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Resumen

El virus Junin (JUNV), actualmente clasificado dentro del género Mammarenavirus, es el agente
etioldgico de la fiebre hemorrdgica Argentina (FHA). Asi como existen algunos mammarenavirus
asociados enfermedad humana, también existen cepas de JUNV atenuadas o patogénicas. La cepa
de JUNV atenuada mejor caracterizada es la cepa Candid 1 (C#1), de secuencia conocida, y utilizada
en la vacuna para prevenir la FHA. En este trabajo se estudio la cepa patogénica P3441 de JUNV, que
junto a la cepa C#1 han sido utilizadas en estudios previos donde se ha observado que suscitan
distintas respuestas celulares. Con el objetivo de lograr una mayor comprensién de la base molecular
de las diferencias observadas entre estas cepas y profundizar nuestro entendimiento de los
mecanismos de patogenicidad del JUNV, se obtuvo la secuencia de la cepa P3441 y se realizé un
analisis comparativo con otras cepas, incluyendo C#1. Adicionalmente, se clonaron las proteinas
virales de la cepa P3441 en un vector bajo control de un promotor procariota para después subclonar
cada una de ellas en vectores de expresion bajo un promotor eucariota de forma tal que se expresen
unidas a fluoréforos reporteros. Se realizaron estudios de la expresion de las proteinas
recombinantes por inmunofluorescencia y microscopia confocal. Posteriormente, con excepcion de
la proteina L, donde se carece de antisuero, se estudid la reactividad antigénica de las proteinas
recombinantes con anticuerpos especificos. Finalmente, a manera de profundizar en Ia
caracterizacion molecular de la cepa, como JUNV en general, se estudié el sesgo de uso de codones.
Los resultados obtenidos y las herramientas generadas sientan la base para profundizar nuestra
comprension de las bases moleculares de la patogenicidad de JUNV.
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Introduccion

A. Fiebre Hemorragica Argentina

A.1 Aspectos histdricos

La Fiebre Hemorragica Argentina (FHA), también conocida como mal de los rastrojos, es una
enfermedad endemo-epidémica de tipo zoondtica y origen viral que inicialmente afectaba
principalmente a trabajadores rurales en la region central de la pampa himeda de la Republica
Argentina [revisado en (1)]. Esta enfermedad fue reconocida por primera vez en 1955 cuando
Arribalzaga describid los aspectos clinicos de una nueva enfermedad de etiologia desconocida que
habia aparecido en el noroeste de la Provincia de Buenos Aires (2). La recurrencia de esta enfermedad
febril hemorragica en Junin en 1958 permitio a los investigadores realizar estudios adicionales en los
que se basaron para reportar que el agente causal era un virus transmitido por artrépodos, el cual
fue denominado virus Junin (JUNV) por la ciudad donde fue identificado por primera vez (3). Esas
observaciones fueron confirmadas por otros investigadores (4). Algunas propiedades del agente
fueron investigadas por Greenway y colaboradores, quienes informaron que ciertos animales de
laboratorio, como cobayos y ratas y ratones recién nacidos, eran susceptibles al virus; sin embargo,
no pudieron cultivar el virus in vitro (5). Recién en 1961, JUNV pudo ser propagado por Mettler y
colaboradores en cultivos de células Hela (6) y sus antigenos ser detectados en células cultivadas por
técnicas de inmunofluorescencia (7). Posteriormente, se confirmdé que no habia transmisién por
artrépodos y que el roedor Calomys musculinus era el principal reservorio natural (8), aunque
también se observé que el virus podia infectar otros cricétidos, como por ejemplo el Akodon azarae
y Calomys callidus, que habitan zonas limitrofes a las del reservorio natural (9, 10).

Hacia 1970, utilizando técnicas de fijacion de complemento e inmunofluorescencia indirecta, se habia
ubicado a JUNV dentro del grupo de arenavirus seroldgicamente relacionados al virus Tacaribe
(TACV)(11), habiéndose logrado confirmar también similitudes en las estructuras observadas por
microscopia electrdnica de transmision (12). Para 1976 se habia logrado determinar que JUNV era un
virus ARN (13), y que pertenecia al creciente grupo de los arenavirus, confirmandose similitudes en
la composicion de ARN viral purificado, estructuras observadas por microscopia electronica de
transmision y caracteristicas de infeccion en modelos animales (5, 14, 15). Fue también en 1976 que
se identificaron seis polipéptidos estructurales distintivos por medio de electroforesis en gel de
poliacrilamida, reconociéndose una proteina de nucleocapside y una glicoproteina de envoltura (16).

Cuando la enfermedad fue reportada por primera vez, la extensiéon del drea afectada era
aproximadamente de 16.000 km? con un nimero estimado de 270.000 personas en riesgo (17).
Desde entonces, la zona endémica se ha extendido en forma ininterrumpida y actualmente incluye
parte de las provincias de Buenos Aires, Entre Rios, La Pampa, Santa Fe y Cordoba, estimandose que
la poblacidn en riesgo de infeccidén es de mas de 5 millones de personas (18, 19)(Figura 1).
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Figura 1. A) Evolucién de la zona endémica desde su descubrimiento, adaptado de bibliografia (344). B) Zona endémica y
numero de casos desde 2010 al 2020 de JUNV en la Republica de Argentina, modificado de (18).

A.2 Epidemiologia y transmision

El vector natural y reservorio del virus es el roedor Calomys musculinus, aunque también se ha
encontrado en otros roedores Calomys (20, 21). La distribucidn y comportamiento del roedor explica
la zona endémica de esta enfermedad (22). Es probable que JUNV se mantenga en las poblaciones
reservorio de C. musculinus principalmente a través de la transmisién horizontal. Cuando se
transmite verticalmente, el virus puede tener importantes efectos nocivos sobre la formacién fisica
de la cria. Los C. musculinus recién nacidos infectados con JUNV en el laboratorio tienen alta
mortalidad (>70%), y los sobrevivientes muestran retraso en el crecimiento y una fecundidad muy
reducida. En contraste, los animales adultos infectados en el laboratorio muestran una respuesta
dividida. La mitad de los animales desarrollan anticuerpos y eliminan el virus; mientras que el resto
desarrolla viremia crénica y eliminacién persistente del virus en la orina y la saliva, sin ningln efecto
nocivo evidente. Estudios de campo de poblaciones naturales demostraron que la infeccidon con JUNV
entre C. musculinus silvestres fue mas frecuente entre los machos que entre las hembras,
correlaciondandose positivamente con la edad y la presencia de heridas o cicatrices. Estos datos
sugieren que los encuentros agresivos entre los machos adultos pueden ser un mecanismo
importante de transmision dentro poblaciones del reservorio [revisado en (23),
http://www.expertconsult.com].

La transmisién a seres humanos se da principalmente a partir de los fluidos del animal infectado,
tales como la orina, saliva y sangre. La infeccién ocurre por contacto con material contaminado, a
través de escoriaciones de la piel o por las mucosas oral o conjuntival, o bien la inhalacién de
aerosoles (Weissenbacher et al., 1987)(Figura 2). Infrecuentemente, puede también existir infeccion
a partir de humanos infectados [revisado en (23)].
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A.3 Historia natural

El periodo de incubacién de la FHA varia entre 6 y 12 dias, al final del cual se manifiestan los sintomas
iniciales. Durante la primera semana, los sintomas se asemejan a una gripe pudiendo incluir fiebre,
mialgia, artralgia, dolor de cabeza, nduseas, vémito y diarrea. De producirse hemorragias, estas
suelen ocurrir durante la segunda semana y se limitan a ser nasales, conjuntivas oculares y/o en las
encias, aunque en casos severos y menos comunes se producen hematomas, metrorragia, hematuria,
melena y otros sintomas hemorragicos. En casos extremos, los pacientes pueden experimentar shock
y convulsiones [revisado en (24)]. Adicionalmente, pueden aparecer sintomas neuroldgicos. El
paciente puede presentarse irritable, letargico y con un ligero temblor en la manoy la lengua. Pueden
encontrarse presentes otros sintomas como ataxia moderada, hiperestesia cutdnea y una
disminucién de los reflejos tendinosos profundos y la tonicidad muscular (25). Después de la segunda
semana, mas del 80% de los pacientes se recuperan (Figura 2). Sin tratamiento, la tasa de mortalidad
es aproximadamente del 30% [revisado en (1)].

 Semana:
Fiebre, mialgia,
artralgia, dolor de
cabeza, nduseas,
vomito y diarrea

inhalacién
de aerosoles
de matarial
contaminade |

Calomys muscuiinus

confacto de matetial
contaminado con
escoriaciones de f pied,
o por ias mucosas orai o
conjuntival

Figura 2. Resumen esquematico de infeccion y sintomatologia de JUNV en seres humanos.

A.4 Diagnostico

El diagndstico de la FHA se basa en informacion clinica y de laboratorio. Un nimero de plaquetas
menor a 100.000/mm?3 en combinacién con un nimero de leucocitos en sangre inferior a 2.500/mm3
para pacientes en areas endémicas se consideran indicadores utiles para identificar individuos
infectados (26). La confirmacién puede establecerse mediante un ensayo RT-PCR (del inglés, reverse
transcription-polymerase chain reaction)(27).

Estudios clinicos han revelado que pacientes de FHA a menudo presentan niveles elevados de
interferdn (IFN) tipo | (IFN-lat) en suero (2.000 a 64.000 Ul/ml) (28), que correlacionan positivamente
con el agravamiento de la evolucion clinica (29).

A.5 Tratamiento

El tratamiento se basa en medidas que mantengan la homeostasis del paciente. La transfusién de
plasma de pacientes convalecientes en dosis de 3.000 unidades/kg peso de anticuerpos
neutralizantes durante la fase inicial de la FHA reduce la mortalidad a menos del 1% (30). Alrededor
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del 10% de los casos tratados con plasma inmune desarrollan un sindrome neurolégico tardio (SNT).
Este SNT comienza después de un periodo libre de sintomas y se caracteriza por sintomas febriles,
signos cerebelosos y pardlisis de los nervios craneales (31). El SNT se ha registrado exclusivamente
en pacientes tratados con plasma inmune, la patogénesis no esta clara y no esta relacionada con el
donante, la gravedad de la enfermedad, el titulo de anticuerpos en el plasma transfundido u otras
variables examinadas (31). El compuesto antiviral no especifico ribavirin, ha mostrado eficacia
cuando se administra en estadios tempranos de la infeccién (30).

A.6 Prevencion

En la década de 1990 se introdujo una vacuna contra la FHA, que emplea la cepa atenuada Candid 1
(C#1). Esta vacuna resulté muy efectiva para reducir la tasa de infeccidén y prevenir el desarrollo de
la FHA (32). Sin embargo, la vacuna no puede emplearse en embarazadas ni inmunodeprimidos por
ser a virus atenuado, y la FHA persiste como una infeccidn potencialmente letal y por lo tanto reviste
interés nacional. La vacuna Candid 1 fue incorporada al Calendario Nacional de Vacunacién en el afio
2007 (Resolucion 48/2007) después de registrarse en la ANMAT (Registro N2 53205) tras estudios en
humanos que demostraron una eficiencia superior al 95,5% de estudios previos (33). Previamente,
la vacuna era producida en el Instituto Salk, Pensilvania, Estados Unidos. Actualmente es producida
en el Instituto Nacional de Enfermedades Virales Humanas “Dr. Julio I. Maiztegui” (INEVH) y es
recomendada para mayores de 15 afios que residan o desarrollen actividades en el area endémica
de la enfermedad que no hayan recibido la vacuna anteriormente. La vacunacion debe llevarse a
cabo por lo menos un mes antes de la realizacidn de actividades de riesgo para asegurar la proteccioén.
Informacidén adicional se puede encontrar en los Lineamientos Técnicos de la Vacunacién contra la
Fiebre Hemorragica Argentina Candid 1 publicada por el Ministerio de Salud Argentina y elaborada
por la Direccidén de Control de Enfermedades Inmunoprevenibles (DiCEl) y el Instituto Nacional de
Enfermedades Virales Humanas (INEVH).

A.7 Modelos experimentales

A.7.1. Modelos animales

Muchos de los estudios de infeccion por mammarenavirus han utilizado cobayos (Cavia porcellus)
como modelo experimental. Este animal es particularmente susceptible a la infeccidon por JUNV ya
que se ha establecido 1-2 UFP como dosis letal media (DLso) para algunas cepas de JUNV. Entre las
cepas de cobayos utilizadas se encuentran la cepa endogamica 13 y la cepa exogamica Hartley (34).
La infeccion de JUNV no presenta diferencias significativas entre esas cepas de cobayos y muestra
similitudes respecto a la infeccion en humanos tales como la presencia de trombocitopenia y
leucopenia (35). También, en forma similar a los humanos, la infecciéon de cobayos produce IFN-la
gue aumenta a medida que la infeccién progresa (36).

Los ratones adultos son refractarios a la infeccion por JUNV (37). En contraste, son susceptibles los
ratones neonatos. La cepa C3H/Hel es susceptible por inoculacion intracerebral hasta los 5 meses de
edad (38). No obstante, la enfermedad es diferente a la observada en humanos. El modelo de ratén
neonatal ha sido empleado frecuentemente para determinar factores contribuyentes a la atenuacion
de arenavirus del Nuevo Mundo (ver B1 Clasificacion) (39). También se han utilizado ratones
manipulados genéticamente (knockout) adultos, como los dobles knockout para el receptor de IFN-I
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e IFN-II (40). Varios primates no humanos (PNH) adultos han sido reportados como susceptibles,
incluyendo macacos Rhesus (Macaca mulatta) (41, 42) y el mono titi (Callithrix jacchus) (43).

A.7.2 Modelos celulares

Como se menciond, JUNV fue aislado por primera vez en cultivos de células Hela (6). Otras lineas
celulares también fueron tempranamente usadas en estudios con JUNV, como las células Vero
utilizadas para el método de titulacién por formacién de placas (44). Por otro lado, un extenso
numero y variedad de cultivos primarios han sido utilizados para estudiar aspectos especificos de la
infeccién de JUNV, incluyendo fibroblastos murinos (45), células derivadas de cerebro murino (15),
células de medula dsea (46), células endoteliales humanas derivadas de corddn umbilical (47, 48),
astrocitos de rata (49) y de ratdn (50), células cardiacas (19), progenitores hematopoyéticos humanos
(51), células dendriticas plasmacitoides humanas (52), y monocitos y macréfagos humanos (53). La
infecciéon de macréfagos primarios de cobayo produce una mayor replicacion de JUNV en
comparacion con la infeccién de macréfagos de hamster o ratdn (54). La explicacidon se obtuvo
posteriormente empleando virus de la leucemia murina que expresan glicoproteinas de JUNV u otros
mammarenavirus patégenos, donde se demostréd que el receptor de transferrina 1 de cobayo
(gpTfR1) es el principal receptor de JUNV, mientras que los ortélogos de hamster y ratén no son
compatibles con la entrada / infeccion del virus (54, 55).

La linea celular epitelial A549 derivada de adenocarcinoma de pulmdén humano exhibe varias
caracteristicas estructurales y ultraestructurales de los neumaocitos tipo Il. En la uUltima década, se la
ha utilizado con frecuencia como modelo en estudios de JUNV, incluyendo apoptosis (56), exclusion
por superinfeccién (57), respuestas de interferén (58), autofagia (59, 60) y la formacién de cuerpos
nucleares (61).
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B. Virus Junin

B.1 Clasificacion

Actualmente, la familia Arenaviridae estd constituida por cuatro géneros denominados
Mammarenavirus, Reptarenavirus, Antennavirus y Hartmanivirus cuyas caracteristicas vy
hospedantes han sido determinados (Tabla 1), con un quinto género denominado Innmovirus
constituido actualmente por una Unica especie cuya biologia permanece desconocida (63). Los virus
de los cinco géneros comparten una o mas de las siguientes caracteristicas: (a) morfologia esférica o
pleomérfica; (b) genoma de ARN monocatenario ambisense sin extremos 3’ poliadenilados; (c)
complementariedad de secuencia genémica en los extremos 5’ y 3’; (d) secuencias nucleotidicas que
pueden formar una o mas estructuras de horquilla estables en la region intergénica; (e) ARN
mensajeros con CAP pero sin poliadenilacion; (f) e induccién de infeccién persistente
(frecuentemente asintomatica) en los reservorios naturales (dénde fueron identificados), en la cual
ocurre viremia crénica y/o viruria (63).

Tabla 1. Resumen de los cuatro géneros caracterizados de la familia Arenaviridae.

Género Proteinas | Particularidad Genoma Reservorio Virus modelo [Especie
virales (aprox.) ICTV]
Antennavirus N No codifica proteina Z 3 segmentos: Antennarius Weénling frogfish arenavirus 1
L S 2090 nts striatus (pez (WIFV-1) [Antennavirus
SSP, Gly M 3260 nts sapo estriado) striale]
G2 L 6500 nts
Hartmanivirus N No codifica proteina Z 2 segmentos: Boa constrictor Virus de serpiente del
L Produce enfermedad de S 3370 nts Instituto Haartman 1 (HISV-1)
SSP, Gly cuerpos de inclusion en L 5950 nts [Hartmanivirus haartmani)
G2 reservorio
Reptarenavirus N GP2 mds similar a 2 segmentos: Boa constrictor Virus Golden Gate (GOGV)
L ebolavirus que miembros S 3500 nts Boas anuladas [Reptarenavirus aurei]
YA de bunyavirus L 6900 nts
GlyG2 El complejo de
glicoproteina no cuenta con
SSP
Produce enfermedad de
cuerpos de inclusién en
reservorio
Mammarenavirus | N Primer grupo identificado 2 segmentos: Roedores, Virus de la coriomeningitis
L de la familia Arenaviridae S 3500 nts tipicamente de linfocitica (LCMV)
YA Varias especies infecta L 7200pb la superfamilia [Mammarenavirus
SSP,Gly humano y producen fiebres Muroidea* choriomeningitidis]
G2 hemorragicas

*Unica excepcion es TACV encontrado en murciélagos filostémidos y garrapatas estrella solitaria.

Los géneros Reptarenavirus y Hartmanivirus han surgido del analisis metagendmico, secuenciaciény
subsecuente aislamiento de nuevos arenavirus, tales como el agente etioldgico de la Enfermedad de
Cuerpos de Inclusién que afecta a serpientes alethinophidian en cautiverio (64-66). El género
Hartmanivirus cuenta con especies cuyos genomas no codifican para la proteina Z o algin homdlogo
a esa proteina encontrada en mammarenavirus y reptarenavirus (67).

El género Reptarenavirus tiene la caracteristica de contar con glicoproteinas GP2 relacionadas mas
proximamente a las glicoproteinas de los ebolavirus (orden Mononegavirales, familia Filoviriade) que
aquellas de otros virus del orden Bunyavirales, incluyendo los otros géneros de los arenavirus.
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Adicionalmente, el complejo de glicoproteinas que conforman las espiculas de superficie de los virus
de este género no cuenta con un péptido sefal pequeiio (SSP) asociado (68). Curiosamente, a
diferencia de otros arenavirus, presentan una propensiéon a tener coinfecciones con multiples
segmentos genémicos S y L sin necesariamente ser en relacion 1:1, aunque esto puede atribuirse a
condiciones de cautiverio de las serpientes infectadas (69-71).

Se han identificado dos arenavirus trisegmentados que infectan pez sapos (Antennarius striatus)
Estos han sido propuestos como miembros del género mas reciente Antennavirus (72). Como en el

caso del género Hartmanivirus, el genoma no codifica la proteina Z
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El género Mammarenavirus debe su nombre a su infectividad en mamiferos, y esta dividido en dos
grupos monofiléticos: Nuevo Mundo (New World o NW) y Viejo Mundo (Old World o OW). Los
reservorios naturales de estos virus son en su mayoria roedores. En casi todos los casos, los roedores
reservorio pertenecen a la superfamilia Muroidea, y la distribucidon geografica de cada virus esta
generalmente restringida a aquella de sus reservorios naturales (73, 74). Notablemente, los nuevos
métodos de secuenciacion han permitido encontrar nuevos mammarenavirus en areas
completamente inesperadas, como los virus Whenzou (WENZ) (75) y Alxa (76) en China y el virus de
Mecsek (MEMV) en Europa (62).

El grupo de los virus OW incluye al prototipo de la familia, el virus de la coriomeningitis linfocitica
(LCMV), que posee distribucion global, y los virus Lassa (LASV) y Lujo (LUJV) que pueden producir
enfermedades hemorragicas en humanos y son endémicos en Africa occidental y del sur,
respectivamente (78-80). También incluye especies que no se han asociado a enfermedad en el ser
humano como los virus de lppy (IPPV), Mobala (MOBV), Mopeia (MOPV), Morogoro y Kodoko (81-
83). Mientras que el LCMV se encuentra en el ratdn doméstico (Mus musculus), lo que explica que
sea el Unico con distribucion mundial, las especies africanas se encuentran principalmente en
roedores de los géneros Mastomys y Praomys (todos de la familia Muridae, subfamilia Murinae) (84,
85).

Los mammarenavirus NW se han categorizado en base a la secuencia del gen de la proteina N, en los
clados A, By C (86). Se ha propuesto un cuarto clado D de especies que han surgido de un evento de
recombinacidn ancestral, cuyas secuencias para la proteina N presentan una relacion mas cercana a
las del clado A, mientras que las secuencias del gen GPC (glicoproteinas) estan mas relacionadas al
clado B. De esta manera, es conveniente expandir la filogenética de los mammarenavirus al segmento
S del genoma viral. Este cuarto clado incluye los virus de Whitewater Arroyo (WWAV), Tamiami
(TAMV) y Bear Canyon (BCNV) (87). El clado A incluye a los virus Flexal (FLEV), Parana (PARV), Pirital
(PIRV), Alpahuayo (ALLV) y Pichindé (PICV). El clado B contiene a los virus Chaparé (CHPV) y Machupo
(MACV) en Bolivia, Sabia (SABV) en Brasil, Guanarito (GTOV) en Venezuela, y Junin (JUNV) en
Argentina, todos asociados a fiebre hemorragica en humanos. Ademas, incluye a los virus Tacaribe
(TCRV), Amapari (AMAV) y Cupixi (CPXV) (Figura 4), no asociados a enfermedad humana (86, 88, 89).
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Figura 4. Arbol filogenético del género Mammarenavirus basados en el segmento S. Las secuencias fueron alineadas con
el algoritmo MAFFT en Ugene y recortada utilizando gblocks. La historia evolutiva se infirié utilizando el método de Maxima
Verosimilitud (ML) y el modelo de 3 parametros de Tamura. El arbol de consenso bootstrap fue inferido a partir de 1000
repeticiones. Se utilizé una distribucion Gamma discreta para modelar las diferencias de tasas evolutivas entre sitios [5
categorias (+G, parametro = 0,7352)]. Para esto ultimo se utilizé el programa Mega-X.

B.2 Estructura y composicién

Los viriones de JUNV son envueltos, pleomérficos, con aproximadamente 100-120 nm de didmetroy
su capside es de simetria helicoidal. A nivel ultraestructural, pueden observarse un niumero variable
de ribosomas en su interior que originaron el nombre de la familia al otorgar una apariencia arenosa
[revisado en (1), entre otros]. La envoltura es adquirida durante la liberacidn del virus a través de la
membrana plasmatica de la célula huésped y presenta proyecciones en forma de espiculas que
contienen al SSP vy las glicoproteinas G1 y G2. Dentro de la matriz y sobre el lado interno de la
membrana se encuentra la proteina viral de matriz Z (90)(Figura 5).

El genoma de JUNV consiste de dos segmentos de ARN monohebra de polaridad negativa, uno de los
cuales es denominado S (small) y el otro L (large) de aproximadamente 3,5 y 7,3 x 10® nucleétidos,
respectivamente. Estos segmentos se encuentran unidos a proteinas virales de nucleocdpside (N) y
a la ARN-polimerasa ARN-dependiente (L) dentro de las particulas infecciosas.
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Proteina de Matriz {(Z)
Glicoproteina (GP) Polimerasa (L)

Figura 5. Estructura del virion de JUNV. Una envoltura lipidica (azul) esta recubierta de glicoproteinas GP (amarillo) con
proteina de matriz Z en la cara interna (marrén). Dentro de la particula los dos segmentos de ARN gendmico estan
recubiertos de nucleocapside N (verde) y unidos a una ARN polimerasa ARN dependiente L (gris oscuro) para formar las
ribonucleocapsides. Los ribosomas se encuentran libres en el interior del virién. Adaptado de viralzone.expasy.org.

B.3 Organizacion genémica

El genoma de los mammarenavirus presenta una organizacién ambisentido. El segmento S codifica
en sentido positivo para el precursor GPC de las glicoproteinas de superficie G1 y G2, que junto con
el péptido sefial SSP forman los trimeros que conforman la espicula, y en sentido negativo, la proteina
de nucleocédpside N. El segmento L codifica para la polimerasa L, y en sentido opuesto, para la
proteina ligadora de zinc denominada Z. En ambos segmentos se encuentra una region intergénica
que formaria una estructura secundaria estable (91).

Las regiones no traducidas (92) en los extremos 5' y 3' de cada segmento de ARN se encuentran
conservadas entre los mammarenavirus. Al igual que otros virus de ARN de cadena negativa, estas
regiones no traducidas (RNT) son complementarias entre si y, por lo tanto, pueden formar
estructuras circulares (93). Las RNT también juegan un papel importante en la formaciéon de
nucleocapsides virales y favorecen el reconocimiento de la polimerasa viral L de los extremos
terminales virales para iniciar la replicacién y la transcripcién (93)(Figura 6).
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Figura 6. Diagrama representativo de la organizacién gendémica, transcripcion y replicacion de JUNV. A la izquierda, el
segmento L monocatenario de orientacién negativa (ARNv) se puede transcribir en el ARN mensajero para la polimerasa L

(ARNm L) y debe replicar en la cadena complementaria (ARNvc) para transcribir el ARN mensajero de la proteina Z (ARNm
Z). En el recuadro derecho, el segmento S gendmico (ARNv) puede transcribir el ARN mensajero para la proteina N (ARNm
N) y debe replicarse la cadena complementaria (ARNvc) para poder transcribir el mensajero complementario de la
glicoproteina GPC (ARNm GPC). En ambos segmentos se puede observar los marcos de lectura en orientacion opuesta y
separados por una regién intergénica (rojo). Adaptado de viralzone.expasy.org.

B.4 Ciclo de replicacion

B.4.1 Ingreso celular

Los mammarenavirus OW y los NW clado C, utilizan alfa-distroglicano como receptor para el ingreso
a las células (94, 95). Esta proteina funciona como una molécula transmembrana de anclaje que
conecta el citoesqueleto de actina con la matriz extracelular. Adicionalmente, se han reportado 4
receptores adicionales o correceptores para LCMV y LASV: DC-SIGN, LSECtin y Tyro3 y Axl de los
receptores TAM de tirosina quinasa (96, 97). El mecanismo de entrada de los arenavirus OW es
independiente de la endocitosis mediada por clatrina, contrario a los arenavirus NW (98). Algunos
estudios han demostrado que LASV y LCMV entran en la célula a través de los cuerpos
multivesiculares/endosomales tardios siguiendo la ruta de degradacién del distroglicano (99).

Mientras aln no se ha identificado el receptor celular de los arenavirus NW del clado A, los virus del
clado B utilizan el receptor de transferrina 1 (55). Esto ha sido demostrado tanto en primates no
humanos como en cobayos (100, 101). Mientras JUNV logra usar el receptor de transferrina 1 de
cobayos (gpTfR1), el virus falla en utilizar la proteina ortéloga en ratones y hamsteres (54). Se ha
observado que una mutacion dentro de la proteina hTfR1 permitiria convertirla en un receptor
funcional para TCRV (102).

Se han propuesto otros receptores de superficie celular como vias alternativas de entrada para JUNV,
incluyendo los receptores de fosfatidilserina (PS), lectinas tipo Cy canales de calcio dependientes de
voltaje (103-105). Adicionalmente, se han demostrado que la infeccion de JUNV aumenta con la
presencia de la molécula de adhesidn intercelular especifica de células dendriticas humanas-3
unidoras a no-integrina (hDC-SIGN) o su homdlogo DC-SIGN o L-SIGN, independientemente de la
presencia de hTfR1 (105).

Cémo se menciond previamente, la internalizacién de los arenavirus NW, incluyendo el JUNV, utiliza
la endocitosis mediada por clatrina (98). Estudios posteriores demostraron que la entrada es
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dependiente de la proteina dinamina Il y del sustrato del receptor del factor de crecimiento
epidérmico 15 (EPS15), dos factores altamente asociados con la via clasica de la endocitosis mediada
por clatrina (106, 107). La infeccidon temprana también requiere que se encuentren intactos el
citoesqueleto de actina y la flexibilidad de la red dinamica de microttbulos (108).

La fusion de las membranas es mediada por pH, dandose durante la acidificacion de endosomas
maduros (109). Se ha estimado que el pH 6ptimo de fusidon para la envoltura de JUNV es
aproximadamente de 5 (109). La acidificacién desprende G1 del complejo receptor e induce cambios
conformacionales en G2, permitiendo a SSP y G2 la fusién y liberacidn del contenido gendmico viral
al citoplasma (110). El JUNV utiliza los endosomas tempranos mediados por Rab5 y los endosomas
tardios mediados por Rab7 (106).

B.4.2 Replicacion

Durante la replicacién gendmica, es sintetizada una copia de largo completo del ARN gendmico Sy L.
Los ARN gendmicos no son capaces de dirigir la sintesis de polipéptidos virales y por tanto no son
infecciosos. Debido a la codificacién ambisentido, tanto el ARN gendmico como el antigenédmico
sirven de moldes para la transcripcion de ARNm viral. Estos ARNm tienen una caperuza (CAP) 5’ pero
no son poliadenilados (111). Las proteinas virales se traducen utilizando un mecanismo dependiente
del limite, cuya eficiencia se basa en la interaccidn entre las sefales estimuladoras en el 5 RNT y un
elemento modulador negativo en el 3' RNT (112).

Las primeras proteinas virales sintetizadas son N y L, las cuales representan los factores virales
minimos requeridos para la sintesis eficiente del ARN viral (113, 114). GPCy Z son transcriptos desde
el ARN antigenémico de los segmentos S y L. El ARN antigendmico también sirve de molde para la
generacion de segmentos de ARN gendmicos, los cuales, junto con N y L, se asocian en complejos de
ribonucleoproteina (RNPs). Finalmente, las RNPs son empaquetadas y los viriones progenie son
liberados de la célula. La envoltura lipidica deriva de la membrana plasmatica de la célula huésped
que envuelve a las particulas de virus brotante y presenta las espiculas conformadas por G1, G2 y SSP
(115, 116).

Se ha demostrado que la regidn intergénica interviene en la replicacidn viral debido a las estructuras
de horquilla altamente estables que comprenden tallos abultados en estas regiones (tanto en el
segmento L como S) para soportar la sintesis de ARN subgendmico (117). Ni las secuencias corriente
abajo ni corriente arriba de la horquilla desempefian un papel en la acumulaciéon de ARN (117). En
un estudio con LCMV, se observd que la region intergénica cumple funciones individuales en la
terminacion de la transcripcion para mejorar la expresidn génica y en el ensamblaje y/o brotacidn
del virus, que son necesarios para la propagacion eficiente de la infectividad del LCMV (118).

Se ha reportado que una delecién de 35 nucleétidos y una mutacién puntual no sindnima en la
secuencia intergénica del segmento L de MACV atenla una cepa patogénica en cobayos y ofrece
proteccion contra GTOV (119). En LCMV, se determind que las regiones intergénicas del segmento L
y del segmento S cumplen funciones distintas. De hecho, el reemplazo de la regién intergénica no
codificante del segmento del genoma L por la regién intergénica del segmento del genoma S para
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generar un LCMV recombinante, rLCMV (RIG/SS), resulté altamente atenuado in vivo pero indujo
proteccion contra un desafio letal con LCMV de tipo salvaje (120).

B.4.3 Ensamblado y brotacion

En los mammarenavirus, a excepcién de TACV, la brotacidn es dependiente de dominios sinénimos
ASAP y YLCL en dominios tardios de la proteina Z. Ademas, la brotacion de TACV es independiente de
Tsg101 (componente del complejo ESCRT-1) pero requiere de la actividad de Vps4A/B (121). Para su
funcién en la brotacion viral, tanto TACV, LCMV y LASV requieren de miristoilacion en G2.
Adicionalmente, para aquella funcidén y la interaccion con el complejo glicoproteico, esta
miristoilacion ocurre en el residuo 2 de Z (122).

Respecto al empaquetamiento de los viriones, hay evidencia que el residuo L79 de la proteina Z en
TACV y JUNV es esencial para las interacciones Z-N y la incorporacién de tanto N como GP en las
particulas brotantes. La integridad del dominio Really Interesting New Gene o RING (ver mas
adelante), no es estrictamente requerida para la liberacion eficaz de particulas contenedoras de Z.
No obstante, tanto la disrupcidn de la estructura RING como el reemplazo de L79 con alanina reduce
la infectividad de VLPs (del inglés, virus-like particles) sin modificar las propiedades de autobrotacién
de Z, como también perjudica las interacciones intracelulares Z-N y la incorporacion de N dentro de
VLPs (123)(Figura 7).
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Figura 7. Ciclo de replicacion de los mammarenavirus. Adaptado de (124).

