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El virus de inmunodeficiencia de felinos (FIV), perteneciente al género lentivirus de la familia Retroviridae,
induce en felinos un sindrome de inmunodeficiencia similar al SIDA de humanos. Esta propiedad de FIV
hace que el sistema FIV—gato doméstico sea un buen modelo para el estudio de la patogénesis del virus de
inmunodeficiencia de humanos (HIV) y para el desarrollo de vacunas y de terapias antivirales.

La proteina nucleocapside (NC) de los lentivirus, originada por el procesamiento del precursor Gag,
contiene dos copias del motivo aminoacidico denominado «dedo de zinc» o motivo Cis—His, que median la
incorporacion del ARN gendmico viral a los viriones. Ademas, la proteina NC interviene en la transcripcion
reversa del genoma retroviral y en el ensamblado de las particulas virales.

Dado que la proteina NC es reconocida como un blanco potencial para intervenciones terapéuticas, y que
se desconocia el rol de esta proteina en el ciclo de vida de los lentivirus de animales no primates, nuestro
laboratorio comenzé con la identificacion y caracterizacién de los dominios funcionales de la NC de FIV.
Hemos demostrado que el motivo «dedo de zinc» amino terminal es mas importante, tanto para el ensam-
blado de viriones como para el empaquetamiento del ARN gendmico, que el motivo «dedo de zinc» carboxilo
terminal (Manrique et.al., 2004). Dada la relevancia del motivo «dedo de zinc» amino terminal de la NC de
FIV en el ciclo viral, se propuso en este trabajo de tesis profundizar el estudio de este motivo aminoacidico;
en particular, investigar la participacion en la unién al ARN gendémico viral de los aminoacidos que son
especificos de la NC de FIV y que no son compartidos por los motivos «dedo de zinc» de la NC de lentivirus
de primates.

Para ello, se sustituyeron los aminoéacidos en las posiciones 15, 17 y 20 de la NC de FIV por aquéllos
presentes en el «dedo de zinc» de la NC del virus de inmunodeficiencia de simios (SIV). Los genes mutados
de la NC de FIV se expresaron como proteinas de fusién con la glutation-S-transferasa, las cuales fueron
luego utilizadas en ensayos de Northwestern para estudiar el efecto de las mutaciones introducidas en la
NC de FIV sobre su capacidad de unir al ARN gendmico.

Las mutaciones P17E, L20S y la triple sustitucion K15G/P17E/L20S inhibieron significativamente la
capacidad de union de la NC al ARN gendmico de FIV en comparacion con la actividad exhibida por la
proteina NC salvaje. Estos resultados sugieren que los aminoacidos especificos del motivo «dedo de zinc»
amino terminal de la NC de FIV son necesarios para la funcion de la proteina en el empaquetamiento del
ARN gendmico viral y que no pueden ser reemplazados por los aminoacidos presentes en la NC de un
lentivirus relacionado como SIV.

Abreviaturas

ADN: &cido desoxirribonucleico

ADNCc: ADN copia

ARN: &cido ribonucleico

ARNmM: ARN mensajero

BIV: virus de inmunodeficiencia de bovinos
CA: proteina capside

Cis—His: motivo aminoacidico cisteina—X —cisteina—X —histidina—X —cisteina
DTT: ditiotreitol

E: sefial de encapsidacion

EDTA: acido etiléndiaminotetraacético
EIAV: virus de la anemia infecciosa equina
Env: glicoproteina viral de envoltura

et al.: y colaboradores

FIV: virus de inmunodeficiencia de felinos
GST: glutation—S—transferasa

HIV: virus de inmunodeficiencia de humanos
IN: proteina integrasa

IPTG: isopropil-&-D-tiogalactopiran6sido
LB: Luria—Bertani

LTR: repeticion terminal larga

MA: proteina matriz

NC: proteina nucleocapside

nt: nucleétido

NW: northwestern

pb: pares de bases
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PCR: reaccién en cadena de la polimerasa

PR: proteasa

SD: sitio donor de «splicing»

SDS: dodecil sulfato de sodio

SIDA: sindrome de inmunodeficiencia adquirida
SIV: virus de inmunodeficiencia de simios

SU: subunidad de superficie de la proteina Env
TM: subunidad transmembrana de la proteina Env
TR: transcriptasa reversa

5" UTR: regién 5" no traducida

|. — Familia Retroviridae

La familia Retroviridae comprende a un grupo de virus con envoltura lipidica, la cual deriva de la membra-
na plasmatica de la célula infectada, y con un genoma compuesto por dos moléculas de ARN simple cadena
de polaridad positiva (Coffin, 1996).

Esta familia de virus se distingue del resto por exhibir una estrategia replicativa que incluye la transcrip-
cién reversa del genoma de ARN a ADN doble cadena y la posterior integracion de este ADN al genoma de
la célula hospedadora. Al genoma viral integrado se lo denomina provirus.

I.1 — Organizacidon gendmica

Todos los retrovirus poseen tres genes principales: gag, pol y env. Estos genes se organizan en el
genoma viral invariablemente en el orden que se muestra en la figura 1.
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Figura 1: Organizacién genémica de los retrovirus. Las repeticiones terminales largas (LTR) contienen secuencias que regulan
la transcripcion del genoma viral. El gen gag codifica para las proteinas estructurales del virién: matriz (MA), capside (CA) y
nucleocéapside (NC). El gen pol codifica para las enzimas virales: proteasa (PR), transcriptasa reversa (TR) e integrasa (IN). El gen
env codifica para la glicoproteina viral de envoltura, que esta formada por las subunidades de superficie (SU) y transmembrana
(TM). Adaptado de Coffin (1996).

En los extremos del ADN proviral se encuentran las repeticiones terminales largas (LTR), secuencias
repetidas e idénticas que se forman durante el proceso de transcripcion reversa (Figura 1). Las LTR poseen
tres elementos: U3, R y U5. El sitio de iniciacion de la transcripcion se localiza entre las secuencias U3y
RenlaLTR 5", mientras que el sitio de poliadenilacion esta ubicado entre los elementos Ry U5 enlaLTR
3’. El elemento U3 posee la mayoria de las secuencias reguladoras de la transcripcién que incluyen un
promotor y secuencias «enhancer», o moduladoras del nivel de transcripcién, que responden a proteinas
transactivadoras celulares y virales (Coffin, 1996).

El gen gag codifica para el precursor poliproteico Gag que origina, a través del clivaje proteolitico por la
PR viral, las proteinas maduras del virién: MA, CAy NC (Coffin, 1996). En algunos retrovirus, el clivaje genera
productos adicionales en la forma de péptidos de bajo peso molecular.
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El precursor Gag se sintetiza en los polirribosomas libres del citoplasma de la célula hospedadora y
luego es transportado a la membrana celular a través de un mecanismo que aidn no ha sido dilucidado
(Géttlinger, 2001). Una vez en la membrana, Gag dirige el ensamblado de las particulas virales. La importan-
cia de la poliproteina Gag en este proceso queda demostrada por el hecho de que la expresién de Gag de
distintos retrovirus, en ausencia de otras proteinas virales, es suficiente para dirigir la formacion y brotacién
de particulas pseudovirales (Delchambre et al., 1989; Gheysen et al., 1989; Manrique et al., 2001).

La region pol se transcribe generalmente como un mensajero Unico junto con gag. El precursor polipro-
teico generado a partir del mensajero gag-pol es procesado en una etapa tardia del ensamblado generando
las enzimas PR, TR e IN. La PR es la responsable del clivaje de los precursores Gag y Gag-Pol. Este
procesamiento hace que las particulas retrovirales adquieran la morfologia madura que caracteriza a cada
género retroviral y la capacidad de infectar nuevas células (Gottlingeret al., 1989; Kohl et al., 1988).

Las enzimas TR e IN intervienen en las primeras etapas de la infeccion. La TR sintetiza el ADN copia
(ADNCc) a partir del ARN gendémico viral y la IN media la integracién del ADNc al genoma de la célula
hospedadora (Coffin, 1996).

