (50mM), 1ul
dNTPs (10mM), 0,4ul Platinum® Tag DNA polimerasa High Fidelity (5U/ul)y H20 estéril comercial hasta un
volumen de 50ul. Las condiciones para llevar a cabo la reaccién de amplificaciéon fueron las siguientes:
94°C/2’ y 35 ciclos de: 94°C/45”, 552C/30” y extensidon a 682C durante 2’. Finalmente se realizd una
extension final a 682C durante 10'.

El producto de PCR fue purificado a partir de geles de agarosa mediante el kit de purificacién

NucleoSpin Extract Il (ver Metodologia 4.3.3), eluido en 30uL de H20 estéril comercial precalentada vy
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analizado en una electroforesis en gel de agarosa al 1%. El producto de PCR purificado (90ng) se digirié con
las enzimas Nhel (1uL) y Xbal (1uL) en presencia del buffer empleado para la doble digestién (buffer 2) y
BSA en un volumen de digestion de 50ulL. Esta mezcla de digestidn se incubd 1-2hs a 372C y posteriormente
se purific6 nuevamente eluyendo en 20uL de H2O estéril comercial. Finalmente la cantidad de ADN

obtenida se cuantifica ya sea por gel o por NanoDrop.

4.3.8.3. Ligacion y transformacion.

Para la ligacién la relacion Vector (V)-Inserto (1) fue de 1 a 3, colocandose en la reaccion de ligacidon
50ng del vector y 31ng de inserto para respetar la relacién. La reaccion de ligacion incluyé ademas 2ul de
buffer de ligacion 10x, 1ulL de la enzima T4 ADN ligasa (1U/ul) y H,O estéril comercial hasta alcanzar un
volumen de reaccién de 20ulL. La ligacidén fue realizada a 162C durante toda la noche en termociclador.
Como control se llevd a cabo la ligacidn del vector (50ng) en ausencia de inserto.

Se utilizaron 3ulL de la ligacién entre 50- 80ng ADN total (segun se trate del V solo o V+l) para
transformar 50ul de células E. coli derivadas de DH5a competentes comerciales. La transformacién se
realizd por choque térmico con el siguiente protocolo: 30°en hielo/30” a 422C/5’en hielo. Luego de este
procedimiento se agregaron 950ulL de SOC comercial y se plaguearon directamente en LB agar-ampi y las
placas se incubaron a 372C durante 16-18hs. Se seleccionaron y picaron un numero suficiente de colonias
las cuales fueron crecidas en 3mL de LB con ampicilina a 372C con agitacién (200-220rpm) durante 16hs. La
extracciéon del ADN plasmidico se realizé empleando el kit NucleoSpin® Plasmid, resuspendiendo finalmente

el ADN en un volumen final de 50ul de H20 estéril comercial previamente calentada a 60-702C.

4.3.8.4. Confirmacion de clones positivos por digestidon con enzimas de restriccion.

Para confirmar la correcta incorporacion del gen de la proteina F sin la region transmembrana se
realizé la digestion de los plasmidos extraidos. La enzima de restriccién Pstl permite discriminar claramente
si el vector pAEUA2 incorpord correctamente o no el inserto (gen F TM-). Esta enzima corta en 3 sitios en el
plasmido pAEUA2/F TM-; si la orientacién es correcta los fragmentos que se generan son de 291, 586 y
8436pb mientras que si la orientacion es incorrecta los fragmentos que se generan son de 586, 1180 y
7547pb. Estos fragmentos son facilmente identificables mediante electroforesis en gel de agarosa.

La digestion se realizé utilizando 3ul de los pldsmidos extraidos los cuales se incubaron con 2,5ulL
del buffer 3 10x (NEB), 2,5ul BSA 10x, 1uL Pstl (2U) y H20 comercial estéril hasta un volumen de 25ulL. Esta
mezcla de digestion se incubé 1-2hs a 37°C y finalmente se analizaron 8ulL de las digestiones en
electroforesis en gel de agarosa al 1-2%. Aquellos clones que fueron seleccionados como positivos se
produjeron a gran escala y se secuenciaron utilizando los mismos cebadores que los empleados en

Metodologia 4.3.4. En esta digestion se incluyd ademas el pldasmido sin inserto.

4.3.8.5. Produccién y purificacién del pldsmido pAEUA2/FTM-.

La produccion y purificacion del plasmido pAEUA2/FTM- se realizé segin Metodologia 4.3.7.3
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Todos los reactivos, materiales y mapas plasmidicos utilizados se detallan en el anexo 3.
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5. RESULTADOS

5.1. PARTE 1: ANALISIS Y CARACTERIZACION DE VIRUS MUTANTES

5.1 A) CONFIRMACION DE LAS MUTACIONES SELECCIONADAS EN EL DOBLE MUTANTE VRSH-E1.

Como se indica en la estrategia experimental, el punto de partida de este trabajo fue el crecimiento
del virus mutante VRSH-E1 en cultivo de células HEp-2 en presencia del suero policlonal anti-F (1/50) con el
fin de obtener la secuencia nucleotidica del mismo para confirmar las mutaciones halladas previamente.

Una de las observaciones realizadas en el trabajo previo a partir de la secuencia nucleotidica del
doble mutante seleccionado y confirmada en este, fue que en la posicion donde fue seleccionada la
mutacién transmembrana, nucleétido 1610, el cromatograma presentaba un pico correspondiente a la

mutacidn a la vez que se encontraba el pico correspondiente al nucleétido salvaje.

En la figura 7 se observan los cromatogramas correspondientes a las regiones de la secuencia
nucleotidica, del gen de la proteina F, donde se encontraron las mutaciones en el virus mutante VRSH-E1.
Mientras que para la posicion nucleotidica 816 el pico correspondiente a la mutacién A x T (Asn268lle) es
Unico, para la posiciéon 1610 (regién TM) se observa tanto el pico correspondiente a la mutacion G x A
(Val533Met) como el correspondiente al nucledtido salvaje (G). El sentido de la secuencia para el
cromatograma correspondiente al nucleétido 1610 es opuesto al del ARNm. A la derecha de la figura 7 se
muestran dos cromatogramas distintos de la mutacidn transmembrana correspondientes al VRSH-E1
obtenidos a partir de dos eventos de extraccion de ARN distintos. En ambos cromatogramas la posicidon
1610 posee las dos seiiales, predominando en ambos casos la sefal de la mutacién. De acuerdo a los
resultados de secuencia obtenidos sdlo estas dos mutaciones se traducen en cambios aminoacidicos
mientras que el resto de la secuencia o permanece inalterada con respecto a los controles o presenta

cambios -sinédnimos y no sindnimos- también hallados en los virus control.
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Figura 7: Cromatogramas donde se muestra parte de la secuencia nucleotidica del gen que codifica para la proteina F del VRSH correspondiente a las
posiciones 816 y 1610; estas posiciones estan marcadas con flechas negras. Se observan los cambios correspondientes al virus mutante VRSH-E1 para
ambos nucleétidos, para la mutacion 1610 se muestran dos cromatogramas distintos para el virus mutante (arriba centro y arriba derecha). Arriba: virus
cepa Long mutante (VRSH-E1). Centro: virus cepa Long control con suero normal de conejo (VRSH-E2). Abajo: virus cepa Long control sin anticuerpos (VRSH-
E3).
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Para aproximarnos a cual seria la representacién de la mutaciéon transmembrana en la poblacién
gue conforma el virus mutante VRSH-E1, el producto de PCR del gen de la proteina F de VRSH-E1 se clond
en el pldsmido pJET-1/Blunt. Se secuenciaron 10 colonias, 7 de las cuales se lograron secuenciar
completamente ya que poseian el gen de la proteina F completo. Las secuencias de las tres colonias
restantes no se muestran dado que el gen de la proteina F no estaba completo (sélo se habian clonado
fragmentos) y se descartaron. En la tabla 4 se resumen los resultados obtenidos para las dos mutaciones

halladas en los clones del mutante VRSH-E1.

Nucledtido 816 | Nucledtido 1610

Long salvaje
LTM33
LTM35
LTM36
LTM37
LTM39
LTM40
LTMA41

R R B E I E
> |6 |> || o>

Tabla 4: Se comparan los nucledtidos presentes en las posiciones 816 y 1610 de las colonias analizadas que habian
incorporado el gen de la proteina F completo a partir del producto de PCR del virus mutante VRSH-E1. A su vez se
muestran los nucledtidos en las posiciones 816 y 1610 de la cepa de referencia Long. LTM33, LTM35-37 y LTM39-41
son los nombres de los clones secuenciados.

Como se esperaba, la mutacién A x T en el nucleétido 816 (Asn268lle) estuvo presente en todas las
secuencias del gen de la proteina F clonados, mientras que para el nucledtido 1610 de las 7 colonias
obtenidas, 5 presentaron la mutacidon transmembrana G x A (Val533Met) y las 2 restantes poseian el

nucledtido salvaje.

5.1 B) ANALISIS DE LA ESTABILIDAD DE LAS MUTACIONES SELECCIONADAS EN AUSENCIA DE PRESION
INMUNE: SELECCION DEL VIRUS MUTANTE VRSH-C10.

Para comprobar la estabilidad de las mutaciones seleccionadas (en particular la mutacion
transmembrana), el virus mutante VRSH-E1 fue crecido en ausencia de suero policlonal anti-F (suero de
seleccidn). Se realizaron entonces, en una primera instancia, tres pasajes seriados en cultivo de células HEp-
2 del doble mutante pero en ausencia de anticuerpos. Este virus fue denominado VRSH-E1 3P s/p, y se
secuencié a partir de la PCR el gen de la proteina F completo. En la figura 8 se muestra Unicamente la
secuencia nucleotidica que abarca a la posiciéon 1610 y se compara con la misma secuencia obtenida para
los virus control VRSH-E2 y VRSH-E3. Nuevamente el sentido de la secuencia para el cromatograma

correspondiente al nucledtido 1610 es opuesto al del ARNm.
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Figura 8: Region del gen que codifica para la proteina F del VRSH correspondiente a la posicidn nucleotidica 1610; esta
posicién estd marcada con flechas negras para cada uno de los virus. Arriba: virus cepa Long mutante con 3 pases sin
presién (VRSH-E1 3P s/p)). Centro: virus cepa Long control con suero normal de conejo (VRSH-E2). Abajo: virus cepa
Long control sin anticuerpos (VRSH-E3). El sentido de la secuencia es opuesto al del ARNm.

Para el VRSH E1 3P s/p, en la posicion 1610 se observan los picos correspondientes al nucleétido
mutante y salvaje, en este caso es el salvaje el pico mayoritario para esta posicidon. Por su parte, aunque no
se muestra en la figura, la mutacién en la posicion nucleotidica 816 estaba presente.

Al igual que en el caso anterior este producto de PCR fue utilizado a su vez para realizar el clonaje
del gen de la proteina F en el plasmido pJET-1/Blunt para el andlisis de secuencia de las variantes presentes

en el VRSH-E1 luego 3 pasajes sin presién inmune.

Nucledtido 816 | Nucledtido 1610

Long salvaje
LTM23
LTM24
LTM28
LTM29
LTM30
LTM31
LTM32

0O 0|6 |6 |> |>
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G

Tabla 5: Se comparan los nucleétidos presentes en las posiciones 816 y 1610 de las colonias analizadas que habian
incorporado el gen de la proteina F completo a partir del producto de PCR del virus mutante VRSH-E1 3P s/p. A su vez
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se muestran los nucleétidos 816 y 1610 de la cepa Long. LTM23, LTM24 y LTM28-32 son los nombres de los clones
secuenciados.

La tabla 5 muestra al igual que en la tabla 4 que la mutacion en el nucleétido 816 (A x T, Asn268lle)
estd presente en todos los clones secuenciados. Para el nucleétido 1610, sin embargo, de las 10 colonias
secuenciadas sélo dos poseian la mutacién transmembrana G x A (Val533Met) mientras que las 5 restantes
presentaban el nucledtido salvaje. En este caso también tres de las colonias secuenciadas sélo poseian

algun fragmento del gen de la proteina F demostrando que el clonaje habia sido fallido y se descartaron.

Para verificar si las mutaciones Asn268lle y Val533Met permanecian estables en ausencia del suero
policlonal anti-F, se realizaron 3 pasajes mas en ausencia de anticuerpos del virus VRSH E1 3P s/p. El virus
mutante obtenido a partir de VRSH-E1 luego de 6 pasajes en ausencia de presion inmune se purificé
inmediatamente por plaqueo viral. Este virus se denominé VRSH-C10. En la figura 9 se muestran los
cromatogramas correspondientes a las posiciones 816 y 1610 del gen de la proteina F secuenciado a partir

de la RT-PCR del virus VRSH-C10 y se compara con los virus control VRSH-E2 y VRSH-E3.
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Figura 9: Cromatogramas en los que se muestran regiones del gen que codifica para la proteina F del VRSH
correspondientes a las posiciones nucleotidicas 816 y 1610; las cuales estan marcadas con flechas negras para cada
uno de los virus. Se observa que el virus mutante VRSH-C10 sélo presenta la mutacidon en la posicidén 816. Arriba: virus
cepa Long mutante VRSH-C10. Centro: virus cepa Long control con suero normal de conejo (VRSH-E2). Abajo: virus
cepa Long control sin anticuerpos (VRSH-E3). El sentido de la secuencia para el cromatograma correspondiente al
nucledtido 1610 es opuesto al del ARNm.

El analisis de la secuencia nucleotidica del virus VRSH-C10 dio como resultado la permanencia sélo

de la mutacién en el nucledtido 816 (A x T) mientras que la mutacion en la region transmembrana revirtio
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al nucledtido presente en el virus salvaje. De este modo logramos una reversién de la mutacion en el sitio
1610 vy la seleccion de un simple mutante, VRSH-C10, luego de 6 pasajes en ausencia de presién inmune y
posterior purificaciéon por plaqueo viral que sélo presenta la mutacién A x T en la posicién 816, lo que se

corresponde con el cambio aminoacidico Asn x lle presente en el sitio antigénico Il (Asn268lle).

5.1 C) PURIFICACION POR PLAQUEO VIRAL DE LOS VIRUS VRSH-E1, VRSH-E2 Y VRSH-E3 Y TITULACION DE
LOS VIRUS EN ESTUDIO.

El doble mutante VRSH-E1 hasta el momento no habia sido purificado y por tanto los resultados
descritos en el anadlisis de estabilidad de las mutaciones, refleja lo que ocurre en el total del conjunto de
genomas que estan presentes en el VRSH-E1. Por este motivo resultd indispensable, para continuar con la
caracterizacién antigénica y genética de este mutante, tener el virus puro.

La purificacion del virus mutante VRSH-E1 se realiz6 mediante plaqueo viral en presencia de suero
policlonal anti-F. De esta purificacion se seleccionaron dos virus mutantes, provenientes de placas
diferentes que se denominaron VRSH-E1/-2 y VRSH-E1/-1. Los controles de virus crecidos en presencia de
suero normal de conejo, VRSH-E2, y en ausencia de anticuerpos, VRSH-E3, también fueron purificados por

plaqueo viral. Por su parte el simple mutante VRSH-C10, ya habia sido previamente purificado.