B.5 Aislamientos y cepas

Desde su descubrimiento se han obtenido numerosos aislamientos de JUNV, algunos de las cuales
fueron posteriormente caracterizados. Dicha caracterizacién se basd en el efecto en modelos
animales, ya sea cobayos, ratones o primates, definiendo asi tipo de infeccidn asociado, virulencia y
patogenicidad contribuyendo a la transformacién de estos aislamientos en cepas. En algunos casos
el aislamiento provino de pacientes de FHA. Por ejemplo, la cepa Romero corresponde a un
aislamiento de JUNV de un paciente de FHA severa pero no letal y ha sido frecuentemente utilizada
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como modelo de virus salvaje para comparar contra una cepa atenuada (125). La virulencia fue
probada en cobayos de tres semanas de edad y la DLso fue determinada a los 11-14 dias posinfeccion
(dpi), siendo menor a 10 UFP. La cepa Ledesma, en cambio, proviene de un caso fatal de FHA que
produce enfermedad neuroldgica en primates (41). Otro caso es la cepa Espindola proveniente de un
caso fatal de FHA, que a diferencia de la cepa Ledesma, produce una enfermedad hemorragica en
primates (41).

Con el objetivo de mantener una perspectiva de la evolucién, propagacidn y virulencia de las cepas
circulantes de JUNV, se realizan aislamientos en forma constante de diferentes origenes. Varios de
éstos provienen de pacientes de FHA y terminan siendo secuenciados y cargadas en base de datos,
generalmente siguiendo la nomenclatura “P” y un ndmero. Por ejemplo, nuestro grupo de
investigacion ha trabajado con la cepa P3441, proveniente de un aislamiento de paciente humano en
un caso letal de FHA en 1977 y originalmente provista por la Dra. A. Ambrosio del Instituto Nacional
de Enfermedades Virales Humanas “Dr. Julio |. Maiztegui” (51-53). En otros casos, se han
caracterizado virus aislados de su reservorio natural Calomys musculinus, tal como la cepa MC2,
obtenida del roedor en 1967 y utilizada como modelo patogénico (14), o de virulencia intermedia
(126).

Varias cepas vivas atenuadas de JUNV se derivaron de la cepa prototipo XJ de JUNV aislada de
humanos por Parodi y colaboradores (3) mediante pasajes en células cultivadas, cerebros de ratén
y/o cobayos. La cepa XJCI3 se derivé de la cepa XJ por pasajes en células MA-111 (rifién de conejo).
La cepa XJCI3 se atenud significativamente en cobayos y ratones en comparacién con la cepa X/
parental y provoco titulos altos de anticuerpos neutralizantes en animales inoculados (127). Se
administré una formulacidn de vacuna basada en la cepa XJCI3 a 636 voluntarios humanos, la mayoria
de los cuales desarrollaron una infeccién subclinica o sintomas leves. La inmunizacién indujo titulos
elevados de anticuerpos neutralizantes que fueron detectables hasta nueve afios después de la
inmunizacion en el 90% (153 de 165) de los receptores de la vacuna analizados (128). Sin embargo,
dado que la reserva de vacuna de virus de siembra de la cepa XJCI3 se establecié en cerebro de ratén
lactante y se clond en una linea celular heteroploide, se interrumpieron los ensayos clinicos.

Otra cepa atenuada de JUNV, la XJO, se derivé de un virus parental comuin con XJCI3. La inmunizacion
de cobayos con la cepa XJO indujo inmunidad protectora frente a la exposicién a JUNV virulento a
partir de los 3 dpi, y a los 30 dias protegié al 100% de los animales (129). Aunque estos resultados
demostraron el potencial de la cepa XJO para el desarrollo de una vacuna viva atenuada, los estudios
se interrumpieron cuando se detectd una infeccidn persistente por JUNV en los drganos
linfohemopoyéticos de cobayos inoculados [revisado en (130)].

La cepa de JUNV C#1 fue desarrollada como un esfuerzo de colaboracidon entre el Instituto de
Investigacion Médica de Enfermedades Infecciosas del Ejército de los EE. UU. (USAMRIID) y el
Ministerio de Salud y Accidn Social de Argentina. C#1 tiene un historial de pasajes definido (Figura 8),
que se origind a partir de la cepa prototipo XJ de JUNV. Se buscé obtener cepas que adquirieran
atenuacidn con pasajes consiguientes, a los cuales para su seguimiento fueron llamados XJ junto a
un numero (por ejemplo, XJ13, por tener 13 pasajes). Después de dos pasajes en cobayos y cuarenta
y tres pasajes en ratones por medio de inyeccidn intracerebral, se obtuvo la cepa XJ44, la cual fue
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caracterizada como atenuada en cobayos y virulenta en ratéon con un indice de letalidad de 1,37 +/-
0,45. El homogeneizado de cerebro del Ultimo pase de cerebro de ratdn se usé para infectar células
FRhL-2 (linea celular diploide de pulmdn de rhesus fetal certificada), en las que se pasé diecinueve
veces el virus seguido de clonado a través de dos pasos de dilucion limitante. Las semillas maestra y
secundaria se obtuvieron después de una Unica ronda de amplificacién en células FRhL-2, finalmente
obteniendo lo que se nombraria C#1. La alta eficacia protectora y la falta de neurovirulencia de C#1
se demostraron en cobayos y NHP (131, 132). Las pruebas de campo dirigidas a la evaluacién de la
inmunogenicidad y eficacia de C#1 en humanos involucraron a 6.500 trabajadores agricolas
masculinos en una region de Argentina endémica de FHA y demostraron una alta eficacia protectora
(> 84%). Ademas, no se detectaron efectos adversos graves asociados con la vacunacién (133).
Actualmente, C#1 es la Unica vacuna aprobada en Argentina para la prevencién de la FHA y al
presente se ha utilizado para vacunar a mas de 200.000 personas en riesgo.

Cepas Virulencia
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Figura 8. Desarrollo de la cepa vacunal de JUNV Candid 1. NHP = primate no humano, FRhL = células fetales de pulmon del
mono rhesus. Adaptado de (39).

Todas las cepas incluidas en este estudio han sido secuenciadas en su totalidad y toda informacion
pertinente se encuentra en bases de datos de acceso libre, tal como la National Center of
Biotechnology Information (NCBI). Su grado de relacién filogenético se muestra en la Figura 9. No
obstante, no todas han sido utilizadas con la misma frecuencia para el estudio de JUNV.
Generalmente, debido a cuestiones de bioseguridad, la cepa vacunal C#1 es la mds utilizada como
referencia de JUNV, lo cual de por si ofrece una perspectiva parcial del virus en situacién salvaje (cabe
recordar que C#1 es el resultado de una extensa manipulacién dentro de condiciones de laboratorio).
Cuando se busca comparar contra una cepa patogénica semejante al JUNV silvestre, se han utilizado
las cepas Romero y XJ13. Desafortunadamente, el transporte y manipulacién de cepas patogénicas
restringen su distribucion entre laboratorios, y no se ha llegado a definir una Unica cepa patogénica
modelo. De hecho, la falta de coordinacién entre laboratorios ha resultado en repetidas cargas de
secuencias en base de datos para una misma cepa.
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Figura 9. Arbol filogenético para diferentes cepas de JUNV realizado a partir del alineamiento con ClustalW de secuencias
del segmento S de cada cepa por medio del método de Maxima Verosimilitud y el modelo evolutivo de 3 parametros de
Tamura con distribucién gamma (ML + T92 + G; parametro G = +0,1109) y 5 categorias. Los nimeros en los nodos
representan los valores del test estadistico de bootstrap. Un mayor nimero de bootstrap indica mayor ajuste de los datos
y consistencia para la biparticion del taxon.

Tabla 2. Cepas de JUNV que se encuentran secuenciadas en forma total disponibles en NCBI
incluidas en este trabajo.

Cepa Origen Patogenicidad Numero de Acceso Afio (cargado a
Segmento S Segmento L base de datos)

C#1 Laboratorio Atenuada AY746353 AY746354 2004
F1969442 AY819707 2009

XJ13 Laboratorio Patogénica (en cobayos) | AY358023 AY358022 2003
NC_005081 NC_005080 2003
FJ805378 FJ805377 2009

P35032 Paciente de FHA no letal Patogénica KU978800 KU978799 2016

MC2 Calomys musculinus Intermedia D10072 AY216507 1989/2003

Romero Paciente humano de FHA | Patogénica AY619641 AY619640 2004

no letal “comun”* IJN801476 IN801477 2012

Ledesma Paciente humano de FHA | Patogénica letal KR260734 KR260733 2015

(P3766) letal neuroldgica

Espindola Paciente humano de FHA | Patogénica letal 0L774853 0L774852 2021

(P3790) letal hemorragica

*Comun: incluye fiebres y otros sintomas que se desarrollan en los pacientes de FHA y que en la mayoria de los pacientes
se resuelven sin desarrollo de sintomas hemorragicos o neurolégicos, definido previamente (134).

En nuestro laboratorio hemos utilizado las cepas P3441 y C#1 como modelos patogénico y atenuado
respectivamente en varios estudios. No obstante, hasta la fecha, nunca se habia buscado profundizar
en las diferencias moleculares entre ambas cepas. De hecho, la cepa P3441 nunca fue secuenciada
en su totalidad. Actualmente se cuenta con la informacidon en base de datos y herramientas
disponibles para poder realizar comparaciones entre P3441 respecto a otras cepas patogénicas de
JUNV a fin de dilucidar sus determinantes moleculares de patogenicidad.
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Hipotesis y objetivos

Hipdtesis de trabajo
Las diferencias de patogenicidad entre las cepas de JUNV radican en diferencias puntuales en la

secuencia genémica y aminoacidica que resultan en caracteristicas bioldgicas distintivas de las
proteinas.

Objetivo General
Conocer, identificar y caracterizar los determinantes moleculares de patogenicidad de JUNV P3441.

Obijetivos Particulares

Obtener y analizar la secuencia de la cepa patogénica JUNV P3441.

Comparar las diferencias existentes entre la cepa P3441 y otras cepas de JUNV.

Clonar las proteinas virales de JUNV P3441 en vectores de clonado.

Subclonar las proteinas virales de JUNV P3441 en vectores de expresidn eucariota.
Comprobar la expresion y la antigenicidad de las proteinas recombinantes en células
eucariotas.

Estudiar aspectos moleculares desconocidos para JUNV que permitan caracterizar la cepa
P3441.
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Capitulo 1. Secuenciacién y clonados

1.1 Preparacion y disefios
Para obtener la secuencia de la cepa P3441, se planificé generar moléculas de ADN por PCR de todo
el genoma viral. Con este fin, se disefaron primers con las siguientes consideraciones:

e Los productos de PCR tendrian un largo menor a 950pb, el limite superior del método
seleccionado de secuenciacién, como también de esta manera reducir la probabilidad de
errores y favorecer su manipulacién.

e Ellargo de cada segmento seria mayor a 600pb, el limite inferior del método para asegurar
una secuenciacion completa con cada uno de los primers utilizados para generar cada
segmento.

e Latemperatura de fusion seria 552C aproximadamente para todos los pares de primers a fin
de facilitar combinaciones posteriores.

e Cada fragmento tendria una regién de solapamiento con el fragmento anterior y posterior,
a excepcion de los extremos de cada segmento gendmico del virus, para asegurar la
verificacidn de potenciales errores asociados a los extremos del método de secuenciaciény
obtener una continuidad de la secuencia.

Los primers se disefiaron en base a la secuencia de C#1 en la base de datos nucleotidica de NCBI con
numeros de acceso FJ969442 y AY819707 para el segmento S y L, respectivamente. Cuando hubo
opciones disponibles, se eligieron aquellos que:

Presentaban un porcentaje de citosina-guanina entre el 40 y 60% en la secuencia.
Tenian un tamafio entre 18 y 25 nucledtidos.
No tenian 4 o mds de un mismo nucledtido o dinucleétido seguidos.

No formaban estructuras secundarias complejas.

Finalmente, se encargaron 17 pares de primers, 11 para el segmento Ly 6 para el segmento S. Para
facilitar la nomenclatura, se designaron por nimero, siendo 1 el primer directo del extremo 5’ del
segmento L del genoma viral y 34 el primer reverso del extremo 3’ terminal del segmento S.

1.2 Resultados

1.2.1. Amplificacién y secuenciacién

Una vez obtenido el ARN de P3441, se dividié en alicuotas y, después de medir la concentracién y
calidad del producto, se realizd una reaccidn de transcripcidn reversa. Inicialmente se realizaron dos
reacciones en paralelo utilizando primers aleatorios y una mezcla de los primers reversos de los 17
segmentos.

Con los ADNc resultantes, se realizaron ensayos de PCR con todos los pares de primers utilizando la
polimerasa Taq. Una vez verificados los productos amplificados en electroforesis en gel de agarosa,
se repitid la PCR con polimerasa Pfu. Las reacciones que presentaron la banda esperada fueron
purificadas. En algunos casos, fue necesario realizar varios ensayos de PCR para obtener suficiente
masa.

Los productos obtenidos de las RT-PCR se enviaron a la empresa Macrogen Inc. (Republica de Corea),
excepto la de los segmentos 7-8, 21-22 y 27-28 que no se pudieron amplificar. Estas secuencias se
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obtuvieron posteriormente durante el clonado de las proteinas y su secuenciacion. Aunque se logré
secuenciar la mayoria de la regidn intergénica del segmento L, cuando se compard con otras cepas,
se observd la ausencia de 24 nucleétidos (Figura 1.1A). Curiosamente algo similar se observd en la
secuencia de la cepa Ledesma. Como se puede ver en la Figura 1.1B y la Tabla 3, la region intergénica
del segmento S de las otras cepas estudiadas, mantienen un alto porcentaje de identidad.

1 10 20 30 a0 se 60 70 8o
HXNC#I Neodifefob Nop Nelel Gl dob Neb-Nolel C el NefolelefeleC GGGGGCCCCCATGGGGACC CCC Clepdelelefeled b -Nolols C [elefelefebdel Vel C GleiC
XJ13 cYodifelod Yo Yelel Gl ol -Neb Neda C e} YeuoeeC GGGGGCCCCCATGGGGACC CCC Clepdelefefeley ¥ Yadots C efelefefebigel.Qigel C GleC
MC2
P35032
Romero
Ledesma
Espindola
P3441

1
c#1 GACCTCCpaelA

: a0 5o 5o 79 59 20
AlSMIGCCCGGGCTGGTGTGGCCCCCCAGTCCGCGGCHMTEGCCGCGGACTGGGGAGGCACTEC

XJ13 GACCTCCden AlMIGCCCGGGCTGGTGTGGCCCCCCAGTCCGCGGCMTIEIGCCGCGGACTGGGGAGGCACT[EC
P35032 GACCT CClyelA [MEGCCCGGGCTGGTGTGGCCCCCCAGTCCGCGGC[MTIEIGCCGCGGACTGGGGAGGCACTEC
Mcz2 GACCTCCslelA AIIGCCCGGGCTGGTGTGGCCCCCCAGTCCGCGGC[MTIEIGCCGCGGACTGGGGAGGCACTEC

AMUGCCCGGGCTGGTGTGGCCCCCCAGTCCGCGGCHTIEIGCCGCGGACTGGGGAGGCACT[EC
AN GCCCGGGCTGGTGTGGCCCCCCAGTCCGCGGCMTIIGCCGCGGACTGGGGAGGCACTRIC
AMIGCCCGGGCTGGTGTGGCCCCCCAGTCCGCGGCHTINGCCGCGGACTGGGGAGGCACTEC

Romero
Ledesma
Espindola

GACCT CCluelA
GACCT CChgAA
GACCTCCpyel

Figura 1.1 Alineamiento de secuencias intergénicas de los segmentos L (A) y S (B) para diferentes cepas de JUNV. Se
muestra lo obtenido para la secuencia de P3441 para el segmento L.

Tabla 3. Comparacion de regiones intergénicas de los segmentos S y L para distintas cepas de JUNV
respecto a C#l.

Segmento S Segmento L
Similitud (%) | Diferencias (n2 nts) | Similitud (%) | Diferencias (n2 nts)

XJ13 100 0 0 0
P35032 98 2 95 4
MC2 97 3 95 4
Romero 97 3 95 4
Ledesma 97 3 96* 3*
Espindola 99 1 95 4
P3441 - - 93* 4*

*excluyendo la region ausente

Las secuencias de la cepa P3441 obtenidas se comunicaron al NCBI y quedaron registradas con las
siguientes nomenclaturas: polimerasa L (OR806657), proteina de matriz Z (OR806658), la proteina de
nucleocapside N (OR806659) y el precursor de glicoproteinas GPC (OR806660). Los alineamientos
comparativos se muestran a nivel aminoacidico en los capitulos siguientes.

1.2.2 Clonado de las proteinas virales

1.2.2.1 Proteina Z

El marco de lectura para la proteina Z de P3441 fue amplificado con primers que incluian las
secuencias para las enzimas de restriccion BamHI y Hindlll. Los fragmentos amplificados se clonaron
en el vector de entrada pGEM-T Easy Vector (Promega) que permite la ligacién aprovechando la
poliadenilacién de las moléculas de ADN producidas con la polimerasa Taq. Posteriormente a su
verificacidn con las enzimas de restriccién y secuenciacion, se procedid a la realizacidn de minipreps.
Z de C#1 ya habia sido clonada previamente en el laboratorio por el Dr. Agustin Ure. Posteriormente,
se procedid con la subclonado (ver capitulo 2).
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1.2.2.2 Proteina N

El marco de lectura de la proteina N de P3441 fue amplificado como se describié previamente,
utilizando primers que incluian el sitio de restriccién para las enzimas Nhel y Kpnl, excluyendo el
codén stop 3’ terminal para que pueda traducirse la proteina recombinante con el fluoréforo del
vector diana. Debido a que pEGFP-N3 y pDsRed-N1 difieren en dos pares de bases entre el sitio de
clonado multiple (el cual es idéntico para ambos plasmidos) y el fluoréforo del vector, se amplificé el
marco de lectura de N de P3441 dos veces utilizando un primer reverso distinto, obteniéndose un
fragmento para su posterior subclonado en pEGFP-N3 y otro para pDsRed-N1. N de C#1 se amplifico
directamente del plasmido pGEM-N de C#1 mencionado previamente. Se clonaron los fragmentos
obtenidos en el vector de entrada pGEM-T Easy Vector y se verificaron por digestidon con enzima de
restriccion y secuenciacion, obteniéndose los plasmidos designados pGEM-N de P3441 N3, pGEM-N
de P3441 N1y pGEM-N de C#1 N1. Posteriormente, se procedio con la subclonado (ver capitulo 3).

1.2.2.3 Precursor GPC

Para GPC los primers no incluian sitios de restriccion propios y se incluyd el coddn stop. Se clonaron
los fragmentos obtenidos en el vector de entrada pGEM-T Easy Vector y se verificaron por digestion
con enzima de restriccién y secuenciacion, obteniéndose el plasmido designado pGEM-GPC de
P3441. Posteriormente, se procediod con la subclonado (ver capitulo 4).

1.2.2.4 Proteina L

Debido al tamafio de la proteina L, se diseiid amplificar el marco de lectura de L en 4 fragmentos que
incluyesen en sus extremos sitios de restriccion internos de la proteina (Nhel, Ndel y Ncol), utilizando
primers con sitios de restriccion para los extremos de los fragmentos terminales para poder subclonar
en el vector de destino (Tabla 4). El disefio de los primers fue en base a la secuencia de P3441 que se
habia obtenido previamente.

Se intentdé amplificar por PCR cada fragmento con polimerasa Taq y los primers disefiados para
después clonar directamente en el vector pGEM-T East Vector. Aunque se pudieron amplificar y
clonar en el vector de destino los fragmentos L1, L2 y L3, no se logrd para el fragmento L4. Por lo
tanto, se reformuld la estrategia para clonar L en 3 fragmentos utilizando nuevos primers que incluian
sitios de restriccion preexistentes en la secuencia de P3441. Se utilizé el mismo primer directo 5’ de
L1y el primer inverso 3’ de L4 del plan anterior (Tabla 5).

Tabla 4. Fragmentos disefados para el primer intento de clonado de la proteina L de P3441.

Nombre Tamafio (pb) Enzima de restriccién 5’ Enzima de restricciéon 3’
L1 598 BamHlI Nhel
L2 2475 Nhel Ndel
L3 987 Ndel Ncol
L4 2634 Ncol Xhol

Tabla 5. Fragmentos disefiados para el segundo intento de clonado de la proteina L de P3441.

Nombre Tamafio (pb) Enzima de restriccién 5’ Enzima de restriccién 3’
L1 NEW 2166 BamHI Kpnl

L2 NEW 2397 Kpnl BstEll

L3 NEW 2152 BstEll Xhol
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Se lograron amplificar los tres fragmentos por PCR y su clonado en pGEM-T Easy Vector. Posterior a
su verificacién con enzima de restriccidn y secuenciacién, se procedid con la subclonado (ver capitulo
5).

1.2.2.5 Vector diana

Una complicacidn que surgio durante el clonado de los genes codificantes de las proteinas virales fue
la doble digestién de los vectores pEGFP-N3 y pDsRed-N1 donde se subclonarian las proteinas.
Debido a diversos factores, resulté dificil asegurar la doble digestion de ambos vectores ya sea
porque la calidad de las enzimas no fuera 6ptima o porque se encontraban muy préoximos como para
poder discernir si la digestion habia sido exitosa. Por lo tanto, se buscé clonar un fragmento postizo
en estos vectores de expresion eucariota en el centro del sitio de clonado multiple para luego
purificar los plasmidos que hubieran sido exitosamente digeridos por las dos enzimas.

Se digirio el plasmido pGEM-N de C#1, provisto por la Dra. Lopez (Cevan) con la enzima de restriccidon
EcoRl, liberando el marco de lectura completa de la proteina N. El fragmento liberado fue
posteriormente purificado. Al mismo tiempo, se digirieron pEGFP-N3 y pDsRed-N1 con la misma
enzima. Los plasmidos linealizados fueron purificados y posteriormente tratados con fosfatasa
alcalina intestinal de ternero para impedir la recircularizaciéon durante la ligacidn. Luego se realizé
una reaccién de ligacion empleando la enzima T4 entre los plasmidos (por separado) con el
fragmento del plasmido pGEM-N de C#1 (ver parte 1.2.2. de este capitulo).

Los productos de la reaccién de ligacion fueron transformados. Las colonias se verificaron por colony-
PCRy aquellas positivas fueron repicadas para realizar minipreps. Finalmente, se hizo una verificacién
con un ensayo de digestidn con EcoRI para confirmar la liberacion del inserto clonado y su utilizacién
en las clonados posteriores, designados como pDsRed-X y pEGFP-X.

1.3 Discusion

En este trabajo se siguié un método de secuenciacidn que aseguraba que sélo fragmentos de tamafio
reducido del genoma viral salieran del laboratorio. Con este fin, se disefiaron varios pares de primers
y se hicieron diversas RT-PCR. Los productos amplificados fueron purificados y secuenciados en su
mayoria. Las excepciones incluyeron el par 27-28, que debia amplificar la region intergénica del
segmento S. Esta regién forma una estructura secundaria estable y por ende no sorprende que hayan
surgido complicaciones en su amplificacion. Afortunadamente, no hubo complicaciones para
amplificar la region intergénica del segmento L. De los otros dos pares de primers que no lograron
amplificar los fragmentos esperados, es posible que el par 21-22 tuviese un problema similar ante la
estructura secundaria estable del extremo 3’ del segmento L. Considerando que posteriormente
hubo dificultad en amplificar el extremo C terminal del marco de lectura para la proteina L, es posible
gue esa region sea mas dificil de amplificar. Afortunadamente, se pudo completar la secuencia de
P3441 durante los varios intentos de clonado, cuando se enviaron fragmentos clonados para verificar
su secuencia.

La mayoria de los primers utilizados para la secuenciacién demostraron cumplir su funcién y quedan
disponibles para estudios de regiones particulares del genoma de JUNV. Intentos fallidos y
complicaciones consecutivas incentivaron la contratacién de servicios de clonado comerciales para
la complecion de este trabajo. Aun asi, dichas empresas también compartieron sus propios
problemas y limitaciones.
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La realizacion de trabajos similares en el futuro deberd tener en cuenta las complicaciones
observadas a lo largo de este trabajo. La utilizacidn de métodos alternativos de clonado, tales como
el método de Gibson o Golden Gate podrian ser una alternativa valida. En el ensamblado de Gibson
se realiza en una Unica reaccidn isotérmica que combina una exonucleasa que degrada extremos con
secuencia solapante, la actividad de una polimerasa de ADN que contrarresta la exonucleasa y una
ligasa que detiene el proceso al unir segmentos que consiguieron solaparse. Con este método se
reduciria el nUmero de pasos y reactivos a manipularse. Por otro lado, el Golden Gate hace uso de
vectores de entrada y de destino con sitios de restriccion para enzimas tipo IS, que digieren corriente
abajo del sitio de reconocimiento y generan extremos no palindrémicos evitando el riesgo de
recircularizacidn en el clonado, aunque requiere mayor nivel de planificacién que los otros métodos
de clonado.
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Capitulo 2. Proteina Z

2.1 Introduccion

La proteina de matriz Z de los mammarenavirus tiene un largo que oscila entre 90 a 99 aminoacidos,
siendo en JUNV de 94. Su peso molecular aproximado es 11 kDa. Esta proteina esta involucrada en
varias funciones del ciclo de replicacidn del virus, incluyendo la regulacion de la sintesis del ARN viral,
el proceso de brotacion del virién y el ensamblado viral. También se la ha asociado como modulador
de los niveles de interferdn de tipo | (IFN-1) celular (135).

2.1.1 Estructura de la proteina Z

La proteina Z presenta tres dominios caracteristicos: un dominio central RING y los dominios Ny C
terminales que flanquean el dominio central. Estos dos ultimos presentan una estructura altamente
flexible que permite que adopten diferentes estados conformacionales (Figura 2.1) (136).

{Glyz miristoilada Dominios tardios L ‘\

Dominio N terminal Dominio RING Dominio C terminal

Figura 2.1. Grafico esquematico de los dominios de la proteina Z. El brazo N terminal (rojo) presenta un sitio de
miristoilacion en el segundo residuo de la cadena. El dominio central RING (verde) es una estructura secundaria estable y
coordina cationes zinc. El brazo C terminal (azul) tiene dominios tardios L en cantidades, secuencias y distribucion variable
entre las especies de los mammarenavirus.

Los dominios RING presentan motivos distintivos que pueden encontrarse en diferentes proteinas
celulares y virales. Generalmente, cuentan con un largo de 40 a 60 aminoacidos y consisten
tipicamente de una unica hélice alfa y multiples ldminas beta. Su caracteristica principal es el motivo
CisteinasHistidinaCisteinas con el cual coordina para dos cationes zinc. Dentro de este motivo se
reconocen dos sitios, denominados | y I, involucrados directamente en la coordinacién catidnica.
Estos sitios se encuentran en lados opuestos del dominio. Aunque el sitio | es muy similar a la
estructura de otros dominios RING conocidos, la conformacién del sitio Il es una caracteristica propia
de la proteina Z de los arenavirus (136). Se ha demostrado que el dominio RING, particularmente el
sitio I, es importante en la funcion de autoensamblado de Z (137-139).

En los dominios tardios de la proteina Z se encuentra un motivo de cuatro péptidos identificados en
las proteinas de matriz de otros virus ARN y en la proteina Gag de los retrovirus. Este tetrapéptido
puede consistir en las secuencias aminoacidicas P[T/S]AP y/o PPxY, donde ‘x’ representa cualquier
aminodcido (140). Adicionalmente, la proteina Z también cuenta con el motivo YxxL dentro del
dominio RING que pertenece a los dominios tardios en otros virus. Estos tres motivos se encuentran
involucrados en las interacciones proteina-proteina entre la proteina viral Z y componentes del
complejo de clasificacion endosomal para el transporte (ESCRT), incluyendo TSG101. Por su parte, el
ESCRT es importante en la via de clasificacién de proteinas vacuolar (VPS), en el que las proteinas
asociadas a la membrana se clasifican a través de una serie de compartimentos endosémicos para su
eventual degradacion en el lisosoma (140, 141).
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Todos los mammarenavirus, ya sean OW o NW, tienen el motivo altamente conservado YxxL dentro
del dominio central RING, y los motivos P[T/S]AP y PPPY en el dominio C terminal. No obstante, estos
ultimos motivos varian entre los mammarenavirus NW y OW, tanto en el nimero como en la posicion
relativa. Mientras que LCMV presenta un motivo PPPY y STAP, especies africanas cuentan con
motivos PPPY y PTAP cercanos, con la excepcion del LUJV. En la mayoria de los mammarenavirus NW,
la proteina Z cuenta con un motivo P[T/S]AP en el extremo C terminal.

En el extremo N terminal de la proteina Z de todos los mammarenavirus se encuentra un sitio de
miristoilacion conservado, el cual es importante para la funcién de la proteina en el ensamblado de
los viriones (142, 143). En este sitio se une un acido miristico de manera irreversible, covalente y
cotraduccional. La miristoilacion N terminal requiere de la enzima de la célula hospedante N miristoil
transferasa y miristoil-CoA como sustrato. La reaccidn remueve la metionina terminal de la cadena
peptidica por medio de la metionina aminopeptidasa del hospedante (144). El miristato es un acido
graso de catorce carbonos y confiere a la proteina la capacidad de anclarse en la membrana, y asi
facilitar la interaccidn de Z con otras proteinas virales, asi como su autoensamblado (143, 145, 146).
Se han identificado aminoacidos basicos en el dominio N terminal seguidamente del sitio de
miristoilacion (136), que podrian llegar a asociarse a fosfolipidos de la membrana y mejorar el anclaje
de la proteina en la membrana plasmatica.

2.1.2 Replicacién viral

La proteina Z es un elemento regulatorio de la replicacion viral. Principalmente, es un inhibidor de la
replicacion por medio de su interaccion directa con la ARN polimerasa ARN dependiente L (147). Esta
inhibicidn es dependiente de la concentracién de la proteina Z respecto de la proteina L (148). Tanto
para LCMV como para LASV, se observé que Z requiere de un dominio RING intacto, mientras que los
dominios N y C terminales no son esenciales para esta funcion (146, 149). En particular, los residuos
involucrados en la coordinacién de los cationes zinc y un triptéfano altamente conservado dentro del
dominio RING son esenciales para la actividad inhibitoria de Z en la sintesis de ARN (150).

2.1.3 Brotacién y ensamblado viral

La proteina Z interacciona con las glicoproteinas virales (145, 151), llegando a formar en conjunto
VLPs (151), lo cual coincide con la organizacién estructural de particulas de arenavirus observadas
por medio de criomicroscopia electrénica (152). La miristoilacion N terminal de Z es fundamental
para lainteraccion con las glicoproteinas, no asi los dominios RING y C terminal (145). Esta interaccion
se da con SSP aun en ausencia de GP1y GP2 (145).

Tanto el empaquetamiento como la brotacidn de particulas virales son debidos a la proteina Z. De
hecho, la proteina sola genera VLPs. Esta actividad de brotacién ha sido atribuida a los dominios
tardios (153, 154). El dominio P[T/S]AP accede a la via ESCRT por medio de la interaccion con el
componente TsglOl (gen de la susceptibilidad tumoral 101) de ESCRT-I, una de las cuatro
poliproteinas de la maquinaria de la via (155-157), mientras que el motivo YxxL media la unién con
Alix/AIP1, el cual une a ESCRT-I y Il (158-160). Al menos en LCMV y LASV, se ha demostrado que
Tsgl01 esta involucrado en la brotacidon (154, 161). No obstante, la proteina Z de TCRV induce
brotacion inclusive cuando carece de los dominios P[T/S]AP y PPxY clésicos, y no requiere Tsg101
(162).
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2.1.4 Regulacién de funciones celulares mediada por Z

La proteina Z puede interaccionar con diferentes factores celulares para favorecer la replicacion viral,
incluyendo la proteina de la leucemia promielocitica (PML) (163), la fraccién nuclear de la proteina
ribosomal PO (164), el factor de iniciacién de traduccion eucariota 4E (elFAE) (165) y la proteina del
homeodominio rica en prolina (PRH) (166).

La proteina PML es un componente importante de los cuerpos nucleares (NB), un tipo de organela
sin membrana que pueden ser alterados durante condiciones de enfermedad o estrés, tales como
una infeccidn viral (167, 168). Se observé que durante la infeccién con LCMV, PML se relocaliza del
nucleo al citoplasma donde forma grandes cuerpos. Las proteinas Z de LCMV y LASV son suficientes
para redistribuir PML al citoplasma y formar complejos especificos in vitro (163). PML promueve la
apoptosis (169-171), de manera que su interacciéon con Z permitiria evadir la apoptosis de la célula
hospedante durante la infeccion. Adicionalmente, se ha asociado PML con un rol en la defensa
antiviral (172, 173), por lo que la interaccidn con Z podria ser otro factor que favorece la evasién de
la respuesta inmune innata de los mammarenavirus.

