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RESUMEN

RESUMEN

La “oruga de las leguminosas” Anticarsia gemmatalis (Lepidoptera: Noctuidae) es una
plaga con amplia difusion geogréafica, que afecta principalmente al cultivo de soja. En
Brasil se desarrolld6 un bioinsecticida en base al baculovirus AQMNPV para el control
de esta plaga, y su aplicacién exitosa en mas de un milldbn de hectareas de soja,
representd un ahorro significativo del presupuesto utilizado anteriormente en

insecticidas quimicos (Moscardi, 2002).

En Argentina, esta plaga ha sido controlada durante las ultimas décadas mediante el
uso de insecticidas piretroides. En la actualidad, se han debido incrementar las dosis y
el numero de aplicaciones (de una a dos o tres por campana), lo cual estaria indicando
la aparicidon de variedades resistentes a estos pesticidas (Gamundi, com. pers.). En
tales circunstancias, existe una creciente demanda de productos alternativos para su

control.

El inconveniente mas significativo que limita la utilizacion mas amplia de AGQMNPV es
su baja velocidad de accion, aspecto negativo que se acentua en regiones templadas

como nuestro pais (Moscardi, 1999).

Otro aspecto que genera interés en relacion al estudio de los baculovirus, es su
utilidad como vectores muy eficientes para la expresion de genes heterélogos (Luckow
y Summers, 1988, O'Reilly et al,, 1992; King y Posse, 1992). El gran tamano del
genoma viral requiere la utilizacion de la recombinacién homologa para introducir
cambios dirigidos (Kitts y Possee, 1993; Pfeifer et al., 1997).

Recientemente, esta metodologia se utilizé con el objetivo de incrementar la potencia
insecticida de los baculovirus salvajes. Se ensayaron distintas alternativas, que
incluyen la expresion de toxinas especificas para insectos, hormonas de insecto o
enzimas o deleciones de genes virales que afectan la metamorfosis (Wood y
Granados, 1991, O'Reilly et al., 1991; Chejanovsky et al., 1995, Bonning y Hammock,
1996). En 1994 Cory et al. publicaron el primer trabajo en el que se utilizaron

baculovirus mejorados genéticamente en un ensayo de campo.

En este contexto, se inicid el presente proyecto de Tesis, con el objeto de desarrollar
un sistema de produccién de recombinantes del virus de la poliedrosis nuclear de

Anticarsia gemmatalis (rAgMNPV) que permitiera tanto la generacion de AQMNPVs
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con mayor eficacia bioinsecticida contra plagas de la soja, como su utilizacién para la

expresion de genes foraneos en un ambiente eucariota.

Para ello, se localizo, clondé y secuencié el gen de la poliedrina (polh) de AQMNPV y
sus regiones flanqueantes; se construyeron vectores de transferencia para la
recombinacion homéloga con el locus polh y se desarroll6 el primer sistema de
expresion basado en AgMNPV (Arana et al., 2001). Por otra parte, se demostro la
eficacia del sistema para la expresion de genes foraneos, a niveles muy altos y

biolégicamente activos (Arana et al., 2001; Arana et al.,2002).

Mediante la utilizacion de dicho sistema se aislaron y caracterizaron recombinantes de
AgMNPV que expresan una proteina neurotoxica (Txp 1), especifica de insectos. Los
resultados obtenidos a partir de insectos tratados con estos recombinantes
demostraron la eficacia de la modificacion genética realizada. Se comprobd una
disminuciéon del 55-60% en el tiempo de muerte de larvas infectadas por el virus

recombinante, en comparacion con el producido por el virus silvestre.

Los objetivos alcanzados sientan las bases para posteriores estudios de impacto
ecolégico del recombinante obtenido, con el fin de cumplimentar los requisitos
imprescindibles para el registro del rAgMNPV como insecticida biolégico de utilidad en

esta region.

Finalmente, los vectores de transferencia generados en el marco del proyecto
permiten la potencial utilizacién del sistema para la expresion de dos o mas genes con
funciones relacionadas (subunidades proteicas). Este tipo de construcciones podria
resultar importante desde el punto de vista biotecnologico para la produccién masiva

de estructuras proteicas complejas (antigenos, complejos multienzimaticos, etc.).
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PRESENTACION DE LA INFORMACION

Para facilitar la lectura de este trabajo de Tesis resultd conveniente la division en
capitulos cuyo contenido se resume a continuacion.

En el primer capitulo, se realiza una introduccion general sobre los baculovirus, su
ciclo de vida, los distintos aspectos de su biologia molecular y sus distintas
aplicaciones.

En el segundo capitulo se describen los materiales y la metodologia general utilizada
en el desarrollo de este trabajo.

En el tercer capitulo se expone la optimizacion del sistema de cultivo de AQMNPV y su
caracterizacién gendémica. Asimismo, se presentan los resultados obtenidos en cuanto
a la localizacién, clonado y secuencia del gen de la poliedrina del virus.

En el cuarto capitulo se describe el establecimiento del primer sistema de
recombinacién homoéloga para la generacion de recombinantes del virus de la
poliedrosis nuclear de Anticarsia gemmatalis (rAgMNPV).

En el quinto capitulo, se refiere todo lo concerniente a la eleccién de la estrategia para
mejorar genéticamente el virus (elecciéon de la toxina a expresar; disefio del vector de
transferencia; localizacion, clonado y secuenciacién de las regiones virales a incluir en
el nuevo vector, etc) y al analisis del modo de accién de |a toxina seleccionada.

En el sexto capitulo, se describe la obtencion del AGMNPV destinado al control
biolégico y los resultados obtenidos con el mismo.

En el séptimo capitulo, se establecen las conclusiones generales de este trabajo de
Tesis.

Finalmente, se listan las referencias bibliograficas relacionadas con la informacion
proporcionada en los capitulos anteriores.
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INTRODUCCION GENERAL

El virus de la poliedrosis nuclear de Anticarsia gemmatalis, AgMNPV, es un
baculovirus y de todos los virus conocidos por el hombre, los baculovirus son una de
las especies mas benéficas, desde un punto de vista antropocéntrico. Mientras que
otros virus son estudiados porque causan problemas, las bases del estudio de los
baculovirus fueron estimuladas por el potencial uso de estos organismos para
controlar plagas de insectos. Asimismo, el uso actual de los baculovirus como
eficientes vectores de expresion de genes eucariotes, evoluciond a partir del estudio
de la biologia molecular de esta familia viral. En el presente trabajo de Tesis Doctoral,
intentamos integrar estos dos aspectos, para el caso particular de AQMNPV.

Por consiguiente, la finalidad del presente Capitulo es suministrar las bases teéricas
para la comprension del fundamento y los objetivos de los estudios encarados en el
proyecto.

Con ese propésito, esta Introduccién General fue dividida en apartados, debido a la
diversidad de aspectos a abordar. En el apartado |.1, se proporciona informacion
general sobre el estado actual del conocimiento de la familia Baculoviridae; se
describe la estructura de las particulas virales, la secuencia de etapas de la infeccion,
la interaccion del virus y sus productos génicos con el huésped tanto a nivel celular y
como con el organismo multicelular desde una perspectiva bioquimica, molecular y
celular. El apartado 1.2 se refiere especificamente a los baculovirus como sistemas de
expresion, disefio de vectores de transferencia, virus parentales, etc. El penultimo
apartado esta relacionado con el uso de los baculovirus para el control de plagas, las
modificaciones posibles para mejorar su eficacia, pros y contras. Por ultimo, en el
apartado 1.4 se describe especificamente la experiencia brasilefia de empleo de
AgMNPV como bioensecticida, las dificultades que presenta su expansion comercial, y

las posibles soluciones.

.1 LA FAMILIA BACULOVIRIDAE

Los baculovirus comprenden una familia numerosa de virus que infectan
exclusivamente a artropodos, exhibiendo, salvo contadas excepciones, un rango de
huéspedes muy estrecho. Su patron de replicaciéon es complejo e incluye la produccion

de progenie con dos fenotipos diferentes, que poseen la misma informacion genética.
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La produccion de los fenotipos se encuentra regulada y ocurre en sitios y etapas
diferentes de la infeccion. Los primeros viriones que se producen durante el ciclo de
infeccion brotan de la membrana plasmatica y reciben el nombre de virus brotantes
(budded virus, BV), mientras que en etapas tardias se observa la formacion de viriones
rodeados por una matriz proteica pseudocristalina, que se acumula en la célula como
cuerpos de inclusién que contienen una o mas nucleocapsides envueltas (occluded
virus, OV). En funcion de la morfologia de los cuerpos de inclusion (Figura 1.1) y de
algunas caracteristicas diferenciales en la biologia de la infeccién se distinguen dos
géneros en la familia Baculoviridae: Nucleopolyhedrovirus (NPV), cuyos cuerpos de
inclusion se encuentran en el nucleo de la célula infectada, son poliédricos y pueden
contener uno o mas viriones (los tamaros publicados varian entre 0,5y 15 um, pero la
mayoria de los NPVs tienen poliedros de 0,8-2,0 um), y Granulovirus (GV), cuyos
cuerpos de inclusion son ovoides, de menor tamano (ovoides de 0,15-0,30 um x 0,30-
0,50 um), y se detectan en las células infectadas que ya han perdido la integridad de la
membrana nuclear (Federici, B.A., 1986). Dado que los estudios de los GVs se han
visto entorpecidos por la dificultad en el desarrollo de sistemas de cultivos celulares
susceptibles, la mayor parte de los conocimientos en biologia molecular y celular
deriva de las investigaciones focalizadas en los NPVs. AgMNPV, es un
nucleopoliedrovirus cuyos cuerpos de inclusion contienen multiples nucleocapsides
(MNPV). En esta Introducciéon, se utilizara como modelo de referencia el
nucleopoliedrovirus de Autographa californica (AcMNPV), extensamente estudiado en
diferentes planos desde los afos 70, debido a la facilidad en su propagacién en
diferentes insectos huésped (es el baculovirus de mayor rango de huéspedes
conocido) y lineas celulares. La secuencia nucleotidica de su genoma fue la primera
en ser determinada en forma completa, permitiendo una aceleracion en el
conocimiento de la complejidad de la organizacion genética y la deteccién de nuevos

genes y funciones en los 134 kb (kilo pares de bases) de DNA.
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Figura I.1. Ultraestructura de los cuerpos de oclusion. Observaciones al microscopio
electronico de transmision de un poliedro (panel A) y granulos (panel B), con las
nucleocapsides incluidas.