Posteriormente se realizd la titulacién de los virus VRSH-E1, VRSH-E1/-1, VRSH-E1/-2, VRSH-C10,
VRSH-E2 y VRSH-E3. Los titulos virales obtenidos para los virus estudiados se resumen en la tabla 6 donde
se incluye la cepa de referencia Long la cual se utilizé para la seleccion de los virus mutantes y para generar

los controles.

Virus Titulo viral (UFP/mL)
Long salvaje 3,6 x 10°
VRSH-E3 (sin Acs) 1,4 x10°
VRSH-E2 (con SNC) 1,5 x 10°
VRSH-E1 6,5x 10°
VRSH-E1/-2 1,7 x 10°
VRSH-E1/-1 2,3x10°
VRSH-C10 2,1x10’

Tabla 6: Titulos virales obtenidos por plaqueo viral para los virus control (VRSH-E2, VRSH-E3 y la cepa Long) y para los
virus mutantes VRSH-E1 (sin purificar), VRSH-E1/-1, VRSH-E1/-2 y VRSH-C10 (purificados). El titulo viral se expresa
como Unidades Formadoras de Placa/mililitro (UFP/mL).

En la figura 10 se muestra el resultado de la titulacién por plagueo viral del virus VRSH-C10. En esta

figura se observa el pequeiio tamafio de las placas obtenidas. La presencia de placas pequeiias en todos los

virus titulados se presentd como una caracteristica del VRSH no sélo en nuestras condiciones de trabajo [198-

200]
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Figura 10: Fotografia de la titulacidon por plaqueo viral del virus mutante VRSH-C10. Monocapas de células HEp-2
fueron infectadas con las diluciones seriadas del virus que se muestran en negrita. Luego de 4hs de adsorcion, se
retird el inoculo y se agregd el medio de plaqueo semisolido con suero policlonal anti-F 1/500. 7 dias después se retird
el medio de plaqueo, se fijaron las células y se tifieron con una solucion de cristal violeta. Se utilizé la dilucién 10” para
calcular el titulo viral. CC: control de células sin infectar.

5.1 D) EFECTO CITOPATICO PRODUCIDO POR LOS VIRUS MUTANTES VRSH-E1/-1, VRSH-E1/-2 Y VRSH-C10
Y LOS VIRUS CONTROL VRSH-E2 Y VRSH-E3

En la figura 11 se muestran las fotografias correspondientes al efecto citopatico en 5 réplicas de
infeccion de células HEp-2 con iguales cantidades de cada uno de los virus titulados: VRSH-E1/-1, VRSH-E1/-
2, VRSH-C10, VRSH-E2 y VRSH-E3.

VRSH-C10 VRSH-E1/-1 VRSH-E1/-2 VRSH-E2 VRSH- E3

......
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Figura 11: Fotografias tomadas para cada uno de los virus titulados mutantes VRSH-E1/-1, VRSH-E1/-2 y VRSH-C10
y controles: VRSH-E2 y VRSH-E3. Cinco pocillos de una placa M24 sembradas con células HEp-2 fueron infectadas a
una MOI de 0,05 con cada uno de los virus mencionados. Abajo a la derecha se muestra el aumento del objetivo
utilizado en el microscopio 6ptico para tomar las fotografias (10x y 20x).

Todos los virus analizados mutantes y controles presentaron efecto citopatico marcado (sincicios) y
no mostraron diferencias con respecto a los controles VRSH-E2 y VRSH-E3. Los virus mutantes por tanto son
competentes a nivel replicativo y la funcidon de la proteina F, aunque presenta mutaciones, sigue siendo

fusogénicamente activa.

5.1 E) EVALUACION DE LA RESISTENCIA A LA NEUTRALIZACION POR EL SUERO POLICLONAL ANTI-F DE LOS
VIRUS MUTANTES SELECCIONADOS MEDIANTE ENSAYO DE MICRONEUTRALIZACION.

Para confirmar la resistencia a la neutralizacion por el suero policlonal anti-F de los virus mutantes
seleccionados, purificados y titulados: VRSH-E1/-2, VRSH-E1/-1 y VRSH-C10, se realizd el ensayo de
microneutralizacidn con la misma cantidad de particulas virales para cada uno de los virus (1000 UFP) y
utilizando el AcMo 021/21G como anticuerpo primario para cuantificar la cantidad de antigeno viral. Este
ensayo permitido medir la fraccion de virus capaz de infectar las células luego de la etapa de neutralizacién
con el suero anti-F.

Los valores de absorbancia a 492nm se graficaron en funcién de la dilucidn de suero policlonal anti-
F empleada (0, 1/1000, 1/500, 1/250, 1/150, 1/100 y 1/50) donde cada una de las barras para cada dilucién
de suero anti-F representa la absorbancia neta promedio de cada uno de los virus que fueron incluidos en
el ensayo (VRSH-E1/-1, VRSH-E1/-2, VRSH-C10/, VRSH-E2 y VRSH-E3) (Fig. 12). En el anexo 5 se muestran
todos los valores de absorbancia obtenidos para cada una de las réplicas en cada dilucion de los virus en
estudio, sus respectivos desvios estandar asi como los valores de absorbancia promedio empleados para

obtener la grafica de la figura 12.

Ensayo de microneutralizacion

_ WHRSV-E2
£ @HRSV-E3
g OHRSV E1/2
§ ' BHRSV E1/1
SHRSV C10

11250 1450 1100
Diluciones suero anti-F

Figura 12: Ensayo de microneutralizacion de virus mutantes que escapan a la presidn por un suero policlonal anti-F
(VRSH-E1/-1, VRSH-E1/-2 y VRSH-C10) y de los virus control (VRSH-E2 y VRSH-E3). Cantidades iguales de virus
mutantes y control (1000 UFP) fueron incubadas con diluciones seriadas de suero policlonal anti-F (1/1000-1/50)
durante 1h a 372C. Estas mezclas de neutralizacidn se utilizaron para infectar monocapas de células HEp-2 y el ensayo
se realizé a las 48hs.
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Los resultados obtenidos evidencian que los virus control VRSH-E2 y VRSH-E3 mostraron una
marcada reduccién en la absorbancia a 492nm a medida que aumentaba la concentracidon de anticuerpos
anti-F, con una absorbancia practicamente nula en la dilucién 1/100 (inhibicion completa de la infeccion
viral). El virus control VRSH-E3 presenté desde el inicio una diferencia en absorbancia con respecto al otro
virus control, VRSH-E2, en los pocillos sin anti-F (con una absorbancia de aprox. 0,8 vs 1,3 del VRSH-E2).

Esto implicaba un nivel de infectividad mas bajo del VRSH-E3 con respecto al VRSH-E2.

Por su parte en lo que respecta a los virus mutantes VRSH-E1/-2, VRSH-E1/-1 y VRSH-C10, se
observa que los mismos no fueron neutralizados por el suero policlonal anti-F como ocurrié con los virus
control. A nivel general estos virus presentaron perfiles de absorbancia similares entre si con una caida
gradual de entre 0,1 y 0,2 unidades de absorbancia a medida se incrementd la concentracion de suero
policlonal anti-F lo que demuestra que la infeccidn viral de los virus mutantes se vio sélo parcialmente
afectada por la presencia de anticuerpos especificos anti-F. En la dilucién 1/50 de suero policlonal anti-F, la
reduccion en la absorbancia fue aproximadamente de un 75% lo que implica que aunque fueron
parcialmente neutralizados se requirié una cantidad mucho mayor de anticuerpos para neutralizarlos que
la empleada para los virus control.

Por tanto se observa que existe una clara diferencia en la absorbancia neta de los virus control y
mutantes, donde la absorbancia neta es proporcional a la cantidad de antigeno presente en los cultivos
como resultado de la replicacién viral. Ello implica que mientras para los virus control VRSH-E2 y VRSH-E3 el
suero policlonal anti-F neutraliza completamente la infecciéon por estos virus, los virus mutantes
efectivamente vencen la presion impuesta por el suero policlonal anti-F ingresando en las células vy

replicando.

5.1 F) CARACTERIZACION ANTIGENICA DE LOS VIRUS QUE ESCAPAN A LA NEUTRALIZACION

5.1f.1) ELISA

Con el fin de evaluar si VRSH-E1/-2, VRSH-E1/-1 y VRSH-C10/ presentaban cambios que podrian
modificar epitopes en la proteina F, los extractos obtenidos a partir de estos virus mutantes se evaluaron
por ELISA frente a un panel de siete anticuerpos monoclonales murinos dirigidos contra la proteina F y dos
dirigidos contra la proteina G (Fig. 13). Los anticuerpos monoclonales anti-F utilizados reaccionan con

epitopes correspondientes a distintas regiones antigénicas dentro de la glicoproteina F.
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Sitio antigénico
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Figura 13: Reactividad de los virus mutantes VRSH-E1 (sin purificar), VRSH-E1/-1, VRSH-E1/-2 y VRSH-C10
(purificados) frente a un panel de anticuerpos monoclonales anti-F correspondientes a distintos sitios antigénicos.
Dos anticuerpos monoclonales anti-G 63G y 021/21G fueron incluidos como control de los extractos celulares. El
control de la reactividad de cada anticuerpo fue realizado con extractos de las cepas contra las cuales estan dirigidos
(Mon/3/88 para 021/21G y la cepa Long para 63G y los anticuerposjjonoclonales anti-F).[8k incluyeron en el ensayo
los virus control VRSH{E2 y VRSH-E3. Los cuadrados negros indican una reactividal entre 75-100% ( ), los grises
oscuros () indican una reactividad entre 50-75%, los grises claros ( ) una reactividad entre 25-50% y los cuadrados
blancos ( ) indican una reactividad menor al 25%.

Como se observa en la figura 13 los virus mutantes purificados VRSH-E1/-2, VRSH-E1/-1 y VRSH-C10
reaccionaron solo con los AcMos 2F y 19F pertenecientes a los sitios antigénicos | y IV, respectivamente. Sin
embargo estos mutantes no reaccionaron con ninguno de los AcMos pertenecientes al sitio antigénico |l
incluidos en el ensayo (47F, 11, 13, AK13A2 y 7C2), presentando una reactividad menor al 25% en
comparacioén con los valores obtenidos para la cepa Long. En este ensayo a su vez se incluyd el virus
mutante sin purificar VRSH-E1 el cual mostré el mismo patrén de reactividad que el observado para VRSH-
E1/-2, VRSH-E1/-1 y VRSH-C10. Estos virus a su vez no perdieron reactividad con los anticuerpos
monoclonales dirigidos contra la glicoproteina G. Estos AcMos se incluyeron como control del estado de los
extractos proteicos utilizados. Por tanto este panel muestra claramente la pérdida completa de reactividad
de los virus mutantes VRSH-E1, VRSH-E1/-1, VRSH-E1/-2 y VRSH-C10 con todos los anticuerpos
monoclonales anti-F del sitio antigénico Il incluidos en el ensayo.

Por su parte los virus control VRSH-E2 y VRSH-E3 asi como la cepa de referencia Long reaccionaron
con todos los AcMos testeados. En este ensayo se incluyd ademas un extracto correspondiente a la cepa de
referencia Mon/3/88 dado que el anticuerpo 021/21G fue producido en base a esta cepa. Por su parte el
resto de los anticuerpos monoclonales utilizados, excepto el AK13A2, fueron producidos utilizando la cepa

de referencia Long.

5.1 f.2) Inmunofluorescencia Indirecta

Otro de los abordajes realizados para la caracterizacion antigénica fue el empleo de la técnica de IFI
para establecer la pérdida o no de reactividad por parte de AcMos dirigidos contra epitopes de la proteina F

presentes en los virus VRSH-E1/-2, VRSH-E1/-1, VRSH-C10, confirmando los resultados obtenidos por ELISA.
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Esta técnica es complementaria del ELISA y permite establecer si la pérdida de reactividad con los AcMos
es total por parte de las proteinas F de los virus mutantes o si existen células infectadas que expresan la
proteina F que es reconocida por los anticuerpos lo cual podria evidenciar que dentro de la poblacién del
virus mutante purificado aln hay virus salvaje. La técnica de IFl ademas confirma la formacién de sincicios
por parte de las proteinas F mutantes evaluando la actividad de estas proteinas.

Los virus control VRSH-E2 y VRSH-E3 asi como la cepa de referencia Long también fueron
enfrentados a los mismos anticuerpos monoclonales utilizados para poder establecer posibles diferencias.
En este ensayo se observa pérdida de reactividad de los virus mutantes VRSH-E1/-1, VRSH-E1/-2 y VRSH-
C10 con los AcMos pertenecientes al sitio antigénico Il, 11F, 47 F y 7C2, aunque con este Ultimo la pérdida
de reactividad no fue completa. En este ensayo se emplearon practicamente los mismos AcMos que los
utilizados en el ensayo de ELISA excepto el AcMo 2F que fue sustituido por otro AcMo del sitio antigénico |,
44F (Fig. 14).

VRSH-E1/-1 VRSH-E1/-2

FierH
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Figura 14: Reactividad de los virus mutantes VRSH-E1/-1, VRSH-E1/-2 y VRSH-C10 frente a los AcMos anti-F: 44F
(sitio antigénico 1), 47F, 11F y 7C2 (sitio antigénico 1) y 19F (sitio antigénico IV/V/VI) mediante ensayo de
inmunofluorescencia indirecta. Para cada uno de los virus mutantes se muestra una serie de 3 fotografias por cada
AcMo: una correspondiente a la fluorescencia por FITC o Alexa 488 que representa la proteina F, una correspondiente
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a la fluorescencia proveniente del fluorocromo DAPI y revela los nucleos celulares y por Ultimo se observa el resultado
de la superposicién de ambas fotografias que permite la localizacion de los nucleos y de la proteina F de forma
simultanea. Se incluyeron en el ensayo los virus control VRSH-E2 y VRSH-E3 asi como la cepa de referencia Long. En el
caso del virus control VRSH-E3 y de la cepa Long no fue posible incluir el resultado de la fluorescencia por DAPI.

Con respecto a los virus mutantes VRSH-E1/-1, VRSH-E1/-2 y VRSH-C10 se observa que para los
AcMos 11F y 47F (pertenecientes al sitio antigénico 1l) la ausencia de fluorescencia es clara, lo cual implica
que estos AcMos no reconocen sus epitopes presentes en la proteina F en estos virus. Si observamos que
ocurre en estos virus con los AcMos 44F y 19F (sitios antigénicos | y IV respectivamente), la fluorescencia
es marcada y por tanto ninguno de estos epitopes se ve afectado ya que son reconocidos por estos
anticuerpos monoclonales. El AcMo 7C2 que pertenece al sitio antigénico Il, presenta fluorescencia con los
virus mutantes VRSH-E1/-1 y VRSH-C10. Este resultado aparentemente se contradice con lo obtenido en el
ensayo de ELISA en el cual estos virus pierden reactividad con este AcMo.