Las proteinas ribosomales P (PO, P1 y P2) estan involucradas en varias funciones importantes de los
ribosomas, formando parte de la subunidad ribosomal mayor. Entre sus funciones se incluye la union
al ARN 28S y asociacién con factores de elongacidn eucariota y aminoacil ARNt. Durante la infeccion
con LCMV, se observé colocalizacion entre la proteina Z y las proteinas ribosomales P (164). Ademas,
los niveles de expresion de P1y P2 resultaron significativamente reducidos, a diferencia de PO que
mantuvo su nivel de expresion. Curiosamente, PO fue encontrado dentro de viriones de LCMV,
sugiriendo una unién fuerte con Z (164).

El factor de iniciacion de la traduccidn eucariota elF4E facilita la unidén de los ribosomas a las
estructuras CAP 5’ de ARN mensajeros, favoreciendo asi la traduccion dependiente de elF4E (174).
Se ha observado que la proteina Z de LASV y LCMV selectivamente reprime la expresion proteica por
medio de su interaccién con elF4E tanto en células infectadas como transfectadas (165). La proteina
Z no parece afectar los niveles de expresién de elF4E o su estabilidad (139). Por medio de estudios
estructurales, se determind que la proteina Z se une a la superficie dorsal del factor elF4E, induciendo
cambios conformacionales en la superficie distal (la cual cuenta con un sitio ligador de CAP). Esto se
logra con los residuos dentro del primer sitio coordinador de zinc en el dominio RING (136).

La leucemia promielocitica aguda (LPA) se caracteriza por un bloqueo en la diferenciacién de las
células mieloides. Como resultado de una translocacidon cromosdmica en estos pacientes, la proteina
PML se altera al igual que los NB. La alteracién de PMLYy de los NB en la LPA esta relacionada con una
pérdida del control del crecimiento y la posterior leucemogénesis. Utilizando técnicas de 2 hibridos
de levadura, se observé que PML Yy la proteina Z arenoviral, se unen a la proteina PRH a través de sus
dominios RING. PRH funciona en la hematopoyesis y puede actuar como un represor transcripcional.
PRH tiene un patrén puntiforme tanto en el ndcleo como en el citoplasma de las células K562 de
leucemia mieldégena crdénica y en la linea celular LPA, NB4. Los estudios de inmunoprecipitacion y
colocalizaciéon indican que PML y PRH interactian en ambas lineas celulares. El efecto sobre el
crecimiento celular de PML y las acciones hematopoyéticas de PRH plantea la posibilidad de que Ia
interaccion entre PML y PRH represente un vinculo entre el control del crecimiento y la
hematopoyesis (166).
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2.1.5 Evasion de la respuesta inmune innata

Los interferones tipo | son mediadores secretados en vertebrados que inducen un estado antiviral en
las células diana, limitando la replicacidn viral y la propagacion del virus. No sorprende entonces que
los virus hayan desarrollado mecanismos para contrarrestar este sistema antiviral. De hecho, la
mayoria de los mammarenavirus cuentan con mecanismos para inhibir la produccidn de IFN-1 (175-
178). Se ha demostrado que la proteina Z puede interaccionar directamente con RIG-I y MDAS,
bloqueando la interaccidn de estas proteinas con MAVS y, de esta manera, inhibir los eventos de
sefializacion necesarios para la induccidon de IFN-I (179, 180). Algunos autores han propuesto que
Unicamente las proteinas Z de las especies patogénicas de mammarenavirus utilizan este mecanismo
(180).

2.2 Resultados

2.2.1 Secuencia

En la Tabla 6 se resumen las observaciones resultantes de los alineamientos comparativos de las
secuencias nucleotidica y aminoacidica de la proteina Z de la cepa P3441 con las conocidas para otras
cepas de JUNV cepas mencionadas en la Introduccion general.

Tabla 6. Porcentaje de identidad y nimero de nucleétidos y aminodcidos respecto a P3441

Nucleétidos Aminodacidos
Similitud (%) | Diferencias (n2 nts) | Similitud (%) | Diferencias (n2 aa)

Candid 1 96 9 97 2
XJ13 96 9 97 2
P35032 94 15 97 2
MC2 95 13 100 0
Romero 95 13 100 0
Ledesma 94 15 98 1
Espindola 96 11 98 1

Entre las cepas estudiadas no hubo mas de 2 aminoacidos de diferencia, mientras en otras no hubo
ninguna. La mayoria de las diferencias se encontraron dentro de los primeros 20 aminodcidos, en el
dominio N terminal de la proteina (Figura 2.2).

Con el fin de predecir el impacto de estas diferencias presentes en la estructura de la proteina Z de
P3441, se generd una estructura tridimensional de JUNV Z, utilizando el programa de inteligencia
artificial AlphaFold2 por medio del servidor ColabFold (181). De esta manera, se obtuvieron 5
modelos de JUNV Z para la cepa P3441.
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Figura 2.2. (A) Alineamiento de secuencias de amino acido para la proteina Z de Junin de la cepa P3441, C#1y otras cepas
patogénicas. Las equivalencias se encuentran marcadas en color, y la estructura secundaria de la proteina puede observarse
por encima del alineamiento con a indicando alfa-hélices, B lamina beta, n hélices 310, y T para giro beta. (B) Estructura
tridimensional de la proteina JUNV Z obtenido por ColabFold (ver materiales y métodos). Cada imagen corresponde a lados
opuestos de la proteina. Se muestran los dominios N terminal (rojo), C terminal (azul), RING (verde) y tardio L (amarillo). En
cian se muestran los sitios de interés 18 y 64 y como esferas grises los cationes Zn coordinados en el dominio central.

Los modelos obtenidos fueron validados utilizando los programas PROCHECK y VERIFY3D (ver
materiales y métodos) dentro del sitio web SAVES v6.0. Las estructuras fueron posteriormente
refinadas por medio del servidor ReFOLD3 (182). La presencia de atomos coordinados dentro de la
estructura de la proteina (en este caso, cationes zinc en el dominio RING) fueron verificados y, llegado
el caso, agregados por medio de los programas PyMol y Chimera. El modelo con la mejor puntuacion
(score) de refinamiento para cada algoritmo fue utilizado para predecir el impacto de mutaciones
dentro de la estructura. Por medio del servidor MAESTROweb (183) se pudo visualizar como
diferencias de otras cepas respecto a P3441 podrian ser mutaciones estabilizadoras o afectar en la
estabilidad estructural del modelo presentado. Los resultados se muestran en la Tabla 7.

Tabla 7. Cambio de estabilidad (AAGeq.) calculada como mutacién independiente de un residuo en
la estructura para la proteina Z de P3441 a un residuo en otra cepa (X).

Mutacidn (P3441 > Cepa X) AAGpred. Cored.
N5S (X = P35032) -0,131 0,882
S8A (X = Ledesma) -0,108 0,893
S10A (X = P35032) -0,063 0,920
V18A (X = C#1) -0,125 0,889
V64G (X = C#1) 0,367 0,835
V64l (X = Espindola) -0,280 0,886

Valores de AAGgred. > 0 se consideran desestabilizadores. Cyred. Es un valor de confianza de la prediccion, siendo Cpreq. = 0 de
minima confianza e Cyred. = 1 mdxima confianza de prediccion.
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Las predicciones obtenidas poseen una confianza aceptable (Cyred > 0,8). En la mayoria de los casos
pareceria que las diferencias en las otras cepas son estabilizadoras respecto a P3441, aunque no
serian una influencia importante. En contraste, el analisis para V64G predice una diferencia
desestabilizadora (AAGpreq > 0), la cual podria impactar en la flexibilidad y estabilidad de la estructura
secundaria del dominio RING.

Para profundizar este hallazgo, se utilizdé el servidor DynaMut (184) que, a diferencia de
MAESTROweb, intenta incluir otros factores en su analisis, tal como la dindmica molecular,
comparando el efecto de mutaciones para diferentes conformaciones (Figura 2.3).

Figura 2.3. Esquema del residuo 64 en el dominio RING de JUNV Z. A |a izquierda se encuentra la estructura para P3441y
otras cepas patogénicas. A la derecha se encuentra la estructura para C#1. En verde se ve la valina (izquierda) y glicina
(derecha) correspondiente a cada cepa. En gris se ven los carbonos (C), en rojo los oxigenos (O) y en azul los nitrégenos (N).
En amarillo se muestran atomos de azufre (S).

La prediccién de DynaMut fue de un AAG = -0,510 kcal/mol, lo que significa una mutacién
desestabilizadora. Otros métodos de prediccion de AAG que DynaMut calcula en paralelo resultaron
en valores negativos y, en algunos casos, mayores. Adicionalmente, el servidor predijo un aumento
en la diferencia de entropia vibracional (AAS > 0), que corresponde a un aumento en la flexibilidad
molecular.

2.2.2 Clonado en vector de expresion eucariota

Con el objetivo de subclonar Z del vector pGEM-T Easy Vector a un vector de expresion eucariota que
permitiese expresar proteina recombinante con un fluoréforo C terminal, se digirié el plasmido
PGEM-Z obtenido previamente (capitulo 1) con las enzimas de restriccion Hindlll y BamHI.
Finalmente, se ligd el fragmento liberado del vector de entrada en el pldsmido linealizado pEGFP
(Figura 2.4). El disefio experimental replica lo alcanzado por la Dra. Paula Arrias para su trabajo final
de grado, en el cual logré clonar la proteina en pEGFP.
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Figura 2.4. Esquema del clonado del marco de lectura para la proteina Z de JUNV en plasmidos pEGFP. Se partidé de un
vector que permitia el clonado directo de fragmentos amplificados de PCR para poder realizar la posterior digestion con las
enzimas de restriccién Hindlll y BamHI y seguido de la ligacidn en el vector de expresion eucariota empleando ligasa T4.

Los plasmidos resultantes fueron confirmados por digestidn y secuenciacién, se realizaron minipreps
y luego se transfectaron en células A549 para realizar un analisis por microscopia confocal. Mientras
que el producto del plasmido vacio se distribuyd en las células, concentrandose principalmente en el
nucleo, se pudo observar que las proteinas recombinantes Z-EGFP presentaban una distribucion
puntual y citosdlica, como era esperable para esta proteina viral (Figura 2.5).

pPEGFP pPEGFP-Z de P

Figura 2.5. Imagenes de fluorescencia confocal de células A549 transfectadas con el plasmido pEGFP vacio o con el ORF de

Z de P. En azul se observan los nucleos celulares por medio de tincion de ADN doble-cadena con verde metilo. El verde
corresponde a la fluorescencia del fluoréforo EGFP.

2.2.3 Localizacién, interacciones y antigenicidad

Como fue descripto previamente, Z es una proteina con varias funciones. Entre ellas, interactia con
varias proteinas y actUa sobre varias vias de sefializacién. Con el fin de poder estudiar la utilidad de
los plasmidos generados, se siguid la linea de investigacién previa de nuestro grupo de trabajo con la
proteina PMLYy la evasidon de la respuesta inmune. En primer lugar, se infectaron células A549 con las
cepas C#1y P3441y a 1 dpi se realizaron ensayos de inmunofluorescencia con el objetivo de estudiar
como afectaba la formacidon de NB utilizando anticuerpos especificos para PMLy para JUNV N (para
reconocer a las células infectadas) (Figura 2.6). Posteriormente se transfectaron células A549 con los
pldasmidos de EGFP con la proteina Z y se realizé la misma marcacién para PML (Figura 2.7). En
contraste a lo observado en LCMV, no hubo translocacién de PML-NB al citoplasma durante la
infeccidon con JUNV y la expresidn de Z no modifico la distribucién de los PML-NB, al menos a 1 dpt.
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Figura 2.6. Imagenes de fluorescencia por microscopia confocal para células A549 no infectadas (Mock) o infectadas con
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JUNV (cepa C#1 o P3441) a 1dpi. En verde se encuentra la fluorescencia correspondiente a FITC de la proteina N de JUNV
y en rojo corresponde a AF647 para la proteina PML.
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pEGFP pEGFP-Z C#1 PEGFP-Z P3441

Figura 2.7. Imagenes de fluorescencia por microscopia confocal para células A549 transfectadas con el plasmido pEGFP
o pEGFP-Z de C#1 o0 P3441. En verde se encuentra la fluorescencia correspondiente al fluoréforo EGFP vacio o de la proteina
Z recombinante y en rojo la fluorescencia AF647 correspondiente a la localizacién de PML.

Finalmente, se estudid si las proteinas recombinantes Z presentaban caracteristicas antigénicas
similares a las virales. Se repitieron las transfecciones en células A549 con los plasmidos y se
realizaron ensayos de inmunofluorescencia utilizando anticuerpos especificos de la proteina Z. No
obstante, el anticuerpo secundario presenté mucha marcacién inespecifica y como el otro anticuerpo
secundario disponible tenia la misma fluorescencia (FITC), no se pudo realizar ese estudio.

2.3 Discusién

Por primera vez se pudo determinar que Z de P3441 difiere con otras cepas en base de datos, tanto
atenuadas como patogénicas. No obstante, no hubo diferencias con las cepas Romero y MC2.
Adicionalmente, no se encontraron mas de 2 aminodacidos de diferencia entre cepas, lo cual se explica
por el tamafio reducido de esta proteina que limita el nUmero de mutaciones potenciales existentes.
También se debe considerar que ante las multiples funciones de la proteina Z, probablemente exista
una presion selectiva en gran parte de la proteina.

La mayoria de las diferencias se encontraron dentro de los primeros 20 aminodcidos, en el dominio
N terminal de la proteina, dédnde no hay estructura secundaria estable. Es posible que estos residuos
tengan un impacto limitado en la estabilidad de la proteina, no asi es el caso para las diferencias en
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el sitio 64, que se encuentra dentro del dominio RING, mas especificamente en una estructura alfa
hélice.

Utilizando herramientas bioinformaticas, se realizaron predicciones del impacto de esta diferencia
en el residuo 64. Acorde a lo obtenido, pareceria que aunque la glicina de C#1 y la valina de P3441
presentan propiedades quimicas similares, el menor tamafio de glicina confiere mayor libertad y por
ende desestabiliza la estructura secundaria. Esto es, en P3441 el dominio RING tendria mayor
estabilidad estructural. Las similitudes entre ambos tipos de aminodcidos (no polares, carencia de
carga, etc.) podria explicar por qué la proteina de Z para C#1 puede desenvolver sus funciones
esenciales para mantener la replicacién viral mientras al mismo tiempo tener una evasién de la
respuesta antiviral de la célula infectada atenuada o mas ineficiente, lo que explicaria parcialmente
o completamente los fenotipos de infeccion observados.

Los plasmidos generados para P3441, que expresan el gen de la proteina Z unido al fluoréforo EGFP
bajo control de un promotor eucariota, resultaron Utiles para estudiar la proteina Z al poder observar
que la sobreexpresidon de Z no afectaba la distribucidén de los cuerpos nucleares, al menos a 1 dpt.
Finalmente, se estudid si las proteinas recombinantes Z presentaban caracteristicas antigénicas
similares a las virales. Se repitieron las transfecciones en células A549 de los plasmidos y se realizaron
ensayos de inmunofluorescencia utilizando anticuerpos especificos para la proteina Z. No obstante,
limitaciones técnicas debidas a la gran inespecificidad del anticuerpo secundario no permitieron la
realizacion de dicho estudio.

Para continuar los andlisis de Z, se planifican realizar estudios a tiempos mas tardios junto con la
proteina PML, a fin de confirmar si la diferencia entre las secuencias de C#1 y P afectan en la
union/interaccién con PML.
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Capitulo 3. Proteina N

3.1 Introduccion

La proteina de nucleocdpside N de los mammarenavirus oscila entre los 558 y 593 aminodcidos de
largo. En el caso de JUNV, esta proteina posee 564 aminoacidos y un peso molecular de 65 kDa. La
proteina N de los mammarenavirus estd asociada a la replicacién viral (113, 185) y a la evasion de la
respuesta inmune (175, 186, 187).

3.1.1 Estructura de la proteina N

La proteina N presenta un dominio N terminal globular que se une al ARN y un dominio C terminal
con actividad exonucleasa (Figura 3.1). Ambos dominios se encuentran divididos por una pequefia
region flexible (linker) de aproximadamente 30 aminoacidos de largo (188, 189). En el dominio N
terminal se encuentra la regiéon que confiere la capacidad de unién a otras proteinas N (190, 191),
mientras que en el dominio C terminal se encuentra el sitio de unién a la proteina Z (192), la actividad
antagonista a interferdn, asociada principalmente a un motivo DIEG(R) (en JUNV DIEG) (175, 187,
193-195), y una estructura exonucleasa en un motivo DEDDh (189, 196).

Motivo DIEG
—
N -—C
Fa I
Motivo de unidn a N . Motivo de Unidgna 2
’ Dominio N terminal Unigm fie;ible Dominio C terminal Q

Figura 3.1. Diagrama representativo de los dominios dentro de la estructura de N. El dominio N terminal (rojo) incluye
una secuencia (motivo) involucrado en la interaccion entre proteinas N. El dominio C terminal (azul) cuenta con una
secuencia DIEG asociada a la interaccién con IKKe y un motivo asociado a la unién con la proteina Z.

3.1.2 Replicacioén viral

La proteina N recubre las moléculas de ARN viral, protegiéndolas de la degradacion e impidiendo la
formacién de ARN doble cadena con ARN de polaridad opuesta. No obstante, también interactda con
proteinas del hospedante para favorecer su ciclo viral.

La proteina N puede unirse a si misma y formar estructuras multiméricas. Esta habilidad se ha
asociado a una regién dentro de los primeros cincuenta aminoacidos del extremo N terminal de la
proteina (190). Es por medio de estas uniones que se coordina la estructura de las
ribonucleoproteinas, las cuales se asocian a la proteina L para generar estructuras multiméricas
flexibles (197) formando las unidades bioldgicamente activas para la transcripcion de ARN mensajero
viral y la replicacién del genoma (113, 114, 198). De hecho, existe evidencia que la replicacién de
JUNV ocurre en estructuras puntuales discretas dentro del citoplasma denominadas complejos de
replicacion-transcripcion o RTC (del inglés, replication-transcription complexes), donde se localizan
ARNs y proteinas N recién sintetizadas (199).

La proteina N es un factor importante y necesario para la formacion y estructura de los RTC (200-
202). En LCMV se ha sugerido que la fosforilacion de un unico residuo conservado (T206) de N guia
la nucleacion de los RTC (203). En células infectadas con TCRV, los RTC también presentan varias
proteinas ribosomales como también los factores de iniciacion eucariotas elF4G y elF4A (199).
Finalmente, en LASV se ha encontrado evidencia que N podria tener un rol en la optimizacién de la
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sintesis de ARN y en la manipulacién y control de ARN viral erréneo, como también de ARN mutante
(204).

3.1.3 Regulacion de funciones celulares mediada por N

Por medio de experimentos de coinmunoprecipitacidn, se ha demostrado interaccion entre N con la
proteina G3BP1, la cual se ubica en los granulos de estrés citoplasmaticos (205), sugiriendo que N
recluta esa proteina. Considerando que los granulos de estrés son focos de degradacion de ARN
mensajero en situaciones de estrés celular, podria especularse que esto podria servir como fuente
de CAPs necesarios para iniciar los procesos de traduccion. Sin embargo, se ha visto que JUNV inhibe
la formacion de granulos de estrés inhibiendo la fosforilacion de elF2a cuando la célula se estresa
con tratamiento de arsenito (206), por lo que resta aclarar este supuesto rol de la proteina N.

La proteina N también interactuia con las ribonucleoproteinas nucleares heterogéneas del huésped
(HNRNPs), algo que se ha observado tanto para JUNV como para otros mammarenavirus (205, 207-
209). Estas proteinas participan en el procesamiento del preARNm y en la traduccién, trafico y
estabilidad del ARNm (210, 211) y tendrian un importante rol en el ciclo de replicacién viral. Acorde
a estudios de silenciamiento de las hnRNP Al y A2 previos a la infeccidn, se observé una reduccidn
de la sintesis proteica y de la produccion de viriones de JUNV (208). Adicionalmente, la hnRNP K, que
también puede unirse a la proteina N, pareceria ser otro factor necesario para la multiplicacién de
JUNV (205, 209).

3.1.4 Evasion de la respuesta inmune innata

Los mammarenavirus inducen expresion de IFN-I por medio de diferentes mecanismos. En JUNV, se
ha visto que la C#1 induce la respuesta inmune innata en macréfagos, detectandose una induccion
en la produccién de TNF e IFN-I (212). Similarmente, se conoce que el ARN arenaviral es detectado
por los receptores citosdlicos RIG-1y PKR (213, 214).

En el capitulo 2 se describié que Z interactua directamente con RIG-I y MDAS5 resultando en el
bloqueo a la proteina MAVS y subsecuentemente, de la induccién de IFN-I (179, 180). Esto sélo
ocurriria en los mammarenavirus patogénicos (180). En contraste, la proteina N jugaria un rol
antagoénico a la expresion de IFN-I en la infeccion de mammarenavirus tanto patogénicos como no
patogénicos, como se describe a continuacion.

El motivo DIEG(R) en el dominio C terminal de la proteina N interactta con el dominio quinasa de
IKKe, bloqueando la fosforilacion de IRF3 mediada por TBK1 (175, 187, 193, 195). También se ha
identificado en TACV y LASV un dominio exonucleasa de la familia DEDDh con actividad 3’-5’
exonucleasa con preferencia por ARN doble cadena (ARNdc) (196, 215). Este dominio sirve para
conjugar dos cationes divalentes en su sitio activo por medio de cuatro residuos acidicos conservados
(aspartato y glutamato) y un residuo base general (histidina) (216). Se ha sugerido que la proteina N
digiere al ARNdc que puede llegar a servir como un patrén molecular asociado a patégeno (PAMP)
para sensores de ARN citosdlicos como RIG-1 y MDAS (188, 195, 215). No obstante, estudios en los
cuales se utilizé un anticuerpo monoclonal contra ARNdc de alta afinidad como el 9D5, se demostré
que los mammarenavirus NW realizan una discreta acumulacién citosélica de ARNdc durante la
infeccién en contraste con los mammarenavirus OW, donde esta acumulacién no se produce (217),
lo cual favoreceria una respuesta antiviral de la célula huésped en el primer caso a detrimento de la
replicacién y propagacion viral como seria el segundo caso. TACV seria una excepcion, debido a que
una mutacién dentro del dominio exonucleasa que no afecta el motivo DIEG(R), no redujo la
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capacidad para inhibir la respuesta de IFN-I, sugiriendo que otros factores presentes en la proteina
N tienen mayor rol en el antagonismo a IFN-I (218).

3.2 Resultados

3.2.1 Secuencia
Se compararon las secuencias nucleotidicas y aminoacidicas de la proteina N de P3441 con las
conocidas para otras variantes. En la Tabla 8 se resumen las observaciones.

Tabla 8. Porcentaje de identidad y nimero de nucleétidos y aminoacidos respecto a P3441.

Nucledtidos Aminodacidos
Similitud (%) Diferencias (n2 nts) Similitud (%) Diferencias (n? aa)
Candid 1 95 69 98 8
xJ13 97 42 99 5
P35032 96 58 98 6
MC2 94 97 96 19
Romero 97 36 99
Ledesma 96 55 99
Espindola 97 39 98

La cepa que presentd el mayor numero de diferencias fue la MC2, con un porcentaje de identidad de
aminoacidos del 96% que reflejan 19 aminoacidos de diferencia (Figura 3.2). La cepa mas similar a
P3441 fue la cepa Ledesma seguida de la cepa Romero, las cuales corresponden a cepas obtenidas
de un caso fatal de FHA con sintomas neurolégicos y a un paciente no letal de FHA, respectivamente.
Con el interés de determinar factores que intervengan en la patogenicidad, se analizé con mayor
énfasis los sitios donde hubo diferencias en las cepas C#1 y/o XJ13 respecto a las cepas patogénicas.
Estos sitios fueron marcados en cian (Figura 3.2). Se aceptaron sitios donde MC2 compartia
diferencias con C#1 respecto a P3441, ya que podrian ser sitios que podrian participar en la
patogenicidad intermedia de esta cepa. Los 7 sitios de interés (cian), 4 se encuentran en el dominio
N terminal y 3 en el dominio C terminal. CH#1 comparte con MC2 las diferencias en los residuos 158,
268 y 322 del dominio N terminal y comparte con XJ13 las tres diferencias de los sitios de interés en
el dominio C terminal.
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Figura 3.2. (A) Alineamiento de secuencias de aminoacido para la proteina N de JUNV de la cepa P3441, C#1 y otras cepas.
Las equivalencias se encuentran marcadas en color, con las diferencias presentes en blanco o cian, y la estructura
secundaria de la proteina puede observarse por encima del alineamiento, con a indicando alfa hélices, B lamina beta, n
hélices 310, y T para giro beta mientras los dominios N terminal en rojo, el C terminal en azul, y la region unidora flexible en
purpura. (B) Estructura tridimensional de la proteina JUNV N obtenido por ColabFold (ver materiales y métodos). Cada
imagen corresponde a lados opuestos de la proteina. Se muestran los dominios N terminal (rojo), C terminal (azul), region
de union flexible (purpura), el motivo DEDDh (amarillo) y los residuos coordinadores de un segundo cation (verde). En cian
se muestran los sitios con diferencias de interés 47, 158, 268, 322, 476, 511 y 547 y los cationes Zn coordinados por la
proteina estan representados como esferas grises.
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De los sitios de interés, 6 estarian en giros o zonas flexibles, siendo el sitio 47 el Unico que se
encuentra en una estructura secundaria definida (alfa hélice). Aparte de eso, los residuos parecen
estar en regiones expuestas de la estructura.

Seguidamente, se analizaron cuales mutaciones de P3441 podrian impactar en la estabilidad
estructural de la proteina. Para ello se generaron estructuras tridimensionales para luego analizarlas
siguiendo los pasos mencionados en el capitulo 2.

El modelo que obtuvo la mejor puntuacidon de calidad (score) en los diferentes servidores web
utilizados, fue utilizado posteriormente para un analisis de los sitios de interés. Utilizando el servidor
MAESTROweb, se determind la energia de estabilizacidn final para cada sitio de interés, calculandose
como mutacién individual del residuo en P3441 a aquella correspondiente a C#1. Los resultados se
muestran en la Tabla 9.

Tabla 9. Cambio de estabilidad (AAGy.q.) calculada como mutacién independiente de un residuo
en la estructura para la proteina N de P3441 a un residuo en otra cepa (X).

Mutacion (P3441> Cepa X) AAGpred. Cored.
VATE (X = C#1) -0,166 0,871

1158V (X = Espindola, MC2, C#1) -0,105 0,928
E268D (X = MC2, C#1) 0,632 0,727
T3221 (X =MC2, C#1) -0,130 0,908
RA76K (X = XJ13, C#1) 0,916 0,716
D511E (X = XJ13, C#1) -0,124 0,936
L546P (X = XJ13, C#1) 0,388 0,936

Valores de AAGgred. > 0 se consideran desestabilizadores. Cyred. ES un valor de confianza de la prediccion, siendo Cpreq. = 0 de
minima confianza e Cyreq. = 1 mdxima confianza de prediccion.

Las predicciones contaron con una confianza aceptable (Cyred. > 0,8) para la mayoria de los casos.
Cuatro sitios de interés fueron predichos como mutaciones estabilizadoras (AAGpred. < 0) para C#1,
aunque sus valores no sugieren una influencia considerable. Por otro lado, tres de las diferencias
entre CH#1 y P (residuos 268, 476 y 546) hacen la estructura de N para C#1 mas inestable (AAGpreq. >
0), y en mayor magnitud a las mutaciones estabilizadoras calculadas.

Con el servidor MAESTROweb se predijo que la estructura de N para CH#1 es mas inestable en su
totalidad respecto a la estructura de P3441 (AAGpreq = 0,169) y la confianza predicha (Cyreq ) fue de
0,768. Cuando se estudié lo mismo por dominio, se predijo que el dominio N terminal (residuos 47,
158, 268 y 322) de la estructura de C#1 era mas estable respecto a P3441 (AAGpreq = -0,233) con una
confianza predicha de 0,967. Por el contrario, se predijo una estructura mas inestable para el dominio
C terminal (residuos 476, 511 y 546) de CH#1 y XJ13 (AAGpreq = 0,722) con una confianza de 0,792. A
continuacion, se utilizé el servidor DynaMut para continuar el analisis de las diferencias entre C#ly
P. Los resultados se muestran en la Tabla 10. En los calculos de este servidor, AAG < 0 son para
mutaciones desestabilizadoras, opuesto a la manera que se calcula con MAESTROweb.
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Mutacion (P>C#1) AAGpreq. DynaMut AAS,ip
VA47E -0,411 -0,077
1158V -0,844 0,498
E268D -0,354 0,091
T322I -0,069 0,257
R476K -0,289 -0,002
D511E -0,063 0,206
L546P -1,3898 0,438

Tabla 10. Cambio de estabilidad (AAGr.a DynaMut) y entropia vibracional (AAS,u) calculada como
mutacion independiente de un residuo de la proteina N de P3441 a un residuo de otra cepa (X).

AAGpred. DynaMut corresponde a la diferencia de energia libre entre el modelo salvaje y el mutante calculado por el servidor
DynaMut, el cual define valores negativos (< 0) como mutacion desestabilizadora. AAS,i, es la diferencia de energia de
entropia vibracional entre el modelo salvaje y el mutante, con valores positivos (> 0) para mutaciones que aumentan la
flexibilidad molecular.

A diferencia de lo obtenido con MAESTROweb, los resultados sugieren que la estructura de N de C#1
es estructuralmente mas inestable que para P3441 en su totalidad. Para todos los sitios de interés,
la mutacidn de la secuencia de P3441 a C#1 resulta en inestabilidad (AAG < 0). No obstante, el
impacto de cada mutacién difiere acorde al sitio. Segun los resultados, la mayoria de las mutaciones
predichas aumentan la flexibilidad molecular, o en su defecto la reducen levemente. Acorde al valor
de energia de desestabilizacidn calculada, las mutaciones se pueden dividir en tres grupos: reducido
(AAG < 0,1), intermedio (0,1 < AAG < 0,5) y elevado (AAG > 0,5). Las mutaciones T332l y D511E,
respecto al resto, serian las menos desestabilizadoras, con valores comparativamente bajos para la
diferencia de energia libre calculada. Al mismo tiempo, generarian una flexibilizacién de la estructura
(AAS,i, > 0) intermedia. De manera inversa, las mutaciones VA7E, E268D y R476, con valor de energia
de desestabilizacién intermedia, reducirian levemente la flexibilidad estructural (AAS.» < 0) o
aumentarian la flexibilizacién levemente.

Las mutaciones con niveles predichos de energia de desestabilizacidn elevados corresponden a 1158V
y L549P, que generarian la mayor flexibilizacion estructural. Considerando que DynaMut difiere del
servidor MAESTROweb por considerar la dindmica conformacional dentro de sus célculos de energia,
no sorprende que la mutacién L546P produce la mayor inestabilidad de las mutaciones predichas.
Los residuos prolina afectan la capacidad de rotacién de la cadena peptidica, lo cual impactaria en
las conformaciones de la proteina. Al mismo tiempo, disminuiria la capacidad de interacturar con
otros residuos (Figura 3.3), lo cual también desestabilizaria la estructura. Aunque el residuo prolina
restringiria las conformaciones en el sitio de mutacién, la disrupcion de la estructura original
explicaria el aumento de entropia vibracional correspondiente a una flexibilizacidn estructural. Por
otra parte, se observa una disminucién en el nUmero de interacciones con cadenas laterales distantes
en la mutacidn 1158V (Figura 3.3), siendo la cadena lateral de la isoleucina mas larga que la de la
valina.
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Figura 3.3. Esquema de estructura e interacciones entre cadenas laterales para los residuos 158 (A) y 546 (B) en JUNV N. A
laizquierda se encuentran las estructuras para P3441y otras cepas patogénicas. A la derecha se encuentran las estructuras
para C#1. (A) Los residuos isoleucina (izquierda), valina (derecha), (B) leucina (izquierda) y prolina (derecha) se encuentran
en verde. En gris se ven los carbonos (C), en rojo los oxigenos (O) y en azul los nitrégenos (N). Las interacciones con otros
residuos se ven como lineas punteadas.

3.2.2 Generacion de vectores eucariotas de N

Una vez clonada la proteina, se intentd subclonarla dentro de un vector de expresién bajo promotor
eucariota que permitiese expresar la proteina recombinante N unida a un fluoréforo C terminal. Se
utilizaron los plasmidos pGEM-N y pDsRed-X descriptos en el capitulo 1, digiriendo con las enzimas
de restricciéon Nhel y Kpnl. Se purificaron los fragmentos de tamafio esperado y se ligaron con la
enzima T4 para asi obtener los plasmidos pDsRed-N de P3441 y C#1 (Figura 3.4).

Después de varios intentos fallidos de clonar el marco de lectura de N en pEGFP-N3, se contraté el
servicio de clonado de WatsonBio Sciences (EE.UU) para que subclonaran N utilizando las enzimas
Nhel y Kpnl (Figura 3.4).
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Figura 3.4. Esquema del clonado del marco de lectura para la proteina N de JUNV en pladsmidos pEGFP y pDsRed. Se partid
de un vector que permitia el clonado directo de fragmentos amplificados de PCR para poder realizar la posterior digestion
y ligacién en el vector de expresidn eucariota.