El gen env codifica para la glicoproteina viral de envoltura (Env). A diferencia de lo que ocurre con Gag y
Gag—Pal, Env es sintetizada a nivel de reticulo endoplasmatico donde se ancla a la membrana del mismo a
través de un segmento hidrofébico cercano al extremo carboxilo (Hunter & Swanstrom, 1990). Durante el
transito a través del aparato de Golgi, Env es glicosilada y luego clivada por una proteasa celular en las
subunidades SU y TM (Hunter & Swanstrom, 1990). La subunidad SU se une a receptores celulares espe-
cificos, determinando el tropismo del virus, mientras que la TM media la fusién de la membrana viral con la
celular, permitiendo asi el ingreso del virus a la célula (Coffin et al., 1997).

I.2 — Ciclo de replicacioén

El ciclo replicativo de los retrovirus (Figura 2) se inicia con la unién de la subunidad SU de Env a un
receptor especifico presente en la superficie de la célula blanco. Esta interaccién promueve cambios en la
conformacion de Env que activan el potencial fusogénico de la subunidad TM. Un segmento hidrof6bico del
extremo amino de la subunidad TM, asi como su porcion transmembrana, intervendrian en la fusion de las
membranas viral y celular, proceso que permite la entrada del «core viral al citoplasma de la célula (Coffin
etal., 1997).

El proceso de transcripcion reversa se activa con la entrada de la particula viral al citoplasma de la célula
blanco. Las dos cadenas de ARN gendmico de polaridad positiva se encuentran en el citoplasma celular
como parte de un complejo ribonucleoproteico, similar al «core» de un virion extracelular, que contiene las
enzimas TR e IN y productos maduros del precursor Gag que difieren segun el retrovirus (Bowerman et al.,
1989). La sintesis del ADNc retroviral depende de las dos actividades enzimaticas de la TR: su actividad de
ADN polimerasa dependiente de ARN o ADN y su actividad de ribonucleasa H, que hidroliza cadenas de
ARN cuando éstas se encuentran formando hibridos con ADN. Utilizando un ARN de transferencia celular
como iniciador, la enzima TR genera primero una cadena de ADN de polaridad negativa utilizando como
molde al ARN gendmico viral. La actividad de ribonucleasa H de la TR digiere al ARN molde casi por comple-
to dejando una pequefia region, denominada segmento polipurinico, la cual sirve de iniciadora en la sintesis
de la cadena de ADN de polaridad positiva. El ADNc doble cadena lineal generado por el proceso de trans-
cripcion reversa es co-lineal al ARN genémico, pero a diferencia de éste, contiene dos duplicaciones termi-
nales, las LTRs. Luego de terminada la sintesis, generalmente cuando el complejo ribonucleoproteico aun
se encuentra en el citoplasma, la enzima viral IN elimina dos o tres bases de los extremos 3" del ADNc
(Coffinetal., 1997).

Los complejos ribonucleoproteicos conteniendo el ADNc ingresan al ndcleo por medio de dos estrategias
diferentes dependiendo del género retroviral. En la mayoria de los retrovirus, los complejos ribonucleoprotei-
cos penetran al niicleo cuando se desintegra la membrana nuclear durante el proceso de division celular. En
cambio, en el caso de los lentivirus, el ADNc ingresa a través de los poros presentes en la membrana del
nucleo interfasico por un mecanismo de transporte que requiere energia (Bukrinsky et al., 1993; Gulizia et
al., 1994; Heinzinger et al., 1994; von Schwedler et al., 1994).

En el nlcleo, la enzima viral IN cataliza la integracion del ADNc proviral a regiones del ADN celular que se
encuentran altamente empaquetadas, como las de los nucleosomas (Pryciak & Varmus, 1992). De esta
forma, el ADNCc retroviral queda integrado establemente al genoma de la célula formando el provirus.

La expresion del provirus se lleva a cabo a través de la maquinaria celular. La transcripcion del ADN
proviral genera un ARN mensajero (ARNm) de tamafio gendémico a partir del cual se generan ARNm de
tamafio subgenomico a través del empalme de exones («splicing»). Las moléculas de ARNm de tamafio
tanto completo como subgendmico son traducidas a proteinas (Coffin et al., 1997).

Las poliproteinas Gag y Gag—Pol se sintetizan a partir del ARNm de tamafio gendémico; sin embargo, se

9
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hallan en diferentes marcos de lectura. Para generar Gag—Pol, la lectura del ribosoma experimenta un
corrimiento de —1 en el marco de lectura de gag que lo ubica en el marco de pol. El cambio de marco de
lectura ocurre cada 10 a 20 eventos de traduccion, regulandose asi las cantidades relativas de los precurso-
res poliproteicos Gag y Gag—Pol sintetizados (Jacks et al., 1988).

En las Gltimas etapas del ciclo de replicacion, los precursores Gag y Gag—Pol se ensamblan en particu-
las virales las cuales incorporan al ARN gendmico viral y a la glicoproteina Env. Estas particulas son libera-
das al medio extracelular por brotacion a través de la membrana plasmética (Coffin et al., 1997).

Citoplasma

Figura 2: Ciclo de replicacién de los retrovirus. Luego de la union del retrovirus a su receptor en la superficie celular (1), las
membranas viral y celular se fusionan, permitiendo asi la entrada del «core» viral al citoplasma de la célula blanco (2). La TR viral
sintetiza el ADNc (3) que ingresa al nucleo (4) para luego integrarse al genoma celular mediante la accion de la IN (5). La maquinaria
transcripcional de la célula genera ARNm virales (6) que son traducidos a proteinas en el citoplasma (7). La proteina Env se
sintetiza en el reticulo endoplasmatico para luego seguir la via secretoria donde es glicosilada y clivada en las subunidades SU y
TM (8). Las proteinas Gag y el genoma viral se ensamblan en particulas en la cara interna de la membrana plasmatica (9). Las
particulas brotan al medio extracelular para luego madurar como consecuencia del clivaje de Gag y Gag-Pol por la PR viral (10).
Adaptado de Flint et al. (2000).

10
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Il. — Lentivirus

Los lentivirus, un género importante dentro de la familia Retroviridae, causan infecciones persistentes y
enfermedades degenerativas crénicas. Este grupo de virus cobré importancia con el aislamiento en 1983 del
virus de inmunodeficiencia de humanos (HIV) y el descubrimiento de que se trataba del agente causal del
sindrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA) de humanos.

II.1 - Clasificacion
En base al tropismo celular y a las manifestaciones clinicas de las enfermedades que producen, los

lentivirus se pueden dividir en dos grupos (Clements & Wong-Staal, 1992):

A. Virus que causan enfermedades especificas en distintos 6rganos mediadas por el sistema inmune.
Estos virus infectan predominantemente monocitos y macrofagos y comprenden, entre otros, al virus
maedi-visna y al virus de la artritis—encefalitis caprina.

B. Virus que causan inmunodeficiencia. Este grupo incluye a los virus de primates (HIV-1, HIV-2 y al virus de
inmunodeficiencia de simios, SIV), de felinos (FIV) y de bovinos (BIV). Estos virus infectan no sélo a las
células de la linea monocitos/macroéfagos, sino también a los linfocitos T. El sindrome de inmunodeficien-
cia es causado principalmente por la pérdida de linfocitos T CD4+.

II.2 — Organizacion Gen6émica

vpu
HIV-1 |
LTR gag vif LTR
C pol Y | Nt _>|_| nef
env
D(— rev —»
FIv
LTR gag vif env LTR

C | P[] e— e ——

Figura 3: Comparacion de la organizacion gendémica de HIV-1y FIV. Se indican los tres genes principa-
les gag, pol y env asi como los genes auxiliares en cada genoma viral.

Los lentivirus se caracterizan por poseer en su genoma, ademas de los genes gag, pol y env, marcos
abiertos de lectura adicionales. Estos marcos abiertos de lectura se encuentran entre los genes pol y envy
en el extremo 3' de env, y codifican para proteinas auxiliares que regulan el ciclo viral y contribuyen a la
patogénesis del virus (Clements & Wong-Staal, 1992).