Estructura molecular de los viriones

Los genomas de los diferentes baculovirus son de DNA circular de doble cadena
(dsDNA) de 78 a 200 kb y se encuentran asociados con proteinas basicas
constituyendo nucleocapsides con forma de baston de 40 x 200-400 nm (Tweeten et
al., 1980; Wilson et al., 1987). Las nucleocapsides se encuentran envueltas, a su vez,
por una membrana lipidica que contiene proteinas codificadas por el virus.

En este punto cabe diferenciar los dos fenotipos virales que constituyen una
caracteristica Unica de la familia Baculoviridae: virus brotantes (BV, budded virus;
NOV, non-occluded virus, son denominaciones equivalentes) y virus ocluidos (OV,
occluded virus; OB, occlusion body; PIB, polyhedral inclusion body). Los viriones
brotantes se producen en la fase tardia de la infeccion, cuando las nucleocapsides
brotan por la membrana plasmatica modificada con proteinas codificadas por el
genoma viral. Por el contrario, en la fase muy tardia de la infeccion se forman los

cuerpos de inclusion rodeando a las nucleocapsides, que adquieren su membrana en
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el nucleo. La matriz proteica de estas inclusiones esta formada por el acumulo de una
proteina mayoritaria denominada poliedrina o granulina, segun el género de
baculovirus, NPV o GV, respectivamente.

En la mayoria de los OBs de NPVs se observan varios viriones por poliedro y en
algunas especies denominadas MNPVs (Multiple nucleocapsid Nucleopolyhedrovirus)
se ven varios manojos de nucleocapsides envueltas en una membrana, mientras que
los granulos de los GVs, generalmente, poseen un solo virion (Granados & Federici,
1986). El huésped, el tipo celular y las condiciones de la infeccion influyen sobre el
numero de nucleocapsides que se rodean por una misma membrana (1-10), en
ocasiones, un MNPV puede comportarse como un SNPV (Single enveloped
nucleocapsid Nucleopolyhedrovirus). Eventualmente, pueden observarse algunos
cuerpos de inclusion sin viriones (poliedros vacios). EI empaquetamiento de multiples
nucleocapsides por ODV acelera la infeccion sistémica en larvas (Washburn et al.,
1999)

La disolucion de la matriz proteica de los cuerpos de inclusion libera viriones
denominados ODV (occlusion derived virions o PDV, polyhedra derived virions) con
una envoltura diferente a la de los BV. En la Figura 1.2 se esquematizan los viriones y
se indican las similitudes y diferencias de sus estructuras moleculares. La participacion
de los ODV y BV en el ciclo de infeccion se resumen en las secciones que siguen, en
las que también se indican los roles de algunos productos génicos virales en su

interaccion con el organismo huésped.
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Viriones brotantes Viriones derivados de cuerpos de oclusion
(BV: budded virus) (ODV: occlusion derived virus)
Componentes Componentes Componentes
especificos de comunes de /ﬁ especificos de
viriones brotantes /\ los viriones viriones ocluidos
/é /'?\ é\ /’é\ Proteinas de envoltura
b o SIS <—— (ODV E18/35; E25;
gp64 Proteina de Y §~ ADN viral (circular 2112112 E(C27 E35: E56: £66)
fusion de la envoltura > superenrollado) g g g T T
(gp64 EFP) &, Proteina basica de > 1@ & gp41 (tegumento)
& unién al ADN (p6.9) bl Bed B el
g Proteinas principales 1 g g ?7
de la capside (vp39; < 74
4 p80; p24) o 19| I9] | d
Envoltura viral > g g g g < Envoltura viral
3 18] g1
Proteina terminal de \WAVAW,
la capside (ORF 1629 '\_‘/
[pp78/83)) D S—
Granulina fil i)
i W & b
¥ PEP (pp34) ¥
MNPV SNPV
Granulovirus Nucleopoliedrovirus

Figura 1.2. Componentes estructurales basicos de los dos fenotipos virales. En forma
esquematica se representan las estructuras de los viriones brotantes (BV) y de los viriones
derivados de los cuerpos de oclusion (ODV). El esquema de los ODV corresponde a la
estructura de una multicapside de nucleopoliedrovirus (MNPV). La estructura de los SNPV y
GV probablemente es equivalente a la representada con la Unica diferencia del numero de
capsides por cuerpo de oclusion. Los componentes especificos de los BV o deODV estan
indicados a la izquierda y a la derecha de los diagramas, respectivamente. Los componentes
comunes se indican en la region central. La naturaleza polar de las capsides se indica con
diferente forma en sus extremos. Referencias de las proteinas estructurales: P6,9 (Wilson et
al., 1987); VP39 (Pearson et al., 1988; Blissard et al., 1989; Thiem y Miller, 1989; Russell et al.,
1991); P80 (Mdller et al., 1990; Lu y Carstens, 1992); PP78/83 (Vialard y Richardson, 1993;
Russell et al., 1997); poliedrina (POLH) (Hooft van Iddekinge et al., 1983); PEP (PP34)
(Gombart et al., 1989b; Russell y Rohrmann, 1990b); ODV-E25 (Russell y Rohrmann, 1993);
ODVEG66 (Hong et al., 1994); ODVES6 (Braunagel et al., 1996a, Theilmann et al., 1996);
ODVE18, E35 y EC27 (Braunagel et al., 1996b); GP41 (Whitford y Faulkner, 1992a y b), P74
(Kuzio et al., 1989); GP64 (Blissard y Rhormann, 1989; Whitford et al., 1989)
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Infeccién primaria y secundaria.

El ciclo de infeccion comienza cuando los cuerpos de oclusién son ingeridos por larvas
al alimentarse, continua con la dispersion de la enfermedad dentro del insecto y

finaliza tras la muerte del mismo con la liberacion de nuevos cuerpos de oclusion que

contienen particulas infectivas (Figura 1.3) (Caballero et al., 2001).

Figura 1.3. Esquema del ciclo biolégico de un NPV. (Los tamanos dibujados no guardan
proporciéon con los tamafnos reales). A: La larva ingiere los cuerpos de inclusion al
alimentarse. B: En el intestino medio se disuelven los cuerpos de oclusiéon y quedan asi
liberados los viriones (ODV) que luego de atravesar la membrana peritrofica, se unen por
fusion a las microvellosidades del intestino. A partir de este estado, han sido descriptas vias
de infeccion hacia el hemocele. C: Las nucleocapsides pueden pasar directamente a través
de la célula atravesando la lamina basal y brotando hacia la hemolinfa. D: el ciclo inicial de
replicacion ocurre en las células columnares del intestino medio y la progenie viral brota
hacia los traqueoblastos disemindndose la enfermedad a través del sistema traqueal. E:
Luego de la replicacion en las células del intestino, los viriones brotan hacia la hemolinfa.
Los viriones brotantes (BV) causan la infeccion secundaria dentro del hemocele. F: las
particulas virales (BV) entran a los tejidos susceptibles por endocitosis; las nucleocapsides
se dirigen al nucleo y alli liberan el DNA; se inicia un nuevo ciclo de replicacién que culmina
en la formacion de nuevos BV y de viriones que se ocluyen en los poliedros. G: Se produce
la lisis nuclear y celular. H: Finalmente, se rompe el tegumento larval y quedan liberados los
cuerpos de oclusiéon en el ambiente, que al ser ingeridos por otras larvas comenzaran un
nuevo ciclo de infeccion.
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Como se mencion6 mas arriba, los OB son ingeridos junto con el follaje que es
consumido por un nuevo huésped y disueltos en su intestino medio, donde el pH es
alcalino. A pH 9-10 se activa una proteasa de origen celular que acelera el proceso de
disolucion de la proteina de oclusion y liberacion de los ODV. Estos ODV infectan las
células epiteliales del intestino con gran eficiencia (Volkman & Summers, 1977;
Engelhardt et al., 1994; Flipsen et al., 1995, Washburn et al., 1995; ver review de
Volkman, 1997).