Los plasmidos resultantes fueron transfectados en células A549. Las proteinas recombinantes N-
DsRed y N-EGFP presentaron una distribucidn puntual y citosdlica, como era esperable para la
proteina Ny a diferencia de la distribucidn celular (concentrandose principalmente en el nucleo) del
fluoréforo DsRed y EGFP observada en las transfecciones con los plasmidos vacios (Figura 3.5 y Figura

3.6).

pDsRed pDsRed-N C#1 pDsRed-N P

Figura 3.5. Imagenes de microscopia confocal de células A549 transfectadas con el plasmido pDsRed vacio o conteniendo
N de C#1 o P (P3441). En azul se observan los nucleos celulares por medio de tincién de ADN doble-cadena con verde metilo.
En rojo se encuentra la fluorescencia del fluoréforo DsRed.

pEGFP pEGFP-N de P3441

Figura 3.6. Imagenes de microscopia confocal de células A549 transfectadas con el plasmido pEGFP vacio o conteniendo N
de P. En verde se encuentra la fluorescencia del fluoréforo EGFP.
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3.2.3. Localizacion, interacciones y antigenicidad

Como fue descripto previamente, N es una proteina involucrada en varias funciones, incluyendo la
evasion de la respuesta inmune innata. De manera preliminar, se estudié la distribucién de la
proteina N de C#1 y P3441 respecto a la proteina MAVS en células infectadas, comparandose con
células no infectadas. Como se puede ver en la Figura 3.7, existe una colocalizacién entre la proteina
N tanto de P3441 como C#1y MAVS.

AF647/

NI C#1 P

Figura 3.7. Imagenes de microscopia confocal de células A549 no infectadas (NI) o infectadas con JUNV C#1 o P3441 (P) a
3dpi. La fluorescencia verde corresponde a FITC para la proteina MAVS mientras que la fluorescencia roja corresponde a
AF647 para la proteina N.

Posteriormente, se repitié el estudio de MAVS utilizando células A549 transfectadas con los
plasmidos de N, dénde se observd que se repetia el patrén de colocalizacién observado para la
infeccién del virus (Figura 3.8).

DsRed

pDsRed pDsRed-N de C#1  pDsRed-N de P3441

Figura 3.8. Imagenes de microscopia confocal de células A549 transfectadas con el plasmido pDsRed o pDsRed con la
proteina N de C#1 o P3441 (P). La fluorescencia verde corresponde a FITC para la proteina MAVS mientras que la
fluorescencia roja corresponde a DsRed para el fluoréforo vacio o de la proteina recombinante de N. La fluorescencia azul
corresponde a DAPI para marcacién nuclear.

Finalmente se estudid la antigenicidad de las proteinas recombinantes en ensayos de
inmunofluorescencia con anticuerpos especificos para la proteina N (Figura 3.9). Se pudo observar
una colocalizacién entre ambos fluoréforos que sugiere que las proteinas N recombinantes
mantienen la capacidad de ser reconocidas por anticuerpos dirigidos contra las proteinas nativas.
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DsRed

30 um
pDsRed pDsRed-N de C#1 pDsRed-N de P3441

Figura 3.9. Imagenes de microscopia confocal de células A549 transfectadas con el plasmido pDsRed o pDsRed con la
proteina N de C#1 o P3441 (P). La fluorescencia verde corresponde a FITC para la proteina N mientras que la fluorescencia
roja corresponde a DsRed para el fluoréforo vacio o de la proteina recombinante de N. La fluorescencia azul corresponde a
DAPI para marcacioén nuclear.

3.3 Discusién

La secuencia de la proteina N de la cepa P3441 presento diferencias respecto a otras cepas. Estas
diferencias se analizaron dentro de modelos tridimensionales por diversas herramientas
bioinformaticas. Acorde a lo observado, ambos dominios de N presentan diferencias entre las cepas
y no parece haber un dominio que tolere o favorezca mutaciones por encima del otro. Notablemente
ninguna diferencia se encontré dentro de la region entre dominios, la cual tedricamente toleraria el
mayor numero de mutaciones, aunque podria deberse a su acotada extension. El andlisis futuro de
mas cepas permitiria confirmar las regiones de mayor conservacién y las que toleren el mayor
ndmero de mutaciones.

Dentro de las diferencias observadas entre C#1 y P3441, se determind que las posiciones 268 y 546
proveen la mayor diferencia tedrica en la estabilidad entre la estructura de N. Los servidores
utilizados mostraron discrepancias para los otros sitios de interés, sugiriendo que el impacto de
dichos sitios depende del analisis utilizado. Acorde a nuestro analisis, las diferencias 268, 476 y 546
hacen la estructura de N para C#1 mas inestable (AAGgreq. > 0), y €n mayor magnitud a las mutaciones
estabilizadoras calculadas. Esto no sorprende para el residuo 546, el cual en C#1 y XJ13 es un residuo
prolina que restringe la conformacidn espacial de la cadena peptidica (219) y de hecho es utilizado
frecuentemente para desorganizar estructuras en ensayos de mutagénesis (220). Por el contrario, las
mutaciones en los residuos 268 y 476 son semejantes quimicamente entre la secuencia de P3441
respecto a C#1. El aspartato (D) y glutamato (E) son aminodacidos con carga negativa o 4acidos, a
diferencia de la lisina (K) y la arginina (R) que son de carga positiva o basicos a pH 7. No obstante,
aunque presenten similitudes quimicas, tienen diferencias en el nimero de dtomos y tamafo. De la
misma manera que se ha visto diferencias entre valina (V) e isoleucina (I) entre cepas, es posible que
las similitudes quimicas permitan que estas diferencias entre C#1 y P mantengan la funcionalidad de
la proteina N mientras se produzcan diferencias de actividad debido a las diferencias entre los
aminoacidos mencionados.

Se lograron generar plasmidos para la expresion en células eucariotas de la proteina N con fluoréforo
tanto para C#1 como P3441. Se verificd la antigenicidad de estas proteinas recombinantes por
ensayos de inmunofluorescencia con anticuerpos especificos para la proteina N nativa.
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A fin de estudiar las diferencias en la evasion de la respuesta inmune innata entre las cepas C#1y P,
se realizaron ensayos de inmunofluorescencia para la proteina MAVS y se exploré su potencial
interaccion con la proteina N. Se observd una colocalizacion mayor entre MAVS vy la proteina N de

P3441, lo cual se repitié cuando la proteina N se expresé individualmente por los plasmidos
generados alentando su futuro estudio con mayor detalle.
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Capitulo 4. Glicoproteinas de superficie

4.1 Introduccién

La superficie de los mammarenavirus se encuentra recubierta de espiculas conformadas por trimeros
de complejos G1, G2 y SSP (221, 222). Para JUNV, el precursor GPC cuenta con 485 aminodcidos, de
los cuales 58 aminoacidos corresponden a SSP, 189 a G1y 238 a G2.

El complejo de glicoproteinas se sintetiza como un precursor (GPC), que postraduccionalmente es
escindido por la peptidasa sefial en una glicoproteina (GP-C) y el péptido estable sefial (SSP) (223,
224). Tanto en mammarenavirus NW como OW, GP-C es posteriormente procesada por la convertasa
S1P (proteasa de sitio 1), también conocida como SKI-1 (isoenzima-1 quexina subtilisina)(225-227),
generando G1 y G2 dentro de las cisternas trans del Aparato de Golgi (225-228). G2 cuenta con un
motivo de retencién en el RE, el cual es anulado por SSP, permitiendo asi que el complejo
glicoproteina pueda salir del RE (229). Sélo las subunidades escindidas son incorporadas en los
viriones brotantes (225), aunque el procesamiento de GPC no es esencial para el transporte a la
membrana plasmatica (230, 231). Residuos especificos alrededor del sitio de escisién influencian la
maduracién de GPC (226, 232)(Figura 4.1).
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Figura 4.1. Diagrama representativo del precursor de glicoproteina GPCy su procesamiento postraduccional. A) La cadena
peptidica se escinde en G1 (verde), G2 (rojo) y el péptido sefial pequefio (azul). B) La figura tridimensional del precursor
completo esta coloreado desde el azul del extremo N terminal al rojo en el extremo C terminal. C) Esquema de la disposicién
de cada péptido posterior a la escisién en la membrana. Modificado de (233, 234).

El péptido SSP, por su parte, es esencial como factor de maduracion de GPC actuando en trans y se
mantiene asociado de manera estable con GP por medio de un dominio que interactia con un catidn
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zinc en la cola citoplasmatica de G2 (235-237). Mientras que G1 y G2 son N-glicosilados en multiples
sitios (238), SSP adquiere un miristol en el residuo glicina en la posicidn 2 (239), similar a la proteina
Z. SSP tiene un largo y vida media inusual (mayor a 6 horas) para un péptido sefial (223, 240). La
ausencia de miristoilacion en SSP no afecta la formacion del complejo trimérico de SSP/G1/G2 pero
si el proceso de fusion (239).

El péptido SSP cuenta con dos regiones hidrofdbicas separadas por un bucle hidrofilico con un residuo
de cadena lateral cargado positivamente que estd conservado en los mammarenavirus (K33),
diferente al Unico dominio transmembrana del péptido sefal estandar (240). En JUNV, SSP cuenta
con sus extremos N y C terminales en el citosol y la lisina K33 en el lado extracelular (222). Esta lisina
K33 es importante para la fusién dependiente de pH de la glicoproteina con la membrana celular del
hospedante (234, 241).

La N-glicosilacion es un proceso importante para el plegamiento correcto y el transporte intracelular
de glicoproteinas (242). De hecho, se ha observado en mammarenavirus que N-glicanos son
necesarios para la protedlisis y transporte a la superficie celular del complejo GP-C (238), y se
requieren para la infectividad de los viriones (243). No todos los mammarenavirus poseen el mismo
numero de sitios de glicosilacion. Por ejemplo, LCMV cuenta con 8 sitios de N-glicosilacion (6 en G1
y 2 en G2) mientras que LASV tiene 11 (7 en G1y 4 en G2) (238, 242). A su vez, no todos los sitios de
glicosilacién son igualmente importantes. Por ejemplo, en LASV la falta de glicosilacién en los
residuos 89 y 365 inhibe la infectividad mientras que la ausencia de glicanos en las posiciones 109 y
119 sdlo inhiben parcialmente (244). Adicionalmente, se observé que la N-glicosilacion de diferentes
sitios permitia la evasion de la respuesta inmune de LASV como también modificaba la proporcién
de células T CD4+ y CD8+ detectadas ante inmunizacion de ADN en ratén (244). En LCMV, la
glicosilacién del sitio 173 inhibe la neutralizacion enmascarando el epitope GP-1D (243). Se ha
propuesto que las glicoproteinas de ciertos mammarenavirus confieren un escudo protector contra
la deteccidn y unidn a anticuerpos (245).

Se ha establecido que existe una interaccién entre JUNV GP y la proteina 53 kDa del compartimiento
intermedio ER-Golgi (ERGIC-53) (246). ERGIC-53 es importante para la infectividad de los viriones de
JUNV. Interactta con el precursor GPC pero no con las subunidades procesadas G1 y G2, y es un
receptor de transporte para el trafico de la glicoproteina en estadios tempranos de la via exocitica e
incluso estaria presente en el viridn infectivo (246).

4.1.1 Brotacién y ensamblado viral

Como se describié en el capitulo 2, la proteina Z interactla con otras proteinas virales para poder
coordinar el ensamblado y brotacién correcto de viriones infectivos. De hecho, se ha observado que
Z interacciona con el complejo de glicoproteinas SSP/G1/G2 por medio de SSP (145). Existe evidencia
que esta interaccion difiere entre los mammarenavirus OW y NW. La miristoilacidon de Z pareceria ser
suficiente para el ensamblado de glicoproteinas en particulas brotantes de OW (145), mientras que
se requiere un dominio RING intacto en Z para la incorporacion de las glicoproteinas en los viriones
NW (247).

4.1.2 Determinantes moleculares de atenuacién
Existe variacidon en el procesamiento del precursor GPC entre cepas. Por ejemplo, GPC de la cepa CH1
posee un procesamiento menos eficiente que GPC de la cepa Romero, produciéndose una retencion
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en el ER. Este fendmeno se ha asociado a una mutacion puntual (T168A) que afecta un motivo de N-
glicosilacién en G1 entre la cepa Romero y C#1 (248).

La atenuacién en la cepa C#1, generada por medio de pasajes secuenciales fue explicada por la
diferencia de aminoacidos en el sitio 427 de G2 (39). La sustitucién ocurrida T168A entre los pasajes
posteriores a XJ13 y anteriores a XJ44 elimina un motivo de glicosilacion ligada a N, lo cual impactaria
en la forma de la enfermedad predominante entre visceral y neuroldgica generada por JUNV (249).

4.2 Resultados

4.2.1 Secuencia
En la Tabla 11 se resumen las observaciones de los alineamientos comparativos para las secuencias
nucleotidicas y aminoacidicas de las cepas mencionadas en la introduccidn general con la cepa P3441.

Tabla 11. Porcentaje de identidad y niimero de nucleétidos y aminoacidos de diferencia para las
secuencias de GPC de cepas de JUNV respecto a P3441.

Nucledtidos Aminodcidos
Similitud (%) Diferencias (n2 nts) Similitud (%) Diferencias (n? aa)
Candid 1 96 54 98 7
XJ13 97 39 99 3
P35032 95 61 98 7
MC2 93 87 98 6
Romero 96 42 99 4
Ledesma 95 53 99 4
Espindola 97 38 99 4

Se puede observar una diferencia apreciable entre las cepas de JUNV respecto a P3441 en la
secuencia nucleotidica, especialmente con MC2. Sin embargo, fueron CH#1 y P35032 quienes
presentaron el mayor nimero de aminodcidos de diferencia.

Dentro de SSP sélo se observé un Unico sitio de diferencia entre las cepas. Mientras P3441 comparte
una valina con CH1 y MC2, las cepas mads virulentas presentan una isoleucina (Figura 4.2).
Considerando su cercania a K33, se incluyé este sitio V35 como residuo de interés para analisis
posteriores.
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[] P3441 200000000000000000000000000000000000000 Q0000000000000
1 10 20 30 40 50

P3441 MGOFISFMOEIPTFLOEALNIALVAVSLIAIIKGUVNLYKSGLFQFFVFLALAGRSCT)
c#l MGOFISFMQEIPTFLOEALNIALVAVSLIAIIKGEHVNLYKSGLFQFFVFLALAGRSCT
XJ13 MGOFISFMQEIPTFLOQEALNIALVAVSLIAIIKGMVNLYKSGLFQFFVFLALAGRSCT
P35032 MGOFISFMOEIPTFLOQEALNIALVAVSLIAIIKGEVNLYKSGLFQFFVFLALAGRSCT
MC2 MGOFISFMOEIPTFLOQEALNIALVAVSLIAIIKGUVNLYKSGLFQFFVFLALAGRSCT)
Romero MGOQFISFMQEIPTFLOQEALNIALVAVSLIAIIKGMVNLYKSGLFQFFVFLALAGRSCT
Ledesma MGOFISFMQEIPTFLOEALNIALVAVELIAIIKGMVNLYKSGLFQFFVFLALAGRSCT
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Figura 4.2. (A) Alineamiento de secuencias de aminoacidos para la proteina SSP de la cepa P3441, C#1 y otras cepas
patogénicas de JUNV. Las equivalencias se encuentran marcadas en negro, y la estructura secundaria de la proteina puede
observarse por encima del alineamiento, con a indicando alfa hélices, B lamina beta, n hélices 310, y T para giro beta. (B)
Estructura tridimensional de la proteina JUNV SSP obtenido por ColabFold (ver materiales y métodos). Cada imagen
corresponde a lados opuestos de la proteina. En cian se muestra el residuo de interés en la posicidn 35.

La mayoria de las diferencias entre las cepas respecto a P3441 radican en la proteina G1. Como se
puede ver la Figura 4.3, estos sitios se encuentran distribuidos entre los residuos de la posicion 50 y
165, en algunos casos encontrandose préximos con uno a tres aminoacidos conservados de por
medio. Esta regién ha sido predicha de poseer una estructura terciaria compuesta de hojas plegadas
beta y alfa hélices. De las cuatro diferencias entre P3441 y C#1, marcados en cian en la Figura 4.3, se
identificaron tres en sitios sin estructura secundaria y el cuarto en una hélice alfa.

wl 1 2 3 1 2
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Figura 4.3. (A) Alineamiento de secuencias de aminoacidos para la glicoproteina G1 de la cepa P3441, C#1 y otras cepas
patogénicas de JUNV. Las equivalencias se encuentran marcadas en negro, y la estructura secundaria de la proteina puede
observarse por encima del alineamiento, con a indicando alfa hélices, B l[amina beta, n hélices 310, y T para giro beta. (B)
Estructura tridimensional de la proteina JUNV G1 obtenido por ColabFold (ver materiales y métodos). Cada imagen
corresponde a lados opuestos de la proteina. En cian se muestran los residuos de interés en la posicion 51, 110, 128 y 148.
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A diferencia de G1, en G2 sélo se observaron tres diferencias respecto a P3441, de los cuales dos
fueron Unicas para C#1 respecto a las otras cepas (Figura 4.4).

p1 B2 B3

P3441 TT TTT TTT TTTOQQQQ0Q

1 19 20 39 40 59 S0 70 80
P3441 RSLKAFFSWSLTDSSGKDTPGGYCLEEWMLVAAKMKCFGNTAVAKCNLNEDSEFCDMLRLFDYNKNAIKTLNDETKKQVN
C#l RSLKAFFSWSLTDSSGKDTPGGYCLEEWMLVAAKMKCFGNTAVAKCNLNEDSEFCDMLRLFDYNKNAIKTLNDETKKQVN
XJ13 RSLKAFFSWSLTDSSGKDTPGGYCLEEWMLVAAKMKCFGNTAVAKCNLNEDSEFCDMLRLFDYNKNAIKTLNDETKKQVN
MC2 RSLKAFFSWSLTDSSGKDTPGGYCLEEWMLVAAKMKCFGNTAVAKCNLNHDSEFCDMLRLFDYNKNAIKTLNDETKKQVN
P35032 RSLKAFFSWSLTDSSGKDTPGGYCLEEWMLVAAKMKCFGNTAVAKCNLNHDSEFCDMLRLFDYNKNAIKTLNDETKKQVN
Romero RSLKAFFSWSLTDSSGKDTPGGYCLEEWMLVAAKMKCFGNTAVAKCNLNEHDSEFCDMLRLFDYNKNAIKTLNDETKKQVN

Ledesma RSLKAFFSWSLTDSSGKDTPGGYCLEEWMLVAAKMKCFGNTAVAKCNLNEDSEFCDMLRLFDYNKNAIKTLNDETKKQVN

SRS EMlR S LKAFFSWSLTDSSGKDTPGGYCLEEWMLVAAKMKCF GNTAVAKCNLNEDSEFCDMLRLFDYNKNAIKTLNDETKKQVN
ol o2 B4 ps o3

P3441 00000000 n0O0OO0OO0N00 TT =+ TTT --

90 100 110 120 130 140 150 160
P3441 LMGQTINALISDNLLMKNKIRELMSVPYCNYTKFWYVNHTLSGQHSLPRCWLIKNNSYLNISDFRNDWILESDFLISEML
c#1 LMGQTINALISDNLLMKNKIRELMSVPYCNYTKFWYVNHTLSGQHSLPRCWLIKNNSYLNISDFRNDWILESDFLISEML
XJ13 LMGQTINALISDNLLMKNKIRELMSVPYCNYTKFWYVNHTLSGQHSLPRCWLIKNNSYLNISDFRNDWILESDFLISEML
MC2 LMGQTINALISDNLLMKNKIRELMSVPYCNYTKFWYVNHTLSGQHSLPRCWLIKNNSYLNISDFRNDWILESDFLISEML
P35032 LMGOTINALISDNLLMKNKIRELMSVPYCNYTKFWYVNHTLSGQHSLPRCWLIKNNSYLNISDFRNDWILESDFLISEML
Romero LMGQTINALISDNLLMKNKIRELMSVPYCNYTKFWYVNHTLSGQHSLPRCWLIKNNSYLNISDFRNDWILESDFLISEML
Ledesma LMGQTINALISDNLLMKNKIRELMSVPYCNYTKFWYVNHTLSGQHSLPRCWLIKNNSYLNISDFRNDWILESDFLISEML
pAE S R Sl . MGOT INALISDNLLMKNKIRELMSVPYCNYTKFWYVNHTLSGQHS LPRCWLIKNNSYLNISDFRNDWILESDFLISEML
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Figura 4.4. (A) Alineamiento de secuencias de aminoacidos para la glicoproteina G2 de la cepa P3441, C#1 y otras cepas
patogénicas de JUNV. Las equivalencias se encuentran marcadas en negro, la estructura secundaria de la proteina puede
observarse por encima del alineamiento, con a indicando alfa hélices, B lamina beta, n hélices 310, y T para giro beta. (B)
Estructura tridimensional de la proteina JUNV G2 obtenido por ColabFold (ver materiales y métodos). Cada imagen
corresponde a lados opuestos de la proteina. En cian se muestran los residuos de interés en la posicién 180y 199.

Para analizar el impacto de estas diferencias en la estructura de los diferentes componentes, se
realizd un primer analisis usando el servidor MAESTROweb para una primera serie de predicciones.
Los resultados se pueden ver en la Tabla 12 y en todos los casos contaron con una confianza
apreciable (Coreda. > 0,8).

Los AAGgreq para las diferencias encontradas en las secuencias de SSP entre P3441 y las otras cepas
sugieren que P3441 cuenta con un SSP con mayor inestabilidad alrededor del residuo 35.

En el caso de G1, las predicciones de AAG sugieren que C#1 es estructuralmente mas inestable que
P3341y las otras cepas patogénicas. Los AAGpr.q fueron intermedios o elevados (> 0,5), prediciéndose
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la mayor inestabilidad en la diferencia del residuo 51. Se incluyé para G1 la diferencia en el residuo
75, la cual es Unica para P3441 respecto a todas las demads cepas. Las mutaciones combinadas de G1
dieron un AAGpeq = 2,416, y Cpred = 0,763.

Finalmente, para G2 las dos diferencias de C#1 con las otras cepas confieren menor estabilidad. F180I
tuvo un valor para el AAGyres Mmas elevado que T199S. De hecho, mientras que T199S fue menor
inclusive para las predicciones de G1, F180I tuvo un AAGgrq similar a la observada para el residuo 51
de G1. La mutaciéon combinada de G2 dio AAG = 1,584 y Cpreq = 0,738.

Tabla 12. Cambio de estabilidad (AAG.q.) calculada como mutacién independiente de un residuo
en la estructura para las proteinas SSP, G1 y G2 de P3441 a un residuo en otra cepa (X).

Péptido Mutacién AAGpreq Cored.

SSP V35! (X =XJ13, MC.Z, Romero, 0,648 0,032
Ledesma, Espindola)

V35L (X = P35032) -0,743 0,867
Gl M51Q (X = C#1, XJ13) 1,629 0,867
N75S (X = toda otra cepa) -0,304 0,939
T110A (X = C#1) 0,430 0,876
E128G (X = C#1) 0,532 0,928
S148P (X = C#1) 0,644 0,889
G2 F180I (X = C#1) 1,568 0,851
T199S (X = C#1) 0,164 0,927

Valores de AAGpreq. > 0 se consideran desestabilizadores. Cyreq. Es un valor de confianza de la prediccidn, siendo Cpreq. = 0 de
minima confianza e Cpreq. = 1 mdxima confianza de prediccion.

Para profundizar en las diferencias observadas, se utilizé el servidor DynaMut para incorporar un
analisis de dinamica molecular en el estudio del impacto estructural. Los resultados se muestran en
la Tabla 13.

Tabla 13. Efecto en la estabilidad (AAG,.q« DynaMut) y entropia vibracional (AAS,iv) calculada para
un cambio de un residuo en la estructura de SSP, G1 o0 G2 de P3441 a un residuo en otra cepa (X).

Péptido Mutacién (P > X) AAGpred Dynamut AASyip
SSP V35l (X = XJ13, MC2, Romero, -0,061 0,198
Ledesma, Espindola)
V35L (X =P35032) -0,053 0,178
G1 M51Q -0,169 0,212
N75S 0,331 0,048
T110A 0,092 0,083
E128G -0,333 0,335
S148P 0,837 -0,219
G2 F180I (X = C#1) 0,974 -0,258
T199S (X = C#1) -0,613 0,149

AAGpred. corresponde a la diferencia de energia libre entre el modelo salvaje y el mutante calculado por el servido DynaMut,
el cual define valores negativos (< 0) como mutacion desestabilizadora. AASvib es la diferencia de energia de entropia
vibracional entre el modelo salvaje y el mutante, con valores positivos (> 0) para mutaciones en las cuales aumenta la
flexibilidad molecular.

A diferencia de lo obtenido con el servidor MAESTROweb, se predijo que las diferencias entre las
cepas para SSP fueron desestabilizadoras. No obstante, se calculd un valor muy reducido de AAGgreq
gue sugiere un bajo impacto en la estructura de SSP. Para ambas diferencias estudiadas, el AAS.i,
predicho indica que en estos sitios SSP tiene menos estabilidad en P3441 respecto a otras cepas, ya
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sean patogénicas como Romero y Ledesma, o atenuada como C#1. Como se puede ver en la Figura
4.5, lamayoria de los enlaces se mantienen y las cadenas laterales parecen adoptar el mismo espacio.
Con isoleucina o leucina se pierde la interaccidén entre un grupo metilo de la cadena lateral (como en
el caso de la valina) con un oxigeno de la cadena lateral de un residuo vecino (Figura 4.5, enlace rojo),
lo que explicaria por qué el servidor DynaMut predijo mayor inestabilidad cuando la valina es
reemplazada por esos aminoacidos. No obstante, esa interaccién es con una cadena lateral sin
polaridad (grupo metilo de la valina), lo que implica una menor fuerza de enlace comparada con
interacciones del tipo Van der Waals o puente de hidrégeno, explicando el bajo AAG predicho.

V35 135 L35

Figura 4.5. Esquema de estructura e interacciones entre cadenas laterales para el residuo 35 en JUNV SSP. A la derecha
se encuentran las estructuras para C#1. Los residuos valina (izquierda), isoleucina (centro) y leucina (derecha) se encuentran
en verde. En gris se ven los carbonos (C), en rojo los oxigenos (O) y en azul los nitrégenos (N). Las interacciones con otros
residuos se ven como lineas punteadas.

El servidor DynaMut mantiene que M51Q y E128 son mutaciones desestabilizadoras de la estructura,
pero la magnitud del cambio M51Q es mucho menor a la predicha previamente. En ambos casos hay
un aumento en la flexibilidad, que es producto de esta desestabilizaciéon. Adicionalmente, con el
servidor DynaMut se predijo que S148P y T110A son estabilizadoras, aunque en el primer caso la
flexibilidad estructural se reduce cuando se reemplaza S148 con una prolina, probablemente debido
a larigidez que impone la prolina.

Para el caso de M51Q, la metionina y la glutamina cuentan dos cadenas laterales quimicamente
diferentes, con M teniendo un metil azufre terminal mientras que Q presenta un grupo amida. El tipo
de interacciones que el azufre de M puede generar con aminoacidos cercanos no se repiten con la
cadena lateral de Q (Figura 4.6, lineas amarillas), lo que explica la desestabilizacién cuando se da la
mutacion.
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Figura 4.6. Esquema de estructura e interacciones entre cadenas laterales para el residuo 51 en JUNV G1. A la derecha se
encuentran las estructuras para C#1. Los residuos metionina (izquierda) y glutamina (derecha) se encuentran en verde. En
gris se ven los carbonos (C), en rojo los oxigenos (O) y en azul los nitrégenos (N). Las interacciones con otros residuos se
ven como lineas punteadas.

Similarmente, en el caso de E128G (Figura 4.7), el acido glutdmico (E) es uno de los aminodcidos con
carga negativa en pH fisioldgico, mientras que la glicina (G) no tiene cadena lateral. No obstante, no
parece que el acido glutamico forme enlaces con cadenas laterales cercanas de G1. Probablemente
la inestabilidad predicha para E128G se da por la mayor libertad de movimiento adquirida con la
glicina, lo cual también condice con la mayor flexibilidad predicha para este cambio.

Figura 4.7. Esquema de estructura e interacciones entre cadenas laterales para el residuo 128 en JUNV G1. A la derecha
se encuentran las estructuras para C#1. Los residuos acido glutdmico (izquierda) y glicina (derecha) se encuentran en verde.
En gris se ven los carbonos (C), en rojo los oxigenos (O) y en azul los nitrégenos (N). Las interacciones con otros residuos se
ven como lineas punteadas.

La diferencia N128S es Unica para P3441 (Figura 4.8) y ocurre entre una asparagina (N) que cuenta
con una cadena mas larga y un grupo amida respecto a la serina (S) en las otras cepas. Aunque la
asparagina parece formar mas interacciones con los aminoacidos cercanos, la cadena lateral de S de
menor tamafio parece favorecer el movimiento de las cadenas laterales circundantes.
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Figura 4.8. Esquema de estructura e interacciones entre cadenas laterales para el residuo 128 en JUNV G1. A |la derecha
se encuentran las estructuras para C#1. Los residuos asparagina (izquierda) y serina (derecha) se encuentran en verde. En
gris se ven los carbonos (C), en rojo los oxigenos (0), en amarillo los azufre y en azul los nitrogenos (N). Las interacciones
con otros residuos se ven como lineas punteadas.

Con respecto a las diferencias observadas dentro de G2, el servidor predijo que la posicién 180 en
C#1 se encuentra estabilizada y menos flexible respecto a P3441. Esto no sorprende debido a que el
anillo bencilico de la cadena lateral de la fenilalanina de P3441 es mas voluminoso e hidrofébico
respecto a la isoleucina. En la Figura 4.9 se puede ver que este anillo queda orientado restringido
hacia dentro de la hélice alfa, mientras que la isoleucina en la misma posicion puede extenderse e
interactuar con el residuo del giro siguiente, lo cual explica la predicciéon de estabilizacidn ante un
aumento en la energia de enlaces en la posicidn. No obstante, es posible que la fenilalanina de P3441
y cepas patogénicas tenga un rol en la interaccion con otras proteinas o que se requiere de flexibilidad
en el sitio tal que se explique la atenuacién producida en C#1 ante esta mutacion.

Para el sitio 199, por el contrario, se predijo una desestabilizacion en la mutacién S199T.
Curiosamente, el residuo serina es quimicamente similar a la treonina, ambos contando grupos
hidroxilos en sus cadenas laterales que le confieren hidrofobicidad. La diferencia entre los dos radica
en un grupo metilo carente en la cadena lateral de la treonina respecto a la serina. Esto desfavorece
la capacidad de acercarse a residuos cercanos para formar enlaces, como se visualiza en la Figura 4.9,
y por ende explica por qué las predicciones del servidor sugieren una desestabilizacion en el sitio.
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Figura 4.9. Esquema de estructura e interacciones entre cadenas laterales para el residuo 180 y 199 en JUNV G2. A la
derecha se encuentran las estructuras para C#1. Los residuos fenilalanina (izquierda, arriba), isoleucina (derecha, arriba),
serina (izquierda, abajo) y treonina (derecha, abajo) se encuentran en verde. En gris se ven los carbonos (C), en rojo los
oxigenos (0O), en amarillo los azufre y en azul los nitrégenos (N). Las interacciones con otros residuos se ven como lineas
punteadas.

4.2.2 Generacién de vectores de expresion eucariotas para GPC

Una vez clonada la proteina en un vector de entrada (pGEM-T Easy Vector), se buscd subclonarla
dentro de un vector de expresion bajo promotor eucariota. En este caso se incluyé el codén de
terminacion para favorecer la formacion de las espiculas lo mas semejante a la proteina natural y sin
interferir en el procesamiento postraduccional de GPC. Es decir, el marco de lectura clonado se
transcribe y traduce sin un fluoréforo C terminal.

Después de varios intentos fallidos de clonar el marco de lectura de GPC en pEGFP-N3, se contraté el
servicio de clonado de WatsonBio Sciences (EEUU). Los plasmidos pEGFP-N3 y pGEM-GPC se enviaron
a la empresa y se utilizé la enzima EcoRlI para el clonado. La empresa asegurd la orientacidn correcta
del marco de lectura por secuenciacion, y fue verificado posteriormente por digestién con enzimas
de restriccion y ensayos de PCR en el laboratorio.
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pGEM-T
Easy Vector

Figura 4.10. Generacion del plasmido pEGFP-GPC. Esquema del clonado del marco de lectura para la proteina GPC de
JUNV. Se partio de un vector que permitia el clonado directo de fragmentos amplificados de PCR para poder realizar la
posterior digestion y ligacion en el vector de expresion eucariota.

El subclonado fue exitoso y se realizaron transfecciones en células A549. Se observo una distribucion
uniforme dentro de las células transfectadas con el vector pEGFP vacio (Figura 4.11) y una
distribucidon puntiforme para las células transfectadas con el vector pEGFP-GPC, revelada por la
marcaciéon con un anticuerpo monoclonal especifico para GPC (Figura 4.11). En este ensayo se
demuestra que el producto del pldsmido pEGFP-GPC de P mantiene su antigenicidad por ser
reconocido por anticuerpos especificos de GPC nativa.

pEGFP pEGFP-GPC de P

Figura 4.11. Imagenes de fluorescencia por microscopia confocal de células A549 transfectadas con el plasmido pEGFP o
con pEGFP-GPC de P3441 (P). En azul se observan los nucleos celulares por medio de tincién de ADN doble cadena con

verde metilo. En verde se encuentra la fluorescencia correspondiente a FITC proveniente de inmunofluorescencia usando
anticuerpos monoclonales contra GPC.