Para el virus mutante VRSH-E1/-2 la fluorescencia observada con respecto a los AcMos 44F y 19F es
mas tenue si la comparamos con el resto de los virus mutantes, en particular en la que se empled el AcMo
44F. De todos modos para los AcMos 11F y 47F la ausencia de fluorescencia es clara. Es probable que la
razén para esta tenue fluorescencia presente en los pocillos incubados con 19F o 44F sea causada por
problemas de la técnica en si misma mds que por la infeccion viral.

Con respecto a los virus control VRSH-E3 y Long sdélo se obtuvieron registros de fluorescencia
empleando FITC solamente, por tanto las fotos que se muestran corresponden a la reactividad de los
distintos AcMos con la proteina F presente en estos virus; se observé fluorescencia con todos los AcMos
empleados. En el caso del virus control VRSH-E2 se observa también una clara fluorescencia con todos los
AcMos utilizados.

La fluorescencia del virus VRSH-C10 con 19F y 44F asi como el marcaje con DAPI presentd una
imagen difusa que nuevamente adjudicamos a problemas de la técnica (por ej. preparacién de las ldaminas a

partir de los cultivos infectados).

5.1 G) ANALISIS POR WB DE LAS PROTEINAS CORRESPONDIENTES A LOS VIRUS MUTANTES Y CONTROL

En la figura 15 se observan los resultados de la inmunodeteccion (izquierda y centro) de las
proteinas F de la cepa Long, VRSH-E3, VRSH-E2, VRSH-E1, VRSH-E1/-1, VRSH-E1/-2 y VRSH-C10 utilizando
los AcMos 18B2 y 19F. Como control de transferencia, la tincién con rojo Ponceau de la nitrocelulosa
evidencio la presencia de proteinas en todos los extractos analizados (derecha). Con respecto a la
inmunodeteccion se observa que las muestras correspondientes a los virus mutantes VRSH-E1, VRSH-E1/-1,
VRSH-E1/-2 y VRSH-C10 no presentaron reactividad al ser enfrentadas al AcMo 18B2 mientras que si fueron
reactivas frente al AcMo 19F. Los controles de virus, VRSH-E2 y VRSH-E3, por su parte reaccionaron con
ambos anticuerpos. En todos los casos el peso molecular de las bandas obtenidas coincidié con el valor
esperado para la subunidad F1 de la proteina de fusidon (50kDa). Sélo en los virus control también se
detectd la presencia del precursor FO (sin el procesamiento proteolitico). Por su parte la idéntica movilidad
de las subunidades F1 de los virus control y mutantes indican que tanto el procesamiento proteolitico en

las subunidades correspondientes asi como la glicosilacién no se modifica en las proteinas mutantes.
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Figura 15: SDS-PAGE e Inmunodeteccion por WB de las proteinas F de los virus mutantes y control. (derecha) tincién
con rojo Ponceau luego de la transferencia de las proteinas a la membrana de nitrocelulosa, la presencia de bandas
revela la presencia de proteinas. (izquierda) inmunodeteccién de las proteinas F por WB utilizando los AcMos 18B2
(que reconoce un epitope lineal presente en el sitio antigénico Il) y el 19F (que reconoce un epitope conformacional
presente en el sitio antigénico IV/V/VI); ambos AcMos reconocen epitopes en la subunidad F1 de la proteina. La
localizacién en el gel de la subunidad F1 (50 kDa) asi como el precursor FO (70 kDa) se muestran en la figura. En los
carriles se sefialan las muestras sembradas: cepa Long, VRSH-E3, VRSH-E2, VRSH-E1, VRSH-E1/-1, VRSH-E1/-2 y VRSH-
C10.

Mientras que el 18B2 reconoce un epitope lineal el otro anticuerpo utilizado, 19F, reconoce un
epitope conformacional. A pesar de que se trabajé en condiciones desnaturalizantes, el AcMo 19F logré
reconocer la proteina F; es probable que al transferirse las proteinas, estas volvieron a adquirir su
plegamiento original o podrian estar parcialmente plegadas y seguramente el epitope que reconoce el
AcMo 19F adquiera conformacidn a nivel local y con algo de plegamiento logre restituirse.

Este ensayo nuevamente confirma la pérdida de reactividad de un anticuerpo monoclonal que
reconoce un epitope en el sitio antigénico Il al ser enfrentado a extractos de proteina F derivada de virus

mutantes.

5.1 H) CARACTERIZACION MOLECULAR DE LOS VIRUS MUTANTES VRSH-E1/-1, VRSH-E1/-2 PURIFICADOS
QUE ESCAPAN A LA PRESION POR UN SUERO POLICLONAL

La figura 16 muestra los cromatogramas de los virus mutantes VRSH-E1/-2 y VRSH-E1/-1 obtenidos
luego de la purificacién por plaqueo viral del VRSH-E1, donde se observa la permanencia de las mutaciones
halladas en el virus mutante VRSH-E1: el cambio nucleotidico de A x T en la posicién 816 resultando en el
cambio aminoacidico Asn268Ile en el sitio antigénico Il y la mutacién en la posicidon 1610 (transicién de G a
A) que da lugar a la sustitucién Val533Met en el dominio transmembrana de la proteina F. El sentido de la

secuencia para el cromatograma correspondiente al nucleétido 1610 es opuesto al del ARNm.

En la figura 16 se muestran solo los cromatogramas pertenecientes a VRSH-E1/-1 (el cromatograma

correspondiente a VRSH-E1/-2 es igual al de VRSH-E1/-1).
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Figura 16: Cromatogramas donde se muestra parte de la secuencia nucleotidica del gen que codifica para la
proteina F del VRSH correspondiente a las posiciones 816 (a la izquierda de la linea negra) y 1610 (a la derecha de la
linea negra); estas posiciones estan marcadas con flechas negras. Se observan las mutaciones correspondientes a los
virus mutantes purificados VRSH-E1/-1 y VRSH-E1/-2 para ambos nucleétidos. Sélo se muestra un cromatograma
representativo de ambos virus mutantes ya que son idénticos. Arriba: virus mutantes purificados VRSH-E1/-1 y VRSH-
E1/-2 (VRSH-E1/-1/-2). Centro: virus control con suero normal de conejo (VRSH-E2). Abajo: virus sin anticuerpos

(VRSH-E3).

En la siguiente tabla se resumen las mutaciones obtenidas en los virus mutantes VRSH-E1, VRSH-

E1/-1, VRSH-E1/-2, VRSH-C10, VRSH-E3, VRSH-E2 y la cepa de referencia Long.

Virus Nucledtido en posicién | Aminoacido en posicién
816 1610 268 533
VRSH-Long A G Asn Val
VRSH-E3 A G Asn Val
VRSH-E2 A G Asn Val
VRSH-E1 T A lle Met
VRSH-E1/-1 T A lle Met
VRSH-E1/-2 T A lle Met
VRSH-C10 T G lle Val

Tabla 7: Cambios nucleotidicos y aminoacidicos de los virus mutantes resistentes al suero policlonal anti-F.
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VRSH-Long: cepa de referencia del grupo A; VRSH-E2: cepa Long crecida en presencia de suero normal de conejo;
VRSH-E3: cepa Long crecida en ausencia de anticuerpos; VRSH-E1: virus doble mutante sin purificar; VRSH-E1/-1 y
VRSH-E1/-2: virus dobles mutantes purificados por plaqueo viral y VRSH-C10 virus simple mutante purificado.

Los virus VRSH-E1, VRSH-E1/-1 y VRSH-E1/-2 presentan cambios en las posiciones nucleotidicas 816
y 1610 que dan lugar a cambios aminoacidicos en las posiciones 268 (Asn x lle) y 533 (Val x Met)
respectivamente. VRSH-C10 presenta sélo una mutacién en el nucledtido 816 que da lugar a la sustitucidn

de Asn por lle en la posicion 268.

5.2 PARTE 2: ANALISIS DE PROTEINAS F RECOMBINANTES

5.2 A) EXPRESION TRANSITORIA DEL PLASMIDO pTM1-FWT

Con el fin de expresar proteinas F recombinantes se partié del plasmido pTM1-Fwt el cual como se
describe en el mapa 3 (Anexo 3 mapa 2) posee clonada la secuencia completa de la proteina F del VRSH
cepa Long bajo el promotor procariota de la ARN polimerasa del fago T7 y fue el material de partida para
las mutagénesis dirigidas que se realizaron a posteriori. Previo a las mutagénesis la secuencia codificante de
la proteina F del VRSH clonada fue secuenciada completamente para corroborar que la misma estuviera
intacta y que las mutaciones que se obtuvieran derivaran Unicamente del proceso de mutagénesis. La
secuencia completa del gen de la proteina F salvaje se muestra en el Anexo 6. En ella se observa que el
comienzo de la secuencia no coincide con el del gen de la proteina F, sin embargo a partir del primer ATG
(Met de inicio de la traduccidn) la secuencia es idéntica por lo que no conlleva problema alguno para ser
empleada como secuencia de partida para la generacién de mutantes. El resto de las mutaciones presentes
correspondian a mutaciones sindnimas con excepcion de un cambio presente en el nucleétido 1338 donde
se encontrd una transicion de C x T que da lugar al cambio aminoacidico de alanina por valina en la posicién
442,

Como se observa en la figura 17 la expresién de la proteina F salvaje se evidencié mediante
inmunofluorescencia indirecta utilizando el AcMo 2F que reconoce un epitope en el sitio antigénico | de la
proteina F. Con respecto a la determinacién de la capacidad fusogénica si bien intentamos poner a punto 3
disefios experimentales diferentes para medir actividad fusogénica por conteo de nucleos no pudo llevarse
a cabo. Sin embargo a los efectos de poder al menos establecer presencia o no de actividad fusogénica
(formacidn de sincicios) consideramos una actividad fusogénica positiva cuando en el campo se observaran
mas del 50% de células multinucleadas fluorescentes con al menos 4 nucleos, al menos con alguno de los

AcMos ensayados.
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Figura 17: Expresion y formacién de sincicios de la proteina F wt del VRSH. Células de la linea BSR-T7 fueron
transfectadas con el plasmido pTM1 que lleva el inserto que codifica la proteina F completa salvaje. 48hs mas tarde las
células se fijaron y se realizé la inmunofluorescencia indirecta empleando el AcMo 2F. Con estrellitas blancas se
marcan alguno de los nucleos que forman parte de los sincicios. Abajo a la derecha de cada imagen se muestra el
objetivo utilizado en el microscopio de epifluorescencia (20x y 40x).

En la figura 17 se observan los resultados de las IFl correspondientes a diferentes pocillos de dos
ensayos diferentes de la proteina F salvaje. En todos los casos se observa la formacién de sincicios con al
menos 5 nucleos por célula multinucleada (en la figura se sefialan 2 nucleos por sincicio a modo de
ejemplo). Con estos resultados de secuencia e IFl se continué con la mutagénesis dirigida para la

generacion de las proteinas F mutantes propuestas.

5.2 B) MUTAGENESIS DIRIGIDA Y EXPRESION TRANSITORIA DE LOS PLASMIDOS SIMPLES, DOBLES Y
TRIPLES MUTANTES.

5.2 b1) Produccién del mutante transmembrana Val533Met

La secuencia codificante de la proteina F del VRSH salvaje clonada en el plasmido pTM1-Fwt, fue
blanco de mutagénesis dirigida para la generacion del simple mutante Val533Met en la region
transmembrana de la proteina F. Una vez realizada la mutagénesis, el 10% de la reaccién fue analizada en
un gel de agarosa al 1% para corroborar la presencia de un fragmento de ADN del tamafio esperado
correspondiente al plasmido pTM1 (5357pb) + gen de la proteina F completo (1899pb), 7256 pb en total,
antes de continuar con la transformaciéon. En la figura 18 se muestra el gel de agarosa al 1%
correspondiente a la mutagénesis realizada para la obtencidn de la variante Val533Met. Se logré amplificar
un fragmento de aproximadamente 7kb, cargado en los 2 carriles que se observan, correspondiente al
plasmido pTM1 con el gen de la proteina F completo mutante. Las bandas migran menos de lo esperado y

ello se debe a que el ADN plasmidico no esta cerrado.
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Figura 18: Electroforesis en gel de agarosa al 1%. A partir de la reaccién de mutagénesis dirigida utilizando como
molde el pTM1-Fwt y los cebadores Val533Met y GCVal533Met. En el gel se sefialan sélo los fragmentos del marcador
de peso molecular (1kb Fermentas) con tamafios extremos y aquellos con mayor cantidad de ADN.

El gen completo de la proteina F clonado y mutagenizado fue secuenciado en su totalidad con los
cebadores de la Tabla 2 para verificar la incorporacion de la mutacion Val x Met en el residuo 533 vy el
mantenimiento inalterado del resto de la secuencia. Este ADN plasmidico se utilizd para transfectar células
de la linea BSR-T7. A las 48hs se realizd la inmunofluorescencia para evaluar expresién y presencia de
actividad fusogénica. Como se observa en la figura 19 se comprobd que el cambio de aminoacido de valina
por metionina en la posicion 533 no altera la capacidad fusogénica de la proteina F dado que se observan
células multinucleadas que presentan en la mayoria de los casos mas de 4 nucleos por policarion. Asimismo
la expresion de la proteina mutante F Val533Met se evidencid mediante ensayo de inmunofluorescencia
indirecta utilizando los AcMos (11F, 47F y 2F) por lo tanto estos epitopes no se vieron alterados por la
presencia de la mutacion Val533Met respecto a la expresidén de la proteina F de la cepa de referencia

salvaje.
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Val533Met

Figura 19: Andlisis de expresion y formacion de sincicios de la proteina F mutante Val533Met. Células de la linea
BSR-T7 fueron transfectadas con el plasmido pTM1 que lleva el inserto que codifica la proteina F Val533Met mutante.
48hs mas tarde las células se fijaron y se realizé la inmunofluorescencia indirecta empleando los AcMos 2F (sitio
antigénico 1), 47F y 11F (sitio antigénico Il). Para estos ultimos anticuerpos se muestran 2 imagenes diferentes de cada
uno. En la figura se muestra una serie de 3 fotografias por cada AcMo: una correspondiente a la fluorescencia por
Alexa 488 (verde) que representa la proteina F mutante, una correspondiente a la fluorescencia proveniente del
fluorocromo DAPI y revela los nucleos celulares y por ultimo se observa el resultado de la superposicién de ambas
fotografias que permite la localizacion de los nucleos y de la proteina F de forma simultanea. Abajo a la derecha de
cada imagen se muestra el objetivo utilizado en el microscopio de epifluorescencia (20x y 40x)

5.2 b2) Producciéon de los mutantes Asn268lle (simple mutante) y Asn268lle/Val533Met (doble mutante

Para la mutagénesis dirigida de las variantes F Asn268lle y F Asn268lle/Val533Met se empled como
material de partida el ADN plasmidico proveniente de pTM1-Fwt y pTM1-F Val533Met, respectivamente. La
figura 20 muestra los resultados de la IFI de las variantes F Asn268lle y F Asn268lle/Val533Met como
resultado de la expresidn transitoria en células BSR-T7. Con respecto a la variante F Asn268lle (izquierda)
los resultados revelan en primer lugar que la proteina logré expresarse lo cual se manifiesta por la

reactividad que presentd frente al AcMos 19F y paradéjicamente también frente al AcMo 47F. Con este
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ultimo anticuerpo no esperdbamos tener reactividad dado que la mutacién 268 estd ubicada en el sitio
antigénico Il. Sin embargo la proteina mutante F Asn268lle no presentd reactividad al ser enfrentado al
AcMo 11F (también perteneciente al sitio antigénico Il) lo cual sugiere que este epitope se ve afectado por

la mutacién.