No se ha demostrado la existencia de interacciones especificas virus - receptor,
aunque algunos estudios sugieren un proceso de union de viriones con sitios
saturables en los microvilli de las células epiteliales del intestino (Horton & Burand,
1993). Las evidencias de los estudios de microscopia electronica y de inhibidores de la
endocitosis sugieren que las nucleocapsides de los ODV entran por fusion de la
membrana viral con la membrana plasmatica de la célula epitelial (Granados, 1978;
Horton & Burand, 1993).

La membrana de los ODVs contiene varias proteinas: ODV E25, ODV-E66, ODV-E56
(ODVP-6E) y P74 (Theilmann et al, 1996; Braunagel et al, 1996a, 1996b; Braunagel &
Summers, 1994; etc. pag. 76 Vlak, Faulkner et al., 1997 P74; Braunagel et al., 1999).
Ademas, por debajo de la membrana del viridn, en el lamado tegumento se localiza la
GP41 (Liu & Maruniak, 1995, Whitford & Faulkner, 1992a, 1992b.). No se conoce la
funcion de las diferentes proteinas, aunque se ha demostrado que las mutaciones que
inactivan al gen p74 de AcMNPV conducen a la formacion de ODVs no infecciosos
(Faulkner et al., 1997).

Por otra parte, la membrana lipidica posee una estructura tipica de bicapa, que
posiblemente sea derivada de las microvesiculas que se forman a partir de la
membrana nuclear interna de las células infectadas y en las que se ha detectado la
proteina ODV-E66 (Hong et al, 1994; Fraser, 1986). Sin embargo, si esto es cierto, las
membranas de los ODV deben sufrir bastantes modificaciones en la composicién
lipidica, ya que difieren de las proporciones encontradas en las membranas nucleares

(Braunagel & Summers, 1994).

Infeccidén secundaria

Los BV son el producto de la replicacion viral en la etapa tardia y contienen una sola
nucleocapside envuelta en una membrana, que proviene de la brotacion de la

membrana plasmatica de la célula infectada. En la infeccion de una larva de
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lepiddptero el ciclo de replicacion que inician los ODV en la célula epitelial produce una
progenie de BV, que brota de la membrana basolateral e infecta otros tejidos (Figura
2A). En uno de los extremos del virién se destacan unas estructuras protuberantes o
pepldmeros (spikes), formadas por la proteina de fusion GP64 (envelope fusion
protein: GP64 EFP), que no se encuentra en los ODVs (Oomens et al., 1995; Blissard
& Rohrmann, 1989; Whitford et al, 1989; Volkman, 1986; Figura 2).

Granados y Lawler (1981) propusieron un mecanismo alternativo de produccién de BV,
que no requiere de la replicacion y consiste en una rapida conversion de ODVs en BVs
(Figura 2B). Esto es coherente con el hecho de que GP64 EFP se expresa tanto en la
fase temprana (antes de la replicacion del DNA viral) como en la tardia (Blisard &
Rohrmann, 1989 y 1991; Jarvis & Garcia, 1994; Whitford et al, 1989). Este
mecanismo puede haber sido seleccionado por presentar una ventaja evolutiva. De
hecho, las células epiteliales del intestino medio infectadas se descaman mas
rapidamente y se eliminan. Con el fin de que la infeccion pase rapidamente a otros
tejidos, en forma previa a la descamacion de las células, deben producirse en un
tiempo muy corto los BVs capaces de infectar a otras células que se encuentran en las
proximidades o pasar a los conductos traqueales y la hemolinfa. Por ello, es muy
favorable para la propagacion de la infeccién que una parte de las nucleocapsides que
entraron a la célula se desnuden y expresen GP64, en tanto que otras migran a la
porcidbn basal para brotar por esa membrana, en la que se inserta GP64 (y,
eventualmente, otros productos génicos recién sintetizados). Este mecanismo no
provee las ventajas de amplificaciéon viral asociada a la replicacion, pero asegura un
rapido movimiento del virus desde la capa epitelial hacia otros tejidos internos. Parece
razonable la coexistencia de ambos mecanismos para asegurar la propagacion del
virus.

En contraste con los ODV, los BV entran a la célula huésped por endocitosis mediada,
probablemente, por interaccion de GP64 con un receptor aun no identificado (Volkman
& Goldsmith, 1985; Wickham et al, 1990; Wickham et al, 1992) (Figura 2C). La
homologia de GP64 con la glicoproteina de envoltura de los orthomyxovirus Thogoto y
Dhori sugiere que esta proteina desempena la funcidn mencionada mas arriba, pero
no existen datos experimentales directos sobre la interaccibn con un receptor
especifico y no podrian excluirse otras proteinas de la membrana viral.

En forma coherente con el modelo descripto, se ha observado que la GP64
permanece en la membrana endosémica luego de ocurrir la fusion dependiente del pH,
que conduce a la liberacién hacia el citosol de las nucleocapsides, que migran hacia la

membrana nuclear. El bloqueo de la infeccion mediante el uso de agentes como el
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cloruro de amonio y la cloroquina (que impiden la acidificacién del interior del
endosoma) confirman la entrada de los BV por la via de la endocitosis y fusion con la
membrana endosémica dependiente del pH bajo (Charlton & Volkman, 1993). Cabe
aclarar que algunos baculovirus (como XcGV y LAMNPV) no poseen un gen gp64,
aunque seguramente que alguna otra proteina integral de membrana desempefia una

funcion similar.
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Figura 2.A. Infeccion primaria y produccion de BVs. Los cuerpos de inclusion (OB, poliedros de
NPV o granulos de GV) liberados al ambiente como consecuencia de la muerte y lisis de insectos
infectados, son ingeridos junto con el follaje por un nuevo huésped y disueltos en su intestino medio.
Estos ODV infectan las células epiteliales del intestino con gran eficiencia. Una vez ingresadas en la
célula, las nucleocapsides migran hacia el nucleo, donde se produce el desnudamiento del DNA y la
cascada de eventos moleculares asociados con la transcripcién/replicacion. En la fase tardia de la
infeccion, se produce el ensamblaje de nuevas nucleocapsides dentro del nucleo. Las mismas salen del
nacleo por los poros nucleares y migran hacia la porcién basal de la célula para brotar por la
membrana, en la que existen los conjuntos de GP64 (region basal/basolateral) sintetizados en el RER
y, eventualmente, otros productos génicos. Este mecanismo provee las ventajas de la amplificacion
viral asociadas a la replicacion, aunque no asegura un rapido movimiento del virus desde la capa
epitelial hacia otros tejidos internos. Con el fin de clarificar la interpretacion del mecanismo, no se han
respetado las proporciones correspondientes en algunos detalles.
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Figura 2.B. Infeccién primaria y produccion rapida de BVs. Los cuerpos de inclusion (OB, poliedros
de NPV o granulos de GV) liberados al ambiente como consecuencia de la muerte y lisis de insectos
infectados, son ingeridos junto con el follaje por un nuevo huésped y disueltos en su intestino medio.
Estos ODV infectan las células epiteliales del intestino con gran eficiencia. Granados y Lawler (1981)
propusieron un mecanismo de produccion de BVs, que no requiere de la replicacion y consiste en una
rapida conversion de ODVs en BVs. Una vez ingresadas en la célula, algunas de las nucleocapsides
migran hacia el nucleo, donde se produce el desnudamiento del DNA, la transcripcion, esencialmente,
de gp64 y, posteriormente, la sintesis activa de GP64 en el RER (reticulo endoplasmico rugoso) y su
transporte a la membrana plasmatica, donde se forman conjuntos en la region basal/basolateral. Por
otra parte, muchas nucleocapsides enteras migran a la porcién basal de la célula para brotar por la
membrana, en la que existen los conjuntos de GP64 y, eventualmente, otros productos génicos recién
sintetizados. Este mecanismo asegura un rapido movimiento del virus desde la capa epitelial hacia
otros tejidos internos. Con el fin de clarificar la interpretacion del mecanismo, no se han respetado las
proporciones correspondientes en algunos detalles.
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Figura 2.C. Infeccion secundaria y produccion de OBs. Los BVs generados en las células epiteliales (o
células infectadas de otros tejidos) entran a una nueva célula huésped por endocitosis, probablemente
mediada por interaccion de GP64 con un receptor. Una vez liberada la vesicula endosomal en el citosol, se
produce la acidificacién del contenido vesicular llevando a la fusion de las membranas viral y endosomal, en
la cual permanece GP64. Esta fusion dependiente del pH, conduce a la liberacién hacia el citosol de las
nucleocapsides, que migran hacia la membrana nuclear, e ingresan por los poros nucleares. En |la fase tardia
de la infeccion, se produce el ensamblaje de nuevas nucleocapsides dentro del nucleo. Las mismas salen del
nucleo por los poros nucleares y migran hacia la porcién basal de la célula para brotar por la membrana
(region basal/basolateral). En la fase muy tardia de la infeccion, las nucleocapsides son envueltas, en
conjuntos (MNPVs) o individualmente (SNPVs y GVs), con membranas derivadas de la membrana nuclear.
Finalmente, las nucleocapsides envueltas quedan atrapadas en la matriz pseudocristalina de poliedrina (o
granulina), constituyendo los cuerpos de inclusion (OB, poliedros de NPV o granulos de GV). Los cuerpos de
inclusion se acumulan en el nucleo en las NPVs o en el citoplasma (o regién nuclear desorganizada?) en las
GVs. La fase muy tardia y la acumulacion de cuerpos de inclusion lleva a la apoptosis celular y su
desorganizacion, produciéndose la liberacion de los OBs. Con el fin de clarificar la interpretacion del
mecanismo, no se han respetado las proporciones correspondientes en algunos detalles.
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Progreso de la infeccion en cultivo celular. Regulacion de la transcripcion.