No se cuenta con un plasmido equivalente para GPC de C#1. No obstante, se han iniciado los tramites
para su obtencién de otros laboratorios.

4.2.3. Localizacion e interacciones

El precursor de glicoproteina GPC se procesa postraduccionalmente y se conoce su transporte dentro
del complejo de Golgi. Se realizaron ensayos de inmunofluorescencia en células A549 infectadas para
determinar la localizacién de las GPC respectivas, detectadas con anticuerpos monoclonales
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especificos contra GPC, dentro del complejo de Golgi, tefiido con un anticuerpo contra la proteina
GM130 (Figura 4.12).

GM130

NI C#1

Figura 4.12. Imagenes de microscopia confocal de células A549 no infectadas o infectadas con C#1 y P3441 (P) a 2 dpi con
marcacion de GM130 y GPC. En azul se observan los ntcleos celulares por medio de tincién de ADN doble cadena con verde
metilo. En verde se observa usando anticuerpos monoclonales contra GPC y anticuerpo secundario anti especie unido con
a FITC. El color rojo corresponde a la marcacidn con anticuerpos anti GM130 seguida de secundario anti especie marcado
con ficoeritrina.

4.3 Discusion

Por primera vez se pudo obtener la secuencia del gen GPC de la cepa P3441 de JUNV. Esta secuencia
fue comparada con otras cepas y se identificaron importantes diferencias. La mayoria de ellas radican
en G1, y sélo tres diferencias en G2. Esto podria significar que G1 presenta menor presion de
seleccidn respecto a G2 o, en otras palabras, mayor tolerancia a mutaciones que no afecten la
viabilidad del virus. Considerando que G1 esta involucrada en el reconocimiento del receptor celular,
es posible que esta mayor tolerancia a mutaciones sea evolutivamente favorable para JUNV al
permitir la evasidn de anticuerpos y/o a infectar nuevas especies animales. Este fenédmeno se ha visto
en otros virus, donde la proteina involucrada en el reconocimiento del hospedante presenta mayor
numero de mutaciones acumuladas respecto a otras proteinas virales, como el SARS-CoV-1 (250).
Entonces, es probable que diferencias en los fenotipos de infeccidn entre las cepas patogénicas de
JUNV radiquen en su mayoria en esta glicoproteina, que podria definir diferencias en la eficiencia de
unién y entrada a células hospedantes como diferencias en el tropismo a diferentes células diana.
Por su parte, G2 se encuentra mas restringida debido a su rol en la fusién de membranas para la
liberacion del genoma viral en el citoplasma, y por ende es de esperarse menor tolerancia a
mutaciones. De hecho, se encuentra reportado que el residuo 1180 de C#1 produce la mayor
atenuacidn en la cepa vacunal (251). Respecto a la mutacidn encontrada en SSP, es dificil determinar
si esto impacta en la funcion de SSP debido a que la rigidez estructural no es necesariamente
contraproducente en la funcién de una proteina, en particular siendo SSP utilizado como péptido
sefial, mientras que la diferencia N75S haria mas estable a G1 de P3441 comparada con todas las
variantes de JUNV estudiadas.

Acorde a nuestro andlisis, los residuos 51 y 128 de G1 podrian ser sitios que hacen estructuralmente
mas inestable esta glicoproteina en C#1 con respecto a las cepas patogénicas. Por otro lado, resultd
llamativo la estabilidad predicha para 1180 en C#1 respecto a F180 de P3441 para G2, lo que sugiere
que la atenuacion producida por este residuo puede ser debido al impacto en la interaccién con
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componentes celulares. De hecho, la baja tasa de diferencias entre las cepas en esta glicoproteina
sugiere que es susceptible a perder funcionalidad ante cambios, comparada con G1 donde radican la
mayoria de las diferencias entre los GPC de las cepas de JUNV estudiadas.

El marco de lectura de GPC de P3441 fue clonado dentro de un vector de expresion eucariota y
expresado en células A549 exitosamente. Ademas, se demostrd que la secuencia traducida mantiene
la via de procesamiento esperado. Por ultimo, la proteina recombinante fue reconocida por un
anticuerpo monoclonal demostrando que es antigénicamente similar a la proteina natural. Este
plasmido servird en proyectos futuros para profundizar estudios ya iniciados sobre la respuesta del
aparato de Golgi en las infecciones por C#1 y P3441.
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Capitulo 5. Proteina L

5.1 Introduccion

La ARN polimerasa ARN dependiente L de los mammarenavirus oscila entre 2080 y 2241
aminodcidos. En el caso de JUNV, esta proteina posee 2210 aminoacidos y un peso molecular de 240
kDa.

5.1.1 Estructura de la proteina L

La proteina L es la mas grande de las proteinas de JUNV. Cuenta con cuatro dominios putativos con
diferentes funciones identificadas por analisis comparativos de secuencias aminoacidicas entre varias
especies de virus con genoma ARN (252-254). Los cuatro dominios, conservados en los
mammarenavirus, se encuentran entre las posiciones 1 a 300, 500 a 900, 1000 a 1600 y 1700 a 2000
(255). Los dominios N terminales son conservados Unicamente en las proteinas L de arenavirus y
bunyavirus (256, 257). El tercer dominio exhibe ocho motivos (A-H) centrados alrededor de
aminoacidos invariantes de todas las ARN polimerasas ARN dependientes, seis de los cuales (A-F)
comparten homologia con otras polimerasas ya caracterizadas (256-258) y dos (G y H) estan
conservados Unicamente en las polimerasas de virus con genoma ARN de polaridad negativa (258,
259). El cuarto dominio C terminal es conservado Unicamente en mammarenavirus (260) y aunque
no es necesario para la interaccidon con la proteina Z, es importante para la actividad polimerasa de
la proteina (253).

El dominio | tiene actividad endonucleasa (261), mientras que el dominio central de la proteina L (en
LASV los residuos 1040 a 1540) presenta la actividad ARN polimerasa ARN dependiente (262, 263).
Mutaciones puntuales dentro de esta regidn central resultaron en una actividad defectuosa para la
sintesis de ARN mensajero pero eficiente para ARN antigendmico (263). La parte N terminal de L esta
involucrada en la sintesis de ARN mensajero (264) (Figura 5.1).

Varios estudios de cristalografia por rayos X y microscopia crioelectrénica han demostrado que la
estructura de L se asemeja al complejo ARN polimerasa del virus influenza, permitiendo dividir L entre
tres dominios estructurales: uno similar a la proteina polimerasa acidica (PA) de influenza, otro
dominio central con actividad ARN polimerasa y finalmente un dominio C terminal similar a la
proteina polimerasa basica 2 (PB2) del complejo polimerasa de influenza (265). De hecho, en LASV la
proteina L se pudo separar en tres partes manteniendo su funcionalidad (254). Cuando se dividid L
de LASV en los residuos G467 o G939, se formaron dos partes (N y C terminal) que se
complementaban en trans y se reconstituian en un complejo funcional, interactuando entre si
independientemente del sitio en cual se habia partido la proteina (254). Adicionalmente, en estos
mismos ensayos, se observd que la parte N terminal conformaba una distribucién puntual en el
citoplasma, a veces perinuclear, semejante a la distribucion de la proteina L de LASV completa,
mientras que el dominio C terminal se distribuia homogéneamente por el citoplasma (254).

La proteina L de JUNV es cataliticamente activa en presencia de ARN viral de polaridad negativa y es
activada en presencia de cationes magnesio o manganeso, pero no de zinc (265).
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Figura 5.1. Diagrama representativo de los dominios de la polimerasa L. Las regiones conservadas | a IV para
mammarenavirus estan indicadas en la parte superior del diagrama como fue propuesto (260). La estructura de L posee
similitudes con el complejo polimerasa del virus influenza, contando con regiones homélogas. El dominio N terminal (rojo)
se asemeja estructuralmente a PA del virus influenza, contando con una secuencia asociada a actividad endonucleasa. El
dominio central (verde) cuenta con actividad y estructura de polimerasa semejante al del virus influenza. El dominio que se
parece a PB2 de influenza (azul), presenta un dominio C terminal distintivo de la proteina L.

Dos sitios de unién a Z fueron localizados entre los residuos 160y 290 en LASV y 156 y 292 para TACV,
superponiéndose en el sitio similar a dominio endonucleasa y otro en el dominio asociado a actividad
polimerasa (253). Ensayos de microscopia crioelectrénica permitieron identificar en L de MACV el
sitio de unidn a Z en la interseccidon entre las regiones N y C terminales con la regién central (265,
266). Esta union ocurre tanto cuando la proteina L se encuentra asociada con ARN o libre (147). Vale
destacar que las proteinas Z de LASV y MACV pueden inhibir la proteina L del otro virus, aunque con
menor eficiencia (267). Semejante a otras polimerasas de virus ARN de polaridad negativa, la
proteina L se oligomeriza para cumplir su funcion en el ciclo de replicacién viral (268).

5.1.2 Replicacién viral

Cuando se libera al citoplasma, el genoma viral se encuentra encapsulado por la proteina N y unido
a proteinas L en sus extremos para formar una ribonucleoproteina pseudo circularizada (200, 269,
270). Para lograr replicar y transcribir, la proteina L necesita remover las subunidades de N ademds
de guiar la encapsidacién de moléculas de ARN nacientes. La sintesis de ARNm viral comienza con el
proceso de remocién de extremos 5’ m’ GpppN o CAP (CAP-snatching) del ARNm del hospedante,
proceso mediado por la misma proteina L (261, 271-274). El CAP adquirido sirve de cebador de la
transcripcién (261, 271-274), mientras que la replicacién se ha propuesto que comienza con un pppG
inicial que explicaria la presencia de un nucledtido guanidina ocasional en los extremos 5’ de los
genomas en ciertas réplicas de secuenciacién (275). El ARNm naciente no se une a la proteina N y
termina cuando se alcanzan las regiones intergénicas del genoma viral, cuya alta estructura detiene
el proceso de transcripcion (111, 276, 277). La unién de N a estas regiones intergénicas suprime la
terminacion de L en esta regién durante la sintesis de ARN (118, 277) y de esta manera permite la
replicacion del genoma (185).

La proteina L tiene la actividad polimerasa necesaria tanto para la transcripcion de marcos de lectura
virales como para la replicacidon gendmica. Esta ultima funcién requiere de la proteina N y es inhibida
por la proteina Z (114), tanto para mammarenavirus NW como OW (114, 148, 198, 278). La inhibicidon
de Z ocurre por la unién directa con L, dejando el complejo polimerasa arrestado en un estado
inactivo (279).

La interaccidn entre N y L se da por medio de intermediarios de ARN (280-282), requiriendo la
presencia de secuencias de ARN especificas del virus dentro de las regiones no traducibles 5’ y 3’ del
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genoma viral (281). Los complejos L-N pueden adoptar estructuras monoméricas, homotriméricas en
forma de anillo e inclusive 6rdenes mayores (197). Las proteinas N de ciertos arenavirus son capaces
de funcionar junto a L de otros (282). Ademas, en LCMV se observé que un residuo (153) y la region
C terminal de N son esenciales para la funcion enzimatica de L (282).

5.1.3 Virulencia

Estudios filogenéticos han sugerido que la proteina L es el blanco de preferencia en la seleccidn
evolutiva tanto en OW (283) como en NW (284), proponiendo a L como el principal determinante de
adaptacion. Una hipdtesis es que L modula la virulencia al contribuir en el establecimiento de nuevos
hospedantes. Los mammarenavirus pueden infectar a varias especies animales por fuera de sus
reservorios naturales (285), ya sea en otros roedores distantes a sus hospedantes naturales como a
primates (286). Con frecuencia, estas infecciones resultan en patologia severa o letal (286). Esto
sugiere una tolerancia optimizada de parte de los hospedantes naturales que permite el
mantenimiento del virus en dichas poblaciones animales. Cambios en la polimerasa podrian ser
requeridos para refinar la persistencia viral y/o virulencia después de saltos de hospedante en la
evolucidn de los mammarenavirus. En OW, cambios en la proteina L fueron asociados a diferencias
en la eficiencia de replicacion y fenotipos de enfermedad en roedores (287-289). Por ejemplo, una
replicacion viral acelerada en estadios tempranos de la infeccion demostrd ser central en el
establecimiento de infecciones persistentes para algunas cepas de LCMV (288, 290). En NW, tres
sustituciones en la secuencia aminoacidica de L de PICV transformaron una cepa que producia una
enfermedad febril en cobayos (cepa P2), en una cepa letal (P18) (291). La diferencia en el fenotipo
de la enfermedad fue asociada a una mayor replicacién viral (291). Por otro lado, se ha observado
que L de MOPV puede activar la via de sefalizacién de RLR/MAVS, posiblemente debido a la sintesis
de ARN pequeiios (292). En este sentido, al menos en OW, la proteina L interactia con componentes
de la respuesta inmune innata. Por ejemplo, en LCMV se determind la interaccién con TRIM21,
DDX3X y NKRF, y la replicacién de este virus era mayor en ratones trim217- (293). Aparentemente, la
proteina L también interactia con otros componentes del hospedante que podrian servir de blancos
para tratamientos farmacoldgicos, como el caso de eRF3a/GSPT1 en LASV (294).

5.2 Resultados

5.2.1 Secuencia

En la Tabla 14 se resumen las observaciones de los alineamientos comparativos para las secuencias
nucleotidicas y aminoacidicas de la proteina L de las cepas mencionadas en la Introduccién general
con la cepa P3441.
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Tabla 14. Porcentaje de identidad y niimero de nucledtidos y aminoacidos de diferencia para
diferentes cepas de JUNV respecto a P3441.

Nucledtidos Aminodacidos
Similitud (%) Diferencias (n2 nts) | Similitud (%) Diferencias (n? aa)
Candid 1 96 208 97 46
XJ13 97 192 98 40
P35032 95 283 97 47
MC2 97 194 97 49
Romero 97 193 97 48
Ledesma 95 279 97 59
Espindola 97 194 98 40

MC2 y Romero, que contaban con numerosas diferencias en proteinas anteriores, difirieron en una
Unica posicién entre si (residuo 775, Figura 5.2A). C#1 contd con 7 diferencias Unicas respecto a las
otras cepas, 8 diferencias respecto a otras cepas que compartia con XJ13 y 8 que compartia con XJ13
y Ledesma comparada a las otras cepas. En cambio, P3441 muestra 20 diferencias Unicas respecto a
las otras cepas. Se determinaron los sitios donde hubiera diferencias entre las cepas C#1 y/o XJ13
respecto a otras cepas patogénicas y fueron marcados en cian en la Figura 5.2 Ay B. De estos sitios,
4 se encuentran en la regién N terminal, 5 en la regidn central y 5 en la region C terminal.

Luego se analizé como las mutaciones en P3441 podrian impactar en la estabilidad estructural de la
proteina. Para ello, primero se generaron estructuras tridimensionales, para después verificar,
refinar y elegir segun los criterios utilizados en el andlisis de la estructura de Z en el capitulo 2.

El modelo que obtuvo la mejor puntuacién de calidad (scores definidos de los diferentes servidores
web utilizados), se utilizé para un andlisis de los sitios de interés. Con el servidor MAESTROweb se
determind la energia de estabilizacidn final para cada sitio de interés, calculdndose como mutacion
individual del residuo en P3441 a aquella correspondiente a C#1. Los resultados se muestran en la
Tabla 15. En todos los casos, las mutaciones fueron predichas como estabilizadoras de la estructura.
Esto fue inesperado considerando que se realizé el analisis de una estructura de una cepa patogénica
(P3441) a una atenuada, y que se esperaria una estructura mas inestable. El calculo combinado
AAGpreq fue de -0,318 (estabilizador), con una confianza de prediccién (Cpreq) de 0,865.

Con el fin de explorar el efecto de estas diferencias y confirmar lo obtenido con el servidor
MAESTROweb, se procedid a realizar el andlisis con el servidor DynaMut para predecir mutaciones
gue desestabilizan la estructura. Los resultados se muestran en la Tabla 16 e indican que la mayoria
de las diferencias observadas entre P3441 y C#1 son estabilizadoras. Los valores y magnitud de los
resultados también varian tanto respecto a lo obtenido con MAESTRO como entre si. La mayor
estabilizacion predicha resulté para la mutacion S1698F con un valor de 0,806, la mas alta de los
valores obtenidos. Esta diferencia es Unica para C#1. La mayor desestabilizacion predicha ocurrié
para V2040A con un valor de -0,887, siendo una diferencia de C#1 y XJ13 respecto a P3441. Con
respecto a la flexibilidad calculada con AAS,i,. La mayoria de los valores fueron cercanos a 0 o menores
a 0,2, lo que sugiere un aumento reducido o poco significativo en la flexibilidad estructural.
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Mutacion (P >> C#1,XJ13) AAGpred. Cored.
H76Y -0,121 0,817
D265K -0,201 0,809
M415A -0,232 0,795
D462N -0,309 0,787
L936P -0,126 0,819
K1059R -0,369 0,771
R1156K -0,251 0,788
C1344F -0,254 0,796
K1582R -0,234 0,806
Q1668K -0,181 0,817
S1698F -0,304 0,799
V1700l -0,145 0,804
11883V -0,282 0,793
N2005S -0,041 0,853
V2040A -0,054 0,845

Tabla 15. Cambio de estabilidad (AAGreq.) calculada como mutacion independiente de un residuo
en la estructura para la proteina L de P3441 a un residuo en otra cepa (X).

Valores de AAGgred. > 0 se consideran desestabilizadores. Cyred. ES un valor de confianza de la prediccion, siendo Cpreq. = 0 de

minima confianza e Cyred. = 1 mdxima confianza de prediccion.
Tabla 16. Cambio de estabilidad (AAGy.a DynaMut) y entropia vibracional (AAS,i,) calculada como
mutacidon independiente de un residuo de la proteina L de P3441 a un residuo de una cepa (X).

Mutacién (P > X) AAGpred. DynaMut AASip
H76Y (X = C#1) 0,238 -0,019
D265K (X = C#1,X)13) 0,363 -0,029
MA415A (X = C#1) 0,197 0,231
D462N (X = C#1) 0,015 0,023
L936P (X = C#1) 0,372 0,184
K1059R (X = C#1,XJ13) 0,295 0,053
R1156K (X = C#1,) 0,238 0,092
C1344F (X = C#1,XJ13) -0,134 -0,295
K1582R (X = C#1,XJ13) -0,402 0,637
Q1668K (X = CH1,X/13) 0,429 0,09

S1698F (X = C#1) 0,806 -0,379
V1700l (X = C#1,XJ13) 0,36 -0,225
11883V (X = C#1) -0,225 0,152
N2005S (X = C#1,XJ13) 0,675 0,16

V2040A (X = C#1,XJ13) -0,887 0,915

AAGpeq. DynaMut corresponde a la diferencia de energia libre entre el modelo salvaje y el mutante calculado por el servidor
DynaMut, el cual define valores negativos (< 0) como mutacidn desestabilizadora. AAS,i, es la diferencia de energia de

entropia vibracional entre el modelo salvage y el mutante, con valores positivos (>0) para mutaciones en las cuales aumenta

la flexibilidad molecular.
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Figura 5.2. (A) Alineamiento de secuencias de aminoacidos para la proteina L de la cepa P3441, C#1 y otras cepas patogénicas de JUNV.
Las equivalencias se encuentran marcadas en color, con las diferencias presentes en blanco o cian, y la estructura secundaria de la proteina
puede observarse por encima del alineamiento, con a indicando alfa hélices, B lamina beta, n hélices 310, y T para giro beta. (B) Estructura
tridimensional de la proteina JUNV L obtenida por ColabFold (ver materiales y métodos). Cada imagen corresponde a lados opuestos de la
proteina. Se muestran el dominio N terminal similar a PA de Influenza (rojo), C terminal similar a PB2 de influenza (azul) y el dominio central
asociado a la actividad polimerasa (verde). En cian se muestran los sitios con diferencias de interés y los cationes Zn coordinados por la
proteina estan representados como esferas grises.

Las figuras 5.3, 5.4, 5.5, 5.6 y 5.7 muestran las mutaciones L936P, C1344F, K1582R, 11883V y V2040A
(respectivamente) y los cambios generados en las interacciones con los residuos cercanos.

Figura 5.3. Esquema tridimensional del residuo 936 de JUNV L. A la izquierda se encuentra la estructura para P3441yala
derecha se encuentra la estructura para C#1. En verde se ve la leucina (izquierda) y prolina (derecha) correspondiente a
cada cepa. En gris se ven los carbonos (C), en rojo los oxigenos (O) y en azul los nitrégenos (N). En amarillo se muestran
atomos de azufre (S).

Figura 5.4. Esquema tridimensional del residuo 1344 de JUNV . A la izquierda se encuentra la estructura para P3441yala
derecha se encuentra la estructura para C#1. En verde se ve la cisteina (izquierda) y fenilalanina (derecha) correspondiente
a cada cepa. En gris se ven los carbonos (C), en rojo los oxigenos (O) y en azul los nitrégenos (N).
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Figura 5.5. Esquema tridimensional del residuo 1582 de JUNV L. A la izquierda se encuentra la estructura para P3441y a
la derecha se encuentra la estructura para C#1. En verde se ve la lisina (izquierda) y arginina (derecha) correspondiente a
cada cepa. En gris se ven los carbonos (C), en rojo los oxigenos (O) y en azul los nitrégenos (N). En amarillo se muestran
atomos de azufre (S).

| | A, P e
Figura 5.6. Esquema tridimensional del residuo 1883 de JUNV L. A la izquierda se encuentra la estructura para P3441y a
la derecha se encuentra la estructura para C#1. En verde se ve la isoleucina (izquierda) y valina (derecha) correspondiente
a cada cepa. En gris se ven los carbonos (C), en rojo los oxigenos (O) y en azul los nitrégenos (N). En amarillo se muestran
atomos de azufre (S).

Figura 5.7. Esquema tridimensional del residuo 2040 de JUNV L. A la izquierda se encuentra la estructura para P3441y a
la derecha se encuentra la estructura para C#1. En verde se ve la valina (izquierda) y alanina (derecha) correspondiente a
cada cepa. En gris se ven los carbonos (C), en rojo los oxigenos (O) y en azul los nitrégenos (N). En amarillo se muestran
atomos de azufre (S).

5.2.2 Generacidon de un vector de expresion eucariota de L

Como fue descripto en el capitulo 1, se desarrollé una estrategia para subclonar la polimerasa viral
en un vector de expresion eucariota con un fluoréforo C terminal. Tercios de la secuencia de L fueron
clonados en el vector pGEM-T para después subclonar en conjunto en el vector de expresidén
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eucariota pEGFP-N3 de forma de obtener el marco de lectura completo de la proteina L. Después de
varios intentos infructuosos, se decidid contratar los servicios de clonado de una empresa.

Inicialmente se contrato el servicio de clonado de WatsonBio Sciences (EE.UU), previamente utilizado
para el clonado de la proteina N de P3441. Después de dos intentos, la empresa no logré completar
el pedido. GenScript Biotech Corporation (Hong Kong), nuestra segunda alternativa, se rehusé a
realizar el trabajo. Finalmente, se contrataron los servicios de la empresa Synbio Technologies
(EE.UU).

Aunque extendiéndose del periodo estipulado debido a dificultades diversas, finalmente el plasmido
PEGFP-L de P3441 fue completado (Figura 5.8). El producto entregado se confirmé por PCR. No
obstante, la suspension de pEGFP-L demostrd tener una cantidad menor a la esperada. Luego de
varios intentos infructuosos de transformar el pldsmido, se encargd una mayor cantidad a la misma
empresa con un grado de purificacién que eliminara endotoxinas potenciales. Aunque la empresa
demord ante complicaciones en amplificar el plasmido, finalmente fue entregado un nuevo tubo de
PEGFP-L liofilizado y se pudo verificar la presencia del pldasmido en gel de agarosa.

Figura 5.8. Esquema del clonado del marco de lectura para la proteina L de JUNV. Se partié de un vector que permitia la
clonado directo de fragmentos amplificados de PCR para poder realizar la posterior digestién y ligacion en el vector de
expresion eucariota.

Luego se procedio con el estudio de su distribucion celular transfectando células A549. En el primer
ensayo no se observo la expresion de la proteina L en los 3 dias que duro el estudio. Se sospechd que
el considerable largo del marco de lectura desfavorecia su expresidén y por tanto se extendid el
periodo de observacidn hasta 6 dias antes de fijar las células. En esa instancia se pudieron observar
puntos en el citoplasma para pEGFP-L, lo cual coincide con lo esperado para L en la forma focos de
replicacion, mientras que pEGFP mostré fluorescencia distribuida en toda la célula, concentrandose
principalmente en el nucleo (Figura 5.9).
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pEGFP pEGFP-L

Figura 5.9. Imagenes de microscopia confocal de células A549 transfectadas con el plasmido pEGFP vacio o con el ORF de L

de P3441. En verde se observa la fluorescencia correspondiente a EGFP, tanto la proteina sola (izquierda) o como parte de
proteina recombinante con JUNV L de P3441 (derecha).

5.3 Discusién

Por primera vez se pudo conocer la secuencia de la polimerasa L de la cepa P3441 de JUNV. Esta
secuencia fue posteriormente comparada con aquellas de otras cepas y se pudieron identificar
diferencias distribuidas a lo largo de L que resultaran relevantes por la ubicacidn en los dominios
estructurales de la polimerasa. El mayor tamafio de la proteina L explica que se hayan encontrado
mayor numero de diferencias entre cepas con respecto a las proteinas anteriores. Si bien el
porcentaje de similitud aminoacidica fue muy elevado, resulté ligeramente menor a las otras
proteinas quizas por el mencionado rol en la seleccion evolutiva (295, 296).

La proteina L de JUNV fue posteriormente modelada para estudiar la posicién e impacto de las
diferencias entre las cepas. Se utilizaron servidores y algoritmos para determinar cudles de estas
diferencias podrian tener el mayor impacto dentro de la estructura de L de P3441 respecto a L de la
cepa C#1, estudiandose como mutaciones de la cepa P3441 a C#1. No resulté sorprendente que la
mutacion L936P se predijera como desestabilizadora ya que la rigidez del residuo prolina suele alterar
estructuras preexistentes y forzar giros. Sin embargo, fue curioso que se acompafara de un aumento
de la flexibilidad estructural. Esta mutacion se encuentra en un loop expuesto y sin estructuras
cercanas, de manera que no pareciera impactar directamente en la estructura terciaria de la
proteina. Esta posicién aislada podria explicar la existencia de un residuo que afecte la estructura
secundaria de la proteina sin consecuencias. Fue esperable que otras diferencias entre las cepas se
localizaran en posiciones cercanas.

En el caso de C1344F, la desestabilizacion calculada se puede explicar por el cambio de un aminodcido
polar e hidrofilo por su grupo tiol (-SH) para la cisteina a otro aminoacido con una cadena lateral mas
voluminosa con un anillo bencénico que confiere hidrofobicidad en una fenilalanina. Las
interacciones con cadenas cercanas limitan el movimiento de la cadena lateral de la fenilalanina en
mayor medida que la cadena lateral de la cisteina, lo cual explica la reduccidn de flexibilidad predicha.
En el caso de K1582R, tanto la lisina de P3441 como la arginina de C#1 y XJ13 cuentan con cadenas
laterales protonables que pueden funcionar como bases y que podrian explicar la tolerancia de este
cambio en la proteina. No obstante, la lisina estd mas asociada a la formacién de enlaces
estabilizadores de estructuras terciarias y cuaternarias por tener mayor densidad de carga que la
arginina, justificando la desestabilizacion de esta mutacion. La mutacion 11883V es similar a K1582
en el sentido que se mantienen las propiedades quimicas en el sitio, con la isoleucina de P3441 vy la
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valina de C#1 siendo similarmente hidrofébicas. No obstante, la isoleucina cuenta con una cadena
lateral mas grande que facilita aproximarse a cadenas laterales cercanas para interactuar y estabilizar
la estructura terciaria. Similarmente, la mutacion V2040A mantiene similitud con 11883V, ya que
tanto la valina de P3441 y la alanina de C#1 cuentan con cadenas laterales alifaticas hidrofébicas. La
diferencia entre estos residuos es de un grupo metilo en la cadena lateral de la valina que le confiere
mayor tamafio respecto a la alanina.

En conjunto, las diferencias mostraron que la estructura de C#1 resultaba mas estable respecto a la
de P3441 con excepcidn en cinco residuos. Si bien se podria asumir que la estabilidad es un atributo
que favorece a la proteina, este no seria necesariamente el caso. Considerando que se ha observado
por ensayos de cristalografia que la polimerasa L de mammarenavirus se acomoda a su sustrato de
ARN (297, 298), es posible que mayor rigidez dificulten los procesos necesarios para el
funcionamiento 6ptimo de la proteina. Resta establecer en futuros estudios si esta mayor estabilidad
se traduce en menor nimero de errores de copia y/o eficiencia de replicacién. También es posible
que las cinco diferencias que se detectaron como desestabilizadoras con DynaMut impacten sobre
el funcionamiento de la polimerasa L, particularmente la diferencia en el residuo 1588 que tiene una
ubicacién dentro de un dominio definido de L llamado “pulgar” (258, 298).

Lograda la subclonado de la proteina L en un vector de expresidon eucariota con fluorescencia, se
demostré que esta construccién expresaba la proteina recombinante. Esta herramienta servira en
proyectos futuros para profundizar en las predicciones y observaciones realizadas a lo largo de este
capitulo, estudiar su interaccidn con otros componentes virales y eventualmente, su funcion.

78



Capitulo 6. Sesgo de uso de codones

6.1 Introduccion

El cédigo genético estd compuesto por 64 codones, secuencias de 3 nucleétidos (o bases) en una
molécula de ARNm que corresponden a un aminodcido especifico o sefial de terminacion (o STOP)
durante la sintesis proteica. De esos codones, 61 traducen en 20 aminoacidos de manera que varios
codones codifican para un mismo aminoacido (con las excepciones de metioninay triptofano). El uso
de estos codones sindnimos no es uniforme o equitativo. De hecho, no es el mismo para todos los
organismos. Esta peculiaridad se ha denominado sesgo de uso de codones (299).

El sesgo de uso de codones se debe a diferentes razones: factores transcripcionales, contenido GC
(guanina-citosina), traduccion, los niveles de expresion de genes y motivos de estructura secundaria
del ARNm (300, 301). Una combinacidon de procesos de seleccidon (como la disponibilidad de los
diferentes ARNt propios de un organismo) y mutaciones (causadas de diferentes formas como
mutaciones espontaneas por error de replicacion) definen la evolucién de estos sesgos (302), siendo
la seleccién natural y la presién de mutaciones las causantes principales de los patrones observados
(303, 304). Se define como presion de mutaciones a la tendencia o influencia de procesos
mutacionales distintivos que introducen tipos especificos de mutaciones o sesgos en la secuencia de
un organismo. Por ejemplo, se ha determinado que existe una mayor frecuencia de transiciones
(cambios entre adenina y guanina o entre citosina y timina) respecto a transversiones (cambio entre
las pirimidinas timina y citosina y las purinas adenina y guanina) (305, 306), y se ha podido explicar
como un sesgo propio de las polimerasas (307-309). Por su parte, la seleccidn natural es el proceso
evolutivo donde se perpetdan rasgos en una poblacién cuando favorecen la supervivencia y/o
reproduccion de los organismos en cuestidon, o desaparecen cuando los mismos reducen la
supervivencia y/o capacidad de reproducirse del organismo.

Dentro de un mismo genoma se pueden llegar a encontrar un amplio rango de distribuciones de uso
de codones (310), lo cual se ha explicado como una herramienta para controlar los niveles de
expresion y el plegamiento de las proteinas (300, 301, 311). De hecho, dentro de diferentes regiones
para un mismo marco de lectura (ORF) se han observado sesgos diferentes. Cuanto mas se conoce
del sesgo de uso de codones, mas se descubre su rol en la maquinaria traduccional de cada organismo
(312).

Aunque se ha propuesto que la presidon de mutaciones es el principal determinante del sesgo de uso
de codones (313), también se propuso que este no es el caso para los virus de ARN o ADN (314). Para
comenzar, los genomas virales requieren de la maquinaria celular de su hospedante para replicarse
Yy, por tanto, la evolucidn de los virus esta fuertemente asociada a presiones de seleccion especificas
del hospedante como también aquella dirigida por la respuesta inmune (315, 316). En otras palabras,
el estudio del sesgo de uso de codones puede brindar informacién sobre la evolucién viral.