De los genes auxiliares, caben destacar los que codifican para Tat y Rev. La proteina regulatoria Tat
estimula la transcripcion del genoma viral, mientras que Rev facilita la exportacion a citoplasma de ARNm
virales de tamafio gendmico (gag-pol) o con un Unico empalme de exones (ARNm de env) (Clements &
Wong-Staal, 1992).

Las demas proteinas auxiliares Nef, Vif, Vpr, Vpu y Vpx se consideran accesorias, ya que no son
necesarias para la replicacién de los virus en ciertas lineas celulares linfoideas. Sin embargo, si son esen-
ciales para la replicacion del virus en el animal hospedador (Coffin et al., 1997).

I1.3 — Estructuradel virién

En los lentivirus, la acumulacién de Gag en la membrana plasmatica de la célula infectada lleva al
ensamblado de viriones inmaduros que brotan de la superficie celular. Estas particulas virales inmaduras
son estructuras esféricas que al ser visualizadas al microscopio electrénico presentan un centro transluci-
do. El procesamiento proteolitico de Gag por la PR viral durante o inmediatamente después de la brotacion
induce la maduracion del virus, es decir, la reorganizacioén interna de la estructura del virion (Wiegers et al.,
1998). Las particulas lentivirales maduras poseen un diametro de aproximadamente 100 nm y exhiben un

11
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cono electrondenso que corresponde al «core» viral, formado por las proteinas virales CA, NC y el genoma
viral, que distingue a los lentivirus de los otros géneros de retrovirus (Figura 4).

El orden en que se presentan los dominios MA, CAy NC en el precursor poliproteico Gag coincide con
la posicion relativa que ocupan estas proteinas en la particula lentiviral luego del clivaje por la PR viral
(Hunter, 1994). En efecto, la cubierta proteica externa esta formada por la proteina MA que recubre al «core»
viral formado por la proteina CA que a su vez encierra al complejo NC-ARN gendmico viral (Figura 4).

Particula lentiviral
inmadura

U SU

E
m o T™ Y

fKNi ARN gendmico

Vpr viral
Gag-Pol ; :
Precursor - e Vo
; Wi W u Bicapa
o g lipidica

Cyclophilin

Mature
Cyclaphilin

«— HLA
class Il DR

HLA
clasa |

== Ppplides processed between CA and NC,
= between NC and p8. and
= digtal to PR.

Figura 4: Particulas inmadura y madura de HIV-1 como ejemplo de particula lentiviral. Se indican las proteinas Gag y Gag-Pol asi
como sus productos de clivaje. Los subunidades SU y TM de Env se hallan en la superficie de la particula lentiviral. La ciclofilina
es una proteina de la célula hospedadora que se incorpora exclusivamente a los viriones de HIV-1. En la particula viral madura se
puede ver el «core» caracteristico de los lentivirus. Adaptado de Coffin et al. (1997).
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1.4 — El domino matriz (MA) de Gag

El dominio amino-terminal de la poliproteina Gag de los lentivirus es el que origina la proteina MA como
consecuencia del clivaje por la PR viral. En la mayoria de los retrovirus, la poliproteina Gag es modificada
cotraduccionalmente, a nivel de la glicina en posicién 2, por la adicion de acido miristico. Esto ocurre una
vez que la metioninainiciadora es eliminaday el grupo amino del residuo glicina expuesto. Se ha demostra-
do que la adicidn de acido miristico a la poliproteina Gag de los lentivirus es esencial para el transporte de
Gag a la membrana plasmatica (Gottlinger et al., 1989). Ademas de la modificacién por miristilacion, existe
en el extremo amino de la MA una regién rica en aminoacidos basicos que contribuye a la asociacion de
Gag con la membrana plasmatica, estableciendo interacciones electrostaticas con los fosfolipidos acidicos
de la cara citoplasmatica de la membrana (Gonzalez et al., 1993; Zhou et al., 1994). Estudios de nuestro
laboratorio en SIV y de otros grupos en HIV-1 han demostrado que la MA cumple un rol fundamental en el
ensamblado (Freed et al., 1994; Gonzélez et al., 1993; Gonzéalez & Affranchino, 1995) y en la incorporacién
de Env a viriones (Freed & Martin, 1995; Gonzalez et al., 1996; Manrique et al., 2003; Murakami & Freed,
2000)

II.5 - El dominio capside (CA) de Gag

La proteina CA es el principal componente, en la particula viral madura, de la cubierta proteica que rodea
al complejo ribonucleoproteico formado por el genoma viral y la proteina NC, que se visualiza por microsco-
pia electronica como un cono electrondenso. El conjunto de la cubierta proteica formada por la CA y el
complejo ARN-NC se denomina «core» viral (Gelderblom, 1991).

En HIV-1, la proteina CA posee dos dominios funcionales: una regién amino que interviene en la madura-
cion del virién y en la incorporacion de la proteina celular ciclofilina A, y una region carboxilo que interviene
en las interacciones Gag—Gag necesarias para el ensamblado de particulas virales (Dorfman et al., 1994;
Mammano et al., 1994). Se han presentado evidencias que sugieren que la CA mediaria también la interac-
cién entre los precursores Gag y Gag—Pol (Srinivasakumar et al., 1995).

I1.6 — El dominio nucleocapside (NC) de Gag

La encapsidacion selectiva del ARN genomico viral respecto de ARN celulares y de ARNm virales subge-
némicos, es una etapa esencial en el ciclo de vida de los retrovirus. Este proceso requiere que la poliproteina
Gag reconozca una secuencia especifica en el ARN gendmico viral lamada sefial de encapsidacion (E), que
se localiza en el extremo 5” del genoma y se extiende en el gen gag (Jewell & Mansky, 2000). El dominio NC
de Gag es el responsable de mediar la interaccion entre el precursor Gag y el ARN gendmico viral. Todas las
proteinas NC de los retrovirus poseen un alto contenido de aminoacidos basicos y, con excepcion de los
virus espumosos, contienen una o dos copias de un motivo aminoacidico con la secuencia cisteina—X —
cisteina—X —histidina—X ,—cisteina (motivo Cis—His), capaz de unir al ion zinc. Este motivo es similar al deno-
minado «dedo de zinc» que poseen muchas proteinas con capacidad de asociarse a acidos nucleicos
(Jewell & Mansky, 2000). Se ha demostrado que substituciones aminoacidicas que afectan los residuos
basicos asi como los motivos Cis—His interfieren tanto con la capacidad de la NC de interactuar con el ARN
gendmico in vitro (Schmalzbauer et al., 1996) como con la habilidad de Gag de empaquetar el ARN in vivo
(Aldovini & Young, 1990; Dorfman et al., 1993; Gorelick et al., 1999).

Ademés de su rol en la encapsidacion del genoma viral, la NC de los lentivirus intervendria en las interac-
ciones Gag—Gag que conducen a la oligomerizacion de esta proteina y, en consecuencia, al ensamblado
viral. En efecto, cuando se introducen substituciones aminoacidicas en ambos motivos Cis—His de la NC de
HIV-1 se inhibe significativamente la liberacion de viriones al medio extracelular (Dorfman et al., 1993). Un
efecto inhibitorio similar sobre la formacién de viriones extracelulares se observa al mutar tanto los residuos
basicos presentes en el extremo amino de la NC de HIV-1 como aquéllos presentes entre ambos motivos
Cis—His (Dawson & Yu, 1998; Sandefur et al., 2000; Zhang & Barklis, 1997).

lll. — Virus de inmunodeficiencia de felinos (FIV)

FIV es un lentivirus que establece en sus hospedadores naturales (gato doméstico y felinos salvajes) una
infeccion persistente de linfocitos T, linfocitos B y macrofagos. Esta infeccion desencadena una enfermedad
inmunoldgica cuya progresion y sintomatologia clinicas son similares a las asociadas al SIDA de humanos
(Bendinelli et al., 1995). FIV se asemeja a los lentivirus de primates HIV y SIV en otros aspectos tales como
la morfologia del virion, la organizacion y variabilidad genémicas, el ciclo de replicacion, el potencial patogé-
nico y la susceptibilidad a drogas antivirales (Bendinelliet al., 1995).