La expresion de genes virales esta regulada en forma de cascada y ocurre en tres
fases: temprana, tardia y muy tardia (Figura 1.4). Durante la fase temprana se
expresan, entre otros, los genes requeridos para la replicacion del DNA viral. Por su
parte, la replicacién del DNA viral es un paso necesario para el comienzo de la
expresion génica tardia y muy tardia. En la fase tardia se producen proteinas virales
estructurales y se ensamblan y liberan al medio extracelular viriones infectivos,
mientras que la etapa muy tardia esta dedicada a la produccién de los cuerpos de
inclusion.

Se considera que el mecanismo mas importante en el control de la expresion génica
consiste en la regulacion a nivel de la iniciacion de la transcripcion, es decir en la
etapa de reconocimiento de los promotores. Sin embargo, también se especula sobre
la regulacién negativa (downregulation) de la transcripcion de los mRNAs tempranos
por los procesos de transcripcion de genes tardios; en particular, cuando los productos
de transcripcion corresponden a regiones parcialmente superpuestas pero de sentido
opuesto (efecto de RNA antisense, Ooi & Miller, 1990) o a transcriptos tardios que se
inician upstream de transcriptos tempranos dando lugar a un efecto de ocultamiento

del promotor temprano (Friesen & Miller, 1986).
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Figura 3. Diagrama de los principales eventos transcripcionales relacionados con el ciclo viral. La
expresion de genes virales parece estar regulada en forma de cascada y ocurre en tres fases: temprana,
tardia y muy tardia. Durante la fase temprana se expresan, entre otros, los genes requeridos para la
replicacion del DNA viral y muchos de los transactivadores necesarios para la transcripcion de los genes
tardios y muy tardios. Por otra parte, la replicacién del DNA viral es un paso necesario para el comienzo de la
expresion génica tardia y muy tardia. En la fase tardia se producen, principalmente, proteinas virales
estructurales y se ensamblan y liberan al medio extracelular viriones infectivos, mientras que en la etapa muy
tardia se producen las proteinas necesarias para la generacion de los cuerpos de inclusion. En el diagrama
se mencionan algunos ejemplos de genes activos durante las distintas etapas. En las etapas tardia y muy
tardia, se sefalan en negrita algunos genes que se activan especialmente en la etapa respectiva. Esta figura
solo tiene una finalidad ilustrativa. En la realidad, las divisiones temporales no son tan netas como las
indicadas. (Romanowski y Ghiringhelli, 2001).
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Expresion de genes tempranos (utilizacién de la maquinaria celular).

Luego del desnudamiento, algunos genes del DNA viral son transcriptos por la RNA
polimerasa Il de la célula huésped. Por lo tanto, en esta etapa, la transcripcién es

sensible a la inhibicién por a-amanitina.

Los genes de transcripcion temprana pueden subdividirse en dos clases, que difieren
en sus promotores y enhancers. La transcripcién de los genes tempranos inmediatos
(immediate early) tales como ie-1 no requiere proteinas virales adicionales ni
elementos de enhancers, mientras que los tempranos retrasados (delayed-early) son
transcriptos a niveles basales en ausencia de factores virales, pero requieren de la
union del transactivador |IE-1 a los enhancers para llegar a los niveles de expresion
maximos (Pullen & Friesen, 1995a; Guarino & Smith, 1992; Guarino & Dong, 1991;
Hoopes & Rohrmann, 1991).

Muchos de los promotores tempranos se parecen a los promotores de la RNA
polimerasa Il (Figura 1.4) y contienen un TATA box tipico aproximadamente 30
nucleotidos antes (upstream) del sitio de iniciacion de la transcripcion. La unién de la
TBP (TATA box binding protein) a las secuencias TATA recluta al complejo de la RNA
polimerasa Il, que inicia la transcripcion unos 30 nucleétidos mas adelante
(downstream). Los elementos basales de los promotores tempranos, tales como el
TATA box, pueden encontrarse combinados y reiterados en algunos genes de
baculovirus de expresion temprana (Guarino & Smith, 1992; Kogan et al., 1995; Pullen
& Friesen, 1995b). También se han encontrado algunos promotores tempranos que no
contienen el motivo TATA. Frecuentemente, se encuentra la secuencia conservada
CAGT, similar a la de genes de insectos transcriptos por la RNA polimerasa I, siendo
el nucleétido A el correspondiente al inicio de la transcripcion (Blissard & Rohrmann,
1990, Cherbas & Cherbas, 1993). En la mayoria de los casos en que se ha definido un
CAGT funcional, también se observa la presencia de una secuencia TATA. Se ha
demostrado que la secuencia CAGT desempena un importante papel en la eficiencia
de transcripcién, probablemente influyendo sobre la afinidad por el factor de
transcripcion TFIID (Guarino & Smith, 1992; Kogan et al., 1995; Pullen y Friesen,
1995b, Purnell et al., 1994).

Si bien la transcripcion de los genes tempranos de baculovirus ocurre en el nucleo de
la célula huésped mediante la participacién de la RNA polimerasa I, el proceso de
splicing no es comun para los mRNAs de baculovirus. Solamente en el producto de
transcripcion del gen ie0 se identifico el splicing de un intron, responsable de la
produccion de un mRNA que se traduce a una proteina que contiene 54 aminoéacidos

extra en el extremo N de la secuencia de IE1 (Kovacs et al., 1991a).
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Figura 1.4. Organizacion de los elementos regulatorios de la transcripciéon en promotores
tempranos y muy tardios. En los promotores de los baculovirus se pueden diferenciar dos
regiones asociadas con la regulacion de la transcripcion basal (core promoter) y una regioén con
elementos regulatorios adicionales llamada UAR (upstream activating factors). Muchos de los
promotores de genes de transcripcion temprana se parecen a los promotores de la RNA
polimerasa Il eucaridtica y son transcriptos por ella. La transcripcion de los genes tempranos
inmediatos (immediate early) tales como ie7 no requiere proteinas virales adicionales y son
suficientes los elementos presentes en la regién basal y UAR para asegurar la transcripcion en
los niveles necesarios. La regidén basal del promotor ie-/ contiene un TATA box tipico (unién de
TBP, TATA box binding protein), un INR (initiator) con la secuencia CAGT (donde la A es el +1 de
transcripcion) importante para la interaccion con el factor de transcripcion TFIID y una zona
llamada DAR (downstream activating region), cuya secuencia responde al consenso
(A/T)CACNG, asociada con la estabilizaciéon de la interaccién del complejo transcripcional con la
zona INR. La regién UAR del promotor de ie-/ contiene un elemento GATA (T/A GATA A/G) y un
elemento CGT (CACGTG), los cuales son reconocidos por grandes familias de factores de
transcripcion eucariéticos, (los factores GATA y las proteinas B-HLH-Zip). En el caso de los
genes tempranos retrasados (delayed-early), la transcripcion se realiza a niveles basales en
ausencia de factores virales y requiere de la union del transactivador IE-1 a los enhancers para
llegar a los niveles de expresidn maximos. La region basal del promotor de p-35 contiene un
TATA box tipico y un INR con la secuencia TGAG (donde la primer G es el +1 de transcripcion).
Antes del INR temprano presenta, ademas, un elemento INR correspondiente a promotores
tardios y muy tardios (TAAG, donde la primer A es el +1 de transcripcién), que asegura la
continuidad de la expresién de P35 durante el ciclo viral. La regién UAR del promotor p-35
carece de elementos GATA y presenta tres elementos CGT y dos elementos GC (GC box)
tipicos, los cuales son reconocidos por factores de transcripcion del hospedador. Por otra parte,
salvo raras excepciones, la transcripcion de genes tardios y muy tardios se inicia en la primer A
de la secuencia conservada TAAG, que constituye el limite de la region basal. En los promotores
tardios sélo los 6-8 nucleétidos adyacentes al elemento central TAAG parecen ser responsables
del nivel transcripcional adecuado.. Mientras que en los promotores muy tardios, las secuencias
ricas en AT inmediatamente downstream del sitio de iniciacién de la transcripcion parecen influir
también en la eficiencia de la actividad del promotor. En los promotores muy tardios, como el de
poliedrina (polh o phn), el nivel de expresidbn depende de la naturaleza de la secuencia
nucleotidica situada entre el sitio de iniciacion de la transcripcién y el codén de iniciacién de la
traduccién. Esta secuencia /eader no traducida de los mRNAs es requerida para la
hiperexpresion y se la conoce con el nombre de “burst sequence” (responsable de la expresiéon
explosiva de los genes muy tardics). En la burst sequence se encuentran elementos de unién
tanto a factores virales (VLF-1) como celulares (PPBP, polyhedrin promoter binding protein),
existen evidencias experimentales de la importancia de ambos tipos de factores en la
hiperexpresion del gen phn (Yang y Miller, 1999; Ghosh, et al., 1998). En la regién UAR del gen
phn se encuentran dos elementos GATA tipicos y un elemento PPBP adicional, los cuales
interacttan con un factor celular no identificado de aproximadamente 200 kDa. Es de destacar
que la ausencia de estos elementos no afecta significativamente los niveles de transcripcion del
gen phn. (Romanowski y Ghiringhelli, 2001).