El sesgo de uso de codones se ha estudiado en varios virus. Por ejemplo, en el virus Zika se observd
un sesgo reducido y una mayor influencia de la presién mutacional respecto a presiones de seleccion,
inclusive si factores geograficos y procesos evolutivos tuviesen cierto impacto en dicho sesgo (317).
Dentro de los virus de la familia Hantaviridae, género del orden Bunyavirales déonde también se
encuentra la familia Arenaviridae, se analizé el sesgo de uso de codones del virus Hantaan (HTNV)
usando su genoma completo y se descubrié que la seleccidon natural impuesta por el reservorio
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natural y hospedante tenia mas influencia en este fendmeno respecto a sesgos mutacionales (318).
Adicionalmente, se estudiaron para diferentes especies de la familia que producian fiebre
hemorragica con sindrome renal, que incluia a HTNV y los virus Dobrava-Belgrade (DOBV), Seoul
(SEOV) y Puumala (PUUV). En este caso se analizd el sesgo de codones para la proteina de
nucleocapside de cada virus Unicamente (319). De este ultimo estudio se concluyé que entre estas
cuatro especies virales habia una preferencia por codones terminados en adenosina o uracilo y la
presion de mutacién tuvo mayor fuerza en la formacién del patrén de uso de codones observado
(319).

Como se describié previamente, el estudio del sesgo de uso de codones puede aplicarse en el estudio
evolutivo de una especie, incluyendo el estudio particular para una especie virus cuando encuentra
un nuevo hospedante. Gracias al extensivo seguimiento y secuenciacidn de SARS-CoV-2 durante la
pandemia entre los afios 2019 y 2021, se pudo realizar un estudio extensivo en su uso de codones
desde su diseminacidon mundial entre los humanos y se observé como el patrén de uso de codones
de este virus se alejaba de aquel del hospedante humano en el tiempo (320).

Dentro de los mammarenavirus (o arenavirus en general), ha habido pocos estudios respecto al sesgo
de uso de codones. Por ejemplo, los patrones de uso de codones fueron explorados para SABV y
CHAPV (321) pero la mayoria de los estudios encontrados se enfocaban principalmente en la
optimizacidn o deoptimizaciéon de proteinas virales para la atenuar expresién en potenciales
candidatos vacunales (322, 323). Aunque se ha encontrado informacion del sesgo de uso de codones
de los arenavirus, este ha sido en su generalidad sin incluir las diferencias individuales entre géneros,
mucho menos apreciando potenciales diferencias entre proteinas y clados dentro de un mismo
género (324).

Con el fin de completar la caracterizacion molecular de la cepa P3441 e identificar diferencias claves
con otras cepas, se estudio el sesgo de uso de codones en JUNV.

6.2 Resultados

6.2.1 Composicion

Para comenzar se utilizé el servidor CAlcal para determinar la composicion porcentual de guanina y
citosina tanto en la secuencia completa (GC%) como en la tercera posicion de los codones (GC3%)
para las proteinas de JUNV utilizando las secuencias de las cepas comparadas en este trabajo. Los
resultados se muestran en la Figura 6.1 donde se observan diferencias significativas entre las
proteinas. En lo que respecta la comparacién entre cepas, la cepa MC2 presentd el mayor valor de
GC% y GC3% en GPC, N y Z, mientras que C#1 tuvo el valor mas elevado de GC% en L y P35032 el
valor de GC3% en la polimerasa. La cepa P3441, por otro lado, se mantuvo con valores promedios,
menos el caso de Z donde mostrd el valor de GC% mas bajo entre cepas. Aparte de L, C#1 no se
distinguid de las otras cepas.
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Figura 6.1. Composicion porcentual de guanina-citosina total (GC%) (izquierda) y en la tercera posicién de los codones
(GC3%) (derecha) de la secuencia para las diferentes proteinas de JUNV. El analisis estadistico se hizo por ANOVA
unidireccional bajo el método de Brown-Forsythe, aplicando el Tukey’s test para comparaciones multiples (**: p < 0,005,
**%. p <0,0005, ****: p <0,0001). Se indicaron Unicamente dénde hubo diferencias significativas.

Para la proteina Z se puede ver una mayor desviacidon estdndar comparada a las otras proteinas
debido principalmente a su menor tamafio. Con 95 codones (incluyendo el codon STOP), la secuencia
ofrece mayor desviacién cuando ocurre alguna modificacién comparada con, por ejemplo, la
polimerasa L, la cual muestra la menor desviacién. Unicamente GPC y N no mostraron diferencias
significativas para GC3%.

6.2.2 Analisis del uso relativo de codones sinédnimos

El uso relativo de codones sinénimos (RSCU) es un nimero que representa la frecuencia en el que se
encuentra un coddn respecto a todos los codones que codifican para el mismo aminodcido para una
secuencia dada. Por ejemplo, un RSCU = 1 para cualquier coddn significaria que no hay sesgo (o que
este coddn no se encuentra mas o menos presente en la secuencia que sus sindnimos), mientras que
valores mayores a 1 representan un sesgo hacia dicho coddn y un valor inferior a 1 se denomina con
sesgo negativo, o cuyo uso es menos frecuente respecto a codones sinénimos (325). Se han
denominado en trabajos previos un valor menor a 0,6 como subrepresentado, mientras que valores
de RSCU > 1,6 como codones sobrerrepresentados (319, 326).

Los RSCU para las proteinas de todas las cepas fueron determinados por CAlcal. Ante la cantidad de
datos a representar, los resultados se encuentran en el capitulo Anexo RSCU. Las tablas en dicho
anexo han sido coloreadas en base a sus valores, cuya relacidn esta representada en la escala de
colores al final de cada tabla. Esta coloracidon permite visualizar diferencias entre cepas y codones del
RSCU, como también facilita la comparacién entre proteinas.

En lo que respecta a las diferencias entre proteinas, el patrén de uso de codones fue
mayoritariamente similar, pero con claras diferencias en casos puntuales. Por ejemplo, CGT de
arginina tuvo RSCU préximos a 1 en GPC, lo que indica falta de sesgo o preferencia por este codon,
pero en otras proteinas tuvo valores mas préximos a 0, lo que indica una preferencia contra su
utilizacién. Similarmente, TGT tuvo RSCU = 1 para GPCy < 0,6 para Ny Zpero>1,4en L.

Siguiendo con la comparacidn entre proteinas y estableciendo dénde hay codones sub- o
sobrerrepresentados (RSCU < 0,6 y > 1,6, respectivamente), se identificaron diferencias entre los
valores de las proteinas GPC, Ly NP. Se excluyd en este analisis Z por carecer de la suficiente cantidad
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de codones para tener significancia estadistica respecto a las otras proteinas en este analisis. Los
resultados se resumen en la Tabla 17.

Tabla 17. Codones sub- y sobrerrepresentados en las proteinas GPC, N y L cuando 6 o mds cepas
tenian RSCU > 1,6 y < 0,6 respectivamente. *

Proteina RSCU > 1,6 RSCU < 0,6

GPC TTG (L), CCA (P), ACA (T), AGA | TCG (S), CCG (P), ACG (T), GCG (A), GAG (E), CGC
(R), AGG (R) (R), CGA (R), CGG (R), GGG (G)

N GTT (V), CCA (P), GCA (A), AGA | CTA (L), GTA (V), TCG (S), CCC (P), CCG (P), ACG
(R), AGG (R) (T), GCG (A), TGT (C), CGT (R), CGC (R), CGA (R),

CGG (R)

L TTG (L), GTT (V), ACA (T), AGA | CTC (L), GTA (V), TCG (S), CCG (P), ACG (T), GCG

(R), AGG (R) (A), TGC(C), CGT (R), CGC (R), CGA (R), CGG (R)

*En paréntesis se muestra el aminoacido al cual codifica el coddn bajo el sistema de nomenclatura de una letra.

Respecto a los codones identificados, hay mas codones subrepresentados que sobrerrepresentados.
No hay un sesgo definido en la terminacidn de los codones identificados, pero para GPC se observa
qgue 4 de 5 codones sobrerrepresentados terminan en A y 7 de 9 terminan en G para los
subrepresentados. Similarmente para N, 4 de 5 codones sobrerrepresentados son de terminacién AT,
aunque para los subrepresentados sélo 7 de 12 tienen terminacién GC.

Codones AGA y AGG del aminodcido arginina estan sobrerrepresentados en las tres proteinas,
mientras que CGC, CGA y CGG de arginina, GCG de alanina, ACG de treonina, CCG de prolina y TCG
de serina estan subrepresentados. Al mismo tiempo hay diferencias entre las proteinas. Por ejemplo,
TTG de leucina estd sobrerrepresentado en las proteinas GPC y L y GTA de valina estd
subrepresentadoen Ny L.

La diferencia de RSCU entre cepas difiere entre proteinas como también por coddn. Por ejemplo,
para el codén CTA (leucina) en GPC, C#1 tiene mayor sesgo negativo con un RSCU de 0,517 respecto
a P3441, donde casi no tiene sesgo con un valor de 0,931. En la proteina L se observdé menor
variabilidad entre las cepas. Aparte de eso, en la generalidad de los casos se observé una tendencia
a sesgos similares entre cepas. En N y GPC, se notd que MC2 parecia distinguirse de las otras cepas
respecto a las demds proteinas.

6.2.3 Numero efectivo de codones

El nimero efectivo de codones (ENC) expresa la preferencia por uso de codones, siendo un valor
entre 20 a 61. Valores elevados reflejan una menor preferencia por codones sindnimos especificos,
y viceversa. En la figura 6.2 se observa el andlisis comparandose el ENC entre proteinas juntando los
valores para las cepas utilizadas hasta el momento. Mientras N, Z y L parecen no contar diferencias
significativas entre ellas, GPC demostrd tener ENC significativamente mayor a las otras proteinas, lo
que significa un menor sesgo. Entre las cepas, P3441 tuvo el mayor ENC para GPC (55,925), contrario
a C#1 el cual tuvo el menor valor (52,917). Para N, P3441 tuvo el segundo mayor valor de ENC (51,58,
segundo a Romero con 51,69) y C#1 nuevamente tuvo el menor valor (50,58). En Z, tanto C#1 como
P tuvieron valores medios (51,28 y 50,01, respectivamente), diferentes a P35032 con 55,34.
Curiosamente para L, C#1 y P ambos tuvieron los mayores valores (50,26 y 50,23, respectivamente),
pero la diferencia con el menor valor fue mucho mas estrecha entre cepas. Aun asi, todos estos
valores muestran un sesgo de uso de codones bastante reducido para JUNV.
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Figura 6.2. El nimero efectivo de codones (ENC) de la secuencia para las diferentes proteinas de JUNV. El andlisis estadistico
se hizo por ANOVA unidireccional bajo el método de Brown-Forsythe, aplicando el Tukey’s test para comparaciones
multiples (**: p < 0,005, ****: p < 0,0001). Se indicaron Unicamente dénde hubo diferencias significativas.

El grafico ENC-GC3 ayuda a determinar el efecto de la composicién de nucledtidos en el patrén de
uso de codones sinénimos. Se utilizé el programa Rstudio con el lenguaje de programacion R para
armar el grafico ENC-GC3. En este grafico se comparan los valores con la linea estandar, o la curva
que representa la situacion dénde el ENC tiene relacidn directa con GC3%. La posicion de los puntos
relativos a la linea estandar en el grafico ENC-GC3s da una idea de la presencia de un sesgo, donde
un mayor sesgo es reflejado como una a mayor distancia a dicha linea. Acorde a lo graficado para las
proteinas de cada cepa, se pueden ver los resultados agrupados en cimulos acorde a la proteina en
la figura 6.3. Esto refleja una diferencia reducida entre cepas. Considerando los resultados anteriores,
no sorprende que Z sea un cimulo mas disperso, pero su mayor distancia de la linea estandar sugiere
un sesgo mayor al de las otras proteinas. En contraste, L presenta un sesgo visible, pero al
encontrarse cerca de la linea estandar no es un sesgo apreciable como la proteina N. GPC cuenta con
ENC mas elevado pero tiene la misma distancia a la linea estandar que L.
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Figura 6.3. Grafico ENC-GC3s. Las proteinas GPC (violeta), N (azul), L (rojo) y Z (verde) para cada cepa fueron graficadas en
base a su ENC y GC3s%. La curva negra representa los valores de ENC esperados cuando ocurre relacién directa con GC3s.
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A manera de estudiar la posible influencia de la presién de seleccidn, se graficé la relacidn entre la
composicidon de guanina-citosina en la primera y segunda posicion (GC12) respecto a aquella en
tercera posicion (GC3) en lo que se llama gréfico de neutralidad. Dicho gréfico se muestra en la figura
6.4. La pendiente de cada linea de regresion indica la medida la cual la presién de mutacion explica
los patrones de codones observados, comparandose con la recta que representa el escenario teérico
donde la presién de mutacion es el Unico factor que influye en el sesgo de uso de codones, o en otras
palabras GC3 es igual a GC12. Los resultados muestran que el sesgo de uso de codones observado
puede ser explicado mayoritariamente por presion de seleccién, siendo el efecto de presion de
mutacion mas alta para GPCy N (con pendientes de 0,17 y 0,15, respectivamente) y mas baja para L
y Z (con 0,096 y -0,38, respectivamente). En otras palabras, al menos el 83% del sesgo de uso de
codones puede ser explicado por seleccidn.
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Figura 6.4. Grafico GC12-GC3s. Las proteinas GPC (violeta), N (azul), L (rojo) y Z (verde) para cada cepa fueron graficadas en
base a su GC12% y GC3s%. La recta negra representa los valores de ENC esperados cuando ocurre relacion directa con GC3s.

6.2.4 Adaptacion y deoptimizacion relativa de codones

El indice de adaptacion de codones (CAl) predice el nivel de expresién génico relativo y mide la
adaptacion de los genes virales a un organismo de referencia, como por ejemplo el reservorio natural
o hospedante. Su valor puede caer entre 0 a 1, representando la medida desde codones carentes de
adaptacidn a una situacién de adaptacion completa (327). Se calcularon los CAl para las proteinas de
JUNV de las diferentes cepas. Como no se cuenta con secuencias de Calomys musculinus, y para
continuar estudiando el impacto de JUNV en el ser humano, se utilizé a Homo sapiens como patrén
de uso de codones sindnimos. Debido a las diferencias que ocurren entre tipos celulares y tejidos,
este estudio se desglosd en dos partes: el cdlculo de CAl para células del sistema inmune y para
tejidos dénde se han detectado efecto o presencia del virus. Para todos los casos se utilizaron las
secuencias de las proteinas de mayor expresion génica para las células dadas por la base de datos
Human Protein Atlas, con las cuales se obtuvieron el patrén de referencia para calcular el CAl en el
servidor CAlcal.
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Como se puede observar en la Figura 6.5, el CAl para las proteinas virales varia entre células del
sistema inmune. Para todas las células estudiadas, la proteina L tenia el menor CAl mientras que la
proteina Z tiene el mayor CAl. No se observaron diferencias significativas entre GPC y N dentro de
cada célula del sistema inmune. Se observé CAl mayores para las células B, y menores para las células
dendriticas, lo que sugiere una mejor adaptacién de las proteinas virales en las células B.
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Figura 6.5. El indice de Adaptacién de codones (CAl) en diferentes tipos celulares del sistema inmune para las secuencias
de las proteinas de JUNV. Se realizé un ANOVA bidireccional con el test de Tukey para comparacién multiple con el cual se
determinaron diferencias significativas entre los resultados para los diferentes tipos celulares con un valor p < 0,0001. La
Unica excepcidn fue la diferencia no significativa entre las células NK y células T y se muestra en el grafico.

Respecto a las diferencias entre las cepas mostradas en la Tabla 18, MC2 tuvo el mayor CAl en GPC
para casi todas las células, y P35032 el menor, con P3441 similar a P35032. Contrario a GPC, en las
proteinas N y L la cepa P35032 tuvo el mayor valor de CAl para todas las células estudiadas, con la
cepa Ledesma teniendo el menor CAl para N y XJ13 para L (excepto en las células B, donde la cepa
Espindola tuvo el menor valor). Para Z, la cepa Espindola tuvo el mayor valor de CAl y P3441 el menor.
Un patron interesante observado cuando se compararon los resultados entre C#1 y P3441 fue que el
CAl de C#1 fue mayor que los de P3441 en todas las células estudiadas para las proteinas GPC, Ny Z,
pero no para L. En la mayoria de los casos, P3441 tuvo un CAl menor que la de otras cepas patogénicas
como Romero, Ledesma y Espindola.
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Tabla 18. indice de adaptacion de codones para las diferentes secuencias proteicas de las cepas de
JUNV en base a diferentes tipos celulares del sistema inmune humano.

Proteina Cepa Dendriticas Células B Células NK Monocitos Células T
GPC Candid1 0,677 0,764 0,696 0,685 0,699
P3441 0,669 0,754 0,688 0,677 0,691
XJ13 0,67 0,757 0,689 0,677 0,692
P35032 0,667 0,754 0,686 0,675 0,69
MC2 0,682 0,768 0,7 0,69 0,704
Romero 0,675 0,763 0,696 0,684 0,699
Ledesma 0,672 0,758 0,692 0,679 0,694
Espindola 0,674 0,762 0,693 0,682 0,696
N Candid1 0,671 0,755 0,69 0,678 0,69
P3441 0,668 0,753 0,686 0,675 0,687
XJ13 0,672 0,756 0,691 0,679 0,691
P35032 0,675 0,758 0,693 0,683 0,694
MC2 0,67 0,752 0,689 0,676 0,688
Romero 0,671 0,755 0,69 0,678 0,69
Ledesma 0,665 0,749 0,684 0,672 0,684
Espindola 0,668 0,753 0,686 0,674 0,687
L Candid1 0,652 0,744 0,674 0,66 0,675
P3441 0,653 0,746 0,675 0,662 0,677
XJ13 0,65 0,743 0,672 0,658 0,673
P35032 0,656 0,748 0,678 0,665 0,68
MC2 0,653 0,747 0,674 0,661 0,677
Romero 0,654 0,747 0,675 0,661 0,677
Ledesma 0,652 0,746 0,674 0,66 0,676
Espindola 0,65 0,742 0,672 0,658 0,673
z Candid1 0,723 0,801 0,744 0,727 0,744
P3441 0,7 0,78 0,72 0,704 0,722
XJ13 0,723 0,801 0,744 0,727 0,744
P35032 0,723 0,802 0,743 0,731 0,747
MC2 0,727 0,797 0,745 0,732 0,748
Romero 0,727 0,797 0,745 0,732 0,748
Ledesma 0,712 0,785 0,733 0,718 0,733
Espindola 0,734 0,811 0,752 0,741 0,755

En la Figura 6.6 se pueden ver los resultados para el mismo analisis en tejidos humanos. La mayor
adaptacion se observd para rifidén, seguido de bazo e higado, con valores de CAl mayor que para las
células del sistema inmune. Los menores valores de CAl fueron observados para el tejido endotelial.
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Figura 6.6. El indice de Adaptacién de codones (CAl) en diferentes tejidos para las secuencias de las proteinas de JUNV. Se
realizd un ANOVA bidireccional con el test de Tukey para comparacidn multiple con el cual se determinaron diferencias
significativas entre los resultados para los diferentes tejidos con un valor p < 0,0001. La Unica excepcién fue la diferencia
no significativa entre los resultados de bazo e higado y se muestra en el gréfico.

Respecto a los valores obtenidos para las diferentes cepas, se puede observar en la Tabla 19 que MC2
presentd el mayor valor en GPC, P35032 en N y L y Espindola en Z. Por otro lado, se observé que el
menor valor en GPC correspondio a P35032 en pulmdn y cerebro, y P3441 en los otros tejidos. Para
las otras proteinas, la cepa Ledesma mostrd el menor CAl en N para todos los tejidos menos higado,
mientras que en L fue la cepa XJ13 la que presentd el menor CAl calculado. Nuevamente, el menor
CAl para Z en todos los tejidos correspondié a P3441. Ademas, se mantuvo lo observado previamente
donde C#1 tuvo mayor CAl que P3441 en GPC, Ny Z, pero no en L.

Similar al CAl, el indice de deoptimizacién relativa de codén (RCDI) estima la tasa de traduccién de
una secuencia dada respecto a una tabla de uso de codones de referencia. A diferencia del CAl, se
calculd el RCDI con una tabla que reflejara el patrén de uso de codones para todo un organismo. En
nuestro caso, no se cuenta con suficiente informacién para utilizar Calomys musculinus y
nuevamente se utilizé la tabla de uso de codones para humanos, cémo se ha realizado para otras
proteinas virales (328).

Como se puede ver en la Figura 6.7, Z tiene el mayor valor de RCDI, sugiriendo que es el menos
optimizado para el humano. GPC, NP y L, por otro lado, parecen estar mas optimizados y sin
diferencias significativas entre ellas. Comparando entre cepas acorde a lo presentado en la Tabla 20,
C#1 tiene el mayor valor de RCDI para Z (1,586), pero mas cercano al promedio para las demas
proteinas, mientras que P3441 mantiene el segundo valor mas alto en Z, y valores mas cercanos a
C#1 en las otras proteinas respecto a las otras cepas, con excepcién de XJ13 (que también conserva
valores préoximos a C#1).
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Tabla 19. indice de adaptacion de codones para las diferentes secuencias proteicas de las cepas de
JUNV en base a diferentes tejidos del ser humano.

Proteina Cepa Cerebro Pulmén Bazo Rifion Higado Endotelial
GPC Candidl 0,712 0,723 0,76 0,777 0,76 0,7
P3441 0,704 0,714 0,749 0,764 0,749 0,692
XJ13 0,705 0,716 0,753 0,769 0,751 0,693
P35032 0,702 0,712 0,75 0,765 0,75 0,693
MC2 0,717 0,727 0,763 0,778 0,763 0,703
Romero 0,711 0,722 0,76 0,776 0,76 0,698
Ledesma 0,707 0,717 0,753 0,769 0,752 0,695
Espindola 0,709 0,72 0,757 0,772 0,757 0,697
N Candidl 0,703 0,716 0,749 0,772 0,747 0,694
P3441 0,7 0,714 0,748 0,77 0,746 0,692
XJ13 0,704 0,717 0,751 0,773 0,748 0,696
P35032 0,707 0,719 0,753 0,775 0,75 0,701
MC2 0,701 0,714 0,746 0,767 0,743 0,69
Romero 0,703 0,717 0,75 0,772 0,749 0,696
Ledesma 0,697 0,711 0,744 0,766 0,743 0,689
Espindola 0,7 0,714 0,748 0,771 0,746 0,691
L Candidl 0,689 0,701 0,738 0,758 0,738 0,673
P3441 0,69 0,703 0,74 0,76 0,74 0,674
XJ13 0,687 0,7 0,736 0,756 0,736 0,671
P35032 0,693 0,706 0,743 0,763 0,744 0,677
MC2 0,69 0,703 0,74 0,761 0,741 0,674
Romero 0,691 0,704 0,741 0,761 0,741 0,675
Ledesma 0,689 0,702 0,739 0,76 0,74 0,673
Espindola 0,687 0,7 0,737 0,756 0,737 0,672
z Candidl 0,757 0,758 0,797 0,812 0,796 0,734
P3441 0,735 0,737 0,775 0,79 0,775 0,713
XJ13 0,757 0,758 0,797 0,812 0,796 0,734
P35032 0,758 0,759 0,802 0,815 0,807 0,741
MC2 0,76 0,761 0,794 0,806 0,792 0,743
Romero 0,76 0,761 0,794 0,806 0,792 0,743
Ledesma 0,746 0,746 0,781 0,793 0,779 0,726
Espindola 0,769 0,77 0,809 0,823 0,81 0,754
1.7 * K %
' ok ok
1.5
[
Q
x
1.3 =
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Figura 6.7. Comparacion de RCDI entre las proteinas de JUNV usando valores para las cepas estudiadas. El andlisis
estadistico se hizo por medio de Kruskal-Wallis para datos no-paramétricos, aplicando el Dunn’s test para comparaciones
multiples (***: p < 0,005, ****: p < 0,0001). Sélo se indicé donde hubo diferencias significativas.

88



Tabla 20. indice de desoptimizacion relativa de codones para las diferentes secuencias proteicas
de las cepas de JUNV.

Cepa GPC N z L
Candidl 1,243 1,254 1,586 1,285
P3441 1,226 1,257 1,579 1,287
XJ13 1,26 1,257 1,586 1,288
P35032 1,267 1,253 1,43 1,303
MC2 1,19 1,24 1,567 1,298
Romero 1,271 1,246 1,567 1,3
Ledesma 1,264 1,266 1,559 1,306
Espindola 1,266 1,275 1,539 1,31
PROMEDIO 1,248375 1,256 1,551625 1,297125

6.2.5 Ensayo de correspondencia

El andlisis de correspondencia es una técnica estadistica multivariable para la identificacidon de
variaciones en el sesgo de codones entre proteinas de interés (316). Se realizé este ensayo para los
RSCU calculados. A manera de referencia y para comparar, se agregaron los RSCU promedio de
humano proveniente del calculo de 75.000 secuencias codificantes del genoma humano (el mismo
usado para obtener la tabla de referencia en el calculo del RCDI). Ademas, se incorpord la secuencia
de ARNm para el receptor de transferrina 1 de Calomys musculinus, siendo éste el inico ARNm en
base de datos para el ratén maicero.

Cémo se puede ver en la Figura 6.8 izquierda, las secuencias para las cepas forman cumulos en base
a la proteina, lo cual indica un sesgo de codones similar entre cepas. Hay una alta dispersion para Z,
pero eso coincide con los resultados hasta el momento. No obstante, es curioso que Z de P3441 tenga
una mayor aproximacion a Z de Espindola que a otras, lo cual sugiere una fuerte relacion entre ambas
cepas. Los valores del ratén maicero se encuentran en un angulo agudo respecto al promedio para
el cimulo de la proteina L, lo cual sugiere que hay asociacién positiva. Por el otro lado, el cimulo de
L esta completamente opuesto al promedio humano, lo cual indica una asociacién completamente
negativa. Z muestra una tendencia opuesta a L, dénde el cimulo de Z se encuentra préxima al
humano pero opuesta a Calomys musculinus. La distancia de los puntos del origen indica la
importancia de las variables en nuestros datos, indicando que los cimulos de GPC, Z y N parecen
tener mayor peso que los datos de humano y L. GPCy N se encuentran en cimulos separados y en
angulos grandes respecto del origen y los otros cimulos, sugiriendo poca relacidn con estos y todavia
menor entre ellos. En la figura 6.8 derecha se puede ver la posiciones de los codones para el mismo
analisis de correspondencia. Comparando estas respecto a las posiciones de las secuencias, se puede
ver proximidad entre los codones AGG, ATC, AAG y CAG por la proteina Z, CATy TGT a GPC, AGAa N
yTTCyTCTallL.

Las dimensiones en el ensayo de correspondencia indican las diferentes fuentes de variacién entre
un conjunto de puntos de datos multivariados. En este caso, el eje X (o Dimensién 1) represento casi
la mitad de las variaciones (48,8%), mientras que el eje Y (Dimensién 2) representd el 16%. En
conjunto, las dos primeras dimensiones explican el 64,8% de la variabilidad total de los datos. Esto
indica que estas dos dimensiones capturan una parte significativa de la estructura de los datos.
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Figura 6.8. Analisis de correspondencia de los valores de uso relativo de codones sinénimos (RSCU). lzquierda: grafico
para las secuencias de las diferentes proteinas de JUNV (violeta para GPC, azul para N, rojo para Z, verde para L) y para
cada cepa. Se agregaron a la comparacién valores de RSCU para Homo sapiens (humano) y Calomys musculinus
(reservorio natural de JUNV) en marrén y naranja respectivamente. Derecha: La posicién de cada codén para el mismo
analisis se encuentra en negro.

6.2.6 Ensayo de correlacién

La correlacidn por rango de Spearman (Spearman’s rank correlation) es una medida no paramétrica
gue no asume una distribucién particular, a diferencia de la correlacion de Pearson, que asume una
distribucidn normal y una relacidn lineal. El coeficiente de correlacidn puede variar de -1 a 1,
indicando el nivel de la relacién monotdnica entre variables. Es decir, valores proximos a 1 sugieren
una relacién fuertemente positiva (cuando una variable aumenta, la otra también, y viceversa) y
cuando los valores son préximos a -1, la relacion es negativa, en la cual el aumento de una variable
corresponde a la disminuciéon de la otra y viceversa. Valores mas cercanos a 0 indican una relacién
débil o inexistente. Con el fin de determinar la existencia de correlacién entre diferentes variables
para JUNV, se realizd para cada proteina un andlisis de correlacidon para todas las cepas. Dentro de
las variables estudiadas se eligieron la composicidon de nucledtidos adenina (A), citosina (C), uracilo
(U) y guanina (G) totales o en tercera posicién de los codones (A3, C3, U3 y G3), como también la
composicidon de guanina y citosina en primera (GC1), segunda (GC2) o tercera (GC3) posicidn, el
promedio en las primeras dos posiciones (GC12) para codones usados, y el promedio general de
hidrofobicidad (GRAVY). Se eligio el rango de Spearman después que algunas variables (por ejemplo,
GC2) no pasaran el test de Wilk-Shapiro para verificar una potencial distribucion normal. Los
resultados para GPC, N, Ly Z se muestran en las figuras 6.9, 6.10, 6.11 y 6.12, respectivamente.

Para GPC se observaron elevadas correlaciones, tanto negativas como positivas, algo que se visualiza
en la intensidad de color en la parte inferior izquierda de la Figura 6.9. GC3 en particular parece tener
fuerte correlacion con las otras variables, incluyendo el contenido total de nucledtidos A, Cy U. El
ENC parece tener una correlacidon negativa elevada para A3 (-0,87) y positiva para G3 (0,72). En
ambos casos se puede ver en la Tabla 20 que su valor p fue menor a 0,05, lo que demuestra que estas
relaciones entre ENC y A3 y G3 fueron estadisticamente significativas. Una correlacion relevante fue
entre GCy los contenidos de A, Cy U en tercera posicién con valores -0,73, 0,82 y -0,88 (los tres con
valores p < 0,05).
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Figura 6.9. Correlaciéon por método de Spearman entre componentes de la secuencia, ENC y otros para GPC de las cepas

estudiadas. Azul oscuro indica correlacion positiva mientras que rojo oscuro indica correlacidon negativa. Los valores mas
elevados indican una correlacién mas significativa.

Tabla 20. Valores p del analisis de correlacion por rango de Spearman correspondiente a la Figura
6.9.

ENC" GRAVY A% C‘. us G‘. m. m. u“. G:l?.. Gm. GC"‘. Gm. sz‘. Gm.

ns ns ns ns ns el ns ns b ns ns ns ns ns

0.53640873 ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns

A% 006640157 0.1650407 b - b b by b ns el * ns ns el
C% 04726053 D..mﬁ:i“_ bion ns ns - * ns b heini ns bl heini
us oavteeso  o.37eocs [oD0SGR MELLRY ! ns ns . . ns wa - ns N -
G 013430119 0.1787495 JODDBRRNGY 107601 9.16E02 ns ns s ns ns ns ns ns ns
ass JOOOSEESE  o.s0voser JONOBEEREE  ooacoz  occeoz 011944972 a * ns * ns ns ns -
3% 018839393 03455111 002407017 157602 | 180E02 0.40747390 [IN0EEEE : v ns - ns ns ns -
usn 011396448 0.1130645 [JUDOMIGOSH | 186E02 | 133E02 0.18460087 0.01304477 [JOOIAGIS ns - ns ns ns s
G3% | 0.04608687 0.3588778 8.74E01 0.08495136 0.27412013 0.82842246 772600 ns ns ns ns ns

eon 024326992 0.2432699 TS 005133336 | 0,04142857 | 0,01304869 [SNOENE 052944758 - ns - -
| GCI% 064738445  0.6684275 005846141 0.27741933 014269128 1.27E01 0.87384754 [ ADRE ‘ ns - ns
| GC2% 027412812 04473269 082177195  T6SE01  7.06E01 1016193823 039441143 650E01 043856900  B81E01 039441143 ns ns
GCIZ% 090977184 0.887N13 012738767, ISIEOR|  1M6E02 021022848 076765967 038139905 276601 0.54788179 | aoaeo2 [JHBOIASIY o.06v3845 ns

| 68E03 ATEOR 11191 000672848 000145735

GCI% 008333209  0.1765095 K 069504606 EEAISIE  0.06524951 0.70615939 0.20703125

En la figura 6.10 se muestran las correlaciones para N, las cuales fueron similares a GPC. Hay con
claras diferencias en la medida de estas, visibles con claridad ante la diferencia de intensidad de
colores. De hecho, el ENC no parece tener correlacién significativa con alguna variable, mostrando
valores entre -0,29 para U3 y 0,49 para GC2. De la misma manera se puede ver en la Tabla 21 que
hay menos cantidad de correlaciones calculadas que tienen una significancia estadistica (valores p <
0,05). GCy GC3 tienen un valor de correlacién positiva (y valor p <0,01) similar a GPC, esta correlacion
sugiere que el contenido de nucledtidos puede influenciar la tercera posicion del coddén, un
fenédmeno generalmente asociado a presiones mutacionales (302).
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Figura 6.10. Correlacién por método de Spearman entre componentes de la secuencia, ENC y otros para N de las cepas
estudiadas. Azul oscuro indica correlacion positiva mientras que rojo oscuro indica correlacidon negativa. Los valores mas
elevados indican una correlacién mas significativa.

Tabla 21. Valores p del andlisis de correlacion por rango de Spearman correspondiente a la Figura
6.10.