Asn268lle Asn268lle/Val533Met

iTT

iTT

16T
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Figura 20: Analisis de expresion y formacion de sincicios de las variantes de la proteina F Asn268lle y
Asn268lle/Val533Met. Células de la linea BSR-T7 fueron transfectadas con los plasmidos pTM1-F Asn268lle y pTM1-F
Asn268lle/Val533Met. 48hs mas tarde las células se fijaron y se realizé la inmunofluorescencia indirecta empleando
los AcMos, 47F y 11F (sitio antigénico 1), 19F (sitio antigénico IV/V/VI) y 44F (sitio antigénico I); este dltimo sdlo
utilizado para el doble mutante Asn268lle/Val533Met. Abajo a la derecha de cada imagen se muestra el objetivo
utilizado en el microscopio de epifluorescencia (20x y 40x)
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Con respecto a la capacidad fusogénica de esta variante se observa que la misma se mantiene pese
a la mutacion introducida. En este sentido en las imagenes de fluorescencia de la proteina F de este
mutante con todos los AcMos reactivos vemos que en todos los casos se evidencia la presencia de sincicios
y en todos ellos el nimero de nucleos por sincicio supera los 4.

Por su parte para la proteina mutante F Asn268lle/Val533Met se vio que la misma es expresada
dado que los resultados que se muestran en la figura 20 (derecha) revelan que la misma reacciond con los
AcMos 11F, 19F, 44F y 47F. Nuevamente en este caso sorprende la fluorescencia observada al enfrentarse a
los dos AcMos del sitio antigénico Il: 11F y 47F. Con respecto a la actividad fusogénica esta variante

también es fusogénicamente activa dado que se observan sincicios con al menos 4 nucleos.

5.2 b3) Produccidn de los simples mutantes transmembrana Val533Leu y Val533Cys

La mutagénesis dirigida para la obtencidn del simple mutante Val533Leu se realizé a partir del ADN
plasmidico proveniente de pTM1-Fwt. Por su parte el simple mutante Val533Cys se generd utilizando como

molde el ADN plasmidico de la variante F Val533Leu una vez que la secuencia de la misma fue confirmada.

Val533Leu Val533Cys

Figura 21: Analisis de expresion y formacion de sincicios de los simples mutantes de la proteina F: Val533Leu y
Val533Cys. 48hs luego de la transfeccion de células de la linea BSR-T7 con los plasmidos pTM1-F Val533Leu y pTM1-F
Val533Cys las células se fijaron y se realizé la inmunofluorescencia indirecta empleando los AcMos, 47F y 11F (sitio
antigénico ll), 19F (sitio antigénico IV/V/VI) y 2F y 44F (sitio antigénico I). 2F y 44F fueron empleados para el mutante
Val533Leu y Val533Cys respectivamente. Para la variante Val533Leu se muestran 3 fotografias correspondientes a la
fluorescencia de la proteina F con Alexa 488 (verde), la misma imagen tomada con campo claro para visualizar las
células y finalmente se muestra la superposicion de ambas imagenes. Para el mutante Val533Cys se muestran
imagenes de fluorescencia y campo claro con los AcMos 11F y 44F. Para este mismo mutante se muestra fluorescencia
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por Alexa 488 (verde) y DAPI. Abajo a la derecha de cada imagen se muestra el objetivo utilizado en el microscopio de
epifluorescencia (20x y 40x)

Como se observa en la figura 21 la transfeccidn para el analisis posterior de expresién y actividad
fusogénica por IFl de las proteinas mutantes F Val533Leu y F Val533Cys mostraron que las mismas
reaccionaron con los AcMos 19F (sitio antigénico IV), 11F y 47F (sitio antigénico Il) y 2F y 44F (sitio
antigénico |). Los epitopes que reconocen estos anticuerpos no fueron alterados por la sustitucion del
aminoacido valina en la posicién 533 por el residuo de leucina ni por el aminoacido cisteina. Con respecto a
la presencia de actividad fusogénica, mientras que para la variante F Val533Leu la mutacidn presente no
altera la capacidad de fusion de la proteina, para el mutante FVal533Cys la sustitucidn aminoacidica confina
la fluorescencia a células individuales o a grupos de 3 células pero no permite discernir la presencia de

sincicios.

5.2 b4) Produccién de los mutantes transmembrana Val533/536Met (doble mutante) vy

Val533/536/544Met (triple mutante)

Para generar el mutante Val533/536Met se utiliz6 como molde el ADN plasmidico correspondiente
al simple mutante Val533Met. Una vez confirmada la incorporacién de la mutacién en la posicién 536 el

ADN plasmidico correspondiente al doble mutante Val533/536Met se empleé como molde para generar el

triple mutante Val533/536/544Met.

Figura 22: Andlisis de expresion y formacién de sincicios de las variantes de la proteina F Val533/536Met y
Val533/536/544Met. Células de la linea BSR-T7 fueron transfectadas con los plasmidos pTM1-F Val533/536Met y
pTM1-F Val533/536/544Met. 48hs mas tarde las células se fijaron y se realizd la inmunofluorescencia indirecta
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empleando los AcMos 11F (sitio antigénico Il), 19F (sitio antigénico IV/V/VI) y 44F (sitio antigénico ). Se muestra una
serie de 3 fotografias por cada AcMo: una correspondiente a la fluorescencia por Alexa 488 (verde) que representa la
proteina F mutante, una correspondiente a la fluorescencia proveniente del fluorocromo DAPI y revela los nucleos
celulares y la dltima que es el resultado de la superposicion de ambas fotografias. Abajo a la derecha de cada imagen
se muestra el objetivo utilizado en el microscopio de epifluorescencia (40x)

La figura 22 muestra los resultados de la IFI obtenida para las variantes F Val533/536Met y F
Val533/536/544Met con los AcMos 11F, 47F y 19F. El triple mutante Val533/536/544Met reacciona con
todos los anticuerpos descritos y la actividad de la proteina mutante permanece activa, al menos lo que
refleja la IFl correspondiente al AcMo 19F donde se observa una célula multinucleada. Sin embargo el
panorama observado para el doble mutante Val533/536 resultd completamente diferente debido a que

esta variante de la proteina F no reacciond con ninguno de los AcMos utilizados.

5.2 C) PRODUCCION DEL PLASMIDO pAEUA2-FTM-

La secuencia de la proteina F de VRSH sin la regién transmembrana fue clonada en este trabajo en
el plasmido pAEUA2 (Anexo 3 mapa 3) bajo promotor eucariota de HCMV. En la figura 23 se muestra el
resultado de la electroforesis en gel de agarosa al luego de la digestién con la enzima Pstl del plasmido
PAEUA2 con el gen de la proteina F TM- clonado. Esta enzima corta en 3 sitios en el plasmido pAEUA2/F

TM-; si la orientacidén es correcta los fragmentos que se generan son de 291, 586 y 8436pb.
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Figura 23: Digestion del plasmido pAEUA2 con el gen de la proteina F TM- clonado. Se sefialan los pesos moleculares
correspondientes a los fragmentos generados luego de la digestidn (carril izquierdo). El peso molecular de las bandas
fue comparado con el marcador de peso molecular, Ready-Load™ 1 Kb Plus DNA Ladder (sélo se sefialan algunos peso
moleculares). Con respecto al plasmido sin inserto, la enzima Pstl corta en un solo sitio linearizandolo (carril derecho).

Se observa que la muestra sefialada presenta bandas correspondientes a 291, 586 y 8436pb
indicando la correcta insercion del inserto en el plasmido. Como control se muestra el pldasmido pAEUA2 sin
inserto. Posteriormente el gen de la proteina FTM- fue secuenciado nuevamente para producir este
plasmido a gran escala para finalmente realizar los ensayos de expresion transitoria evaluados por IFl. El
uso del pAEUA2 que expresa GFP junto con el fluorocromo Alexa 568 que reconoce el Ac primario anti-F
permite determinar si la fluorescencia de la proteina F que se observa en rojo se corresponde con una

célula que ha sido transfectada o si es un artefacto de la imagen a la vez que el empleo de DAPI permite la
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localizacién de los nucleos. Se observa entonces una baja expresion de la proteina F TM- Unicamente con el

AcMo 47F por lo cual se incluyeron dos imagenes distintas.

FTM-

-

.
40x .

Figura 24: Andlisis de expresion y formacion de sincicios de la proteina F sin la region transmembrana clonada en el
plasmido pAEUA2. Células de la linea BSR-T7 fueron transfectadas con el plasmido pAEUA2 que lleva el inserto que
codifica la proteina F TM- del VRSH. 48hs mas tarde las células se fijaron y se realizé la inmunofluorescencia indirecta
empleando los AcMos: 47F y 11F (sitio antigénico Il) y el AcMo 19F (sitio antigénico IV/V/VI). En la figura se muestra
una serie de 4 fotografias (excepto la ultima) por cada AcMo: una correspondiente a la fluorescencia por Alexa 568
(rojo) que representa la proteina F mutante, una correspondiente a la fluorescencia proveniente del gen presente en
el pAEUA2 que codifica para la GFP, una correspondiente al fluorocromo DAPI y en la Ultima se observa el resultado de
la superposicion todas las fotografias. Abajo a la derecha de cada imagen se muestra el objetivo utilizado en el
microscopio de epifluorescencia (20x y 40x)
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Como se observa en la figura 24 los AcMos 11F y 19F no reaccionaron con la proteina FTM- quiza
por una baja expresién de la misma o porque los epitopes de estos AcMos presentan modificaciones. Con el
47F, sin embargo, se observan una o dos células fluorescentes. Esto confirma la baja expresién de la
proteina F TM- que por lo que se discute en la siguiente secciéon creemos no depende de la ausencia de la

region transmembrana. A su vez la eficiencia de transfeccién fue baja.
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6. DISCUSION

Este trabajo de tesis significo tanto la concrecion de un trabajo realizado previamente, en lo que
refiere a la seleccion y caracterizacién de virus mutantes del VRSH resistentes a un suero policlonal anti-F,
asi como el inicio de un estudio no realizado hasta el momento (en este modelo viral) como es el analisis de

la region transmembrana de la proteina F presente en este virus.

6.1 PARTE 1: CARACTERIZACION DE VIRUS MUTANTES RESISTENTES A LA PRESION POR UN
SUERO POLICLONAL ANTI-F Y ANALISIS DE LA ESTABILIDAD DE LAS MUTACIONES
SELECCIONADAS.

Como material de partida para realizar la primera parte de la tesis se utilizé el doble mutante VRSH-
E1 seleccionado luego de 56 pasajes en presencia de un suero policlonal anti-F. Como resultado de esta
seleccion dos mutaciones puntuales fueron descritas: la mutacion Asn268lle (resultado de la transversién A
x T en nucledtido 816) localizada en la porcidn extra citoplasmatica de la proteina (concretamente en el
sitio antigénico Il) y la mutacion Val533Met, localizada en la regidén transmembrana de la proteina F que
aparece por la sustitucion de G x A en el nucledtido 1610. Sin embargo el analisis de secuencia en la
posicién 1610 reveld la presencia simultanea tanto del nucleétido mutante como del nucleétido presente
en el virus salvaje lo cual evidencid la existencia de una poblacién heterogénea que componia a este virus
denominado VRSH-E1 (Fig. 7) que no habia sido purificado.

Por esta razén nos planteamos: i) analizar la estabilidad de las mutaciones previamente
seleccionadas con particular énfasis en la mutacion Val533Met por pasaje del doble mutante en ausencia

de presién inmune, y ii) purificar el virus mediante ensayo de plaqueo viral.

En primera instancia se analizé de forma preliminar la composicion de las secuencias halladas en el
doble mutante por andlisis de colonias del mutante VRSH-E1 clonado en el plasmido plet1.2/blunt. La
mutacion Asn268lle estuvo presente en todas las colonias analizadas. Sin embargo para la mutacion
Val533Met, si bien la mayoria de las colonias (5 de 7) presentaban la mutacién, habia algunas que poseian
el nucledtido salvaje (2 de 7) (tabla 4). Con estos datos se procedié al pasaje seriado del virus VRSH-E1 en
ausencia de presién inmune (6 pasajes en total). A los 3 pasajes sin presion se analizé la secuencia consenso
presente en este virus (denominado VRSH-E1 3P s/p) a partir del producto de PCR el cual también se cloné
para analizar distintas colonias de modo de evaluar la presencia o ausencia de las mutaciones en cada una
de ellas. Interesantemente, mientras que la mutacién Asn268Ile se mantenia presente, la mutacion
Val533Met sélo se hallaba en una fraccidon pequefia de colonias analizadas (2 de7). De este modo la
poblacién viral con el nucledtido salvaje en la posicidon 1610 se encontré mas representada en la poblacion
de genomas que compone al virus. Finalmente luego de 3 pasajes mas en ausencia de presiéon inmune la
mutacion en la posicion 1610 (Val533Met) revirtié por completo al nucleétido salvaje a la vez que la

mutacion Asn268lle permanecia inalterada. De este modo se logré seleccionar un simple mutante por
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pasajes seriados del virus mutante VRSH-E1 en ausencia de presidon inmune; este virus fue denominado
VRSH-C10.

Cabe aclarar que nuestro tamizaje de colonias para cada situacion analizada se realizé con un
ndmero escaso de las mismas y por tanto no presenta significancia estadistica. De todos modos si tomamos
como ejemplo lo ocurrido para los clones de VRSH-E1 observamos que la diferencia de colonias positivas vs
negativas para la mutacion Val533Met es elevada, dado que un 70% de las mismas eran positivas frente a
un 30% que tenia el nucledtido salvaje, una diferencia suficiente para establecer cudl es la poblacién
mayoritaria.