Es por ello que el sistema FIV—gato doméstico se utiliza como modelo de las infecciones causadas por
HIV en estudios de patogénesis, de desarrollo de terapias antivirales y vacunas (Bendinelli et al., 1995).
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Ademas, la incapacidad de FIV de producir enfermedad en humanos ha permitido utilizar al genoma de FIV
como vector lentiviral en ensayos de terapia génica (Johnston & Power, 1999; Poeschla et al., 1998). Cabe
mencionar que los datos obtenidos sobre aspectos estructurales del genoma, como ser el nUmero de genes
y arboles filogenéticos basados en las secuencias de gag y pol, indican que FIV se halla en este sentido
mas emparentado con los lentivirus de animales no primates, como los virus de la anemia infecciosa equina
(EIAV), de la artritis encefalitis caprina y el maedi—visna, que a los lentivirus de primates HIV y SIV (Bendi-
nelli etal., 1995). Otra diferencia entre FIV y los lentivirus de primates la constituye el tipo de receptor celular
utilizado por los virus para ingresar a la célula hospedadora. Los virus HIV y SIV utilizan como receptores al
antigeno celular CD4 y a un miembro de la familia de las quimioguinas, como CXCR4 o CCR5 (Fenget al.,
1996). En cambio, FIV no utiliza al receptor CD4 en el proceso infectivo (Norimine et al., 1993), sino que
utiliza a CXCR4 (Poeschla & Looney, 1998) y al receptor celular CD134 (Shimojima et al., 2004).

Es interesante destacar que FIV, al igual que los lentivirus de animales no primates, posee una proteina
con actividad de dUTPasa. El marco de lectura que codifica para esta enzima se encuentra en el gen pol,
entre los marcos de lectura de la TR e IN (Figura 5). La enzima dUTPasa actlia disminuyendo la incorpora-
cion erronea de dUTP al ADN viral, lo que reduce el porcentaje de mutaciones y aumenta la estabilidad
genética del virus (Elder et al., 1992).

5 PR TR DU IN 3

Figura 5: Marcos abiertos de lectura del gen pol de FIV. PR, proteasa; TR, transcriptasa reversa; DU, proteina con actividad
dUTPasa; IN, integrasa.

Como se mencioné antes, FIV es un modelo adecuado para el estudio de las infecciones producidas por
HIV-1 en humanos. FIV es ademas un patdgeno importante de gatos domésticos en todo el mundo, por lo
gue su estudio es también relevante desde el punto de vista de la medicina veterinaria.

La proteina NC de FIV es un polipéptido de 84 aminoacidos y 9,1 KDa de peso molecular (Elder et al.,
1993) que posee dos motivos Cis—His 0 «dedos de zinc». Resultados de nuestro laboratorio demuestran que
la sustitucion de la primer cisteina por serina en el motivo Cis—His amino terminal de la NC interfiere tanto
con la capacidad de union de la NC al ARN genémico como con el ensamblado viral (Manrique et al., 2004).
En cambio, una mutacidn similar en el motivo Cis—His carboxilo terminal no afecta el ensamblado viral nila
interaccién de la NC con el ARN genomico (Manrique et al., 2004).

Dada la importancia del primer motivo Cis—His de la NC de FIV en la replicacion viral, se propuso:

Introducir substituciones aminoacidicas adicionales en el «dedo de zinc» amino terminal de la NC de

FIV.

Estudiar el efecto de las mutaciones introducidas en la NC de FIV sobre su capacidad de unir al ARN

gendmico viral mediante ensayos de Northwestern.

I. - Amplificacion de la regién codificante para la proteina NC de FIV y clonado en el vector
pGEX-2T

La region codificante para la NC de FIV (aislamiento Petaluma) fue amplificada utilizando la técnica de
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) para luego ser clonada en el vector pGEX-2T (Amersham Bios-
ciences) como hemos descripto recientemente (Manrique et al., 2004).

Para ello, se utilizaron los siguientes oligonucleétidos sintéticos iniciadores:

Iniciador 5’: 5" AAAGGATCC GTAGTG CAATCAAAAGGA 3
BamHlI

Iniciador 3': 5° TTGGATATC TACCTACTT TAT TAT AAT 3’
EcoRV

Eliniciador 5" hibrida con el extremo 5’ de la NC de FIV (nucleétidos [nt] 1717-1743) y agrega un sitio de
reconocimiento para la endonucleasa de restriccion BamHI. El iniciador 3 hibrida con el extremo 3’ del gen
de la NC (nt 2007-1981) y agrega un sitio de reconocimiento para la endonucleasa Eco RV, que deja
extremos romos.

El producto de amplificacion por PCR se digirié con las endonucleasas BamHI y EcoRV y fue ligado al
vector pGEX-2T digerido por las enzimas BamHI y Smal (Figura 6). De esta forma, el marco de lectura de la
NC de FIV queda en fase con el de la glutation-S-transferasa (GST) de Schistosoma japonicum. Asi, el
plasmido dirige la sintesis de la proteina de fusion GST-NC (FIV).
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BamHlI NF EcoRV
FIV
BamHl Smal
pGEX-NC

ori

Figura 6: Esquema del clon del gen de la NC de FIV en el plasmido pGEX-2T. Se indican el origen de replicacion del plasmido (ori),
el gen de la R-lactamasa (Amp"), el promotor tac (Ptac), el gen de la glutatién-S-transferasa (GST) y el gen de la NC de FIV.

Il. - Mutagénesis dirigida de la region codificante para la proteina NC de FIV

La mutagénesis dirigida de la NC de FIV se realiz6 utilizando el método de PCR asimétrica descripto por
Perrin y Gilliland (1990) con algunas modificaciones introducidas por nuestro laboratorio (Gonzalez et al.,
1993). Como molde se utilizo el gen de la NC de FIV clonado en el vector pPGEX-2T (Figura 6; Manrique et
al., 2004).

El método consta de dos etapas: en la primera etapa se utilizé un iniciador 5’ que hibrida con la region 3
del gen de la GST presente en el plasmido pGEX-NC y un oligonucledtido iniciador 3’ (antisentido) que lleva
la mutacion deseada. Como se utilizaron los iniciadores 5’y 3’ en una relacion molar 50:1, el producto final
de esta reaccién es una molécula de ADN simple cadena que lleva la mutacion deseada.

Representacién esquematica de la primera etapa de amplificacion:

<X iniciador 3' mutagénico

5 3 Molde de ADN salvaje
3 5
iniciador 5°  =—>
LPCR
5 X » ADN simple cadena mutado

Los iniciadores para la primera etapa se detallan a continuacion, destacandose en color los cambios
nucleotidicos introducidos. Se indican ademas las substituciones aminoacidicas introducidas en la NC de
FIV:

Iniciador 5: 5" GTACTT GAAATC CAG CAAGTA 3
nt 830-851 del plasmido pGEX-NC

Iniciadores mutagénicos:

Iniciador3: 5 GTCCTGGTTT TCCACAATT AAAAC 3 Mutacion: K15G
nt 1780-1757 del genoma de FIV

Iniciador3: 5 GCTAGATGTCCGGCTTTTTTACAA 3 Mutaciéon: P17A
nt 1787-1764 del genoma de FIV
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Iniciador3: 5 GCTAGATGTCCTTCTTTTTTACAA 3 Mutacion: P17E
nt 1787-1764 del genoma de FIV

Iniciador 3= 5 ACATTGTCTTGCTGAATGTCCTGG 3 Mutacion: L20S
nt 1797-1774 del genoma de FIV

Iniciador3 5 TTGTCTTGC TGAATGTCCTTCTTTTCCACAATTAAAACACAC 3
Mutacion: K15G/ P17E /L20S nt 1794-1753 del genoma FIV

La primera reaccion de PCR se realizé segln el siguiente esquema: primero, 5 minutos a 94° C para
desnaturalizar el molde de ADN, seguido de 30 ciclos de 30 segundos a 94 °C, 1 minuto a 55 °C y 1 minuto
a 68 °C. Para las reacciones de PCR se utilizd la ADN polimerasa Elongase Mix (Invitrogen), que posee
actividad 3"'! 5" correctora, en un buffer conteniendo 60 mM Tris-SO, (pH 9,1 a 25 °C), 18 mM (NH,),SO, y
1,6 mM MgSO,. Las reacciones se realizaron en un ciclador MJ Research.