Transicion de la fase temprana a la tardia (replicacion del DNA)

El DNA desnudo resulta infeccioso, hecho que demuestra que no se requiere ninguno
de los componentes asociados con el viribn maduro, pero es dependiente de la
sintesis de proteinas codificadas por el virus (Burand et al., 1980; Wang & Kelly, 1983;

Lu & Miller, 1997). Las proteinas responsables de la replicacién del genoma viral se
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expresan en la etapa temprana de la infeccion. En células de Spodoptera frugiperda
infectadas con AcMNPV la replicacion se detecta a las 6 hs postinfecciéon y continta
hasta alrededor de las 18 hs postinfeccion, declinando posteriormente (Tjia et al.
1979).

Se han identificado elementos de secuencia nucleotidica que son requeridos en cis
para una replicacion eficiente del DNA viral que pueden funcionar como origenes de
replicacion. Se trata de regiones homologas con palindromos imperfectos (hrs) y otro
tipo de secuencias denominadas non-hrs (Kool et al., 1995). Los origenes de
replicacién hrs contienen grupos de 1 a 8 secuencias palindromicas de unas 28 pb
repetidas en forma dispersa en el genoma (Figura I.5; Cochran & Faulkner, 1983) y
también funcionan como enhancers (Guarino & Summers, 1986). Los origenes de
replicacién non-hrs son de estructura mas compleja: contienen regiones ricas en AT,
repeticiones directas y palindromos no relacionados con los hrs (Kool et al., 1994a;
Pearson et al., 1993; Heldens et al., 1997).

La replicacién del DNA es aparentemente un prerequisito para el inicio de la expresiéon
de genes tardios de los baculovirus, dado que la inhibicién de la replicacion del DNA
por aphidicolina también bloquea la transcripcion este grupo de genes (Miller et al.,
1981; Rice & Miller, 1986).

A diferencia de los genes de expresidén temprana, los genes tardios y muy tardios son
transcriptos por una RNA polimerasa codificada por el virus y resistente a la

a—amanitina (Grula et al., 1981; Xu et al., 1995; Yang et al., 1991; Glocker et al.,
1993).

En experimentos de expresion transiente se ha identificado una serie de diecinueve
productos génicos necesarios para la transcripcion de genes tardios de AcCMNPV. De
estos productos génicos denominados /ef (late expression factors), una parte esta
relacionada con la replicacién del DNA viral, en tanto que el resto parece afectar la
transcripciéon de los genes tardios de una manera mas directa (Todd et al., 1995; Kool
et al.,, 1994b; Lu & Miller, 1995; Rapp et al., 1998).

Los genes ie-1 (transactivacion de genes tempranos), ie-2 (transactivacion de genes
tempranos y bloqueo del ciclo celular), lef-1 (DNA primasa?), lef-2, lef-3, p143 (dnahel,
helicasa), dnapol (DNA polimerasa), p35 (inhibidor de caspasa), pe38 y lef-7 son
requeridos para una replicacion 6ptima de plasmidos dependientes de hr en células Sf-
21. Algunos de estos productos geénicos no son esenciales en diferentes lineas
celulares (Rapp et al., 1998; Kool et al., 1994b; Kool et al., 1993; Lu & Miller, 1995). En

particular, la DNA polimerasa viral ha sido purificada y estudiada a nivel bioquimico
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(Hang & Guarino, 1999; McDougal & Guarino, 1999).

Por otra parte, mas recientemente se han identificado genes adicionales que influyen
sobre la expresion de genes tardios (Li et al., 1999). El efecto de todos estos genes
surge de experimentos de replicacion transientes, pero su delecion en el genoma de
Bombyx mori NPV ha permitido evaluar su real importancia in vivo (Gomi et al., 1997).
En esos experimentos se determiné que los genes 39K, ie-2, lef-7 y p35 no son
esenciales para la replicacion viral, si bien es cierto que estas conclusiones son
estrictamente validas para el sistema particular de interaccion virus-huésped (por
ejemplo: como la infeccion con BmNPV no induce un efecto de apoptosis notable, el

inhibidor de apoptosis p35 no es esencial para la replicacion viral).

Las subunidades de la RNA polimerasa viral, resistente a la o-amanitina, se
encuentran codificadas por cuatro genes virales (lef-8, lef-4, lef-9 y p47) que son
esenciales para la transcripcion de los genes tardios y muy tardios (Guarino et al.,
1998a; Guarino et al., 1998b).

Salvo raras excepciones, la transcripcion de genes tardios y muy tardios se inicia en la
primer A de la secuencia conservada TAAG (sitio de iniciacion transcripcional), que
muy frecuentemente se encuentra precedida por una A (menos frecuentemente, por
una T o G, que corresponden a promotores menos fuertes que los que contienen la
secuencia ATAAG). EIl analisis del promotor tardio del gen de la proteina de la
capside vp39 mediante mutagénesis demostré que soélo los 6-8 nucleétidos
adyacentes al elemento central TAAG son responsables del nivel transcripcional
(Morris & Miller, 1994).

Ademas de los genes lef, se ha identificado un gen de expresién tardia denominado
vif-1 (very late factor 1), que afecta especificamente la hiperexpresion de los genes
muy tardios p70 y polh (poliedrina) interactuando con secuencias no codificantes
(especificas de los genes muy tardios) que se encuentran entre el elemento TAAG
(comun a los genes tardios y muy tardios) y el codon de iniciacion de la traduccion (ver

mas adelante).

En la etapa tardia de la infeccion, simultdneamente con la replicacién del DNA viral se
observa una disminucién en la sintesis de mMRNAs celulares (Ooi & Miller, 1988).
Asimismo, se ha demostrado una disminucion de la sintesis de proteinas celulares
luego de 6 horas postinfeccion y la total detencion de la traduccion de las mismas a las
24 horas del inicio de la infeccion con AcMNPV de células Sf9 (Carstens et al., 1979;
Wood, 1980).
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_ hr1.457 pb, 5 copias_

hrl-1 TTTTACAAGTAGAATTCTACCCGTAAAG
hrl-2 TTTTACAAGTAGAATTCTATCCGTAAAG
hri-3 CGTTACAAGTAGAATTCTACTCGTAAAG
hrl-4 TTTTACGCGTAGAATTCTACTCGTAAAG
hril-5 CGTTACAAGTAGAATTCTACTCGTAAAG
Cons. YXTTACrmGTAGAATTCTAYYyCGTAAAG

hr5 509 pb, 6 copias N hr1A 118 pb, 2 copias

13389410

hrla-1 TTTTACGAGTAGAATTCTACGTGTA}(CA
hrla-2 TTTTACGAGTAGAATTCTACGTGTAAAG
Cons. TTTTACGAGTAGAATTCTACGTGTAAmMYr

hr2 669 pb, 8 copias

<

hr2-1 CTTTACGAGTAGAATTCTACGTGTAAAA

hr5-1 CTTTACGAGTAGAATTCTACGCGTAAAA
hr5-2 CTTTACGAGTAGAATTCTACTTGTAATG
hr5-3 CTTTACGAGTAGAATTCTACGTGTAACG
hr5-4 ATTTACGGGTAGAATTCTACTTGTAAAG
hr5-5 CTTTACGAGTAGAATTCTACGTGTAAAA
hr5-6 CTTTACGGGTAGAATTCTACGCGTAAAA

Cons.  MTTTACGIGTAGAATTCTACKYGTAAhr
. hr2-2  CTTTACGAGTAGAATTCTACTTGTAACG
At hr2-3  CTTTACGAGTAGAATTCTACTTGTAARA
xﬁg hr2-4  CTTTACGAGTAGAATTCTACTTGTAAAA
g hr2-5  CTTTACGAGTAAAATTCTACTTGTAACG
hraa X hr2-6  CTTTACGAGTAGAATTCTACTTGTAACG
hr2-7  CTTTACGAGTAGAATTCTACTTGTAAAA
hrdC 30 pb, 1 copia hr2-8  CTTTACGAGTAGAATTCTACGTGTAAAA
< ~ Cons.  CTTTACGAGTACAATTCTACKTGTAAmML
hrdC  TTTTACGCGTAAAATTCTACTGGTAAAA
_hrdA 150 pb, 2 copias .
hrdA-1  CGTTACAAGTAGAATTCTACTGGTAAAG hr3 666 pb, 8 copias
hrd4A-2  TTTTACAAGTAGAATTCTACTCGTAAAG * *
cons. YKTTACAAGTAGAATTCTACT SGTAAAG

hr3-1  ATTTACGCGTAGAATTCTACTTGTAAAG
hr3-2  CGTTACAAGTAGAATTCTACTCGTAAAG
hr3-3  CGTTACAAGTAGAATTCTACTCGTAAAG
hr3-4  TTTTACACGTAGAATTCTACTCGTAAAG
hrdB 486 pb, 5 copias hr3-5  TTTTACAAGTAGAATTCTACTCGTAAAG