A partir de estos datos se confirma entonces que: i) la poblacién mayoritaria en el virus que
denominamos VRSH-E1, posee las mutaciones Asn268lle y Val533Met, y ii) una vez que este virus es crecido
en ausencia de suero policlonal anti-F, la mutacién transmembrana rdpidamente revierte al nucledétido
salvaje siendo ésta la nueva poblacién mayoritaria. En este caso, para VRSH-C10, se confirmd que no existe
otra modificacion excepto la mutacion A x T en la posicidn nucleotidica 816 (Asn268lle) mientras que el
resto de la secuencia de la proteina F permanece inalterada. La aparicion de revertantes ya ha sido descrita
en la proteina F del VRSH en dobles mutantes resistentes a AcMos pertenecientes a los sitios antigénicos Il
y IV/V/VI??U, En este trabajo que fue realizado en el laboratorio se demostrd que la mutacion presente en
el sitio antigénico IV/V/VI revertia luego de 20 pasajes sin presion inmune mientras que la mutacién
presente en el sitio antigénico Il permanecia inalterada. La reversion en este caso se dio por una mutacion
compensatoria en el mismo coddn pero no en la misma posicién nucleotidica como ocurrié en nuestro
trabajo (Parra, G y cols datos no publicados). Con respecto a la reversién de mutaciones presentes en la
regién transmembrana de proteinas de fusidn de virus resistentes a la neutralizacién, en VIH-1 se ha
demostrado que luego de extensivos pasajes en ausencia de presion inmune fue posible obtener

revertantes que presentaron en su mayoria una mutacién compensatoria en un sitio distante!?®?,

Para la purificacién de los virus VRSH-E1, VRSH-C10, VRSH-E3 y VRSH-E2 se adaptd y optimizo el
ensayo de plaqueo viral desarrollado por la Dra. Jennifer McKimm-Breschlin en el afio 2004%%*! (sumado a
comunicaciones personales con esta investigadora). Cabe destacar la importancia de esta puesta a punto
dada la dificultad que representa la purificacion de este virus. Para el virus VRSH-E1 se recuperaron dos
placas diferentes a partir de la purificacién; los virus purificados, denominados VRSH-E1/-1 y VRSH-E1/-2,
fueron posteriormente caracterizados. .

Observamos que todos los virus mutantes presentan un efecto citopatico marcado evidenciado por
la presencia de sincicios, no existiendo diferencias sustantivas en el tamafio de los mismos entre los
distintos mutantes y respecto a los virus control. Las mutaciones presentes en los virus mutantes por tanto
no impiden la formacién de sincicios lo que implica que: a) la proteina F sigue siendo fusogénicamente
activa a pesar de las mutaciones generadas y b) que estos virus son competentes a nivel replicativo.

La resistencia a la neutralizacién de los virus mutantes se evalué mediante un ensayo cuantitativo

(1791 en el cual la eficiencia de replicacién viral se estima a partir de la cantidad de

de microneutralizaciéon
glicoproteina G presente mediante un AcMo anti-G . Para ello se enfrenté un nimero definido de particulas
virales para cada virus mutante y control (1000UFP) a diferentes diluciones de suero policlonal anti-F. Estas

diluciones se eligieron debido a que son las mismas que las empleadas durante el proceso de seleccion del
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doble mutante VRSH-E1™), Los virus mutantes se confirmaron como resistentes a la neutralizacién por
este ensayo ya que se requiere una cantidad muy elevada de anticuerpos para poder neutralizarlos
parcialmente (Fig.12), mientras que los virus control son completamente inhibidos por el suero policlonal
anti-F. En este ensayo el comportamiento de VRSH-E1/-2, VRSH-E1/-1 y VRSH-C10 fue basicamente el
mismo demostrando que si bien existe una reduccidn de la absorbancia a medida que se incrementa la
concentracidn de anti-F (llegando incluso a una reducciéon del 75% en la dilucién 1/50) igualmente los virus
mutantes replican activamente a diferencia de lo que ocurre en los virus control. Esta reduccién acentuada
en la dilucion 1/50 podria estar relacionada con el hecho que en el suero policlonal existan anticuerpos
capaces de reconocer algun(algunos) epitope(s) cercano(s) al sitio de neutralizaciéon, de manera que si bien
no son evadidos por las mutaciones, si logran neutralizar al virus. Presumiblemente, su efecto sea mds
notorio a concentraciones mas elevadas de suero debido a que posean una afinidad mucho menor que la
de los anticuerpos especificos para el sitio neutralizante.

Con respecto a la diferencia observada para los virus controles en ausencia de anti-F (VRSH-E3 con
una absorbancia mucho menor que VRSH-E2), este comportamiento podria estar relacionado con la
generacion de particulas defectivas interferentes por parte del virus VRSH-E3 en estas condiciones. En este
sentido el virus VRSH-E3 podria generar muchas particulas defectivas interferentes con respecto al resto de

los virus que haga que la infectividad sea menor?®

. La ocurrencia de este evento es probable si
consideramos que VRSH-E3 ha sido sometido a sucesivos pasajes (56 pasajes seriados) en ausencia de

anticuerpos.

Por su parte la caracterizacidn genética de los mutantes purificados VRSH-E1/-1 y VRSH-E1/-2
resulté idéntica al virus original VRSH-E1 sin purificar, dado que presentaron la transversion Ax T en el
nucledtido 816, que se traduce en el cambio aminoacidico Asn268lle y la transicion en la posicion
nucleotidica 1610 que modifica el residuo de valina por el de metionina en la posicién 533.

Con respecto al virus VRSH-C10 es de interés sefalar que sélo alcanzaron 6 pasajes para que la
mutacion presente en el dominio transmembrana revirtiera al nucledtido salvaje permaneciendo
Unicamente la mutacién Asn268lle. Esto implica que la estabilidad de ambas mutaciones, Asn268Ile y
Val533Met es practicamente opuesta. Mientras la mutacién Val533Met revierte de inmediato una vez que
se retira el suero de seleccidn, la mutacién presente en el sitio antigénico I, Asn268lle, permanece
inalterada. Si bien es cierto que el nUmero de pasajes en ausencia de presién inmune fue relativamente
bajo para afirmar la estabilidad de la mutacidn Asn268lle, tenemos argumentos para plantear que es una
mutacion estable. En primer lugar la secuencia nucleotidica que deriva del mutante VRSH-C10 es una
secuencia que en el cromatograma aparece como Unica por tanto para la posicién 816 no se constata la
presencia de otro nucledtido que no sea el que se corresponde con la mutacidn sefialada. Por otro lado
existen datos previos provenientes del trabajo realizado por Parra en nuestro laboratorio (mencionado
anteriormente) en el cual virus mutantes resistentes a la neutralizacidn por el AcMo 47F que presentaban
la mutacién 816 (Asn268lle), al ser crecidos en ausencia de presién inmune no revertian esta mutacidn por
lo cual la misma no genera una disminucién de la eficacia bioldgica (“fitness”) de la poblacién viral?®.

[180]

Finalmente este resultado concuerda ademas con los observado por Zhao y cols™ " en el que el mutante

F212 (mutante que escapa a la neutralizacién por el Palivizumab) que posee la mutacion Ax T en el
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nucledtido 816, luego de 15 pasajes en ausencia de presiéon inmune no mostré cambios en su secuencia
nucleotidica.

La mutacién 268 ha sido seleccionada previamente en virus resistentes a los AcMos 47F (mutante
47F/7), 11F (mutante C4389/1)[18' 165, 168] y Palivizumab!*&” Yy, en este trabajo de tesis, la misma mutacion ha
sido confirmada en un doble mutante empleando un suero policlonal anti-F y seleccionada luego del pasaje
del mismo en ausencia de presion inmune. De este modo nuestros resultados reafirman el concepto de que
un suero policlonal contendria una poblacion de anticuerpos en los cuales las especificidades de los AcMos
estarian representados como se observé en estudios previos en los cuales sueros de pacientes post-
infeccion y AcMos competian por la unién a epitopes en la proteina F ™% 2% Todos los anticuerpos
monoclonales mencionados que seleccionaron la mutacién 268 mapean en el sitio antigénico Il que esta
compuesto esencialmente por epitopes de caracter conformacional™**® 68 16 e modo que Ia
modificacién de alguno de los residuos aminoacidicos que conforman este sitio puede afectar la unidn de
AcMos que reconocen epitopes diferentes en esta regién antigénica™ '*®!. Esta mutacién provoca la
pérdida completa de la reactividad de la mayoria de los AcMos del sitio antigénico Il como se demostré en
los ensayos de ELISA, IFl y WB. A partir de estos ensayos se observé que los virus mutantes VRSH-E1/-1,
VRSH-E1/-2, VRSH-C10 perdieron reactividad con la mayoria de los anticuerpos monoclonales que
reconocen epitopes en el sitio antigénico Il de la proteina F, en particular el 47F y 11F como era de
esperarse. Este hecho esta relacionado concretamente con la presencia de la mutacién Asn268llle ya que el
resultado fue el mismo para los dobles como para el simple mutante. Es interesante destacar que con
respecto al AcMo 7C2 los resultados obtenidos por ELISA e IFl presentan algunas discrepancias dado que
mientras que por ELISA los virus mutantes no son reconocidos por este AcMo, en la IFl se observan algunas
células fluorescentes. Una de las explicaciones posibles para este resultado es que el epitope que reconoce
este anticuerpo monoclonal no se vea completamente alterado por las mutaciones presentes y pueda ser
reconocido (aunque en menor medida) por el AcMo 7C2. Otra explicacidn posible a este comportamiento
es que si bien estos virus han sido purificados quiza necesiten una ronda mds de purificacién para tener
certeza de que no exista poblacidn de virus salvaje en estos virus. Una baja reactividad en el ELISA (menor
al 25%) refleja lo que ocurre en el total de células que componen el extracto proteico, sin embargo en la IFI
se observa lo que ocurre en cada célula en particular y de haber virus salvaje todavia presente, aunque sea

escaso, podria dar lugar a la fluorescencia observada.

Con respecto al WB los dos AcMos empleados, 18B2 y 19F, que reconocen epitopes en el sitio
antigénico Il y IV/V/VI respectivamente, se encuentran ubicados en la subunidad F1 de la proteina F
procesada proteoliticamente (Fig. 5). En el WB la inmunodeteccién revela la presencia de bandas
correspondientes a esta subunidad; la idéntica migracién de los extractos de virus mutantes con respecto a
los controles podria sugerir que no existen grandes cambios en la glicosilacién o procesamiento proteolitico
de la proteina. Sin embargo en los controles VRSH-E2 y VRSH-E3 se observa también una banda que se
corresponde con la proteina sin procesar (precursor F0). El hecho de que sélo se observe en los controles
no tiene que ver con el origen de la muestra sino que creemos se trata o de un problema de concentracion

de proteinas o que tiene que ver con el tiempo de infeccidn transcurrido antes de levantar la infeccién para
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preparar el extracto. Esto ultimo podria ocasionar que todavia hubiera proteina sin procesar. De todos
modos es claro que la reactividad de los virus mutantes se pierde frente al AcMo 18B2.

Por tanto evaluando los resultados globales de la caracterizacién antigénica observamos que la
presencia de la mutacidn Asn268lle modifica la unién, no sélo de los AcMos 47F y 11F sino ademas la del
resto de los AcMos de este sitio antigénico que también se vieron afectados lo cual concuerda con datos
previos[lsg' 1661 Sin embargo los virus mutantes VRSH-E1/-1, VRSH-E1/-2 y VRSH-C10 permanecieron
reactivos con AcMos dirigidos contra epitopes pertenecientes a otros dos sitios antigénicos estudiados en
este trabajo (I y IV/V/V1)iee],

Luego de analizar cdmo fue el proceso de seleccién de los dobles mutantes con respecto al del
simple mutante, VRSH-C10, observamos que este Ultimo surge por reversion de la mutacién hallada en el
nucledtido 1610 localizada en la region TM como se mencioné anteriormente. Sin embargo continua
evadiendo la presidn por el suero policlonal anti-F segun lo visto en los ensayos de microneutralizacidn y
aislamiento en presencia de este suero policlonal. ¢Como se explica entonces la presencia de la mutacion
Val533Met en los dobles mutantes seleccionados cuando la mutacién Asn268Ile per se parece ser
responsable de la resistencia, es mas estable, y ya habia sido seleccionada en simples mutantes confiriendo
resistencia al AcMo utilizado para la seleccion™® 1> 168 83 | 3 mutacion transmembrana Val533Met
podria tener un papel —no conocido aun- en el virus mutante, en particular en la proteina F, en cuanto a la
evasion inmune pero no ser responsable de la resistencia. Sin embargo, es una mutacién muy labil, que se
pierde rapidamente.

Otra pregunta que surge a partir de nuestros datos y estudios previos es épor qué el aminodcido
268 es el que mas cambia bajo presiéon inmune con AcMos pertenecientes al sitio antigénico Il (incluido el
Palivizumab) y suero policlonal contra la proteina F? Actualmente no existen datos estructurales que
permitan establecer como estas mutaciones podrian alterar la estructura y funcionalidad de esta proteina.
De todos modos si se considera que son muy escasos los cambios generados por seleccidon inmune en esta
proteina™® ¢ |a seleccidn de esta mutacion y su permanencia una vez removida la presién (como se ha
visto también otros trabajos™®?°Y), implica que este sitio posee cierta plasticidad para soportar cambios.
De hecho, la informacidn disponible en literatura muestra que el aminoacido 268 es de los pocos residuos
que presenta cambios en relacién al resto de los aminodcidos que conforman la proteina F *% 8% Es
posible que el cambio de Asn a lle modifique espacialmente esta regidn de la proteina, normalmente
expuesta a la interaccién con anticuerpos, provocando que varios AcMos especificos del sitio antigénico I

no presenten reactividad con los virus mutantes.

Con respecto a la mutacién presente en los dobles mutantes VRSH-E1/-1 y VRSH-E1/-2 hallada en el
aminoacido 533 correspondiente a la regién transmembrana sélo se ha reportado un nimero reducido de
mutaciones localizadas en la regidn de anclaje de la proteina de fusién en otros virus siendo por tanto un
evento poco frecuente?®. Asi por ejemplo se han reportado mutaciones en la regidn transmembrana de
gp-41 de VIH-1, como consecuencia de la seleccion de mutantes empleando anticuerpos neutralizantes!*".
Una pregunta que surge es si el residuo 533 modificado podria estar directamente involucrado en el

[206, 207]

contacto con los anticuerpos o si esta mutacion podria generar efectos mas distantes en la
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conformacion de la proteina que interfieran con la unién de anticuerpos®?®® 2%, En este sentido una
posibilidad es que la presién generada por los Acs presentes en el suero genere la aparicion de mutaciones
en la porcién citoplasmatica que requieran de otra(s) mutacién(es) en otro(s) sitio(s) de la proteina para
evitar posibles consecuencias negativas en la estructura de la proteina™. Otra posibilidad es que esta
regidn hidrofdbica de la proteina quede expuesta durante el proceso de fusién de membranas, accesible a
los anticuerpos. Al desconocer el mecanismo de fusidn de la proteina F del VRSH y al no poseer datos
estructurales sélo es posible especular sobre estas posibilidades. Por un lado, en el trabajo de Reitz y cols
donde se seleccionaron mutantes resistentes a un suero policlonal humano contra la gp41 de HIV la
localizacién de una mutacion localizada en la regidn TM se consideré que podria colaborar de alguna
manera en la evasidn de la neutralizacion™". Se demostré ademas que sélo el cambio de Ala x Thren la
posicién 582 de la regiéon TM hallado en este mutante era responsable de la resistencia. Por su parte, el
trabajo de Bissonnette y cols sugirid que la region TM de la proteina F de PIV5 podria ser mas extensa que
la predicha, quedando una porcidn expuesta al acceso de Acs, y que luego penetraria en la membrana
durante el proceso de fusion'**®.. De ocurrir esto en la F de VRSH, podria entonces ser posible que esta
mutacion apareciera y fuera independiente de la seleccionada en el sitio antigénico Il, lo cual permitiria
explicar ademds su labilidad.