Para purificar el producto simple cadena de la primera etapa de amplificacion se utilizo el método de
Tautz y Renz (1983). Primero, se sometid el producto de PCR a electroforesis en gel de agarosa 2% en
buffer 1XTBE (90 mM Tris-Borato; 2 mM EDTA [pH 8,3]). Luego se corté la banda de ADN del gel y se incubd
durante 30 minutos en una solucion de acetato de sodio 0,3 M (pH 7). Se colocé entonces la banda de
agarosa en un tubo eppendorf de 500 il con el fondo perforado y el orificio cubierto con lana de vidrio. El tubo
con el fragmento de agarosa se congeld a —80 °C, se coloc6 dentro de un tubo eppendorf de 1,5 mly el
dispositivo se centrifugd 5 minutos a 16.000 xg. La agarosa quedo retenida en la lana de vidrio mientras que
la solucion de ADN se recogi6 en el tubo de 1,5 ml. EI ADN eluido se precipité agregando tres volimenes de
etanol absoluto e incubando la solucién a—20 °C durante toda la noche. El producto de ADN simple cadena
se recupero por centrifugacion a 16.000 xg durante 20 minutos, se lavo con etanol 70% y se resuspendié en
agua bidestilada.

Representacion esquematica de la segunda etapa de amplificacion:

<« Iniciador 3
3
3 5
5 ) Producto de ADN simple cadena de la primera
etapa
l PCR
5 X 3" ADN doble cadena
mutado
3 N 5

En esta segunda etapa, se utilizaron como iniciadores 5’ los productos de ADN simple cadena llevando
la mutacién (obtenidos en la primera etapa de la reaccidon de mutagénesis dirigida) y un iniciador 3’ que
hibrida en el extremo 3" del gen de la NC. Este ultimo oligonucleétido lleva el sitio de reconocimiento para la
enzima EcoRV:

EcoRV
Iniciador 3': 5 TTG GAT ATC TAC CTACTT TAT TAT AAT 3
nt 2008-1982 del genoma de FIV

La segunda etapa de PCR se realizé en las mismas condiciones que la primera etapa pero utilizando
cantidades equimoleculares del iniciador 5” (producto simple cadena) y del iniciador 3". El producto obtenido
se incubd durante 2 horas a 37 °C con proteinasa K (100 ig/ml) para luego inactivar la enzima incubando 10
minutos a 68 °C. Posteriormente, se realizaron dos extracciones con fenol-cloroformo y el producto se
precipité llevando la solucidn a una concentracion 0,3 M de acetato de sodio (pH 5,2) y agregando dos
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volumenes de etanol absoluto. Finalmente, el ADN se recuperé por centrifugacién a 16.000 xg como se
describi6 antes.

lll. — Clonado de los productos de la mutagénesis dirigida en el vector pGEX-2T

Todos los productos de la mutagénesis dirigida generados como se describe en la Seccion Il de Materia-
les y Métodos incluyen laregion 3" del gen de la GST y versiones mutadas del gen que codifica para la NC
de FIV. Estos productos exhiben por lo tanto un sitio de reconocimiento para la enzima BamHI en el extremo
5" delgendelaNC.

Los productos de la mutagénesis dirigida se digirieron entonces con las endonucleasas de restriccion
BamHI y EcoRV y se purificaron a partir de un gel de agarosa por el método descripto en el punto anterior.

Luego, los productos se ligaron al vector pGEX-2T digerido con las enzimas BamHI y Smal. La ligacion
se realizo con la enzima ADN ligasa del bacteriéfago T4 (Invitrogen) en el buffer de ligacién conteniendo
50mM Tris-HCI (pH 7,6); 10 mM MgCl; 1 mM DTT, 5% polietilénglicol-8000 y 1 mM ATP. La reaccion se
realizo en un volumen final de 101l y se incub6 a 16° C durante toda la noche.

IV. - Transformacién de bacterias Escherichia coli competentes

Los productos de la ligacidn de los genes NC mutados de FIV en el vector pPGEX-2T se utilizaron para
transformar bacterias E. coli competentes de la cepa DH54 (F- O80dLacZ «M15 «[lac Z YA-argF]U169 deoR
rec Al endAl hsdR17 (r,;, m,*) phoA supE44¢ thi-1 gyrA96 relAl; Invitrogen). Las bacterias competentes se
prepararon siguiendo el protocolo de Hanahan (1983).

Para la transformacién se descongelaron las bacterias competentes a temperatura ambiente y, una vez
descongeladas, se las incub6 10 minutos en hielo. Se agregaron entonces 50 il de bacterias competentes
a cada mezcla de ligacién y se incubé en hielo durante 30 minutos. Luego, se incubd la mezcla 90 segundos
a 42 °C, y en hielo dos minutos.

Posteriormente, se agregaron 200 il de medio LB (1% triptona; 0,5% extracto de levadura; 1% NaCl) y se
incubd a 37 °C durante 1 hora. Por ultimo, se plaquearon las bacterias en LB — 1,5% agar conteniendo 100
ig/ml de ampicilina, para seleccionar las bacterias recombinantes, que se dejaron crecer a 37 °C durante
toda la noche.

V. - Purificacion del ADN plasmidico

De las placas de bacterias transformadas con los productos de la ligacion de los genes NC mutados de
FIV al vector pPGEX-2T se tomaron colonias que fueron crecidas en 2 ml de medio LB conteniendo 100 ig/ml
de ampicilina.

EI ADN plasmidico de los cultivos bacterianos se purificé utilizando un método basado en el de la lisis por
calor (Holmes & Quigley, 1981) pero con modificaciones. Se centrifugaron las bacterias a 16.000 xg durante
3 minutos y se resuspendié el sedimento en 100 il de buffer TELT (50 mM Tris-HCI [pH7,5]; 62,5 mM EDTA,
0,4% Tritén-X-100; 2,5 M LIiCl; 100 ig/ml lisozima). Para lisar las bacterias se incubaron a temperatura
ambiente durante 5 minutos, se hirvieron luego por un minuto y se dejaron en hielo durante dos minutos. Las
preparaciones se centrifugaron a 16.000 xg por 20 minutos y se descart6 el sedimento correspondiente al
ADN cromosomal. Al sobrenadante resultante se le agregé 1 volumen de isopropanol para precipitar el ADN
plasmidico. Luego de 20 minutos a temperatura ambiente, se centrifugaron las muestras a 16.000 xg duran-
te 20 minutos y el ADN plasmidico se resuspendié en agua bidestilada.

Para identificar los clones recombinantes, el ADN plasmidico obtenido se digirié con la endonucleasa de
restriccion Pstl (ver Resultados).

VI. - Secuenciacion por el método de Sanger
La presencia de las mutaciones deseadas en el gen de la NC de FIV se verificé secuenciando los
insertos de los clones recombinantes. Para ello se utilizé el método de Sanger (Sangeret al., 1977).

A. Preparaciéon del molde de ADN

ElI ADN plasmidico que se utilizé como molde para la reaccion de Sanger se purifico utilizando el método
de la lisis alcalina (Wizard plus SV Minipreps Kit, Promega). Se desnaturalizaron 2 ig de ADN plasmidico
llevando la solucion a una concentracion de 0,2 N NaOH e incubandola durante 10 minutos. EI ADN desna-
turalizado se precipité por agregado de acetato de sodio (pH 5,2) hasta una concentracién final de 0,3 My
dos volumenes de etanol absoluto. Se incub6 durante 10 minutos a—80 °C y luego se centrifugd a 16.000 xg
para sedimentar el ADN plasmidico. El ADN recuperado se resuspendié en 10il de agua bidestilada.
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B. Reaccion de hibridacion

Se agregaron al ADN 2 il de buffer de hibridacion (300 mM Tris-HCI [pH 7,5]; 100 mM MgCl,; 160 mM DTT)
y 2 il de una solucion 3 1M del oligonucledtido iniciador 5 GST (ver secuencia en el punto Il de Materiales y
Métodos) y la mezcla se incubé a 65 °C durante 5 minutos, luego a 37 °C durante 10 minutos y finalmente,
a temperatura ambiente durante 5 minutos. Se adicionaron a la mezcla 10 iCi de [a-*S] dATP (1000 Ci/
mmol, NEN), 3il de unamezcla 1,5iM de dGTP, dCTP y dTTP y 2 unidades de ADN polimerasa del fago T7
modificada (Sequenase, Amersham Biosciences). La reaccion se incub6 durante 5 minutos a temperatura
ambiente.