: + hr3-6  TTTTACAAGTAGAATTCTACTCGTAAAG

hrd4B-1  CTTTACGAGTAGAATTTTACTTGTAAAA hr3-7  TTTTACAAGTAGAATTCTACTGGTAAAG

hr4B-2  CTTTACGAGTAGAATTCTACTTGTAACG hr3-8  CGTTACAAGTAGAATTCTACTCGTAAAG
hr4B-3  CTTTACGAGTAGAATTCTACTTGTAAAA Cons.  hKTTACImMGTAGAATTCTACTYGTAAAG

hr4B-4 CTTTACGAGTAGAATTCTACTTGTAACG
hr4B-5 CTTTACGAGTAGAATTCTACGTGTAAAA
Cons. CTTTACGAGTAGAATTCTACKTGTAAMI

hr: consenso general

& >
<

hk TTACrvGTArAATTCTAYbbGTAAhr

Figura 1.5. Ubicacion genémoca y estructura de los hrs (homologous regions) de
AcMNPV. Los genomas de los baculovirus contienen multiples copias de secuencias
repetitivas muy conservadas, que funcionan como enhancers transcripcionales y, en algunos
casos, como origenes de replicacion. En el genoma de AcMNPV se han identificado 8 hrs,
llamados hr1, hriA, hr2, hr3, hrdA, hrdB, hrdC y hr5, cuyas posiciones y secuencias se
identifican en la figura. Los diferentes hrs presentan un nimero variable (1 a 8) de secuencias
de 28 pb que constituyen palindromes imperfectos (llamados 28-mer, y divididos en 28hs y
28hs), en la mayor parte de los cuales el hexanucle6tido central corresponde al sitio de
reconocimiento para la endonucleasa EcoRI. Una caracteristica distintiva de estos
palindromes imperfectos es la gran conservacion de secuecia que se observa cuando se
comparan tanto los palindromes de un mismo hr como los palindromes de todos los hrs. La
organizacion palindromica de los 28-mers esta asociada con su naturaleza de enhancers
independientes de orientacibn y posicion, y sirve para la unién de dimeros de
transreguladores virales como IE-1. Por otra parte, aun cuando un 28-mer independiente
posee actividad de enhancer, los niveles de transcripcion alcanzados son sensiblemente
menores a los que se logran con la hr respectiva completa, esto puede deberse a la
estructura modular de los hrs. Ademas de los 28-mers, en los hrs existen repeticiones
directas perfectas de diferente longitud, caracteristicas de un Unico hr (por e€j.: un 24-mer
presente dos veces en hrl, AGTTCGGTTATGAGCCGTGTGCAA) o comunes a varios hrs
(por ej.:.un 18-mer presente tres veces en hr2, una vez en hrdB y dos veces en hr5,
GATGATGTCATTTGTTTT).

Codigos de ambigiiedad utilizados: R=A, G; Y=C, T; M=A, C;K=G, T, S=C, G; W=A, T; H=A,
C, T;B=C,G,T;V=A,C,G;D=A,G, T;N=A,C,G, T

En el mapa de AcMNPV se indica, ademas, la posicion de la ,mayor parte de los genes
virales cuyos productos estan asociados con la regulacion de los procesos de
transcripcion/replicacion
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Fase muy tardia (produccion de cuerpos de inclusién)

La fase muy tardia de la infeccién se caracteriza por la reduccién o suspension de la
transcripcion de muchos de los genes tardios y por la hiperexpresion de genes tales
como poliedrina (polh), que forma los cuerpos de inclusién y de la proteina P10, que
interviene en el proceso de formacion de los cuerpos de inclusiéon (Kuzio et al., 1984;
Van-Oers et al,, 1994; Zuidema et al., 1993). Asimismo, algunas otras proteinas
parecen ser necesarias para la formacion eficiente de los viriones ocluidos (Faulkner et
al., 1997; Braunagel et al., 1999)

En los promotores muy tardios, las secuencias ricas en AT inmediatamente
downstream del sitio de iniciacién de la transcripcion parecen influir también en la
eficiencia de la actividad del promotor (Weyer y Posse, 1989; Luckow y Summers,
1989; Ooi et al., 1989; Rankin et al., 1988; Rohrmann, 1986). En los promotores muy
tardios (a diferencia de los tardios como el de vp39), el nivel de expresion no depende
solamente del contexto inmediato en que se encuentra el elemento TAAG, sino
también de la naturaleza de la secuencia nucleotidica situada entre el sitio de
iniciacion de la transcripcion y el codon de iniciacién de la traduccion. Esta secuencia
lider no traducida de los mMRNAs se requiere para la hiperexpresion de los genes polh
y p10. Esta regidn se conoce por el nombre de “burst sequence” (responsable de la
expresion explosiva de los genes muy tardios) y las mutaciones en la misma reducen
la expresion de polh en 10-20 veces, mientras que las mutaciones upstream de
elemento TAAG del promotor sélo resultan en efectos moderados (Ooi et al., 1989;

Possee y Howard, 1987; Rankin et al., 1988).

Un factor de transcripcion (vif-1; very late expression factor 1), necesario para la
“expresion explosiva” de los genes muy tardios fue identificado por rescate de un
mutante termosensible incapaz de producir cuerpos de inclusién (OB) a la temperatura
no permisiva. Este fenotipo resultaba en una marcada disminucion en el nivel de
transcripcion del gen de polh y, en menor medida, del gen p70 (McLachlin y Miller,
1994). El efecto de VLF-1 sobre la transcripcion de los genes polh y p10 fue

confirmado por experimentos de expresion transiente (Yang y Miller, 1998).

Utilizando experimentos de mutagénesis dirigida, analisis de retardo de movilidad
electroforética y de proteccion a DNasa |, Yang y Miller (1999) demostraron que la
interaccion de VLF-1 con la burst sequence constituye la base bioquimica de la
transactivacion de la transcripciéon de los genes muy tardios. La expresion del gen vif-1

esta bajo el control de un promotor tardio con un motivo TAAG.
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Ademas, VLF-1 posee motivos de secuencia aminoacidica conservados en proteinas
con actividad integrasa-resolvasa, cuya mutacion conduce a virus inviables, sugiriendo
que se trata de una funcidn separada de la transactivacion transcripcional pero
esencial para la replicacion viral (McLachlin y Miller, 1994; Yang & Miller, 1998). Por
otra parte, la region que incluye la burst sequence interactua con proteinas de la célula
huésped, algunas de las cuales parecen ser esenciales para asegurar los altos niveles
de expresion de los genes muy tardios (Ghosh et al.,, 1998; Jain & Hasnain, 1996;
Burma et al., 1994; Ooi et al., 1989).

La proteina de inclusiéon se asocia y cristaliza alrededor de los viriones envueltos en el
nucleo. Este proceso se completa con la envoltura compuesta por glicoproteina
(polyhedral envelope protein PEP o PP34; Gombart et al., 1989, Rohrmann, 1992;
Whitt & Manning, 1988). La maduracién y liberacién de los cuerpos de inclusion (OB)
requiere de P10, que forma estructuras fibrilares en el nucleo y en el citosol. La
delecion del gen p70 conduce al agregado defectuoso de la envoltura de los cuerpos
de inclusién, produccion de poliedros fragiles, bloqueo de la desintegracion del nucleo

y lisis celular deficiente (Van-Oers et al., 1994).

Interacciones moleculares virus-huésped a nivel celular

Si bien no se conocen en detalle las respuestas celulares a la infeccion por
baculovirus, un mecanismo general que interviene tanto en la eliminacién de células
infectadas o danadas como en la proliferacion de tejidos consiste en la “muerte celular
programada” o apoptosis. Este proceso se caracteriza por la disminucién del tamano
de las células (shrinkage) de las células, la condensacion de la cromatina, la
fragmentacion nuclear, la degradacién del DNA cromosémico para dar fragmentos de
longitud oligonucleosémica, un profuso “blebbing” de la membrana plasmatica y el
desprendimiento de vesiculas hacia el medio. Luego de la infeccion viral muchos tipos
de células son capaces de inducir una cascada de eventos moleculares que conducen
a la apoptosis como medida de defensa del organismo (Vaux & Strasser, 1996; Clem,
1997).

Como una respuesta evolutiva para contrarrestar este mecanismo de defensa de la
célula, muchos virus poseen genes que codifican para inhibidores de la apoptosis. La
induccién de la apoptosis en células de insecto infectadas por baculovirus se observé
por primera vez en células Sf21 infectadas con un AcMNPV que carecia del gen p35

funcional (Clem et al., 1991). Numerosos estudios demostraron que el producto del
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gen p35 es capaz de inhibir apoptosis en una gama de células, incluso de mamiferos;
sin embargo, el inhibidor de apoptosis de mamiferos bcl-2 no es capaz de

complementar la falta de P35 en los sistemas de baculovirus y células de insecto.