Como se menciond en la introduccién cambios en la regién transmembrana revisten particular
interés debido a que esta regidn se demostrd que es critica para la funcién de la proteina F en otros

[148, 192]

Paramyxovirus . Interesantemente, hasta el momento no hay estudios especificos realizados en esta

regién de la proteina F del VRSH. Sdlo se ha estudiado la implicancia del péptido de fusién y de la cola

citoplasmatica en la actividad fusogénica de esta proteina °® %%,

Con respecto a la aparicion en la naturaleza de mutantes resistentes a la neutralizacion ya sea por
AcMos o por un suero policlonal dirigido contra la proteina de fusion, el Unico dato reportado al momento
surge del trabajo de Beeler y cols donde se observé que el AcMo 1129 era incapaz de neutralizar uno de los
aislados naturales contra el cual habia sido testado indicando que el VRSH salvaje circulante podria ser

intrinsicamente resistente a este AcMo y por ende al pz!**® (153] g5

. De acuerdo a la teoria de cuasiespecies
posible que estos mutantes existan de hecho en la naturaleza pero en una proporciéon muy baja.
Posiblemente estos mutantes se encuentren representados en muy baja proporcion en las cepas salvajes
circulantes; de hecho se ha observado in vitro que alguno de estos mutantes disminuyen la eficacia
bioldgica y/o adaptabilidad de las poblaciones virales™ lo cual justificaria por qué no son halladas en la
naturaleza. De todos modos no podemos descartar la posibilidad que la cepa adaptada a cultivos Long
utilizada en este trabajo, pueda ser mas susceptible a la neutralizacién por anticuerpos monoclonales anti-F

que los aislados naturales, en su proceso de adaptacion a la replicacion en cultivos celulares?.
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6.2 PARTE 2: IMPLICANCIAS DE LA MODIFICACION DE RESIDUOS AMINOACIDICOS EN LA
PROTEINA F, EN PARTICULAR EN LA REGION TM - DEL VRSH.

Con respecto a la incorporacién de mutaciones en la regién transmembrana de la proteina F del
VRSH a fin de evaluar su efecto en la expresién y capacidad fusogénica en proteinas F recombinantes, cabe
sefialar que lo presentado en este trabajo representa una aproximacién al estudio de la regién
transmembrana de una glicoproteina de superficie viral. En este sentido, el hecho de haber seleccionado un
doble mutante resistente a un suero policlonal anti-F en el que una de las mutaciones se hallaba en esta
region hidrofdbica y la ausencia de trabajos previos realizados en esta regién de la proteina de fusion del
VRSH representa un primer estudio interesante que puede aportar al conocimiento existente de esta
proteina viral. La mimesis de las mutaciones obtenidas in vitro en los virus simple (Asn268Ile) y dobles
(Asn268lle/Val533Met) mutantes en proteinas F recombinantes expresadas en sistema eucariota, permitio
comparar la expresion y actividad de las proteinas de fusién mutantes en el marco de una infeccién viral
con respecto a proteinas F recombinantes con las mismas mutaciones pero expresadas de forma aislada.
De esta forma se evaluod el efecto de estas mutaciones seleccionadas, directamente en la expresién y
actividad de la proteina F.

La expresion transitoria de proteinas recombinantes F Val 533Met buscé responder si esta
mutacidn era capaz por si misma de alterar la funcionalidad de la proteina. Intentamos con esto explicar la
razon de la seleccidn espontdnea de esta mutacidn en cultivos celulares por presién inmune con un suero
policlonal anti-F. Observamos que la proteina F mutante Val533Met es expresada correctamente dado que
reaccioné con los AcMos pertenecientes a los sitios antigénicos I, Il y IV/V/Vly a su vez podemos afirmar
que la mutacion Val533Met per se no parece alterar notoriamente la capacidad fusogénica de la proteina,
si bien no fue posible evaluar cuantitativamente la actividad fusogénica. Inferimos que es expresada en la
membrana de forma correcta dado que para formar sincicios es necesaria la expresion de dicha proteina en
la membrana.

Por su parte cuando mimetizamos lo obtenido en cultivo para los virus VRSH-E1/-1, VRSH-E1/-2 y
VRSH-C10 generando las mutaciones Asn268lle y Asn268lle/Val533Met, sorprendentemente, si bien se
observa que las proteinas mutantes se expresan, llama la atencidn el reconocimiento de los AcMos
pertenecientes al sitio antigénico Il 11F y 47F, en particular en el caso del AcMo 47F en el cual la
fluorescencia fue muy marcada. La fluorescencia observada para estos anticuerpos (figura 15) se
contrapone con lo visto previamente para los virus mutantes que presentaban las mismas mutaciones en
los cuales la pérdida de reactividad era total con la mayoria de los AcMos del sitio antigénico Il pero en
particular con estos dos anticuerpos (figura 8). Una posible explicacion es que en ausencia de otras
proteinas virales presentes en la particula viral, presumiblemente otras proteinas localizadas en la
membrana, la proteina F sobre-expresada podria adquirir una conformacion mas desplegada que de algun
modo pueda restituir (al menos parcialmente) regiones conteniendo los epitopes reconocidos por los
AcMos.

Con respecto a la capacidad fusogénica de estas variantes, observamos en la figura 15 que las

mismas forman sincicios, aunque al igual que en el caso del mutante Val533Met no podemos establecer si
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en menor o mayor medida que la salvaje. Este resultado si concuerda con lo obtenido in vitro para los virus
mutantes. Por su parte la modificacién de un residuo de valina por uno de leucina no hace suponer un
cambio drastico para la proteina dado que ambos poseen caracter hidrofdbico. Ello se vio reflejado en los
datos obtenidos por IFI (Figura 16) para esta variante tanto en términos de expresion como en la capacidad
de esta proteina para fusionar membranas. Por el contrario para la modificacidn en la posicién 533 del
residuo de valina por cisteina (aminoacido no polar vs aminoacido polar) no se observé un cambio en el
nivel de expresién mientras que la capacidad fusogénica parece estar alterada. Si bien se esperaba una
alteracion en la capacidad fusogénica de la F debido al cambio en la naturaleza del aminoacido los
resultados no fueron concluyentes y no permiten confirmar la presencia de sincicios. Es en estos casos
donde un ensayo de medida de capacidad fusogénica se vuelve indispensable (ver perpectivas).

Con respecto al doble mutante Val533/536Met, la ausencia de expresidn revelada por la IFl (figura
17), con los anticuerpos ensayados podria suponer que la incorporacion de estas dos mutaciones estarian
alterando la expresidn de esta proteina, evitando por ejemplo que se exprese o que su transporte sea
ineficiente. Este seria un posible escenario aunque es importante sefialar que sélo se emplearon AcMos
correspondientes a los sitios antigénicos Il y IV/V/VI es decir que la proteina no fue mapeada
completamente. A su vez esto podria ser un problema de la transfeccion lo cual no podemos probarlo ya
gue no poseemos un control interno de transfeccién. Podria ocurrir que la presencia de estas dos
mutaciones que sustituyeron los residuos de valina en las posiciones 533 y 536 de forma simultanea
alteraran los epitopes presentes en la proteina de forma tal que evitaran el reconocimiento por los AcMos.
Si esta ultima hipodtesis es correcta la incorporacion de la tercer mutacidn en la posicién 544, Val544Met,
restituiria los epitopes lo cual explica la reactividad que presentd al ser enfrentado a los AcMos. Con los
resultados obtenidos no podemos inferir si esta proteina se expresa y si la mutacidn afecta ono la
capacidad de fusién que presenta la proteina.

Si pensamos que la proteina no se expresa y que esto es resultado de la acumulacién de
mutaciones esto no se corresponde con lo obtenido al analizar la fluorescencia del triple mutante
Val533/536/544Met, ya que la misma no solo reacciona con todos los AcMos ensayados sino que ademas al

parecer por lo observado en la imagen correspondiente al AcMo 19F estaria formando sincicios (Fig. 22).

A diferencia de las variantes mencionadas anteriormente que fueron expresadas en células que
expresan constitutivamente la polimerasa T7, la proteina F mutante TM- fue clonada en un plasmido
diferente utilizado en el laboratorio (pAEUA2). A pesar de que los resultados obtenidos en este trabajo no
fueron los esperados en el sentido que sélo un par de células presentaron fluorescencia y Unicamente con
el AcMo 47F como lo muestra la figura 19. Dos precisiones hay que realizar al respecto; en primer lugar la
eficiencia de transfeccién fue baja dado que el nimero de células fluorescentes por GFP en ningun caso
superé el 50% y por ultimo, lo mas importante la proteina F fue clonada sin modificaciones en este vector
bajo promotor eucariota lo cual implica que la transcripcidn, a diferencia del sistema T7, se realizé en el
nucleo. ¢Cual es la importancia de este hecho? El VRSH al igual que la mayoria de los virus ARN, con
excepcion de algunos como los retrovirus e influenza, realiza su ciclo de multiplicacidn viral enteramente en
el citoplasma de la célula huésped. En este sentido poseen su propia maquinaria transcripcional que

involucra la ARN polimerasa ARN dependiente la cual permite la sintesis de ARNm citoplasmaticos a partir
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del ARN gendmico viral. Por este motivo este ARNm no es susceptible de sufrir procesamiento ni
maduracién como ocurre con los ARNm sintetizados en el ndcleo por la ARN pol Il. Por este motivo varios
investigadores han realizado construcciones para expresar la proteina de interés mediante la optimizacion
del uso de codones de modo de adaptarse al uso presente en el sistema a expresar (células eucariotas,
células de insecto, levaduras, etc). A su vez en el caso de la secuencia codificante de la proteina F del VRSH
se observan no sélo sitios aceptores de splicing sino que ademas presenta cuatro sitios potenciales de
poliadenilacién; en particular el segundo sitio genera poliadenilacidon prematura del ARNm llevando este
producto a su degradaciéon por ausencia de un coddn de terminacién de la transcripcion. Por este motivo se
ha optimizado la secuencia codificante de la proteina F del VRSH para su expresion bajo promotor

[104, 212]

eucariota evaluando a su vez cudles son las etapas criticas para la expresidn de esta proteina

mediada por la ARN pol 11?3,

Lamentablemente en nuestro caso particular nosotros empleamos la secuencia intacta del gen que
codifica para la proteina F del VRSH (cepa Long) al clonarla bajo promotor eucariota siendo ésta la
explicacion mas ldgica para la practicamente nula expresion de esta variante. Incluso al no poseer clonado
el gen de la F completa no podemos realizar comparaciones (se intentd pero no se logré clonar) al menos

en estas condiciones con respecto a la expresion y la actividad fusogénica de esta proteina.

Por lo expuesto anteriormente con respecto las variantes de la proteina F mutantes expresadas en
sistema eucariota es necesario realizar 4 precisiones:

i) por un lado el sistema de expresion empleado para generar las variantes derivadas del pTM1
(pTM1-Fwt, pTM1-F Val533Met, pTM1-F Asn268lle, pTM1-F Asn268lle/Val533Met, pTM1-F Val533Leu,
pTM1-F Val533Cys, pTM1-F Val533/536Met y pTM1-F Val533/536/544Met), emplea un promotor
procariota, promotor de T7, la cual se expresa en las células BSR-T7. Por lo tanto los resultados de
expresion obtenidos a partir de estas variantes reflejan el efecto de las mutaciones en las proteinas F
expresadas.

ii) por otro lado en ningun caso es posible establecer la localizacién de las proteinas en la
membrana celular, sélo podemos inferir expresién en membrana en aquellos casos en los que la formacién
de sincicios resulté evidente (Val533Met, Asn268lle, Asn268lle/Val533Met y Val533/536/544Met dado que
las células siempre fueron permeabilizadas para la IFI (se intentd pero no fue posible poner a punto un
protocolo eficiente para IFl en células sin permeabilizar).

iii) dado que el indice de fusidén no fue posible establecerlo mediante un ensayo cuantitativo, sélo si
la fusidn se ve seriamente alterada (o si es nula) es que nosotros podiamos afirmar si la mutacién afectaba
o no la actividad de la proteina. Aparentemente sdlo las proteinas mutantes F Val533Cys y Val533/536Met
no presentan actividad fusogénica aunque en el caso de la proteina F doble mutante Val533/536Met ni
siquiera hay expresién.

iv) Con respecto a la expresion de la proteina F TM-, la expresion de la misma se realizé bajo
promotor eucariota (HCMV) pero al no haber sido optimizada la secuencia codificante de esta proteina

para su correcta expresion en el nicleo de células eucariotas los resultados no son concluyentes.
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En términos generales los resultados obtenidos de las variantes de la proteina F recombinantes
permiten establecer que el aminoacido 533 permite la incorporacién de otros aminoacidos lo cual hace
suponer que estos cambios no alteran drasticamente la estructura de la proteina. En la caso de la
sustitucion de valina por leucina era esperable que no generara cambios evidentes ya que ambos

aminoacidos poseen las mismas propiedades quimicas.

Como se menciond en la introduccion, la proteina F del VRSH muestra un alto grado de
conservacién tanto dentro como entre los grupos antigénicos A y B, asi como también con el VRS bovino.
Dado este alto grado de conservacion es sorprendente, al menos en nuestras condiciones de trabajo, que
las variantes Val533Met, Val533Leu, Val533/536/544Met no seleccionadas en virus mutantes presenten
actividad fusogénica que denote que esta proteina es tolerante a cambios que tienen lugar en su region
transmembrana. Estos resultados podrian sugerir que otros aspectos ademas de la actividad fusogénica
estarian limitando el espectro de cambios tolerados dentro de la proteina F como ser alguna funcién
especial en el crecimiento del virus. En este sentido es interesante pensar que los anticuerpos presentes en

el suero policlonal podrian actuar no solamente por inhibicién de la fusion®*.