ENC GRAVY A% C% us G% A3% 3% u3% G3% GC% GC1% GC2% GC12% GC3%

ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns

04527988 ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns

A% 09097718 047504474 ns ns i ol ns ns * b ns ns ns ns

C% 03893849 041679159 090977184 * ns ns ] b ns ns ns ns ns ns

Us 0777583 0.09649265 017930637 001654072 ns ns “ | ns ns ns ns ns ns

6% 07945268 0.41960249 [NNMRN ©.57327909 0.14182865 o ns ns w ns ns ns ns ns
AT 08181772 031960726 [JODNRREONE 0.<%161781 010566062 [N ns ns e ns ns ns ns ns
C3% 04137853 0.58320069 0.78471031 - 0.02550171 417E01 FA9E0 i ns ns ns ns ns ns
UIL 04787261 033256311 030503345 OI00RGRENN BOO0RAIEE]  1.20E01  9.4r-02 | ERERIN ns ns ns ns ns ns
G3% 1 0379355726 DIBGZEDT 069146535 027558952 _— 042408 78S 0794066 ng ng ne ng ne
POGC%  DA0TG3IT 077219948 DOSSHIEIE 0719422342 097699228 8.64E-02 1LIGE0T 0.36640929 083575376 0.08075989 ng ns ng .
GC1% 07762571 0.92054848 0220107184 0.25394134 016767276 1.34E-01 1LE3E01 091304951 0L09584891 025783394 0.59681884 ns | ns
GC2% 0.222872 026366268 043499022 0.26687619 0.91580556 T20E-01 157E-01 030840052 062779628 070403644 007836978 0.76034113 ng ng
GC1Z%  0.6604121 065846695 024178584 083865833 0.4443601 3.08E-07 FA9E01 051969602 041347231 054255594 0.25644444  IMONZEEISE 0.45353055 ng

GCI% 03422935 0.56046587 090130847 015093553 0.71855359 1.21EM 1.39E01 022352705 0.56071721 0.00191606- 0,94251965  0.2346468  0.87067345

La Figura 6.11 muestra las correlaciones para Z mientras que la Tabla 22 muestra los valores p para
las correlaciones realizadas. Se observaron diferencias con las primeras dos proteinas. Mientrasen N
y GPC se observd correlacién ligeramente positiva entre ENC y GC3%, para Z se observa una
correlacién altamente negativa, igual que la correlacién ENC vs GRAVY. En contraposicion se observa
una alta correlacién positiva entre ENC y U3% (valor p < 0,0001), la cual es baja y/o negativa en las
otras proteinas. De todas formas, para la mayoria de las otras correlaciones se mantiene un patrén
similar a aquellas de GPC y N. De hecho, se asemeja bastante mas al de GPC que N en algunos casos.
Notablemente, N y Z parecen tener elevada correlacién positiva entre GC% y GC3%.
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Figura 6.10. Correlacidn por método de Spearman entre componentes de la secuencia, ENC y GRAVY para Z de las cepas
estudiadas. Azul oscuro indica correlacidn positiva mientras que rojo oscuro indica correlacion negativa. Los valores mas

elevados indican una correlacién mas significativa.

Tabla 22. Valores p del analisis de correlacion por rango de Spearman correspondiente a la Figura

6.10.
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Finalmente, para la proteina L se observan ciertas particularidades en la Figura 6.12, aunque
mantiene un patrén similar a las otras proteinas. GC12% y GRAVY tiene una correlacion positiva, mas
que en GPC. Ademas, el ENC de L presenta mayor correlacion con C3 en comparacion con GPC, Ny
Z. El contenido total de adenina y guanidina tienen una correlacién con el contenido GC en la tercera
posicién del coddn, de la misma manera que GC y GC3 tienen una correlacién positiva (en todos los

casos con valores p menor a 0,05). Como se puede ver en la Tabla 23, donde se muestran todos los
valores p calculados para las correlaciones hechas para la proteina L, que para el caso de ENC no
hubo ninguna correlacion con las otras variables que haya resultado estadisticamente significativa.
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Figura 6.11. Correlacion por método de Spearman entre componentes de la secuencia, ENC y otros para L de las cepas
estudiadas. Azul oscuro indica correlacion positiva mientras que rojo oscuro indica correlacidon negativa. Los valores mas
elevados indican una correlacién mas significativa.

Tabla 23. Valores p del andlisis de correlacion por rango de Spearman correspondiente a la Figura
6.11.
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El GRAVY no parece tener una correlacién fuerte en las proteinas, con cierta excepcién en L.
Curiosamente se ven diferentes intensidades para GC1% y GC2% entre las proteinas. Entre las
proteinas se observd una elevada correlacidon entre GC y GC3, con valores de correlacién de 0,73,
0,92,0,96y 0,84 para L, Z, Ny GPC, respectivamente. Por otro lado, la relacién ENC vs GC3 para las
proteinas GPC, N y L tuvo valores de 0,48, 0,39 y 0,64 respectivamente. Curiosamente, en Z se
observé un valor de -0,90.

6.3 Discusién

En este capitulo se explord el sesgo de uso de codones en JUNV, enfocandose en cada proteina y
viendo si era posible identificar alguna diferencia entre cepas, haciendo mayor énfasis en la cepa
P3441. Se exploraron diferentes indices y medidas utilizadas en varios estudios, tales como el ENC,
CAl y RCDI. Dentro de los resultados, hubo diferencias significativas entre las proteinas y variacion
entre las cepas. Hubo diferencias esperables del porcentaje total de GC%, debido a las diferentes
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funciones y composicién de aminoacidos de cada proteina. Aun asi, se observo para las proteinas L,
GPCy N un menor porcentaje de contenido GC respecto a AT, lo cual se ha visto para otros virus con
genoma de ARN (329-331). No obstante, los resultados de GC3% mostraron diferencias respecto a
GC% para el caso de GPC. Inclusive si eran proteinas para una misma especie, y siendo Unicamente
dos segmentos gendmicos, parecen haber diferencias entre las proteinas en el uso de codones.

El andlisis del uso relativo de codones sinédnimos permitié ver un patrén comdun entre las proteinas,
aunque hubo diferencias notables en los valores de RSCU. Para prolina, treonina y alanina se observd
en las proteinas de JUNV una mayor frecuencia de uso de codones terminados en adenina y
frecuencia menor a codones sindnimos para codones terminados en guanina. Curiosamente, se
observé para argenina un RSCU elevado para codones con adenina en primera posicién pero RSCU
casi nulo para codones con citosina en primera posicion. Algunas diferencias fueron encontradas
entre cepas, pero en su generalidad se observaron mas similitudes que diferencias. C#1 y P3441 no
se distinguieron significativamente de las otras cepas. Los resultados sugirieron una preferencia por
codones con terminacidn con A y lo contrario para aquellos codones terminados con G
particularmente para GPC.

Al parecer JUNV no tiene un sesgo de codones apreciable ya que para las cuatro proteinas fueron
igual o mayor a 50. Este valor, respecto a 61, sugiere bajo sesgo, lo cual es un fenémeno que se ha
observado para otros virus (332). Por ejemplo, los ENC calculados para los virus de la fiebre
hemorragica de Crimea-Congo y Hepatitis C fueron de 52,34 (329) y 52,62 (333), respectivamente. El
mayor sesgo para L podria explicarse por su mayor tamafio. Se ha hipotetizado que el uso de codones
raros (y por ende mayor sesgo) podria servir para reducir los niveles de expresion y la velocidad de
plegamiento de proteinas largas hasta una velocidad éptima (334). De esta misma manera, podria
también explicarse el menor sesgo de Z, la cual es una proteina pequefia.

El grafico de neutralidad es una herramienta grafica que permite analizar la relacidn entre el sesgo
mutacional y la seleccidn natural en el uso de codones (335). Acorde a los resultados, pareceria que
en JUNV la polimerasa L tiene un patron de uso de codones explicado mayoritariamente por otros
factores que la presiéon de mutaciones, similar a la polimerasa Z. GPC y N, en cambio, mostraron
lineas de regresién de mayor pendiente que indican que ambas tienen un patréon de uso explicado
parcialmente por presidn mutacional. Aun asi, pareceria que para las cuatro proteinas de JUNV el
sesgo de uso de codones se explica principalmente con factores como la selecciéon natural u otras
presiones de seleccion.

El RCDI agregd el concepto que las proteinas contaban con codones levemente desoptimizados
respecto a Homo sapiens, con la proteina Z mostrando el nivel de desoptimizacién mas elevado.
Contrario a lo esperado, el calculo del CAl, que da idea de la adaptacion del uso de codones respecto
a un organismo de referencia, dio valores que sugieren un grado de adaptacién, particularmente en
rifién, bazo y higado con valores alrededor de 0,75. Esto se ha observado en otros virus que infectan
humanos. Por ejemplo, se observé en el virus Hantaan (HTNV) un alto nivel de adaptaciéon en Homo
sapiens alcanzando valores de CAl de 0,793 (318). El mayor CAIl para todos los casos correspondio
para la proteina Z, lo cual contradice lo obtenido para el RCDI. No obstante, es posible que sea un
resultado causado por el reducido largo de la secuencia para esta proteina, déonde hay menos
proteinas para obtener un sesgo de uso de codones confiable.
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Los tejidos y células de Homo sapiens mostraron diferencias en CAl para JUNV, aunque se mantuvo
la relacidn entre proteinas. En las células inmunes se observéd un mayor CAl en las células B y lo
opuesto para las células dendriticas. Por su parte, en los tejidos estudiados, el mayor CAl obtenido
correspondid a rifidén, seguido de higado y bazo, y el menor CAl calculado fue del tejido endotelial.
Considerando que las células dendriticas son un blanco de JUNV (336, 337) y el efecto de la infeccidon
de JUNV en las células endoteliales (338-340), es curioso que en estos casos se haya obtenido los
menores CAl, aunque esto podria sugerir una estrategia de replicacién de JUNV en humano donde el
virus encuentra beneficio en mantener una menor adaptacion en el uso de codones para esas células.
De hecho, se ha sugerido para Hantavirus que una menor adaptacion permite una menor replicacion
sin inducir enfermedades severas en sus hospedantes naturales y asi mantenerse diseminado (341).
Es decir, un nivel de adaptacién reducido podria favorecer la evasion a la respuesta inmune.

El estudio de correspondencia permitio visualizar la relacion entre las proteinas, cepas e inclusive las
proteinas con diferentes hospedantes. L mostré tener la mejor asociacion con Calomys musculinus,
lo cual puede explicarse por la necesidad de una proteina tan larga de plegarse dptimamente dentro
de su reservorio natural y asegurar una traduccion eficiente. En algunos virus se ha observado que la
semejanza de patrones de uso de codones con aquellos sus hospedantes favorecen una traduccién
eficiente (328). Esto podria agregar a lo observado del ENC, dénde la polimerasa cuenta con el mayor
sesgo de uso de codones entre las proteinas.

Las correlaciones realizadas sirven para determinar relaciones posibles entre variables. Por ejemplo,
la relacidon entre GC y GC3 podrian indicar la presencia de presion de mutacién de darse una
correlacién elevada (302), como ocurrid para las proteinas de JUNV. Por otro lado, la relacién entre
ENC y GC3 hace alusion a la posible presion de seleccién en el uso de codones. Para las proteinas
GPC, Ny L esta correlacién fue menor a la relacion GCy GC3, aunque una correlacién positiva coincide
con lo observado para diversos hantavirus cuya correlacién fue positiva y alta (319). Curiosamente,
en Z se observd una correlacion altamente negativa entre ENC y GC3. No obstante, cabe aclarar que
Unicamente la correlacion entre ENC y GC3 en Z fue estadisticamente significativa. Otras
correlaciones que pueden agregar informacién son ENC vs GC y GRAVY vs GC3 y/o algln nucledtido
en tercera posicidon. Para el caso de estudio de este capitulo, no se observaron correlaciones
significativas, con excepcion en Z para ENC vs GC con un valor negativo, lo cual agrega a una potencial
influencia en la presidon de mutaciones.

Acorde a lo observado, las proteinas parecen compartir generalidades en su sesgo, pero aun asi
mantienen un grado de diferencia entre ellas, tal como fue mencionado para los RSCU, posiciones en
diferentes graficos informativos entre ellos para el analisis correspondencia y en las correlaciones.
Adicionalmente, es posible que haya un sesgo en las secuencias de GPC para JUNV hacia mayor
contenido A y menor contenido de G en su tercera posicion. No hubo suficiente distancia en ningln
valor para P3441 o C#1 como para distinguirlas. Habria que realizar mas estudios modificando
codones para poder asociar patogenicidad al uso de codones. No obstante, se logré profundizar en
la caracterizacion molecular de JUNV.
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Discusion general y conclusiones

Una manera de expandir el conocimiento de JUNV ha sido el estudio comparativo entre cepas. Se ha
realizado para determinar los diferentes fenotipos de infeccidén para aislamientos de JUNV (127, 132)
y para estudiar la evolucién de JUNV en la cepa vacunal (342). Fue gracias a estos estudios que se
pudo determinar los mayores factores de atenuacion de C#1 (39). En nuestro laboratorio hemos
trabajado tanto con la cepa vacunal (CH#1) como la cepa patogénica P3441. Estas dos cepas han
demostrado fenotipos diferentes en diversos modelos de infeccidn, incluyendo la polarizacion
M1/M2 en macrofagos segun la patogenicidad de la cepa (53), y diferentes respuestas en células
dendriticas plasmacitoides humanas (52). Hasta la fecha se han podido identificar sitios claves que
explican la atenuaciéon en la cepa C#1, pero aun queda por definir sitios que determinen la
patogenicidad de P3441 y ayuden a profundizar la razén por las cuales se dan tales diferencias entre
las cepas. De ahi la razdn de este estudio.

En este trabajo se logré obtener una nueva secuencia codificante de un JUNV patogénico, agregando
al limitado nimero de cepas secuenciadas completamente para este virus. Adicionalmente se logré
el clonado completo de los genes de una cepa de JUNV. Sin embargo, no se pudieron obtener las
secuencias de las regiones intergénicas de los segmentos S y L quedando para estudios futuros. Aun
asi, esta secuencia de fenotipo conocido y estudiado en diversos modelos de infeccion quedara
disponible en base de datos. A diferencia de la vasta mayoria de los aislamientos presentes en base
de datos, las secuencias de la cepa P3441 cuentan con la secuencia de la polimerasa completa.

Se cumplieron exitosamente la mayoria de los objetivos propuestos inicialmente. Una vez obtenida
la secuencia codificante de la cepa P3441 de JUNV, se realizaron analisis comparativos con otras
cepas de distinta patogenicidad y atenuacidn cuya secuencia completa es conocida. La mayoria de
los trabajos realizados identifican meras diferencias entre cepas, intentando localizar diferencias
antes de proceder con ensayos de mutagénesis (39, 343) o se utilizan para ensayos de seguimiento y
expansion geografica del drea endémica (18, 344, 345). En este trabajo se realizé por primera vez una
aproximaciéon de todas las estructuras proteicas seguida del analisis del efecto de mutaciones
puntuales comparandose entre CH#1 y P3441, haciendo uso de herramientas modernas
bioinformaticas como AlphaFold y servidores DynaMut y MAESTROweb. Avances en la informatica
han permitido que herramientas como AlphaFold no sélo puedan usarse con facilidad, sino que sus
resultados tengan una importante capacidad predictiva (346-349). Adicionalmente, ha habido nuevas
estructuras tridimensionales obtenidas por cristalografia para proteinas de mammarenavirus
(aunque incompletas y con sus limitaciones) (235, 265, 267, 350, 351). En conjunto, esto ha hecho
propicio la integracion de estos avances para este trabajo.

Segun el andlisis bioinformatico en este trabajo, las diferencias observadas entre las cepas de JUNV
CH#1yP3441 no son producto de mutaciones que cambian radicalmente la estructura de las proteinas.
No obstante, es probable que haya diferencias que puedan afectar parcialmente un dominio o motivo
funcional, y potencialmente la interaccién de la proteina con otras. Acorde al analisis bioinformatico
de este trabajo, el residuo 64 de la proteina Z es una de dichas diferencias relevantes.
Coincidentemente, la diferencia V64G en esta proteina es un factor de atenuacion menor al
compararse CH1 con la cepa Romero (343), aunque en aquel estudio no se logré confirmar cémo
ocurre dicha atenuacién. Este trabajo predice que el residuo 64 afecta la estructura de la proteina Z
dentro del dominio RING, el cual se sabe tiene un rol importante en la interacciéon con las otras
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proteinas virales como consigo misma en otros mammarenavirus (137, 352, 353). De hecho, este
resultado coincide con una interaccién propuesta por ensayos de cristalografia entre Zy L, al menos
en uno de los sitios tedricos de interaccion (265), en la cual se propuso que V64 pudiese formar parte
de esta interaccidn necesaria, y la ausencia de cadena lateral de G64 en C#1 implicaria una reduccion
en la eficiencia de la proteina de Z en la cepa vacunal de bloquear efectivamente la replicacién viral
y proceder con el ensamblado.

La proteina N es un factor esencial en la replicacién viral e interviene en mayor medida que Z en la
actividad evasora de la respuesta de interferén. Nuestro analisis predice que los residuos 268 y 546
es donde mas se distinguen estructuralmente CH#1 y P3441. Ademads, se encontraron aminoacidos
Unicos para P3441, como 1123. No obstante, la diferencia en la posicion 476 podria afectar la
interaccidn entre Z y N sin necesariamente impactar en la estabilidad estructural de la proteina N,
considerando la observacién que la interaccion entre Z y N para TCRV se ha propuesto de ocurrir
entre los residuos 461 y 489 (354). Esta observacién gana relevancia cuando se considera la
proximidad evolutiva entre JUNV y TCRV.

Las glicoproteinas son claves en el contacto y mecanismos de ingreso del virién a la célula como en
la posterior fusidon y liberacidon del contenido viral en el citoplasma. En este caso, nuestro analisis
predice que N75 en G1 y F180 de G2 distinguen estructuralmente las cepas C#l y P3441.
Coincidentemente, se ha demostrado que la atenuacién de C#1 es debido a 1427 en GPC (G2) (355).
En este trabajo se agrega que dicha atenuacidn tiene un origen estructural que impacta en la funcién
intrinseca de la proteina.

La proteina L permite la replicacion del genoma como ademas la generacion de ARNm para la
traduccién de otras proteinas. Aqui, el nUmero de diferencias fue mayor lo cual fue esperado dado
el mayor tamafio de la proteina e incluyeron residuos Unicos para P3441 respecto a las otras cepas:
D265, M611, K655, N679, V830, S885, D922, F987, G1452, H1664, S1751, V1909, V1940 y P1944.
Estos resultados ameritan comenzar futuros estudios con proteinas quiméricas que intercambien
segmentos mas que con mutaciones puntuales. Los residuos 1936, C1344, K1582, 11883 y V2040
fueron predichos como aquellos que podrian desestabilizar la estructura de la proteina en C#l
respecto P3441. Acorde a las estructuras generadas, L936 y C1344 caen en regiones externas sin
estructura, mientras que se encuentra K1582 en lo que se ha considerado el “pulgar” sobre el cudl la
polimerasa retiene el ARN acorde a estudios estructurales (258, 298) y se encuentra préximo a uno
de los aminodcidos conservados en mammarenavirus que se ha propuesto en la interaccion Z-L (356).
Respecto a 11883 y V2040, ambos residuos son parte del dominio C-terminal sobre regiones sin
estructura. De hecho, la regién C-terminal de L parece establecer un dominio aparte cuya funcién se
desconoce. Esta regidén no ha podido ser confirmada o estudiada por otros investigadores ante las
limitaciones de la cristalografia de rayos X (258, 265, 298), algo que este trabajo intenté superar con
la utilizacion de AlphaFold2.

En este trabajo no se pudo obtener informacidon concluyente de factores de patogenicidad que
definen el fenotipo de infeccién de P3441. Diferencias puntuales entre cepas varian sin un patrén
identificable. Por ejemplo, la cepa MC2 posee una alta similitud con la cepa Romero para la proteina
L pero comparte similitudes con C#1 en el dominio N terminal en la proteina N. Entre las cepas
estudiadas, se observd un porcentaje de identidad aminoacidica para todas las proteinas mayor o
igual al 96%. Dicho esto, de este trabajo surgen las siguientes observaciones relevantes:
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La proteina L mostrd en promedio la mayor diferencia porcentual entre todas las cepas.
Dentro de GPC, la mayoria de las diferencias entre cepas radica en G1 y casi ninguna en G2.
Dentro de la proteina Z, la mayoria de las diferencias caen en el dominio N terminal.

En la proteina N las diferencias parecen tener una dispersion relativamente uniforme a
excepcion de la ausencia de diferencias en su regién entre dominios.

Claramente, para obtener conclusiones definidas se necesitard un mayor nimero de secuencias y asi
realizar estudios estadisticos con una poblacidon de datos apropiada. Desafortunadamente, existen
mas secuencias de las glicoproteinas y nucleoproteinas (en su mayoria parciales), pero faltan de la
polimerasa L, lo cual este trabajo ha ayudado a remediar.

Los servidores utilizados para determinar el impacto puntual de las diferencias observadas también
arrojaron resultados contradictorios, demostrando las limitaciones de los analisis bioinformaticos
aun cuando se empleen multiples herramientas bioinformaticas. También debe considerarse que
estas predicciones estan realizadas en base a modelos que son a su vez predicciones estructurales.
Adicionalmente, es convencidon considerar valores mayores a 1 y menores a -1 de AAG para asegurar
gue una mutacion tedrica sea desestabilizante o estabilizante respectivamente, lo cual no fue el caso
para la mayoria de las predicciones en este trabajo. Por lo tanto, es imperioso obtener verificacion
por medio de estudios estructurales no predictivos incluyendo experimentos de mutagénesis dirigida
seguidos de estudios funcionales de las proteinas o de virus quiméricos generados por virologia
reversa. No obstante, cdmo primera medida de potenciales sitios a estudiar, este trabajo logré
conseguir un nimero trabajable de diferencias puntuales entre cepas para explorar y que podria
replicarse para otras especies. De hecho, seria de interés determinar si se repiten patrones similares
de diferencia en, por ejemplo, LASV donde hay un mayor nimero de secuencias en base de datos
qgue para JUNV. También es de interés explorar otras propiedades de las proteinas que varien con la
secuencia aminoacidica, como cambios en propiedades quimicas de superficie o el impacto de
mutaciones sobre las propiedades de las cadenas laterales de los residuos vecinos.

Hay varias herramientas bioinformaticas disponibles para analizar proteinas, como aquellas utilizadas
en este trabajo y algunas de las cuales se intentaron utilizar pero cuyos resultados fueron poco
concluyentes en el mejor de los casos o directamente cuestionables. Una de ellas fue HADDOCK. Este
programa permite predecir y analizar interacciones biomoleculares, particularmente entre proteinas
(357, 358). HADDOCK requiere informacion de potenciales sitios de interaccién, y se realizaron
pruebas con la estructura de JUNV Z y lo observado para LASV Z con su interaccion con elF4e (136).
Los resultados, aunque interesantes, no fueron concluyentes y se debe buscar un refinamiento con
dinamica molecular para los modelos tridimensionales de las proteinas obtenidas a fin de obtener
conclusiones razonables. NAMD es otro programa que se utilizd para agregar informacion en este
trabajo. El programa sirve para el estudio de dindmica molecular y potencialmente poder refinar los
modelos conseguidos con Alphafold (359). No obstante, este software requeria una capacidad de
procesamiento muy superior a lo disponible y de las pocas repeticiones logradas no hubo resultados
concluyentes para reportar en este trabajo. Se requerira mayor tiempo, especializacién y dedicacion
con estos programas para lograr conseguir informacién relevante.

Finalmente, se realizé un estudio de sesgo de uso de codones para JUNV para ver si se podian ver
diferencias entre las diferentes cepas y profundizar en la caracterizacion molecular de P3441, ademas
de explorar este fendmeno bioldgico en JUNV. Esta es la primera vez que se realiza un estudio de
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este tipo y profundidad en JUNV. Se ha realizado previamente en SABV y CHAPV (321) con resultados
algo similares. En ese trabajo, no obstante, no se considerd la posibilidad de que ocurrieran
diferencias significativas en el sesgo de uso de codones entre las proteinas, la cual probablemente se
debid al nimero reducido de secuencias en base de datos para cada virus.

En el caso de JUNV, se logré determinar diferencias significativas entre las proteinas. La proteina L
mostré tener el mayor sesgo de uso de codones, opuesto a la proteina Z, inclusive si el sesgo de
codones de JUNV es bastante reducido respecto a otras especies. Los valores de ENC fueron en
promedio por encima de 50 para las cuatro proteinas, mientras que otros virus que producen fiebres
hemorragicas dentro del orden de los Bunyavirales tienen ENC por debajo de 42 para la proteina de
nucleocapside (319). Los resultados para JUNV coinciden con lo observado para SABV y CHPV que
tuvieron valores promedio de ENC de 50,144 + 2,07 y 46,2375 + 6,038 respectivamente (321).
Ademas se puede llegar a la conclusidn que JUNV tiene una influencia mayoritariamente de presion
de seleccién y otros factores respecto a la presion mutacional, opuesto a lo observado para SABV y
CHPV (321), aunque como se observd de aquel trabajo no se utilizaron varios aislamientos. Se
requieren mas trabajos para profundizar el impacto de los patrones de uso de codones en la
patogenicidad de JUNV.

Siguiendo con lo alcanzado en este trabajo, se lograron clonar las proteinas de la cepa P3441 en
vectores de expresion eucariota. Se demostrd la expresion y localizacidon celular de cada una de las
proteinas recombinantes. Pese a estar incluido en el Plan de Tesis, se decidié no realizar ensayos de
ELISA con sueros de pacientes convalecientes debido a los bajos niveles de transfecciéon observados.
En su lugar, se verificd la antigenicidad de las proteinas recombinantes utilizando anticuerpos
especificos para las proteinas Z, Ny GPC restando la caracterizacion de L para cuando se logre generar
un antisuero especifico. Desafortunadamente, aunque se contaba con antisueros de Z, los
anticuerpos secundarios para revelar este antisuero coincidian en fluorescencia con EGFP, y las
alternativas no funcionaron o no se pudieron conseguir para este objetivo.

Ya se han generado replicones de JUNV para la cepa Romero y C#1 (360). Este trabajo agrega nuevas
herramientas moleculares disponibles para otra cepa patogénica de JUNV. El hecho que las proteinas
separadas se encuentran clonadas con fluoréforo permite el estudio individual de las proteinas, como
fue explorado para Z y N. Esto resultara util en estudios futuros de mutagénesis dirigida para precisar
las diferencias entre cepas identificadas en este trabajo. El clonado (y el logro) mas relevante de este
trabajo fue aquella para la proteina L. Este plasmido servird como base para estudios con otras
finalidades, como por ejemplo subclonar en un vector de expresién de proteinas para su purificacion
y posterior generacidn de anticuerpos. Queda profundizar en la caracterizacion del producto de este
pldsmido, quedando para trabajos futuros determinar si conserva actividad de sintesis de ARN.

Una consideracion para este trabajo es el modelo de estudio utilizado. Aunque la linea celular A549
resulté util para la realizacion de diversos estudios empleando microscopia confocal, resulté poseer
un porcentaje de eficiencia en la transfeccién relativamente menor comparada con otras como la
HEK293 (resultados no mostrados). El motivo por el cual no se utilizé esa linea fue porque resultd
menos Util en estudios de imagenes. Sin embargo, para futuros estudios que requieran una eficiencia
de transfeccidn relativamente alta se contemplard emplear la linea HEK293 u otras con eficiencia
equivalente.
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En conclusidn, este trabajo fue exitoso en el estudio del modelo patogénico de P3441 principalmente
por la generacidon de vectores que expresan las proteinas de P3441. Estos plasmidos podran
emplearse en nuevas herramientas futuras como un antisuero contra la proteina L, realizar analisis
comparativos con proteinas de otras cepas como CH#1 y utilizarse en una gran variedad de ensayos
para profundizar el estudio del fenotipo de infeccién de P3441. Este trabajo sienta las bases para
futuros andlisis, tanto en el campo computacional teérico como experimental.
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Materiales y Métodos

Células

La linea celular BHK-21, clon 15, derivada de rifion de hamster (Mesocricetus auratus), la linea celular
A549 derivadas de cancer con fenotipo de epitelio alveolar humano tipo Il y la linea celular Vero-76
derivada de fibroblastos de rifién de mono verde africano (Chlorocebus sp) originalmente
provenientes del American Type Culture Collection (ATCC), fueron obtenidas de diversos medios
locales. Las células se cultivaron en estufa a 372C con 5% CO2 utilizando medio esencial minimo
(MEM) (Gibco, Thermo Fisher Scientific) suplementado con 10% de suero fetal bovino
(SFB)(Internegocios).

Virus

La cepa Candid 1 del virus Junin fue gentilmente cedida por el Dr. Mario Lozano (UNQ) y proviene de
una muestra de preparado vacunal amplificado en linea celular Vero-76. La cepa P3441 del virus Junin
fue provista gentilmente por la Dra. A. Ambrosio del Instituto Nacional de Enfermedades Virales
Humanas “Dr. Julio I. Maiztegui”, ANLIS, Pergamino, Argentina. La cepa originalmente fue aislada de
un paciente de Fiebre Hemorragica Argentina.

Para generar stocks virales, se utilizaron monocapas celulares de células BHK crecidas desde el dia
anterior en una confluencia del 70-80% en frascos T-175 e infectadas a una multiplicidad de infeccidn
de 1 (MOI=1). Las células fueron incubadas con 3 ml de una solucién conteniendo el virus durante 1
hora a 372C. Luego el indculo fue retirado y se agregaron 25ml de MEM con 5% SFB. El cultivo fue
observado diariamente usando un microscopio invertido a luz visible y se mantuvo 3 o 4 dias,
dependiendo del estado de la monocapa y la cantidad de efecto citopatico observado.
Posteriormente se cosecharon los sobrenadantes, se verificé el titulo, y se alicuoté en crioviales
mantenidos a -802C.

Ensayo de unidades formadoras de placas

Para los ensayos de titulacién por unidades formadoras de placas (UFP), se sembraron células Vero
en placas de 24 o0 48 pocillos a una confluencia del 70%. Las muestras se diluyeron al décimo de forma
seriada y se utilizaron 100ul de inéculo para infectar las monocapas por 1 hora a 379C. Luego, se
descarté el inéculo y reemplazé con 0,75ml de medio compuesto por MEM, metilcelulosa 0,8% y 2%
SFB. Las células se incubaron a 379C durante 6 dias, y luego se fijaron con una solucidn de
paraformaldehido (PFA) al 10% (p/v) durante 15 min y se tifieron con una solucién conteniendo cristal
violeta 1% (p/v) en etanol 962 durante 30 min a temperatura ambiente (62) previo al conteo de
placas. El titulo viral, definido como el nimero de placas o calvas por ml de solucién viral (UFP/ml),
fue calculado segun la siguiente férmula:

UFP) N2 de placas contadas

Titulo (
ml

" dilucién del indculo x volumen del indculo

Transcripcion reversa y reaccion en cadena de la polimerasa

Se obtuvo ARN viral cosechando células BHK infectadas con P3441 a 3 dpi en un frasco T75 a 100%
de confluencia en 1ml de TransZol Up (TransGen) segun las indicaciones del fabricante. La calidad y
cantidad de ARN fue verificada por la medicién de absorbancia con el espectrofotometro Nanodrop
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ND-1000 (NanoDrop Technologies). La transcripcion reversa (RT) se llevd a cabo utilizando la
transcriptasa de MMLV Transcripta (Productos Bio-Ldgicos) segun el protocolo del fabricante. La
reaccion se realizd con oligonucledtidos aleatorios (Thermo Fisher Scientific), siguiendo las
temperaturas y tiempos recomendados por el fabricante.

Las reacciones de PCR se realizaron con 0,25 pg de ADNcy 1 U de polimerasa Taq Pegasus (Productos
Bio-Ldgicos) seglin el protocolo del fabricante. Los oligonucledtidos utilizados se muestran en la Tabla
26 y 27 del anexo para el clonado y secuenciacidn respectivamente. Los productos de PCR fueron
verificados en geles de 1,5% de agarosa tenidos con bromuro de etidio (0,25ug/ml) y las bandas del
tamafio esperado fueron cortadas y el ADN purificado usando kit comercial PURO Gel Extraction
(Productos Bio-Légicos) segln el protocolo del fabricante.

Secuenciacion

Para la secuenciacidn de fragmentos amplificados por RT-PCR del genoma viral, se eligio el servicio
de secuenciacién por electroforesis capilar basado en el método de Sanger de la empresa Macrogen
Inc. (Republica de Corea). Los primers utilizados se disefiaron usando el servidor PrimerBlast
(www.nchi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/) a partir de las secuencias en base de datos con nimero
de acceso FJ969422 y AY819707 para el segmento Sy L de JUNV C#1, respectivamente. Los primers
disefados fueron recopilados y utilizados en PCR In Silico usando el programa UGene vy el servidor
Benchling. Las temperaturas de fusion fueron verificadas también usando el programa Snapgene
Viewer.

Desfosfatacion

Para evitar la recirculacion de plasmidos linealizados, se trataron 2ug de ADN resuspendido después
de precipitaciéon alcohdlica en 40ul de 10mM Tris-HCI (pH 8.0) para utilizar 0,5U de la enzima
fosfatasa alcalina de intestino de carnero (Promega) siguiendo las instrucciones de fabricante. Al final
del ensayo, se purificd el ADN por extraccion con fenol-cloroformo (ver mas adelante).