En otros baculovirus (Birnbaum et al,, 1994; Crook et al.,, 1993) se identificaron
productos de genes capaces de complementar funcionalmente la falta de P35 en
mutantes de AcMNPV que se denominaron |AP (inhibitor of apoptosis). Estos
polipéptidos son homdlogos funcionales de P35 pero no presentan una homologia de
secuencia con éste. En AcMNPV se encontraron dos genes, iap-1 e iap-2, con alta
homologia de secuencia con los iap de CpGV y OpMNPV, aunque no pueden sustituir
funcionalmente a p35 (Crook et al., 1993; Ayres et al., 1994; Griffiths et al. 1999). Sin
embargo, los IAP de CpGV y OpMNPV presentan una homologia significativa con un
inhibidor de |la apoptosis neuronal (NIAP, Roy et al., 1995).

Los inhibidores de apoptosis de los baculovirus tienen la obvia mision de proveer un
medio intracelular propicio para evitar el aborto de la infeccion y facilitar asi la
produccion de una progenie abundante. Muy probablemente, los genes con homologia
a p35 o iap son el resultado de la adquisicion por intercambio de informacion genética
con huéspedes diferentes a lo largo de la evolucion o de la duplicaciéon de un gen
ancestral similar a iap y su posterior evolucién divergente, dando genes funcionales o
no. De hecho P35 es funcional en las células de Spodoptera frugiperda, en las que
replica perfectamente, pero no es suficiente para bloquear la apoptosis en Spodoptera
littoralis, dando una progenie muy disminuida (Chejanovsky & Gershburg, 1995;
Griffiths et al. 1999). Sin embargo, la delecién del gen p35 no afecta la replicacion
normal de AcCMNPV en una serie de huéspedes como Trichoplusia ni, Mamestra
brassicae y Panolis flammea. Asimismo, se han documentado casos de lineas
celulares semipermisivas, en las cuales el producto del gen p35 solo no es suficiente
para inhibir totalmente la apoptosis. Estos resultados, junto con el concepto de que los
diferentes IAPs actuan bloqueando diferentes etapas del mecanismo de apoptosis en
diferentes organismos, sugieren que los genes iap son uno de los componentes
genéticos que definen el rango de huéspedes de los baculovirus (Clem et al., 1996;
Chejanovsky & Gershburg, 1995; Griffiths et al. 1999). Se ha hipotetizado que
AcMNPYV posee un rango muy amplio de huéspedes precisamente por poseer un gen
antiapoptético p35 y genes de la familia iap, comparado con los NPVs que poseen solo

uno u otro tipo de inhibidores de apoptosis.

En el genoma de los baculovirus existe una serie de genes que codifican para

polipéptidos con gran homologia con proteinas eucariéticas conocidas; sin embargo,

28



INTRODUCCION (Capitulo 1)

existen muchos interrogantes sobre la posible funcién y los resultados de la delecion
de algunos de ellos sugieren que no se trata de genes esenciales para el desarrollo y

capacidad infectiva del virus (O'Reilly, 1997).

Interacciones moleculares virus-huésped a nivel de organismo multicelular

Ademas de productos génicos que interacttan con componentes celulares, los
baculovirus codifican una serie de productos que funcionan a nivel de organismo y, de

esta manera, alteran o manipulan la fisiologia y estructura del animal infectado.

Uno de ellos, el producto del gen egt (ecdysteroid UDP-glucosyltransferase) extiende
el estado larval al inactivar los ecdisteroides del huésped, que actuan como hormonas
que regulan la muda del insecto (O'Reilly et al., 1992; O’Reilly & Miller, 1990; O’'Reilly
& Miller, 1989). Las células infectadas secretan la EGT codificada por el virus a la
hemolinfa, donde esta enzima cataliza la transferencia de glucosa y/o galactosa a la
ecdisona produciendo un conjugado inactivo de la hormona. De esta manera, la EGT
viral impide la acumulacién de ecdisona activa a niveles suficientes para disparar la
muda hacia el estadio pupal. Asi se establece una feroz competencia entre el
baculovirus y el insecto: ¢ disponibilidad de recursos para producir una polilla 0 mas

virus?

Las células infectadas producen OBs en las etapas muy tardias de la infeccion y las
larvas infectadas se convierten en una masa amorfa repleta de cuerpos de inclusién
encerrada en la cuticula en el momento de la muerte. Poco tiempo después, el insecto
infectado se licha produciendo un inbéculo fresco para infectar otros huéspedes
(Volkman & Keddie, 1990). Los productos de los genes virales chiA (chitinase A,
quitinasa) y cath (cathepsin, catepsina) proveen las actividades enzimaticas
necesarias para la liberacién de la progenie de los OBs a partir de los cadaveres de
las larvas infectadas y, de esta manera, facilitan la propagacién del virus a nivel de
poblaciones de insectos (Hawtin et al.,, 1997). Posiblemente, la quitinasa que se
encuentra asociada con la matriz proteica de los cuerpos de inclusiébn ayude a los
baculovirus en el proceso de infeccion primaria, en el que los ODVs deben atravesar la
membrana peritrofica, constituida, en parte por compuestos quitinosos. En este
sentido, el producto del gen chiA (a diferencia de otras quitinasas) seria perfectamente
activo en las condiciones alcalinas del intestino medio de las larvas de lepiddpteros.
Sin embargo, la delecion del gen chiA en AcCMNPV no caus6 efectos notorios sobre los
parametros de la infeccion DLso (dosis letal 50%) y TLso (tiempo letal 50%) en

Trichoplusia ni (Hawtin et al., 1997).
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Los enhancins o viral enhancing factors (vef) son un grupo de proteinas que se
encuentran en los cuerpos de inclusion de ciertos baculovirus y son capaces de
incrementar significativamente la eficacia de la infecciéon viral en los insectos (ver
review Corsaro et al., 1993). Estudios sobre el enhancin del virus de la granulosis de
Trichoplusia ni (TnGV), indican que degrada proteinas de la membrana peritréfica del
intestino medio y facilita el pasaje de virus desde el lumen del intestino medio a las
células epiteliales del mismo (Derksen & Granados, 1988; Wang et al., 1994; Wang &
Granados, 1998). Los resultados mas dramaticos se observaron en larvas de T. ni
infectadas con AQMNPV en presencia de este mismo enhancin, donde la eficiencia de
infeccion fue 16 veces mayor y el TLso (tiempo letal 50%) se redujo en 55 hrs. (Corsaro
et al., 1993). Mas recientemente, también se identificaron por primera vez dos genes
vef en el genoma de un NPV (Bischoff & Slavicek, 1997; Kuzio et al.., 1999). La
delecion de ambos genes en el DNA de LAMNPV resulta en una disminucion de 1000
veces de la DLs, mientras que la inactivacion de uno solo de los genes vef no tiene

efecto sobre el fenotipo (Jim Salvicek comunicacion personal).

Rango de huéspedes

El rango de huéspedes de un virus se debe, en términos generales, a la especificidad
de la interaccion con el huésped en diferentes etapas de la infeccion (liberacion de
ODVs, entrada a las células de los ODVs y BVs, mecanismos de defensa celulares,
expresion regulada de genes Vvirales, etc.) y a las restricciones en distintos niveles

(filum, especie, tejido).

Los baculovirus infectan s6lo a artropodos. Ademas, la mayoria de los baculovirus
parecen replicar en un numero muy limitado de especies de insectos; sin embargo,
algunos son capaces de infectar un amplio rango de especies, aunque la eficiencia
puede variar ampliamente con la especie de insecto. Por otra parte, los virus pueden
mostrar una especificidad a nivel de tejido, de manera que un baculovirus particular
puede tener un tropismo tisular determinado, dependiendo del huésped. Para definir
las bases moleculares de la especificidad del huésped es necesario caracterizar las
limitaciones al proceso de infeccién. Probablemente, la matriz proteica que rodea a
los virus no incida en la restriccion de los huéspedes, pero seguramente impide el
contacto con las células de los vertebrados. En el caso de las células de insectos, es
mas plausible que los mecanismos moleculares que restringen el rango de huéspedes
dependa de la interaccion de productos génicos virales con componentes celulares.

Para lograr una replicaciéon exitosa, los baculovirus deben sortear o bloquear uno o
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mas mecanismos de defensa celular y expresar sus genes esenciales (Miller & Lu,
1997).

En general, los baculovirus son capaces de entrar a un rango amplio de células, pero
no son capaces de llegar al nucleo de la mayoria de las células de vertebrados, con la
notable excepcion de los hepatocitos de mamiferos (Boyce & Bucher, 1996; Hofmann
et al., 1995). La expresion de genes virales en células de insectos no permisivos o
semi-permisivos parece estar bloqueada en diferentes puntos. Generalmente, la
expresion de genes tempranos, dependiente de la transcripcidon por la RNA polimerasa
Il, no se ve entorpecida, pero la expresion de los genes tardios se ve disminuida o
anulada. Se han encontrado varios genes que influyen sobre la capacidad de
replicaciéon de AcMNPV y otros balculovirus en ciertas lineas celulares: los inhibidores
de apoptosis (p35 y varios miembros de la familia iap), la helicasa (dnahel o p143), el
factor de la célula huésped 1 (host cell factor 1, hcf-1) y el factor de rango de

huéspedes 1 (host range factor 1, hrf-1).