Este es el primer trabajo exploratorio realizado en la regiéon transmembrana de la proteina de
fusion del VRSH reportado hasta el momento. Este disefio experimental fue inspirado en los resultados
previos obtenidos a partir de los virus mutantes en particular la mutacion lo cual motivd este estudio
preliminar en la regién TM comenzando con los residuos de valina presentes en esta porcidn hidrofdbica de
la proteina. Si bien el andlisis de la expresion y actividad fusogénica de las variantes mutadas de la proteina
F del VRSH fue realizado Unicamente por ensayos de inmunofluorescencia indirecta esto permite continuar
el estudio del efecto de estas mutaciones empleando nuevos abordajes experimentales. La regién
transmembrana de la proteina F del VRSH comparte caracteristicas similares con respecto a la naturaleza
de los aminoacidos que la componen y el largo del dominio a la del resto de los Paramyxovirus. Hoy en dia
se sabe que la regidon transmembrana de las proteinas de fusién no es meramente una regién que ancla a la
proteina de fusidon en la membrana sino que participa activamente en las diferentes etapas del proceso que
lleva a la fusién de membranas. Este trabajo deja planteadas algunas preguntas para continuar analizando

esta region hidrofdbica.
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7. CONCLUSIONES

- Las mutaciones Asn268Ile y Val533Met presentes en la proteina F del virus VRSH-E1 no
poseen la misma estabilidad en ausencia de presidon inmune siendo la mutacidn Val533Met menos estable.
Especificamente la mutacién Val533Met revirtié luego de 6 pasajes en ausencia de presidon inmune
mientras que la mutacién Asn268Ile permanecié inalterada. De este modo logramos seleccionar el mutante
VRSH-C10: este virus es resistente a la presion por un suero policlonal anti-F segin demostramos mediante
ensayo de microneutralizacion, y la caracterizacidn genética reveld que la Unica mutacién presente fue
Asn268Ile. La caracterizacién antigénica de este simple mutante mostré una pérdida completa de Ia
reactividad frente a los AcMos del sitio antigénico Il. Ademas de nuestros resultados, la permanencia de la
mutacién Asn268lle en ausencia de presién inmune fue también reportada en trabajos previos, por lo que

la mutacién 268 podria ser considerada una mutacidn estable.

- Se logrdé caracterizar antigénicamente del doble mutante VRSH-E1 resistente a la presion
por un suero policlonal anti-F previamente seleccionado. Este mutante perdidé reactividad con todos los

anticuerpos del sitio antigénico Il.

- La purificacion por plaqueo viral del VRSH-E1 fue exitosa. Los virus obtenidos de Ia
purificacién: VRSH-E1/-1 y VRSH-E1-2 fueron caracterizados antigénica y genéticamente. Por ensayo de
microneutralizacion se confirmé la resistencia de estos virus purificados frente a la presidon por un suero
policlonal anti-F. VRSH-E1/-1 y VRSH-E1/-2 presentan las mismas mutaciones que el virus parental VRSH-E1
en la proteina de fusién: una transversién en el nucleétido 816 de A x T que da lugar al cambio Asn268lle
(en el ectodominio de la proteina F, en el sitio antigénico Il) y una transicién de G x A en el nucleétido 1610
gue genera el cambio de Val por Met en el residuo 533 (en el dominio transmembrana). A nivel antigénico

ambos también pierden reactividad por los AcMos del sitio antigénico II.

- Con respecto al estudio del efecto de mutaciones puntuales en la expresion y actividad
fusogénica de proteinas F recombinantes esto se pudo realizar para la mayoria de las variantes analizadas

aunque en todos los casos la capacidad fusogénica no logré determinarse cuantitativamente.

- Los ensayos de expresidn de los simples mutantes Val533Met y Val533Leu reveld que estos
cambios no alteran la expresién de la proteina F recombinante y son capaces de formar sincicios. Estas
mutaciones por tanto no alterarian su funcionalidad al menos en nuestras condiciones de trabajo. Se
establece una diferencia de estos mutantes con respecto al simple mutante Val533Cys ya que si bien se
observé expresidon de esta proteina mutante, el resultado obtenido de la formacién de sincicios no fue
concluyente. Al parecer entonces en primer lugar la mutacién Val533Met per se no genera cambios en la
expresién o actividad de la proteina F. En segundo lugar segun estos resultados la naturaleza del

aminoacido que ocupa el residuo 533 podria influir en la actividad de la proteina. Es interesante destacar
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gue la region transmembrana de la proteina de fusién no posee cisteinas en la proteina F salvaje y por

tanto la presencia de este residuo es probable que altere su funcionalidad.

Las variantes de la proteina F Asn268lle y Asn268lle/Val533Leu correspondientes al simple mutante
(VRSH-C10) y al doble mutante (VRSH-E1), respectivamente presentaron altos niveles de expresion y
reaccionaron con todos los AcMos ensayados. Este resultado fue inesperado dado que los virus mutantes
gue presentaron estas mutaciones no presentan reactividad con ninguno de los AcMos del sitio antigénico
I, dado que al parecer la mutacidn 268 alteraria los epitopes en esta region. El hecho de que estas
variantes presenten reactividad puede deberse al sistema de expresidon utilizado, a un plegamiento

diferente de la proteina nativa o ala ausencia de otras proteinas virales.

La acumulacién de mutaciones revelé que la incorporacion de tres residuos de metionina en lugar
de valina no altera ni la expresién ni la formacién de sincicios. Sin embargo para la variante de la proteina F
con dos residuos de metionina (Val533/536Met) esto no logré determinarse. Esto podria implicar que la
proteina no se expresa por causa de las mutaciones incorporadas o este resultado es producto de una
transfeccion no exitosa. De todos modos este dominio TM es capaz de soportar tres cambios consecutivos y

seguir siendo funcional.

La proteina mutante FTM- expresada bajo promotor eucariota presentd bajos niveles de expresion
por causa del sistema de expresion elegido dado que para expresarla bajo promotor eucariota es
indispensable el uso de una secuencia optimizada del gen de la proteina F para evitar problemas durante su

transcripcion en el nicleo.

8. PERSPECTIVAS

Virus mutantes

1- Para poder evaluar si la mutacidon transmembrana Val533Met podria ser también responsable de
la resistencia o evidenciar su contribucidn a la evasidn de la respuesta inmune, podria disefiarse un ensayo
con virus recombinantes que presenten esta Unica mutacidon en la regién transmembrana de modo de

evaluar su resistencia frente al suero policlonal anti-F.

2- Dado que en algunos casos se utilizan anticuerpos policlonales como terapia de inmunidad
pasiva contra el VRSH, una de las aproximaciones para investigar si ello podria contribuir a la seleccion de
mutantes del VRSH in vivo seria seleccionar mutantes resistentes a este suero policlonal o a un suero

policlonal anti-F por pasaje del virus en ratas algodoneras (modelos animales disponible para el VRSH).
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3- Para evaluar si es posible encontrar las mutaciones seleccionadas en este trabajo en muestras
clinicas podrian analizarse muestras provenientes de pacientes reinfectados que hayan sido tratados con

anticuerpos policlonales.

4- Para evaluar la estabilidad de las mutaciones presente en los virus purificados en nuestro
trabajo, en primer lugar se realizaria una ronda o dos rondas mds de purificacidn y luego se analizaria la
estabilidad de dichas mutaciones in vitro mediantepasajes seriados en ausencia de anticuerpos: ensayos de
competencia replicativa con la cepa salvaje y analisis de genomas virales. A su vez para analizar la
estabilidad de dichas mutaciones in vivo se infectarian ratas algodoneras con estos virus purificados (con
una o dos rondas mas de purificacién) y se las trataria con suero policlonal anti-F o el preparado de

anticuerpos policlonales usado en el tratamiento.

Proteinas F recombinantes

1- En primer lugar es indispensable poner a punto un ensayo eficiente de determinacién de la capacidad
fusogénica, ya sea por conteo de nucleos con microscopio éptico luego de la tincidn de células con
colorantes no vitales para determinar el indice de fusidn. El indice de fusion permitird comparar las
distintas variantes ensayadas, normalizadas con respecto a la proteina F salvaje que sera la referencia. A su
vez se podria medir actividad fusogénica por accion de la luciferasa ya que existen plasmidos conteniendo
el gen de la luciferasa bajo promotor inducible y sdlo si existe fusién entre células con este plasmido junto
con las que son transfectadas con un plasmido conteniendo el factor de induccién es que es posible medir

luminiscencia.

2-Seria de sumo interés, aprovechando el mutante generado Val533Cys, realizar estudios de
entrecruzamiento (“cross-linking”) oxidativo para evaluar mediante la formacién de puentes disulfuro entre
los dominios TM monoméricos si los mismos pueden interaccionar entre si (formando una estructura
helicoidal) o si por el contrario se posicionan en la membrana como las “"patas’” separadas de un tripode.
De interactuar entre si, estas regiones TM serian capaces de formar puentes disulfuro debido a la corta

distancia que habria entre ellos: el uso de este enfoque ha sido valioso en otro modelo viral (PIV5)!**8,

3- Dado que los estudios de analisis de mutaciones puntuales en la region TM en este trabajo sélo se
realizaron mediante expresion de proteinas recombinantes, seria de suma importancia evaluar el efecto de

las mismas mutaciones en el marco de una infeccion viral, esto es, utilizando virus recombinantes.

4- Optimizar el gen que codifica para la proteina F completo y TM- para su expresién bajo promotor

eucariota lo cual permitira realizar estudios de expresién en distintas lineas celulares.
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9. ANEXOS

ANEXO 1: Seleccién y aislamiento de mutantes resistentes por pasajes sucesivos en presencia de suero

policlonal contra la glicoproteina F

Brevemente la cepa de referencia Long, perteneciente al grupo A, se crecié en cultivo de células HEp-2 semi-confluentes en
presencia de un suero policlonal contra la proteina F (producido en conejo) durante 56 pases seriados. El suero policlonal anti-F se
obtuvo mediante la inmunizacion de un conejo con la proteina F purificada del VRSh (cepa Long).

La seleccion de mutantes se realizé a partir de una concentracidn subneutralizante del suero policlonal anti-F. A medida que el virus
lograba crecer en presencia de concentraciones mayores del suero policlonal anti- F se incrementé la concentracion del mismo.

Se utilizo una dilucion de 1/500 de suero policlonal anti-F como dilucién de partida. Los pases se realizaron en placas de cultivo de
96 pocillos (M96) cada 96 horas. La neutralizacion se realizé enfrentando el virus con una diluciéon determinada de suero policlonal
(1h, 372C). Las células se infectaron luego con el producto de la neutralizacién y se incubaron 1h a 372C. Posteriormente se agregd
medio de infeccion (DMEM suplementado con SFB 2%) + suero policlonal anti-F (empleando la dilucidn utilizada durante la
neutralizacidn) y se incubd en estufa de CO, a 372C durante 72 a 96 hs luego de los cuales se realizé un nuevo pasaje. A las 24 hs de
realizada la infeccidn se realizé un cambio de medio agregando medio de infeccidn + suero policlonal anti-F (a la misma dilucién
que la utilizada durante la neutralizacién). A medida que el efecto citopatico (ECP) fue evidente (formacidn de sincicios) se fue
incrementando la concentracién de anticuerpos policlonales presente durante las etapas de neutralizacidn e infeccién. De este
modo se realizaron 56 pases seriados del virus con diluciones del suero anti-F a partir de una dilucion 1/500 hasta llegar a una
dilucion final de 1/50. Los virus que presentaron ECP en esta dilucién de suero policlonal anti-F los virus se cosecharon y crecieron
en presencia de 2% anti-F (previa neutralizacion) para su posterior almacenamiento en N, liquido.

Como controles del ensayo la cepa Long se propago durante el mismo nimero de pases en presencia de suero normal de conejo
(SNC) obtenido de conejos (cedido por el Instituto de Higiene) que no fueron inoculados con el VRSH o con proteinas del virus y en

ausencia de anticuerpos -sin Acs, los cuales también fueron cosechados y almacenados (1,2).

ANEXO 2: Disefio de cebadores para mutagénesis dirigida

A continuacion se describen las secuencias correspondientes a la proteina F del VRSH, nucledtidos 789 a 841 (regidn antigénica I,
aa 259 al 276) y nucledtidos 1593 a 1627 (regidn transmembrana, aa 527 al 538). Las letras en rojo indican las variantes
nucleotidicas y en amarillo se resaltan los sitios especificos donde se modificara el aminoacido 268 o 533. Los nombres de las

secuencias corresponden a los aminoacidos 268 y 533 que figuran en negrita:

Aminodacido 268

Asparragina (salvaje)
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5- CATTA ATC AAT GAT ATG CCT ATA ACA AAT GAT CAG AAA AAG TTA ATG TCC AAC-3’

3’- GT AAT TAG TTA CTA TAC GGA TAT TGT TTA CTA GTC TTT TTC AAT TAC AGG TTG-3’

Isoleucina (mutante)
5°- CATTA ATC AAT GAT ATG CCT ATA ACA ATT GAT CAG AAA AAG TTA ATG TCC AAC-3’

3’- GT AAT TAG TTA CTA TAC GGA TAT TGT TAA CTA GTC TTT TTC AAT TAC AGG TTG-3’

Aminodcido 533
Valina (salvaje)
5’- TA ACT ACT ATA ATT ATA GTG ATT ATA GTA ATATTG- 3’

3’- AT TGA TGA TAT TAA TAT CAC TAA TAT CAT TAT AAC- 5’

Metionina (mutante)
5°- TA ACT ACT ATA ATT ATA ATG ATT ATA GTA ATATTG- 3’

3’- AT TGA TGA TAT TAA TAT TAC TAA TAT CAT TAT AAC- 5’

Leucina (mutante)
5°- TA ACT ACT ATA ATT ATATTG ATT ATA GTA ATATTG- 3’

3’- AT TGA TGA TAT TAA TAT AAC TAA TAT CAT TAT AAC- 5’

Cisteina (mutante)
5°- TA ACT ACT ATA ATT ATA TGC ATT ATA GTAATATTG- 3’

3’- AT TGA TGA TAT TAA TAT ACG TAA TAT CAT TAT AAC- 5’

b- Dobles mutantes

Para generar el doble mutante de la proteina F recombinante que mimetice las mutaciones obtenidas por pasajes sucesivos del
virus en presencia de suero policlonal anti-F se modificaron los aminodacidos correspondientes a las posiciones 268 y 533,
(asparragina y valina respectivamente) en la proteina salvaje por aquellos que fueron identificados en los mutantes seleccionados:
isoleucina en la posicién 268 y metionina en la posicion 533. En este caso para la generacion del doble mutante pTM1-F
Asn268lle/Val533Met, se utilizd como molde el simple mutante ya sintetizado pTM1-F Val533Met

En verde figura el cambio previamente introducido al generar el simple mutante Val533Met. Las letras en rojo indican las variantes
nucleotidicas y en amarillo se resaltan los sitios especificos donde se modificé el aminodacido 268. Los nombres de la secuencia

corresponden a los aminoacidos 268 y 533 que figura en negrita y en verde respectivamente:

Aminodcidos 268 y 533

Asparragina (aa 268) y Valina (aa 533)

5'- CATTA ATC AAT GAT ATG CCT ATA ACA ATT GAT CAG AAA AAG TTA ATG TCC AAC/....../TA ACT

3’- GT AAT TAG TTA CTA TAC GGA TAT TGT TAA CTA GTC TTT TTC AAT TAC AGG TTG/....../AT TGA
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ACT ATA ATT ATA ATT ATA GTA ATATTG- 3’

TGA TAT TAATAT TAA TAT CAT TAT AAC-5'

Para generar los dobles mutantes en la regidn transmembrana se modificaron los aminoacidos correspondientes a valina, en la
secuencia de la proteina F salvaje, por metionina en aminodcidos 533 y 536. Para la modificacién del aa 536 de la proteina F del
VRSH cepa Long, se utilizd la secuencia que abarca nucledtidos 1601 al 1639 (aa 530 al 542). El doble mutante
Val533Met/Val536Met tuvo como molde el simple mutante Val533Met, como material de partida para la mutagenesis. A su vez
para obtener la mutacidn Val536Met fue necesario realizar dos cambios puntuales para la obtencién de la mutacion deseada en el
codon 536. En verde figuran los cambios previamente introducidos al generar los simples mutantes y que deben ser incluidos en el
disefio de los primers. Las letras en rojo indican las variantes nucleotidicas y en amarillo se resaltan los sitios especificos donde se

modificé el aminoacido 536. Los nombres de las secuencias corresponden al aminoacido 536 que figura en negrita:

Valina (salvaje):
5°-ATA ATT ATA GTG ATT ATA GTA ATATTG TTATCA TTA ATT-3°

3°-TAT TAA TAT CAC TAA TAT CAT TAT AAC AAT AGT AAT TAA-5

Metionina (molde para la sintesis del doble mutante Val533Met/Val536Met):
5°-ATA ATT ATA ATT ATA ATG ATATTG TTATCA TTA ATT-3’

3°-TAT TAATAT TAA TAT TAC TAT AAC AAT AGT AAT TAA-5'

c- Triples mutantes

Finalmente se mandaron disefiar cebadores para generar el triple mutante en la regiéon transmembrana: Val533/536/544Met.