C. Elongacidn y terminacion de la cadena

Se prepararon 4 tubos de 1,5 ml (rotulados G, A, T, C) conteniendo 2,5 il de las mezclas de terminacién
(80 iIM dGTP, 80 iM dATP, 80 iM dCTP, 80 iM dTTP y 8 iM ddGTP o ddATP o ddCTP o ddTTP, segin
corresponda). A cada tubo se le agregaron 4,51l de la mezcla de la etapa anterior y se incub6 a 37° C durante
5 minutos. La reaccidn se detuvo con el agregado de 5il de una solucién conteniendo 95% formamida; 20
mM EDTA, 0,05% azul de bromofenol y 0,05% xilen-cianol FF. Las reacciones se resolvieron por electrofo-
resis en gel de 5% poliacrilamida conteniendo 8 M urea en buffer TBE. Los productos de la reaccion de
secuenciacion se visualizaron por autorradiografia del gel con pelicula X-OMAT AR-5 (Eastman KODAK).

VII. - Expresién de las proteinas NC de FIV en bacterias

Se realizaron cultivos de bacterias E. coli (cepa DH5a) transformadas con los distintos clones pGEX-NC
en medio LB conteniendo 50 ig/ml de ampicilina y se crecieron durante 16 horas a 37 °C con agitacion.
Luego se diluyeron los cultivos 1/25 con medio de cultivo fresco y se crecieron a 37 °C durante 150 minutos.
Se agreg06 a cada cultivo isopropil-a-D-tiogalactopiranésido (IPTG) en concentracion final LmM para inducir
la expresion de las proteinas de fusion GST-NC. A las 5 horas posinduccién con IPTG, las bacterias se
recuperaron por centrifugacion a 16.000 xg durante 2 minutos y el sedimento se resuspendid en 200 il de
buffer Laemmli 1X (62 mM Tris-HCI [pH 6,8]; 2% SDS; 100 mM DTT; 10% glicerol; 0,01% azul de bromofenol)
(Laemmli, 1970).

VIII. - Electroforesis en geles de poliacrilamida y transferencia a membranas de nitrocelulosa

Las proteinas de fusion GST-NC se analizaron por electroforesis en geles de 0,1% SDS — 10% poliacri-
lamida. La visualizacion de las bandas proteicas se realiz6 por tincion con Safe Stain (Invitrogen).

Geles conteniendo cantidades equivalentes de las proteinas de fusién se electrotransfirieron a membra-
nas de nitrocelulosa (Hybond ECL, Amersham Biosciences) utilizando el sistema Trans—Blot Semi—Dry
Transfer Cell (Bio—Rad Laboratories, Inc.). La transferencia se realizé en un buffer conteniendo 25 mM Tris
base, 192 mM glicina, 20% metanol y se aplicé un voltaje constante de 15 V durante 90 minutos.

IX. - Amplificacién y clonado de laregion 5 del genoma de FIV

Para generar la sonda de ARN gendmico de FIV para ser utilizada en los ensayos de Northwestern se
empleé el plasmido pGEM-RUS5 construido por nuestro laboratorio (Manrique et al., 2004) que contiene la
sefial de encapsidacion del genoma de FIV (Kemler et al., 2002). El inserto del plasmido pGEM-RU5
incluye los elementos R y U5 del LTR de FIV y los primeros 320 nucle6tidos del gen gag.

Para la amplificacion de esta region del genoma de FIV se utilizaron los siguientes oligonucle6tidos
sintéticos:

Iniciador 5. 5 AAAGGG CCCGGAGTCTCTTTGTTGA 3
Apal

Iniciador 3 5 TACGTC GAC TCAGCTGCAGCAGCAG 3
Sall

El iniciador 5’ hibrida con los nucle6tidos 216-231 del LTR de FIV y el 3" es complementario a los
nucleétidos 947-932 del gen gag de FIV. En la secuencia de los oligonucleétidos iniciadores se incluyeron
los sitios de reconocimiento para las endonucleasas Apal y Sall para facilitar el clonado del producto ampli-
ficado en el vector. La reaccion de PCR se realiz6 como se describio antes.

El producto de PCR se digiri6 con Sall y Apal, se cloné en el vector pPGEM-5Zf (Promega) previamente
tratado con las mismas enzimas de restriccion. De esta forma, el fragmento del genoma de FIV queda bajo
el control del promotor T7 localizado en la direccion 5 respecto del sitio Apal de la regién de clonado
multiple del plasmido.
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X. - Transcripcionin vitro

Para generar la sonda de ARN marcada radioactivamente se utiliz6 como molde el plasmido pGEM—-RU5
linealizado con la endonucleasa de restriccion Sall.

La transcripcion in vitro se realiz6 en un volumen final de 20 il conteniendo 20 unidades de ARN polime-
rasa del fago T7 (Promega), 2 ig de molde de ADN; 40 mM Tris-HCI (pH 7,9); 6 mM MgCl,; 10 mM NaCl; 2
mM espermidina; 10 mM DTT; 40 U del inhibidor de ribonucleasas RNasin (Promega); 0,5 mM de ATP, GTP,
CTP; 12,5iMde UTPy 100iCi de [a-**S] UTP (1250 Ci/mmol). Se incubé la reaccion a 37 °C durante 1 hora.
El molde de ADN fue eliminado incubando a 37° C durante 15 minutos con 1 U de DNasa | (libre de RNasas).
Se realizaron luego dos extracciones con una mezcla 1:1 de fenol-cloroformo. El ARN se precipitd agregan-
do acetato de sodio hasta 0,3 My 3 volimenes de etanol absoluto. EI ARN se sedimentd por centrifugacion
a 16.000 xg y se resuspendid en agua bidestilada.

XI. - Northwestern Blot

Las proteinas de fusion GST—NC electrotransferidas a nitrocelulosa se renaturalizaron incubando la mem-
brana a 4 °C durante 16 horas en buffer de Northwestern (NW) conteniendo 30 mM Hepes (acido N-2-
hidroxietilpiperazina-N'-2-etanosulfénico)-KOH (pH7,5); 400 mM KCI; 10iM ZnCl,; 2mM DTTy 0,5 mg/ ml de
heparina. Luego se agregaron a las membranas 3-6 x 10° cpm de la sonda de ARN gendmico de FIV y se
incubd a temperatura ambiente durante dos horas con agitacion constante. Posteriormente, las membranas
se lavaron dos veces durante 10 minutos con buffer NW con heparina y otras dos veces con buffer NW sin
heparina. La unién de la sonda de ARN a las proteinas NC de FIV se visualiz6 por autorradiografia exponien-
do lamembrana a una pelicula Biomax MS LE (KODAK) con una pantalla intensificadora Trans Screen Low
Energy (KODAK).

I. - Mutagénesis dirigida de la NC de FIV

Las proteinas NC de los virus HIV-1, SIVy FIV poseen dos motivos Cis—His. Como muestra la figura 7, el
motivo més cercano al extremo amino terminal de la NC se halla muy conservado en los tres virus. Sin
embargo, el motivo Cis—His de FIV difiere del resto en las posiciones 15, 17 y 20 (Figura 7).

FIVI1I1 CFNCKKPGHLARQC 24

SIV11 CWNCGKEGHSARQC?24

HV 15 CFNCGKEGHTARNC 28
Cr NC K GH AR=*C

Figura 7: Alineamiento de las secuencias aminoacidicas del motivo Cis—His amino terminal de la proteina NC de FIV (clon molecular
FIV-14 del aislamiento Petaluma), SIV (clon molecular PBj1.9) y HIV=1 (clon molecular HXB2). Los aminoacidos idénticos presentes
en las tres proteinas se indican debajo del alineamiento, mientras que los aminoacidos similares se denotan con asteriscos. Las
posiciones en las que el dominio Cis—His de FIV difiere de los de HIV y SIV se resaltan en letras negritas.