El efecto de mutaciones en diferentes genes puede afectar el rango de huéspedes en
forma indirecta al influir sobre la replicacion del DNA viral o la expresion de genes
tardios o muy tardios o impidiendo el bloqueo de la sintesis de proteinas de la célula
huésped. etc. (Clem & Miller, 1994 J.Virol 68:6759; Lu & Miller, 1995. J.Virol 69, 6265))

En particular, la replicacién del DNA puede requerir de la interaccion de los
productosa virales con factores de la célula huésped. Estas interacciones pueden ser
afectadas de manera diferencial en diferentes tipos celulares por mutaciones en los
genes virales implicados, dando lugar a efectos especie-especificos o especificos de

tipo celular.

El rol de los genes antiapoptéticos se discuti6 brevemente mas arriba y, su funcién
esencial consiste en impide el comienzo de una respuesta de defensa celular, que

abortaria el desarrollo de la infeccion viral.

El producto del gen hcf-1 de AcCMNPV es necesario para la replicacion del virus en un
amplio rango de lineas celulares y larvas. Su delecion o mutacion por insercion del gen
lacZ en AcMNPVs (mutantes hcf-1) conduce a una restriccion del rango de
huéspedes, de tal manera que el fenotipo viral parece indistinguible del virus silvestre
(wt AcMNPV) en ciertos insectos y lineas celulares (permisivas), mientras en otros
huéspedes se manifiesta el fenotipo mutante (Lu & Miller, 1996 J.Virol. 70, 5123-5130).
Otros factores, como ie-2 y lef-7, que controlan la replicacion del DNA viral y la
expresion tardia, también han sido implicados en la restriccidon del rango de huéspedes
(Chen & Thiem, 1997; Virology 227, 88-95; Miller & Lu, 1997).
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Thiem y colaboradores (1996) identificaron el gen hrf-1 en LAMNPV, que le confiere a
AcMNPV la capacidad de replicar en larvas y en lineas celulares de Lymantria dispar,

normalmente no permisivas para wt ACMNPV.

AcMNPV no es capaz de replicar en Bombyx mori ni en células BmN y BmNPV no
replica en células Sf21. Por cotransfeccién de células Sf21 con los DNAs de ambos
virus se obtuvieron variantes de ACMNPV con inserciones de porciones del DNA de
BmNPV, capaces de replicarse en células BmN (Kondo & Maeda, 1991; Mori et al.,
1992). En estudios sucesivos se pudo atribuir la expansién del rango de huéspedes a
la sustitucion en el genoma de AcMNPV de una region de la DNA helicasa (p7143) por
la correspondiente a los aminoacidos 413-602 de la regién homéloga de BmNPV,
luego a los aminoacidos 550 a 576, siendo un solo cambio de aminoacido el
responsable de la expansion del rango de huéspedes (Maeda et al., 1993; Croizier et
al., 1994; Kamita & Maeda, 1997).

El mecanismo molecular de este efecto no es del todo claro, pero se ha demostrado
que la helicasa (una proteina que participa no solamente en la replicacion del DNA) de
AcMNPV ejerce un efecto toxico para las células BmN, bloqueando la sintesis de
proteinas (Kamita & Maeda, 1993), aunque el efecto no es tan marcado con cepas de
AcMNPV diferentes a las utilizadas en estos estudios. Estudios adicionales realizados
seleccionando los recombinantes de ACMNPV capaces de replicar en larvas de B. mori
han definido que los aminoacidos en posicién 564 y 577 de la DNA helicasa son los
responsables de matar a este insecto (Argaud et al., 1998). Por lo tanto, el reemplazo
de estos residuos de aminoacidos en la helicasa de ACMNPV amplia su rango de
huéspedes a B. mori.

Si bien estos resultados son extremadamente interesantes, los hallazgos de las
investigaciones sobre los determinantes moleculares del rango de huéspedes no son
directamente extrapolables a sistemas virus-huésped diferentes a los ensayados. La
complejidad del problema limita por ahora los disefos racionales de modificaciones

genéticas dirigidas a su aplicacion como medio de control bioldgico de plagas.
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.2 BACULOVIRUS COMO SISTEMAS DE EXPRESION

La utilizaciéon de sistemas heterélogos de expresion para producir elevadas cantidades
de proteinas, se ha convertido en una herramienta extraordinariamente util, tanto en

investigacion cientifica como en aplicaciones biotecnologicas.

En este sentido, el empleo de sistemas de expresién con capacidad para llevar a cabo
las modificaciones postraduccionales caracteristicas de ciertos genes eucarioticos, es

de particular importancia si se desea obtener proteinas biologicamente activas.

Los sistemas de expresion en células de mamiferos constituyen el paradigma en
cuanto a la produccién de enzimas biolégicamente activas y proteinas eucariéticas.
Sin embargo, el uso de este tipo de sistemas resulta costoso, es de bajo rendimiento y
supone cierto riesgo biologico (por ej., vectores virales de mamiferos e incluso

humanos).

Una de las mejores alternativas a la expresidon en células de mamiferos es la
expresion en células de insecto, mediante el uso de baculovirus. Este sistema de
expresion provee de un contexto eucariético mas evolucionado en comparacion con el
de levaduras y conduce, en general, a un plegamiento proteico adecuado; a la correcta
formacion de puentes de disulfuro, oligomerizacion y/o otras modificaciones
postraduccionales requeridas para la actividad biolégica de ciertas proteinas

eucarioticas.

Los vectores baculovirales de expresion (BEV, baculovirus expression vector) son
baculovirus recombinantes, con una DNA gendmico que ha sido genéticamente
modificado para incluir al gen heterélogo de interés. Los BEVs, son viables y poseen la
habilidad de infectar huéspedes susceptibles, lineas celulares de insecto o larvas, sin
necesidad de sistemas helper. Asi, los BEVs tienen la capacidad de transferir de
manera eficaz, genes foraneos en estos huéspedes eucarioticos. El gen insertado es
usualmente una construccion quimérica que comprende la secuencia codificante para
la proteina de interés, bajo el control de un promotor viral. Este arreglo de secuencias
permite la transcripcién del mencionado gen, durante la infeccion viral. EI mRNA
resultante es traducido, y la proteina es modificada por la maquinaria biosintética de la
célula huésped. De esta manera, el BEV y su célula huésped son dos componentes
separados de un sistema de expresion binario, que designaremos como BEVS (BEV

system) en los siguientes apartados de esta seccion.

La utilidad del BEVS se extiende actualmente a la expresion de proteinas citosolicas,
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nucleares, de membrana y de secrecion (Kost y Condreay, 1999).

Mas aun, en los ultimos afios se ha incrementado notablemente el empleo del BEVS
para el desarrollo de vacunas basadas en la produccion de virus like particles; (VLPs;
Newcomb et al., 1996; Goldmann et al., 1999; Ke et al., 1999; Casal, 1999) y en
antigenos recombinantes convencionales (Mottershead et al., 2000; Golden et
al.1998). Asimismo, la exposicidbn de proteinas heterdlogas en la superficie de
particulas virales (en este caso particular, baculovirus surface display) se halla en
continua evolucién y es un instrumento fundamental para el analisis y disefio de
biomoléculas y sus interacciones (Grabherr et al., 2001). Por ultimo, una aplicacion
innovadora de los baculovirus modificados con promotores de mamiferos, es la
transferencia génica transitoria y expresién en células de mamiferos, principalmente

en aquellas de origen hepatico (Kost y Condreay, 1999).

En resumen, la ventaja mas significativa del BEVS con respecto a otros sistemas de
expresion, es que puede ser utilizado para producir cantidades excepcionalmente
importantes de la proteina heterdloga funcionalmente activa. Los niveles de
produccién que se obtienen mediante los BEV es comparable con los de los sistemas
procariéticos (Miller, 1998). Sin embargo, a diferencia de los sistemas de expresiéon
procaribticos, el BEVS posee capacidad de procesamiento proteico eucariotico. Asi, el
potencial del sistema es proveer una produccion proteica de nivel comparable al de un
sistema de expresion procariotico, en un contexto eucariético. Otro aspecto
fundamental que vuelve al sistema atractivo para la produccion industrial de proteinas
de importancia farmacolégica, es la no infectividad de los BEVS para vertebrados, que
les confiere la caracteristica de "bioldogicamente seguros’, de la cual carecen otros

tipos de sistemas.

No obstante, el sistema posee ciertas limitaciones que probablemente sean superadas
a través de posterior investigacion y desarrollo en el tema. Por ejemplo, se han
detectado variaciones en cuanto al nivel de productividad para algunas proteinas. En
general, los casos de menor nivel de expresion se han registrado con proteinas de
membrana y glicoproteinas de secrecion (Miller, 1998). Ademas, las vias metabdlicas
de procesamiento proteico en células de insecto, no son necesariamente idénticas a
aquellas de eucariotes superiores. Por consiguiente, las modificaciones covalentes
producidas en este sistema pueden diferir con respecto a las de la proteina nativa. Sin
embargo, ya se han logrado mediante técnicas de ingenieria genética, nuevas lineas
celulares transgénicas de insecto, capaces de modificaciones postraduccionales
complejas, principalmente en las rutas de glicosilacion tipicas de mamiferos (Hollister

et al., 2002; Breitbach et al., 2001). Por ultimo, el BEVS provee s6lo una expresion
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