La secuencia de los cebadores abarca nucledtidos 1625 al 1663 (aa 538 al 550) para la obtencion del triple mutante
Val533Met/Val536Met/Val544Met. En este caso el molde utilizado para las mutagenesis fue el doble mutante obtenido
previamente. En verde figuran los cambios previamente introducidos al generar el doble mutante. Las letras en rojo indican las
variantes nucleotidicas y en amarillo se resaltan los sitios especificos donde se modificd el aminoacido 544. Los nombres de las
secuencias corresponden al aminoacido 544 que figura en negrita:

Valina (salvaje):

5’- ATA ATT ATA GTG ATT ATA GTAATATTG TTATCA TTA ATT GCT GTT GGA CTG CTC CTATAC

3°- TAT TAA TAT CAC TAA TAT CAT TAT AAC AAT AGT AAT TAA CGA CAA CCT GAC GAG GAT ATG

TGT-3'

ACA-5

Metionina (molde para la sintesis del triple mutante Val533Met/Val536Met/Val544Met):

5°-ATA ATT ATA ATT ATA ATATTG TTATCA TTA ATT GCT ATG GGA CTG CTC CTATAC

3°-TAT TAATAT TAATAT TAT AAC AAT AGT AAT TAA CGA TAC CCT GAC GAG GAT ATG

TGT-3'
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ACA-5

ANEXO 3: 1) Mapa plasmidico 1 pJET1.2/Blunt vector map

pJET1.2/blunt vector map

pJET1.2/blunt
2974 bp

DNA sequence of MCS region

BETLZ farwand sequenzing primes, 23-mer

an amn

|
TTT TTC AGC AAG AT

EcokEl
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5 30 GTA ATA & CTC ACT ATA GGG Rch GOG GCOC GCC AGAR TCT TCC GGA TGG CTC GAG

3" CcoG CAT TAT GCT GAG TGA TAT ©ooc ToT COGC CGG CGGo - AGA AGG CCT ACC GAG CTC AAA AMG
Bigl
Ecol30
Wl gy Neal Esuis] AR

IC TAG ARAG ATC TCC TAC AAT ATT CTC AGC TGC CAT GGA ARA TCG ATs

TTC T 3

= AL RGE I't h TAMA GAC CG ACG GTA CCT T AGC MNC ARG RAG A 5'

BJET1,2 reverss Sequenting Erirs:. Femer

Esquema del vector pJET1.2/blunt (2974pb). Se especifican algunas caracteristicas del pldsmido: bla (ApR): gen de la beta lactamasa
que confiere resistencia a ampicilina (entre 2782-1922 pb), eco47IR: gen letal eco47IR que permite la seleccién positiva de los
recombinantes (entre 753-16 pb), PT7: promotor de la ARN polimerasa del fago T7 para transcripcidn in vitro del inserto clonado
(entre 305-324pb), MCS: Sitio de clonaje multiple para clonar el fragmento deseado (entre 422-328 pb). Abajo se especifica la

secuencia del MCS.

2)Mapa plasmidico 2: pTM1

Xbal13s
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Esquema del vector pTM1 (5357pb). En este esquema sdlo se representa el plasmido sélo sin la proteina F la
cual ya esta clonada en el plasmido utilizado en este trabajo (pTM1-Fwt). El gen que codifica para la
proteina F fue clonado utilizando los sitios de restriccion que figuran en el sitio de clonaje multiple ubicado
junto al promotor PT7 de la ARN polimerasa del fago T7. la resistencia a este plasmido la otorga el gen ApR
que genera resistencia al antibiético ampicilina.

3) Mapa plasmidico 3 pAEUA2

AmpR TA16_6TST

Poly A [SV40) 888_667
MICR M47_895

CEV promoter 17981257

GHP 48435561
piEl ORES 43234812

Esquema del vector pA-EUA2 (7745pb). En el esquema se sefiala el promotor eucariota proveniente del
citomegalovirus humano (CMV), el sitio de clonaje multiple donde se cloné el gen de la proteina F TM-, el
poli A del SV40, el gen que confiere resistencia a la ampicilina AmpR y el gen que codifica para la GFP con su
promotor eucariota correspondiente (plE4 ORIS) de origen viral (HSV-1.)

ANEXO 4: Reactivos y materiales

AB: mezcla de antibidticos-antimicdticos (penicilina, estreptomicina y anfotericina B) - Gibco-Invitrogen
Corporation.

Acetona (Dorwil)

Acetona 80% en PBS

Agarosa (ICN Biomedicals, ICN)

Agarosa de inmunodifusion (ICN) 0,6%: 0,6g agarosa llevar a 100mL con H,0 de cultivos, esterilizar por
autoclave.

Alexa Fluor® 488 (Molecular Probes)

Alexa Fluor® 568 (Molecular Probes)

Ampicilina stock 100mg/mL

Anticuerpo Anti-IgG conjugado con biotina (Amersham Life Science, Arlington, IL).

Anti-fade con DAPI
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BM1:

Bromuro de etidio (10mg/mL, ICN Biomedicals, ICN)

BSA 10x: seroalbumina bovina

Buffer de carga reductor (6x): 0,375M Tris-HCI pH 6.8, 12% SDS, 60% glicerol, 0.06% azul de bromofenol, 5%

B-mercaptoetanol, llevar a 10mL con H,0 destilada

Buffer de corrida Tris-Glicina pH 8,3 para 10L: 0.025 M Tris, 0.192 M glycine, 0.1% SDS, H,0 destilada hasta

10L
Buffer fosfato-citrato: pH 5,0
Buffer de lisis: 10mM Tris-HCl pH 7.6, 5mM EDTA, 140mM NaCl al que se le adicioné 1% de octil-glucésido

Buffer de transferencia de proteinas (1L): 100mL buffer Tris-Glicina 10x, 100mL Metanol, llevar con H,0

destilada hasta 1L.

Buffer TBE 1x: 0.89M Tris-Borato, 0.002 EDTA, pH 8.0

CaCl, 0,1M: diluir 1/10 el stock de CaCl, 1M en H20 destilada estéril, filtrar y colocar en frasco estéril a 42C
hasta su utilizacion (esta solucion debe preparase en el momento)

CaCl, 1M para 250mL: 27,7g CaCl, llevar a 250mL con H20 destilada. Esterilizar por autoclave y guardar a -
20°C.

CiP: fosfatasa alcalina intestinal? de cabra (Invitrogen) Calf Intestinal Phosphatase

Cloroformo (Dorwil®)

DMEM: Medio Basal de Eagle modificado por Dulbecco (Gibco-Invitrogen Corporation).

DMEM-F12 (Invitrogen)

DMSO: dimetilsulféxido (Applichem).

dNTPs (10mM cada uno-Gibco BRL)

Estreptavidina-peroxidasa (Amersham Life Science, Arlington, IL)

Formaldehido

Fungizona

Gel de poliacrilamida al 12% (separador) para 20mL: 6,6mL H,0 destilada filtrada, 8mL acrilamida/bis-
acrilamida (29,2:0,8)(SIGMA), 5mL Tris 1,5M pH 8,8, 0,2mL SDS 10%, 0,2mL persulfato de amonio 10% y
0,008mL TEMED

Gel de poliacrilamida al 6,4% (concentrador) para 8mL: 5,5mL H,0 destilada filtrada, 1,7mL acrilamida/bis-
acrilamida (29,2:0,8)(SIGMA), 1,25mL Tris 1M pH 6,8, 0,1mL SDS 10%, 0,1mL persulfato de amonio 10% y
0,01mL TEMED

Gentamicina:

Glicerol (Applichem)

Glutamina

G418: geneticina (Gibco-Invitrogen Corporation).

HEPES 1M, pH= 7.0: 119.15 g HEPES + 400mL H20 destilada, ajustar pH con NaOH o KOH, llevar volume a
500mlL, filtrar y guardar a 4°C.

H,0 estéril comercial, libre de nucleasas (Gibco BRL)

Isotiocianato de fluoresceina (ITCF) (Biocientifica S.A.)
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Kit Genelet PCR cloning (Fermentas)

Kit NucleoSpin Extract Il (Macherey-Nagel)

Kit NucleoSpin® Plasmid (Macherey-Nagel)

kit QIAGEN Plasmid Maxi Prep

Marcador de peso molecular de ADN, 1kb Ready Load (Invitrogen)

Marcador de peso molecular de 1kb GeneRuler (Fermentas)

Marcador de peso molecular Ready-Load™ 1 Kb Plus DNA Ladder (Invitrogen)

Marcador de peso molecular de proteinas pre-tefiido (BenchMark™ Pre-Stained Protein Ladder, Invitrogen)
MBS Mammalian Transfection kit (Stratagene®, La Jolla, CA)

Medio de plaqueo viral: medio semisdlido que consiste en: DMEM-F12 suplementado (2% HEPES, 2%
NaHCO;, 2% glutamina, 0,6% gentamicina, 0,1% fungizona, 0,4% BM1) + agarosa de inmunodifusion al 0.6%
en una proporcion 1:1 quedando la agarosa en una concentracion final de 0.3%.

Medio LB (Luria Bertani) para 500mL: 5g Bacto-triptona (Difco) + 2,5g Extracto de levadura + 5g NaCl, llevar
a 500mL con H20 destilada. Esterilizar por autoclave.

MEM-E: Medio Esencial Minimo con sales de Earle (Gibco-Invitrogen Corporation).

NEB 5-alpha Competent E. coli, High Efficiency (New England Biolabs)Nhel (New England Biolabs)

NHA4CL 50mM en PBS

OPD: clorhidrato de o-fenilen-N-diamina 0.4 mg/mL (SIGMA).

PAF 4%: paraformaldehido al 4% en PBS

PBS 1 x: Buffer Fosfato Salino pH 7,4 (137mM NacCl, 2.7mM KCl, 8.1mM Na,HPO,, 1.47mM KH,PO,).

PBS-SAB 0.1%

PBS-BSA 3%:

PBS-BSA 3%-Tween 20 0,3%

PBS- suero de cerdo al 5%- Tween 20, 0.05%

PBS-Tween 20 (0.05%)

Phusion” High-Fidelity DNA Polymerase (Finnzymes)

Placas LB agar-ampicilina (para 500mL): base medio LB + 7,5g Bacto-agar (Difco) llevar a 500mL con H20
estéril. Esterilizar por autoclave. Dejar enfriar un poco y agregar 500uL ampicilina (100mg/mL). Colocar 15-
20mL en placas de Petri, dejar solidificar y colocar en estufa durante la noche. Verificar ausencia de
crecimiento bacteriano antes de guardarlas a 42C para su conservacion.

Pstl 20U/uL (NEB)

Reactivo de Bradford (SIGMA-Aldrich)

SFB: suero fetal bovino (Gibco-Invitrogen Corporation).

Solucidn de cristal violeta al 1% en EtOH al 20%: 1g cristal violeta (Applichem) llevar a 100mL con EtOH 20%.
Solucidn de tripsina: 0.05% tripsina (Gibco-Invitrogen Corporation) + 0.02% EDTA (Fluka) en PBS.

Sustrato quimioluminiscente ECL, SuperSignal West Pico Chemiluminescent Substrate (Pierce)

Taqg DNA polimerasa (5U/uL-Invitrogen)

Transcriptasa reversa Superscript || RNase H (200U/uL-Invitrogen)

Trizol® (Invitrogen)

Tween 20 (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO).
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T4 ADN ligasa (Fermentas)

Xbal (New England Biolabs)

ANEXO 5: Ensayo de Microneutralizacion

Los valores de las tablas corresponden a la absorbancia neta para cada réplica, es decir que estos valores ya son el resultado de la
resta: absorbancia 492nm virus- la absorbancia del control de células, que figura al pie de cada tabla. Asimismo se muestran los
valores de desvio estandar para set de datos de cada uno de los virus en cada dilucidn de anti-F para el calculo del error que se
incluyen en el grafico de la figura 12.
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VRSH-E1/-2
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0,91 0,948
0,843 0,899
0,874 0,861
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0,506 0,415

Absorbancia control células: 0,259

Absorbancia control células: 0,280

1,219
0,906
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0,798
0,652

0,62
0,329

VRSH-C10
1,289
1,062
0,893
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0,605
0,307

1,218
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0,944
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0,796
0,814
0,376

1,158
0,932
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0,73

0,62
0,623
0,321
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0,041789
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Dilucidn anti-F

VRSH-E2 (promedio)

VRSH-E3 (promedio)

VRSH-E1/-2 VRSH-E1/-1

VRSH-C10 (promedio)

(promedio) (promedio)

0 1,284 0,841 1,203 1,261 1,222
1/1000 0,736 0,569 1,085 1,088 0,967
1/500 0,6 0,36 0,98 0,934 0,889
1/250 0,326 0,279 0,86 0,85 0,77
1/150 0,181 0,172 0,807 0,844 0,661
1/100 0,021 0,011 0,78 0,857 0,616
1/50 0,345 0,432 0,319

En esta tabla se muestran los datos utilizados para generar la grafica que se muestra en la figura 12.

ANEXO 6: secuencia completa de la proteina F salvaje del VRSH clonada en el plasmido pTM1 (LT2-08-1). Se incluye la secuencia de

la proteina F salvaje de la cepa Long del GenBank (F Long completa) para compararlas. Si bien al inicio no hay homologia de secuencia,

ésta comienza en el coddn de inicio ATG correspondiente al nucleétido 14. A su vez el nucleédtido 1338 presenta un cambio que da

lugar a una sustitucién aminoacidica de Ala x Val en el residuo 442.
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