Para estudiar la relevancia funcional de los aminoacidos que son especificos del dominio Cis—His de la
NC de FIV, se sustituyeron los mismos en forma individual o conjunta por aquellos presentes en otro dominio
Cis—His funcional, el de la NC de SIV. Las mutaciones introducidas en la NC de FIV fueron: K15G, P17Ey
L20S. La relevancia de la prolina conservada en la posicion 17 de la NC de FIV fue estudiada realizando
ademas la sustitucién conservativa P17A. Ademas, se generé una NC mutante de FIV llevando el cambio
triple K15G/P17E/L20S. Este ultimo exhibe entonces un dominio Cis—His amino terminal practicamente
idéntico al de la NC de SIV.

Las mutaciones en el gen NC de FIV se introdujeron mediante la técnica de PCR asimétrica utilizando
como templado el gen NC salvaje de FIV clonado en el vector pPGEX-2T como se describié en Materiales y
Métodos (Seccion I1).

Al analizar por electroforesis en geles de agarosa los productos de la primera etapa de la reaccién de
mutagénesis dirigida, se visualizaron productos de ADN tanto simple como doble cadena (Figura 8).
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Mutacion

1200 PD wm

600 P =

Producto de PCR
/7 simple cadena
\

Producto de PCR
doble cadena

300 pb ==

100 pb ==

Figura 8: Electroforesis en gel 2% agarosa de los productos de la primera etapa de la reaccion de mutagénesis dirigida. Se indican
las posiciones de los fragmentos de ADN simple y doble cadena asi como las de algunas de las bandas del marcador de peso
molecular (M, 100 bp ladder, Invitrogen). KPL corresponde a la mutacion triple K15G/P17E/L20S.

El producto simple cadena purificado como se describié en Materiales y Métodos se utiliz6 como inicia-
dor 5" en la segunda etapa de la reaccion de mutagénesis. Como resultado de esto, se obtuvieron fragmen-
tos de ADN doble cadena de 385 pb que corresponden a los genes NC mutados (Figura 9).

Mutacion

Producto final de la
mutagénesis
(385 pb)

400 ph ==
300 pb ==

Figura 9: Electroforesis en gel 2% agarosa de los productos de la segunda etapa de la mutagénesis dirigida. M, marcador de peso
molecular (100 bp ladder, Invitrogen). KPL corresponde a la mutacion K15G/P17E/L20S.
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II. - Identificacién de clones recombinantes

Los productos de ADN doble cadena obtenidos de la mutagénesis dirigida fueron digeridos con BamHI y
EcoRV y ligados al vector pGEX-2T digerido con BamHI y Smal. Las mezclas de ligacién se usaron para
transformar bacterias E. coli DH54. Se seleccionaron 3 colonias al azar de cada placa de petri, se purificé el
ADN plasmidico y se llevé a cabo una digestién con la enzima de restriccion Pstl que corta la construccion
segun el siguiente esquema:

5204

930

180 pb
pPGEX-NC

76 pb Pstl

2153
Pstl

Figura 10: Esquema del plasmido pGEX — NC. Se indican los sitios de corte de la enzima Pstl en el plasmido y en el gen de la NC
(en rojo).

Debido a que la enzima Pstl tiene un sitio de corte en el vector y otro en el gen de la NC, los clones
positivos para el inserto seran aquellos que exhiban dos bandas de 4161y 1043 pb. En cambio, los clones
negativos presentaran una Unica banda correspondiente al plasmido linealizado.

Como se muestra en la Figura 11, los tres clones seleccionados de los mutantes K15G, L20S y K15G/
P17E/L20S contenian el inserto, mientras que para los mutantes P17A y P17E solamente dos de los tres

clones exhibian inserto.
K15G P17A P17E

1 2 3M1 2 3 1 2 3

123 M1 2 3

L20S KPL

Figura 11: Electroforesis en gel de 1% agarosa de las digestiones con Pstl de los plasmidos correspondientes a los clones K15G,
P17A, P17E, L20S y K15G/P17E/L20S. M, marcador de peso molecular (1 Kb ladder, Invitrogen).
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. - Secuenciacion de los genes NC mutados

Los clones recombinantes correspondientes a los genes NC K15G, P17A, P17E, L20S y K15G/P17E/
L20S fueron secuenciados utilizando el método de Sanger para verificar la presencia de las mutaciones
deseadas en las construcciénes pGEX-NC. En la figura 12 se muestran las autorradiografias de los geles de
secuencia exhibiendo las mutaciones introducidas en el gen de la NC.
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Figura 12: A.

G
GGA
v\ v Q S K 6 S G P V C F N cC K"

GTA GTG CAA TCA AAA GGA TCA GGA CCA GTG TGT TTT AAT TGT AAA

A S

GCC TCA
K P ¢ H L A~ R Q C R E V K K C

®AA CCA GGA CAT CTA GCA AGA CAA TGT AGA GAA GTG AAA AAA TGT
E

GAA
N K ¢ 6 K P G H V A A K C W Q

AAT AAA TGT GGA AAA CCT GGT CAT GTA GCT GCC AAA TGT TGG CAA

G¥ N R K N S G N W K A G R A A
GGA AAT AGA AAG AAT TCG GGA AAC TGG AAG GCG GGG CGA GCT GCA

A" PV N Q M
GCC CCA GTG AAT CAA ATG

Figura 12: A. Productos de la secuenciacion por el método de Sanger de los genes de la NC de FIV mutados K15G, P17E, L20S
y KPL visualizados por autorradiografia. Al costado de cada autorradiografia se indica la secuencia correspondiente y los
aminoéacidos que codifica, los aminoacidos marcados con * corresponden a los cambios introducidos. B. Secuencia salvaje de la
region NC de gag y los aminoacidos que codifica. Se muestran las sustituciones realizadas en las posiciones 15, 17 y 20. Ademas
se muestra en rojo la ubicacion del motivo Cis—His amino terminal y en azul la del motivo carboxilo terminal.
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IV. - Analisis de la expresion en E. coli de las proteinas NC mutantes

Como primer paso, se realiz6 el andlisis de la expresion de las proteinas NC salvaje y mutantes de FIV
como proteinas de fusién con la GST. Para ello, cultivos de los clones bacterianos llevando el plasmido
PGEX-NC_, . olos plasmidos pGEX-NC, .., PGEX-NC, ., pPGEX-NC, .., PGEX-NC . 0 pGEX-NC,,
fueron inducidos con IPTG como se describe en Materiales y Métodos. También se realizo la expresion de
la GST utilizando bacterias transformadas con el plasmido pGEX-2T sin inserto. Los lisados bacterianos se
analizaron por electroforesis en un gel 0,1% SDS-10% poliacrilamida.

Como muestra la Figura 13, las proteinas de fusién entre GST-NC mutantes se expresaron en niveles
similares a los de la GST-NC salvaje. Por otro lado, en todos los casos las movilidades electroforéticas
exhibidas por las proteinas de fusion fueron similares a las esperadas.

&

& O v & O

ST &
—37.4

GST-NC e S S S S

GST == -
—_—26,6

Figura 13: Electroforesis en gel 0,1% SDS — 10% poliacrilamida de los lisados de las bacterias expresando como proteinas de
fusién con GST, las proteinas NC salvaje y mutantes (K15G, P17A, P17E, L20S y KPL). Las proteinas se visualizaron por tincion
con Safe Stain (Invitrogen). Las movilidades de las proteinas y de los marcadores de peso molecular (en KDa) se indican al
costado de la figura.

V. - Efecto de las mutaciones K15G, P17A, P17E, L20S y K15G/P17E/L20S sobrelaunién dela NC
al ARN gendmico viral de FIV

Se ha demostrado que ARNs conteniendo la sefial E del genoma de HIV-1 son capaces de unirse
especificamente a proteinas Gag o NC expresadas en bacterias e inmovilizadas en membranas de nitroce-
lulosa (Luban & Goff, 1991; Schmalzbauer et al., 1996). Recientemente, hemos utilizado un ensayo similar
para analizar la capacidad de union a ARN genémico de una serie de mutantes de la proteina NC de FIV
(Manrigue et al., 2004).