Clonado

Los productos de la RT-PCR con la secuencia codificante de las proteinas virales fueron clonados en
el vector pGEM-T (pGEM-T Easy Vector, Promega) usando ligasa T4 (New England Biolabs) segun las
instrucciones del fabricante. El producto de la ligacién fue transformado por electroporacion en
células electro-competentes E. coli TOP10 y las células fueron colocadas en placas de Petri plasticas
(Guangzhou Jet Bio-Filtration Co., Ltd., Republica de Corea) con medio Luria (LB) sélido conteniendo
ampicilina 100 pg/ml y X-GAL 20mg/ml (Productos Bio-Légicos) segun el protocolo del fabricante. Las
placas fueron incubadas aproximadamente 16 horas a 372C en estufa. Las colonias crecidas con
coloracion blanca fueron repicadas en una nueva placa (que se dejo en estufa 16 horas) y se utilizaron
para realizar un ensayo de colony-PCR. Este ensayo consistié en levantar la colonia con la punta de
un escarbadiente estéril en condiciones de esterilidad para ligeramente picar en una nueva placa y
el remanente sumergirse en 10ul de agua estéril en tubo eppendorf de 0,5ml. El tubo se llevé a bafio
con agua en ebullicién, incubandose por 5 min. Posteriormente, se utilizéd 1ul de la solucién como
molde para PCR siguiendo instrucciones de fabricante, la polimerasa y el método de visualizacién por
electroforesis en gel de agarosa como fue descripto previamente.

Las colonias positivas en la nueva placa fueron repicadas en 5ml de LB liquido con 100ug/ml de
ampicilina y se incubaron en un agitador por 16 horas. Crecido el cultivo, se procedié con una
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minipreparacién de plasmidos por el método de lisis alcalina (minipreps, ver inciso siguiente). Una
vez obtenidos los plasmidos y purificados por extraccién con fenol-cloroformo, aproximadamente 2
ug de plasmido fueron digeridos con las enzimas respectivas acorde a los sitios de digestion de los
extremos agregados con los cebadores de los productos de PCR clonados (Tabla 26 y 28). La mezcla
de reaccion fue preparada acorde a las enzimas utilizadas siguiendo las instrucciones del fabricante.
La digestién enzimatica fue monitoreada sembrando alicuotas en gel de agarosa con bromuro de
etidio. Los productos de digestion de tamano esperado fueron escindidos del gel de agarosa y
purificados usando kit comercial PURO Gel Extraction (Productos Bio-Logicos) segun el protocolo del
fabricante. Posteriormente, se subclonaron en plasmidos previamente digeridos y purificados
utilizando la ligasa T4 (New England Biolabs) para unir el vector y los insertos correspondientes. El
producto de la reaccién se transformé en células electro-competentes y las células fueron sembradas
en cajas de Petri 90mm con LB sdlido conteniendo kanamicina (50ug/ml).

Minipreparacion de plasmidos por el método de lisis alcalina

Para la obtencidn de plasmidos, se crecieron cultivos de LB con antibiético correspondiente por 16
horas con agitacién (180rpm) a 372C. Se inocularon con repique de una colonia o 25ul de solucidn
glicerol 50% de un cultivo previo. De ser la primera vez de realizarse la miniprep, se alicuotaron 0,5ml
de cultivo y se le agregaron 0,5ml de glicerol puro para guardarse a -202C.

En la miniprep, se centrifugaron 1,5 ml de cultivo a 14000rpm por 30 segundos. Se descarté el
sobrenadante y se repitid el proceso dos veces. Posteriormente se resuspendié el pellet concentrado
de bacterias transformadas en 200 ul de solucién mM glucosa, 25 mM Tris-HCI (pH 8.0), 10 mM EDTA
(pH 8.0). Después se agregaron 400 pl de solucion 0,2 M NaOH y 1% p/v SDS preparada en el
momento y se mezcld por inversién suavemente hasta alcanzar la clarificacion del medio. Finalmente
se agrego 300ul de solucién 3M Acetato de potasio y 120,45 g/l acido acético glacial. Se centrifugd
14000rpm durante 5 minutos y se recuperd el sobrenadante, repitiéndose de seguir teniendo
precipitado blanquecino en sobrenadante claro. Seguidamente se agregaron 4 pl de RNAsa A
(Productos Bio-Légicos) y se incubd el tubo en estufa a 372C por 60 minutos. Transcurrido el periodo
de incubacién con RNAsa se agregaron 0,8 volimenes de Isopropanol y se incubd 30 min a -209C,
después de lo cual se centrifugd a 14000rpm durante 20 minutos a 4 2C. Se elimind el sobrenadante
y el pellet se resuspendié en 50 plL de agua bidestilada a 55°C.

Purificacion de ADN por extraccion con fenol-cloroformo

Posterior a la precipitacién alcohdlica se utilizé 1 pl de la suspension obtenida para una corrida
electroforética en gel de agarosa 0,8% para verificar la presencia y cantidad de plasmido obtenido.
De ser un resultado favorable, se procedié con la purificacion con fenol-cloroformo para tener ADN
sin remanentes de proteinas o lipopolisacdridos. Para esto se llevé la suspensidn de plasmido a 200
pl de 25 mM Tris-HCl y 10 mM EDTA (pH 8.0), se agregd un volumen de fenol:cloroformo:alcohol
isoamilico (25:24:1) y se mezclé intensamente por 30 segundos en vortex. Seguidamente se
centrifugé a 14000rpm 5 minutos TA y se recupero la fase acuosa (superior). Se agregaron 180 ul de
la solucién Tris-HCl y EDTA al remanente de la fase organica, se repitio el mezclado y centrifugacion
previa para recuperar un segundo volumen de fase acuosa para llevar con la primera. Se agregdé un
volumen de cloroformo:alcoholo isoamilico (24:1), se mezclé intensamente en vortex por 30
segundos y centrifugd de la misma manera a los pasos anteriores. Finalmente se recuperd la fase
acuosa, se agregd 3M de acetato de sodio hasta una concentracion final de 0,75M vy se realizd una
resuspensién alcohdlica idéntica a la descripta para la miniprep.
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Transfeccion

Células A549 crecidas en cubreobjetos de vidrios de 12mm insertos en placa de 24 pocillos al 90% de
confluencia fueron transfectadas con 2ug de ADN plasmidico utilizando 1,5ul de Lipofectamina 3000
(Thermo Fisher Scientific) siguiendo las instrucciones del fabricante. A las 24hs se observo la placa en
un microscopio invertido Olympus CK2 con luz visible. En el caso de transfecciones con plasmidos
conteniendo fluoréforos, fueron monitoreados utilizando un microscopio de fluorescencia invertido
Eclipse (Nikon).

Ensayos de inmunofluorescencia

Células A549 crecidas en cubreobjetos de vidrios de 12mm insertos en placa de 24 pocillos al 90% de
confluencia fueron cosechadas a los tiempos postransfeccidn o posinfeccidon correspondientes, y se
fijaron con una solucidn de PFA 4% en PBS 30 min a TA. En ciertos casos, se permeabilizaron junto a
la fijacion usando PFA 4% y Triton X-100 0,5% en PBS 1X por 30 min a TA. Después de tres lavados
con PBS, los vidrios se guardaron con 1ml de PBS a 49C hasta el dia de su utilizacion. Para los ensayos
de inmunofluorescencia, las monocapas fueron bloqueadas con 30ul de soluciéon de Tween-20 0,05%
y SFB 5% en PBS por 30 min. Luego, la solucién de bloqueo se reemplazé con 30ul de solucién de
anticuerpo primario y se incubd a TA por 2 horas. Se lavaron los vidrios un minimo de 4 veces con
PBS antes de agregar 30l de solucion del anticuerpo secundario correspondiente y se incubaron por
1 hora en oscuridad a TA. Después de dos lavados con PBS, se incubaron por 15 min con 30ul de DAPI
o Verde Metilo (colorantes nucleares) acorde a los fluoréforos que se deseaban observar y el
microscopio confocal a utilizarse. Se lavaron los vidrios dos veces con PBS y un ultimo lavado en agua
destilada antes de montar en un portaobjeto de vidrio con 4ul de mowiol (MilliporeSigma). Los
anticuerpos y diluciones utilizadas se encuentran en la Tabla 24 y 25 del anexo para anticuerpos
primarios y secundarios respectivamente.

Microscopia confocal

Para la visualizacion de los ensayos de inmunofluorescencia se emplearon los siguientes equipos:
Leica TCS SP5, con el apoyo de la Plataforma de Microscopia Avanzada, Facultad de Exactas, UNLP o
Olympus FV1000, con el apoyo del Laboratorio de Analisis de Imagenes, Facultad de Ciencias
Veterinarias, UNLP. Generalmente, se utilizé el objetivo 60X con aceite de inmersion.

Secuencias

Las secuencias de diferentes cepas de JUNV fueron obtenidas de la base de datos de nucleédtidos de
NCBI (361). Las secuencias de las proteinas de mayor expresion en tejidos y células de Homo sapiens
fueron identificados por medio de la pagina web Human Protein Atlas
(https://www.proteinatlas.org/) para después ser descargados de base de datos de NCBI por medio
de cdédigos caseros con el lenguaje de programaciéon Python (Python Software Foundation,
https://www.python.org/) usando el programa Pycharm Community Edition 2023.3.3 (Jetbrains s.r.o,
https://www.jetbrains.com/pycharm/).

Programas y servicios informaticos

Los analisis de imagenes se realizaron utilizando el programa Fiji (362) derivado del programa libre
Imagel (NIH, EU). La visualizacion de archivos PDB para el estudio de estructuras tridimensionales se
realizé utilizando los programas VMD (363) y PyMol (The PyMOL Molecular Graphics System, Version
2.0 Schrodinger). Imagenes y visualizacidn adicionales de estructuras proteicas fueron realizadas
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utilizando Chimera 1.17.1, software desarrollado por Resource for Biocomputing, Visualization and
Informatics de la Universidad de California, San Francisco, con el apoyo de NIH P41-GM103311 (364).
Los alineamientos de secuencias nucleotidicas y aminoacidicas y PCR In Silico se realizaron con el
programa Ugene (365). El disefio de oligonucledtidos y estrategias de clonado se realizé empleando
el programa Snapgene Viewer (www.snapgene.com). Para la construccion de arboles filogenéticos se
utilizé el programa MegaX (366) y el servidor NGPhyML (367).

Las estructuras tridimensionales de las proteinas virales se obtuvieron por medio del servidor
ColabFold (181) utilizando el programa de prediccién de estructuras AlphaFold2 (368). La excepcion
fue la proteina L donde se utilizé el servidor SWISS-MODEL (369, 370).

El refinado de los modelos obtenidos se realizé por medio de ReFOLD3, un servidor web que incluye
un conjunto de programas y métodos de refinamiento de estructuras tridimensionales de proteinas
por medio de restricciones graduales basadas en calidad local predicha y contacto entre residuos.
[https://www.reading.ac.uk/bioinf/ReFOLD/ (182)].

Los modelos fueron verificados por medio de PROCHECK (371) y VERIFY3D (372) utilizando el servidor
web SAVESv6.0 del Institute for Genomics and Proteomics (IGP) dentro del Departamento de Ciencia
de Energia en conjunto con la Universidad de California, Los Angeles (UCLA)
(https://saves.mbi.ucla.edu/).

Las imagenes de alineamientos presentados fueron obtenidas con el servidor ESPript 3.0 accesible
en https://espript.ibcp.fr/ESPript/cgi-bin/ESPript.cgi (373).

El efecto de mutaciones en las estructuras fue predicho usando los servidores MAESTROweb (374) y
DynaMut (184).

El texto fue generado utilizando Office Professional Plus 2013 (Microsoft) y las figuras fueron
generadas utilizando Inkscape 1.0.2-1 accesible en https://www.inkscape.org. Para el manejo de las
citas bibliograficas se utilizé el programa EndNote X9. Para ciertas imagenes se utilizd el programa
Photoshop CC 2017 (Adobe).

En el estudio de codones, se utilizé el servidor CAlcal (375) para los calculos de composicion, RSCU y
RCDI. Para los estudios de correspondencia y correlacion, el célculo de ENC, el grafico ENC-GC3 y
generacion de tabla de uso de codones en células y tejidos de Homo sapiens, se escribieron scripts
en el lenguaje de programacion R R 4.3.2 (376), editdndose por medio del programa RStudio build
369 23.12.0 (Posit Software, PBC). Se usaron los paquetes como FactoMiner (377) para ensayos de
correlacién y corrplot (378) para correlaciones.

Andlisis Estadistico

Para realizar el analisis estadistico se utilizo el programa GraphPad Prism 8. Para determinar si los
datos obtenidos tenian distribucidon normal se aplicé la prueba de Shapiro-Wilk. Para comparaciones
individuales se usé la prueba t de student no apareada o el test de U de Mann-Whitney, de acuerdo
con la normalidad o no de la distribucion de los datos. El ANOVA seguido del test de Tukey o el de
Kruskal-Wallis seguido del test de Dunn fueron usados para comparaciones multiples acorde a datos
que se demostraran distribucion normal o lo contrario, respectivamente. En todos los analisis
estadisticos, la significancia fue aceptada en p <0,05.
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Anexo Materiales y métodos

Tabla 24. Anticuerpos primarios utilizados para inmunofluorescencia.

Anticuerpo (Marcador) Especie Diluciéon de uso | Cédigo | Entrez-Gene
PML (E-11):sc-377390 Raton 1/50

JUNV N (Clon QB06-AEO05) Raton 1/50 NR-2576

JUNV N (Clon SA02-BG12) Raton 1/50 NR-49274
JUNV N (Clon MAQO3-BEO6) Raton 1/50 NR-41860
JUNV N (Clon NA05-AG12) Raton 1/50 NR-48834
JUNV GPC (Clon GB03-BE0S) Raton 1/50 NR-43227
JUNV GPC Raton 1/50 NR-43776
JUNV GPC Raton 1/50 NR-48833
JUNV GPC Raton 1/50 NR-43775
GM130 [EP892Y] Conejo 1/100 Ab52649

IRF-3 (D614C) Conejo 1/100 #11904 | 3661
IRF-1 (D5E4) Conejo 1/100 #8478 | 3659
MAVS (D5A9E) Conejo 1/100 #24930 | 57506
JUNV Z Conejo 1/10

Tabla 25. Anticuerpos secundarios utilizados para inmunofluorescencia.

Fluoréforo | Especie/Anti- Dilucién de | Cddigo y/o Fabricante
Especie uso N2Catdgolo
AF647 Cabra/Ratén 1/2000 #A-21241; RRID = Invitrogen
AB_2535810
FITC Cabra/Ratén 1/100 A01318 Genscript
FITC Cabra/Conejo 1/200 A10158 Genscript

Tabla 26. Oligonucledtidos para clonado de vectores y proteinas recombinantes.

Nombre Secuencia Sitio de
restriccion

JUNV L Kpnl fwd CCTCTGTAGACGGTACCCT GGTACVC
JUNV L Kpnl rev CGGGTCTAGAGGGTACCG GGTACVC
JUNV BstEll fwd CAGGCGATCAGGTGTCTC GVGTNACC
JUNV BstEll rev GAAGGGGAAGATGCGGATC GVGTNACC
JUNVPL+BamHIfwd GGATCCGCCAATGTCTTTGATCTCGACTTTGTG | GVGATCC
JP3441LC-tNhelr GGTTATCGCTAGCCTACCA GVCTAGC
JUNVNPNhelfwd GGAAGCTAGCATGGCACACTCCAAGGAG GVCTAGC
JUNVNPKpnlirev GAGAGGTACCAGCAGTGCATAGGCTGCC GGTACVC
JUNVPN+KpnIpN3r GGTACCTGCATAGGCTGCCTTCG GGTACVC

JP3441GPCf

ATGGGGCAGTTCATTAGCTTCAT

JP3441GPCr

GGTCTTAGTGTCCTCTACGC
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Tabla 27. Oligonucledtidos utilizados para la secuenciacion.

Designacion | Nombre de compra Secuencia

1 JUNV_L_AY819707_1_fw CGCACAGTGGATCCTAGGCG

2 JUNV_L_AY819707_770_rev AGTCAAGGCAATTGGAGCACT

3 JUNV_L_AY819707_651_fw AGGACAAAGTCCTCTTGCTGAA

4 JUNV_L_AY819707_1541_rev GTCAACATCGTGTCTCAAATCCT
5 JUNV_L_AY819707_1441_fw ACAAGGTAAAATCTGTGAGTTCAGC
6 JUNV_L_AY819707_2248_rev GTTGCCTCAGGCTTCATTGG

7 JUNV_L_AY819707_2112_fw GGCTTTCTCTCACAAATTCCACAA
8 JUNV_L_AY819707_2891_rev TGTGTCTGCTGCTCTACACAA

9 JUNV_L_AY819707_2708_fw AATAGCTCCAAACGGAGTCTCTC
10 JUNV_L_AY819707_3528_rev ATGACCACTCCAAATGGGGAC

11 JUNV_L_AY819707_3379_fw CAACGACCTTATGAAGATGCC

12 JUNV_L_AY819707_4178_rev TGATCCAGATGTGCTCAGGTC

13 JUNV_L_AY819707_4076_fw GATGTCCTGCGGTGCTTCAA

14 JUNV_L_AY819707_4876_rev CCCCCTCTAAGTGGGAGTCT

15 JUNV_L_AY819707_4673_fw AGGCCTGTAGGGATTGCTTT

16 JUNV_L_AY819707_5445_rev CAGGTGAGAAGTCAAGGTGCT
17 JUNV_L_AY819707_5925_fw CAGCTGGTCATTTCCTCACAC

18 JUNV_L_AY819707_6103_rev CAAGCCCTTTCCGTGTGTAAC

19 JUNV_L_AY819707_5999_fw GCATCATCATGCGTTTTGAAAAGA
20 JUNV_L_AY819707_6679_rev ACGTTGGTTCCTGTGGTTGA

21 JUNV_L_AY819707_6408_fw ACCCCAACAAAGAGGGATTCA

22 JUNV_L_AY819707_7114 _rev CGCCTAGGATCCACTGTGC

23 JUNV_S_FJ969442_1_fw CACAGTGGATCCTAGGCGAT

24 JUNV_S_F969442_754_rev AGGCCAACTGGTAGGTTGTG

25 JUNV_S_FJ969442_618_fw ACACCTCCAAGACTGGTGTC

26 JUNV_S_FJ969442_1339_rev AGTTTTACCCTGCCTGTCCG

27 JUNV_S_F1969442_1176_fw TCAACCACACACTTTCAGGACA
28 JUNV_S_FJ969442_1898_rev ACATCTGAACAAGCCAGGCA

29 JUNV_S_FJ969442_1762_fw GGTTCACTGGAGGCCAACTT

30 JUNV_S_FJ969442_2586_rev GGCTGGTGCATCCATTCTTG

31 JUNV_S_FJ969442_2400_fw ATCGCCAGAAAGGCAAAGTT

32 JUNV_S_FJ969442_3056_rev GGAGATCTGGGGAGGGATGA

33 JUNV_S_F1969442_2724_fw AAGCCCAAGAGAGGTTAAAGCC
34 JUNV_S_FJ969442_3389_rev AGTGTCTAACACTTTCACTGAGCA

Tabla 28. Enzimas de Restriccidn utilizadas para el clonado de proteinas virales

Nombre Fabricante (N2 de Catalogo) Buffer de reaccion
Kpnl-HF NEB (R3142S) rCutSmart
BstEII-HF NEB (R3162S) rCutSmart
Nhel-HF NEB (R3131S) rCutSmart
BamHI-HF NEB (R3136S) rCutSmart
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Anexo RSCU

Tabla RSCU GPC. La frecuencia relativa de uso de coddn sinénimo (RSCU) por aminoacido (AA)
y cepa de JUNV en GPC.

Codon | AA C#1 P3441 | XJ13 P35032 | MC2 Romero | Ledesma | Espindola
T |F 08| 0839 0774] 0903 089] 0774 o071| 0839
TTC | F 12| 1,161] 1,226 | 1,097 | 1,161| 1,226| 1,29| 1,161
TTA |1 1,138 | 1,034 | 1,158 | 0915] 1,138 | 1,138 | 1,241| 1,138
me_ |
car L 0724| 0724|0842 0915| 0724| 0828] 0931| 0828
cac L 0724| 0621]0632| 0508| 0724| 0621] 0517| 0621
caa L 0517 | 0931|0737 0915| 0724| 0621| 0724| 0621
G |L 1,241] 08280737 0712 1,448| 0724| o021 0,724
AT | 1,222 1154 1,111 1,038 1,111 1,222| 1111 1,111
atc |1 1| 1,038 1| 1,038| 1,222] o0889] 1,111 1
ATA |1 0,778 | 0,808 | 0,889 | 0,923 | 0667 0889| 0778| 0889
GTT |V 1,001 | 1,273 | 1,143 1,143] o0952| 1524| 1,273 0952
GTC |V 0909 | 0727|0762| o0762| 0952| 0381| 0545| 0,762
GTA |V 1,091 | 1,001 1,143 | 0952 1,143 | 1,43 | 1,273 0952
GTG |V 0909 | 0909|0952 | 1,143 0952 0952] 0909 | 1,333
T[S 1] 1371 1,167 1,333| 15| 1,167 15| 1,459
TcC s 15| 121333 1| 1,167 1,333 1] 1,135
TCA  |s 1,029 1,167 | 0,833 0,973
TG |s

AGT  |s 1| 1,029 1 1 1 1 1| 0973
AGC  |s 1,2 1,297
ccr P 1,143 1,2
ccc |p 0,6
ccA | P

ccG | P

acT |71

acc [T

acA [T

ACG [T

GcT | A

Gee | A

GCA | A

GCG | A

TAT | 1,143 1] 1,143 1,143 1,067 | 1,43] 1,143 1,143
TAC | Y 0,857 1] 0857 0857] 0933] 0857 | 0857] 0857
CAT | H 0889 | 1111|0889 | 1,333 1,059 1,111] 1,111| 1,333
cAC | H 1,111] 0889 1,111| 0667] 0941| 0889| 0889] 0,667
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cAA | 1,011 1176 | 1,111 1412] 1125] 1176 1,204 1412

cAG | Q 0,889 | 0824|0839 | 0588 0875| 0824| 0706| 0588

AAT | N 1,062 | 1,03| 1,062 0938] 1,161| 1,125| 0938 1,062

AAC | N 0938 | 097]0938| 1062| 0839 0875| 1062| 0938

AAA | K 1,125 | 1,125 1,125 | 1067| 103| 1062| 1,125| 1,125

MG | K 0,875 | 0875]0875| 0933| 097| 0938 0875| 0875

GAT |D 087| 0783 087| o0957| 0667| 0957| 0,87 0,87

GAC |D 1,13 | 1,217| 113| 1,043| 1,333| 1,043| 113 1,13

GAA | E 15| 1,294 | 1529 1,444 | 1,556 1,444| 1204| 1,412

GAG |E 05| 0706| 0471| 0556| 0444 0556 | 0,706 0,588

6T | 1,059 | 1,176 | 1,059 | 1,294 | 1,176| 1,176| 0941| 1,176

T6C | 0941| 0824]0941| 0,706| 0824| 0824| 1,059| 0,824

cGT  |R

cGc | R

CGA |R

GG | R

AGA | R

AGG | R

GGT |G 1,429 | 1,185 | 1,481 1,077 | 1,185 1,037 | 1,077

Gec |G 1,143 | 1481 1,185 | 1,538| 1,481 1,63 | 1,538

GGA |G 1,143 | 05889 ] 0,889 0769| 0889 | 0,769| 0741| 0,769
G

GGG F 0,444 | 0,444 0,615| 0444 | 0,462 0,593 0,615

RSCU=0 RSCU =1 RSCU >=2

Tabla RSCU N. La frecuencia relativa de uso de codén sinénimo (RSCU) por aminoacido (AA) y
cepa de JUNV en N.

Coddn | AA C#1 P3441 | XJ13 P35032 | MC2 Romero | Ledesma | Espindola
T |F 1,204 | 1,059 | 0941| 0941 | 1,368| 0941| 0941 0,941
TTC | F 0,706 | 0,941 | 1,059 | 1,059 | 0632 1,059| 1,059] 1,059
TA |1 0,554 | 0,727 | 0,738 | 0,727| 0462 0,818 0636| 0545
TG | L 1,569 | 1,455 | 1,477 | 1545| 1,662| 1,273| 1,545| 1,545
ar L 12| 1,364] 1,292] 1636 1,385| 1,364| 1364| 1,545
cac L 1,015 | 0909 | 0923| 0636 0923| 0909| 0909| 0,727
A | L 0462 | 0545| 0554| 0636 0462 0364 0636] 0545
G |L 1,2 1| 1,005 0818 1,008| 1,273| 0909| 1,001
AT | 1444 | 15| 1222 1111| 15| 1333] 1333] 1,385
aTC |1 0,778 | 0,643 | 0,889 1] 0692] o0778| 0778] 0808
ATA |1 0,778 | 0,857 | 0,889 | 0,889 | 0808| 05889| 0889 | 0,808
G |v |
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GTC

GTA

GTG

TCT

TCC

1,364

1,256

1,286

1,143

TCA

TCG

AGT

1,091

1,116

1,143

1,143

AGC

0,818

0,977

0,714

0,714

CCT

CCC

CCA

CCG

ACT

ACC

ACA

ACG

GCT

1,241

1,143

1,29

1,2

1,241

1,241

GCC

GCA

GCG

TAT

1,231

1,077

1,333

1,091

0,923

0,923

1,231

TAC

0,769

0,923

0,667

0,909

1,077

1,077

0,769

CAT

0,6

0,6

0,727

0,727

0,6

0,6

0,6

CAC

1,4

1,4

1,273

1,273

1,4

1,4

1,4

CAA

0,968

1,032

0,903

0,839

0,933

1,097

1,097

1,032

CAG

1,032

0,968

1,097

1,161

1,067

0,903

0,903

0,968

AAT

0,846

0,923

0,846

0,72

0,88

0,923

1,04

0,889

AAC

1,154

1,077

1,154

1,28

1,12

1,077

0,96

1,111

AAA

0,976

0,977

0,927

0,95

0,952

1,073

1,024

AAG

1,024

1,023

1,073

1,05

1,048

0,927

0,976

GAT

1,053

0,919

1,053

0,947

0,895

0,947

GAC

0,947

1,081

0,947

1,053

1,105

1,053

GAA

0,938

1,097

1,062

0,968

0,966

1,032

1,032

1,032

GAG

TGT

TGC

CGT

CGC

CGA

CGG

D |(m|m|DlOO|mMmmMm|olo|xm|R|Zz|lz|plp|lz|lz|<|<|P|®P|®>|>|dA|dA|dA|dA|D|D|D (T ||V ILV IV iViIVICIKIL
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AGG R

GGT G 1,268 | 1,171 | 1,268 1,171 | 1,048 1,171 0,976 1,268

GGC G 0,78 | 0,878 0,78 0,878 | 0,952 0,878 1,073 0,78

GGA G 1,171 | 1,073 | 1,073 1,171 | 1,048 1,268 1,171 1,171

GGG G 0,78 | 0,878 | 0,878 0,78 | 0,952 0,683 0,78 0,78
| _ | N
RSCU=0 RSCU =1 RSCU >=2

Tabla RSCU L. La frecuencia relativa de uso de codén sinénimo (RSCU) por aminoacido (AA) y
cepadeJUNVen L.

Codén | AA C#1 P3441 | XJ13 P35032 | MC2 Romero | Ledesma | Espindola
11T F 1,345 | 1,333 | 1,356 1,19 | 1,345 1,345 1,362 1,265
TTC F 0,655 | 0,667 | 0,644 0,81 | 0,655 0,655 0,638 0,735
TTA L 1,256 | 1,213 1,23 1,2 1,2 1,2 1,23 1,23
6 | L | |

cr i
cc | L |

CTA L 0,953 | 0,823 | 0,993 0,771 | 0,916 0,916 0,777 0,906
CTG L 0,801 | 0,866 | 0,799 0,814 | 0,785 0,785 0,863 0,712
ATT I 1,312 | 1,252 | 1,326 1,181 | 1,333 1,333 1,427 1,282
ATC I 0,867 | 0,898 | 0,837 0,969 0,81 0,81 0,726 0,847
ATA | 0,82

GTT v 1,565

GTC V 0,745

GTA V 0,547

GTG v 1,143

TCT S 1,493

TCC S 0,806 | 0,828 | 0,802 1,005 0,79 0,794 0,798 0,916
TCA S 1,433 | 1,448 | 1,426 1,462 | 1,434 1,441 1,478 1,448
TCG S

AGT S 1,015 | 1,123 1,01 1,036 | 1,112 1,088 1,123 1,094
AGC S

CCT P

CCC P

CCA P

CCG P

ACT T

ACC T 0,825 0,808 | 0,926

ACA T
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ACG T

GCT A 1,463 1,59 | 1,481 1,463 1,5 1,5 1,418 1,59

GCC A 0,683 | 0,564 | 0,691 0,78 0,759

GCA A 1,58

GCG A

TAT Y 1,284 | 1,169 | 1,273 1,284 | 1,273 1,273 1,273 1,292

TAC Y 0,716 | 0,831 | 0,727 0,716 | 0,727 0,727 0,727 0,708

CAT H 1,2 1,19 1,22 1,333 | 1,268 1,286 1,286 1,273

CAC H 0,8 0,81 0,78 0,667 | 0,732 0,714 0,714 0,727

CAA Q 1,128 | 1,205 | 1,128 1,256 | 1,154 1,154 1,215 1,282

CAG Q 0,872 | 0,795 | 0,872 0,744 | 0,846 0,846 0,785 0,718

AAT N 1,26 | 1,301 | 1,273 1,314 | 1,288 1,288 1,231 1,314

AAC N 0,74 | 0,699 | 0,727 0,686 | 0,712 0,712 0,769 0,686

AAA K 1,117 | 1,053 | 1,098 1,084 | 1,107 1,107 1,101 1,078

AAG K 0,883 | 0,947 | 0,902 0,916 | 0,893 0,893 0,899 0,922

GAT D 1,191 | 1,232 | 1,182 1,191 | 1,191 1,191 1,235 1,17

GAC D 0,809 | 0,768 | 0,818 0,809 | 0,809 0,809 0,765 0,83

GAA E 1,091 | 1,098 | 1,091 1,123 | 1,104 1,104 1,143 1,052

GAG E 0,909 | 0,902 | 0,909 0,877 | 0,896 0,896 0,857 0,948

TGT C 1,429 | 1,439 | 1,429 1,544 | 1,474 1,483 1,509 1,474

TGC C

CGT R

CGC R

CGA R

CGG R

AGA R

AGG R

GGT G 1,109 1,02 | 1,149 1,01 | 1,072 1,072 1,072 1,2

GGC G 0,673 | 0,653 | 0,634 0,687 0,66 0,66 0,577 0,56

GGA G 1,109 | 1,102 | 1,109 1,091 | 1,072 1,072 1,113 1,04

GGG G 1,109 | 1,224 | 1,109 1,212 | 1,196 1,196 1,237 1,2
| . | I
RSCU =0 RSCU =1 RSCU >= 2

Tabla RSCU Z. La frecuencia relativa de uso de coddn sinénimo (RSCU) por aminodcido (AA) y

cepa de JUNV en Z.

Cododn

TTT

TTC

TTA

Romero

Ledesma

Espindola
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M6 | L 0,857 | 0,857 | 0,857 | 0,857

T L 0,857 | 0,857 | 0,857| 0857| 0857| 0857| 0857| 0,857
crc | L 0,857 0,857 | 0857 | 0857| 0857| 0857] 0,857
caa | 0,857 |

6| L 0,857
ATT |1 | 0,75
aTC |1 1,5
ATA |1 0,75
GTT |V

GTc |V

GTA |V

GTG |V

TcT s

TCC S

TCA  |S

TCG  |S 0,857

AGT |s 0,857 | 0,857 | 0,857 0,857

AGC s 0,857 | 0,857 | 0,857 0,857

ccT | p | |

ccc [P

ccA | p | |

ccG | P | |

ACT [T | 0571

ACC | T | 1,143 |

ACA | T | |

ACG | T | |

GCT | A 1,143 | 0,571 1,333 | 1,333

Gee | A 1,143 | 0,667

GCA | A |

GCG | A | |

TAT |Y 1,333 | 0,667 | 1,333 | 0,667 | 0,667| 0667| 0667 | 0,667
TAC | Y 0,667 | 1,333| 0667| 1,333| 1,333| 1,333| 1,333 1,333
CAT | H 0,667 | 0,667 | 0667| 0667 | 0667 | 0667 0667 0,667
CAC | H 1,333 | 1,333 1,333 | 1333 1,333| 1333] 1,333 1,333
cAA | a

cAG | a

AAT | N 1 1 1] 1,429 1 1 1 1
AAC | N 0,571

AAA | K

AAG | K

GAT |D
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GAC

0,5

0,5

0,5 0,5 1,5 1,5

1 0,5

GAA

GAG

TGT

0,667

0,667

0,667 1,111 | 0,444 0,444

0,444 0,667

TGC

CGT

CGC

CGA

CGG

AGA

AGG

GGT

GGC

GGA

Ol |@|D|(B|IMJD|IB|IOO|M|M O

GGG

RSCU=0

RSCU >=2
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