Para estudiar entonces el efecto sobre la capacidad de unién de la NC de FIV al ARN gendmico viral de
las mutaciones K15G, P17A, P17E, L20S y K15G/P17E/L20S introducidas en la NC se realizaron ensayos
de Northwestern como se describe en Materiales y Métodos.

Para ello, las proteinas de fusion GST-NC salvaje y mutadas se resolvieron en geles 0,1% SDS — 10%
poliacrilamiday se electrotransfirieron a membranas de nitrocelulosa. Como control negativo se incluy6 en
los geles una muestra de lisados de bacterias expresando la GST. Las membranas se incubaron con una
sonda de ARN gendmico de FIV que contiene la sefial de empaquetamiento descripta por Kemler et al.(2002).
Como muestra la Figura 14, las proteinas NC mutantes K15G y P17A unen ARN gendmico con una eficien-
cia similar a la de la NC salvaje. En cambio, las mutaciones P17E, L20S y K15G/P17E/L20S interfieren con
la capacidad de la NC de unir ARN gendmico. Como se esperaba, la proteina GST fue incapaz de unir ala
sonda de ARN .

Al cuantificar el grado de asociacion del ARN genémico a las NC mutantes con respecto al exhibido
por la NC salvaje en tres experimentos independientes, se determiné que las proteinas K15G y P17A
exhiben una capacidad de unién de 96,5 +18,0% y 89,6 £8,4% respecto de la NC salvaje (Figura 15). En
cambio, la NC P17E unié ARN genémico viral con una eficiencia del 42,5 £5,5% respecto de la NC salvaje
(Figura 15). El efecto inhibitorio méas drastico sobre la capacidad de unién de la NC de FIV al ARN se observd
con las mutaciones L20S y K15G/P17E/L20S. En efecto, las proteinas NC L20S y K15G/P17E/L20S unen
la sonda de ARN con eficiencias de solamente un 22,4 +4,8%y 3,3 +2,7%, respectivamente (Figura 15).
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Figura 14: Andlisis de la capacidad de union de las proteinas NC salvaje y mutantes al ARN genémico de FIV. Las proteinas de
fusion GST-NC se resolvieron en un gel 0,1% SDS — 10% poliacrilamida y se electrotransfirieron a una membrana de nitrocelulosa.
La membrana se hizo reaccionar con la sonda radioactiva correspondiente al extremo 5" del genoma de FIV (ver Materiales y
Métodos). Se indica la posicién de los marcadores de peso molecular (en KDa).
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Figura 15: Efecto de las mutaciones en la NC de FIV sobre su capacidad de unién al ARN gendmico viral. El grado de unién de cada
proteina a la sonda de ARN fue cuantificado por densitometria de las autorradiografias de las membranas sometidas a ensayo de
Northwestern y referido a lo obtenido con la proteina NC salvaje (considerado como 100%). Los valores representan el valor
promedio + desviacion standard de tres experimentos independientes.
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En comparacion con la abundante informacién disponible sobre la proteina NC de HIV-1, es escaso el
conocimiento respecto del rol que cumple la proteina NC en el ciclo de vida de los lentivirus de animales no
primates. Dado que el sistema FIV—gato doméstico es utilizado como modelo animal de las infecciones
causadas por HIV-1, y que las proteinas NC retrovirales son reconocidas como un blanco potencial para
intervenciones terapéuticas, resulta entonces importante caracterizar los dominios funcionales de la protei-
na NC de FIV. Esta informacion contribuira no solo al conocimiento de las funciones desarrolladas por las
proteinas virales de los lentivirus, sino también al desarrollo racional de estrategias antivirales dirigidas
contra HIV y lentivirus animales.

Recientemente, nuestro laboratorio demostré que el motivo «dedo de zinc» amino terminal de la proteina
NC de FIV es més importante que el motivo carboxilo terminal no sélo para la unién del ARN gendmico viral,
sino también para el ensamblado eficiente de Gag en viriones (Manrique et al., 2004). Esta conclusién
motivo el estudio en mayor profundidad del motivo Cis—His amino terminal de la proteina NC de FIV cuyos
resultados se presentan en esta Tesis de Licenciatura.

En aquellos retrovirus cuya proteina NC exhibe dos motivos Cis—His, el motivo amino terminal se halla
mas evolutivamente conservado (Jewell & Mansky, 2000). En efecto, el motivo Cis—His amino terminal de
FIV difiere Gnicamente en tres posiciones aminoacidicas respecto del de la NC de los virus HIV y SIV.
Decidimos entonces sustituir los aminoacidos de la NC de FIV presentes en estas posiciones por aquéllos
exhibidos por la de SIV en las posiciones equivalentes. Las proteinas NC mutantes de FIV se expresaron
como fusion con la GST para luego analizar su capacidad de unién a una sonda radioactiva de ARN genémi-
co viral mediante ensayos de Northwestern.

La sustitucion de la lisina en posicion 15 por glicina (mutacion K15G) no alter6 la capacidad de unién de
la NC al ARN genomico respecto de la capacidad de la NC salvaje. En cambio, el reemplazo de la prolina en
posicidn 17 por acido glutamico (mutacion P17E) y de la leucina en posicién 20 por serina (mutacion L20S)
redujo la unién de la proteina NC al ARN genémico en aproximadamente un 60% y 80%, respectivamente,
en comparacion con la actividad exhibida por la proteina NC salvaje. Es interesante destacar que al reempla-
zar simultaneamente en la NC de FIV los aminoacidos presentes en las posiciones 15, 17 y 20 del motivo
Cis—His amino terminal por aquéllos presentes en la NC de SIV, se inhibe casi por completo la capacidad de
la NC de unir a la sonda de ARN. Estos resultados indican que alin aquellos aminoacidos que son especi-
ficos del motivo Cis—His amino terminal de la NC de FIV y que ademas no participan en la coordinacion del
i6n zinc, son no obstante necesarios para la funcién de la NC de FIV en el empaquetamiento del ARN
genomico viral. Nuestros estudios indican que el dominio Cis—His amino terminal de la NC de FIV tolera
desde el punto de vista funcional solamente el reemplazo de la lisina en posicion 15 y una sustitucion
conservativa en posicién 17 (mutacion P17A).

Al comparar las propiedades de la NC de FIV con las de HIV-1 surge que en ambos virus el dominio Cis—
His amino terminal juega un rol preponderante en el empaquetamiento del ARN gendmico viral. En efecto, en
HIV-1 el motivo «dedo de zinc» amino terminal es también mas sensible a alteraciones de su secuencia
aminoacidica, en lo que respecta a la union al ARN, que el motivo carboxilo terminal (Schwartz et al., 1997).
Sin embargo, a diferencia de lo que mostramos en esta Tesis de Licenciatura para FIV, sustituciones
aminoacidicas en los residuos que no coordinan zinc del motivo Cis—His amino terminal de la NC de HIV-1
tienen poco efecto sobre el empaquetamiento del ARN gendmico viral (Dorfman et al., 1993).

Las proteinas NC de FIV y HIV-1 difieren ademas en el rol que desempefian los motivos Cis—His en el
ensamblado viral. Hemos demostrado que el reemplazo en la NC de FIV de la primer cisteina del motivo Cis—
His amino terminal por serina es suficiente para inhibir drasticamente el ensamblado de Gag en viriones
(Manrique et al., 2004). En cambio, mutaciones que afectan los residuos que coordinan zinc en el motivo
Cis—His amino terminal de la NC de HIV-1 no afectan el ensamblado en particulas (Aldovini & Young, 1990;
Dorfman et al., 1993). Esto indica que en FIV el proceso de ensamblado es extremadamente sensible a
reducciones en la capacidad de unién de la NC al ARN gendmico viral. La union de moléculas de ARN
gendmico al dominio NC de Gag de FIV podria contribuir a reclutar moléculas de Gag favoreciendo su
oligomerizacion y ensamblado en particulas virales. Este concepto se encuentra apoyado por evidencias
experimentales obtenidas con el virus de la leucemia murina de Moloney (Muriaux et al., 2001).
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