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1. INTRODUCCION






Introduccion

1.1 El virus de la hepatitis A

Se ha considerado clasicamente al virus de la hepatitis A (VHA o, en inglés,
HAV) como un virus no envuelto y se ha adscrito al género Hepatovirus (el dnico
miembro del género descrito hasta el momento), de la familia Picornaviridae,
orden Picornavirales [1]. Recientemente se ha descrito que el virus sale de la célula
envuelto en membranas provenientes de la misma, que le protegen de la
neutralizaciéon mediada por anticuerpos, y circula de esta manera por la sangre [2].
Estas membranas no poseen glicoproteinas codificadas por el virus, y es por eso
que se ha propuesto que estas particulas son pseudoenvueltas. El virus que es
excretado en las heces se encuentra, sin embargo, en forma de virién no envuelto.
Estas particulas no envueltas son estables a pH bajo y resistentes a calor y
desecacion, lo cual permite al virus sobrevivir en el ambiente [3]. Esta doble
estrategia de vida, pseudoenvuelto durante su paso por la sangre y libre de
membranas pero resistente en el ambiente, le otorga grandes posibilidades de

transmitirse dentro y entre huéspedes [4].

1.2 Organizacion gendmica

El genoma del virus de la hepatitis A (HAV) consiste en un RNA de cadena
sencilla y sentido positivo. La longitud del genoma es de 7.5 kilobases
aproximadamente [5]. No contiene cap y se encuentra unido covalentemente a una
proteina VPg en su extremo 5’. Consta de una region 5’ no codificante, que alberga
el IRES (sitio interno de entrada del ribosoma), un inico marco de lectura abierto y
una region 3’ no codificante que termina en una cola poli-A. El IRES del HAV se
considera tan distinto al del resto de IRES de picornavirus como para ser el inico
representante del tipo III en la clasificacion de IRES de los picornavirus.
Recientemente se ha descrito en focas un picornavirus, emparentado con el HAV,
cuyo IRES conserva estructuralmente una regién que es clave en el IRES del tipo III
[6]. El IRES del HAV resulta muy poco eficiente dirigiendo la traduccion [7][8]. Se
ha postulado que al principio de la region codificante existen regiones de parada
de los ribosomas, por lo que se ha sugerido que la presencia de un IRES mas eficaz
seria contraproducente, puesto que los ribosomas disponibles se concentrarian en

unas pocas moléculas de RNA [9].



Introduccién

El tercio aminoterminal de la regién codificante (P1) contiene la
informacién para producir las proteinas de la capside, mientras que el resto (P2 y
P3) codifica para proteinas no estructurales, requeridas para la replicacion del
virus: 2B, 2C, 3A, 3B (es la proteina VPg) 3Cr (una cistein-proteasa responsable
de la mayoria de cortes postraduccionales en la poliproteina) y 3Dro! (la RNA

polimerasa RNA dependiente) (ver Figura 1).

5'NCR _ P1-2A 28C P3 __3'NCR_

Structural proteins Monstructural proteins

IRES
3A 3B
VP ~ it
iBE%(‘h_I{sL VP2 23‘ 2C r 3.;:“‘ apel  —Poly A
tail
veax b ¢ ot bH |

P H HE

JLIHI

Capsid

Figura 1 Organizacién gendmica del HAV y procesamiento proteolitico de la poliproteina. La
proteasa virica (3Crr) es la encargada de clivar todos los puntos de corte de la poliproteina (flechas
verdes) salvo dos: una proteasa celular escinde 2A de la capside (diamante), en un paso tardio del
proceso de morfogénesis, y una actividad proteolitica desconocida produce el corte entre VP4 y
VP2 (estrella), dltimo paso en el proceso de maduracion de la capside. Los asteriscos indican la
ubicacion de los clusters de codones raros que se localizan en la regién codificante de la capside.
Imagen extraida de [10].

1.3 Caracteristicas de las particulas viricas

El coeficiente de sedimentacion de las particulas viricas es de 156-160 S 'y
su densidad de flotacién en cloruro de cesio de 1.33-1.34 g/cm3. La capside, con
simetria icosaédrica, se construye a partir de cuatro proteinas: VP1, VP2, VP3 y
VP4 (75). Se han descrito tres tipos diferentes de particulas del HAV con capacidad

antigénica: los viriones contienen RNA unido covalentemente a la proteina VPg
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envuelto por una capside compuesta por las proteinas VP1, VP2, VP3 y VP4; los
proviriones (viriones inmaduros) también contienen RNA, pero la capside que lo
rodea estd compuesta por las proteinas VP1, VPO y VP3; las procapsides (capsides
vacias) tienen la misma composicion proteica que los proviriones, pero no

albergan RNA en su interior [11].

Se dudaba de que VP4, extremadamente pequefia en HAV en comparacion
con otros picornavirus y esencial para la formacion del virién, se encontrase en las
particulas maduras [12]. Sin embargo, recientemente se ha detectado VP4 en
viriones maduros mediante cristalografia de rayos X [13]. La determinaci6on
estructural mediante rayos X también ha revelado caracteristicas de la superficie
externa del HAV diferentes a las observadas en otros picornavirus. La superficie de
aquél es bastante lisa; no presenta ni bolsillo hidrofébico en VP1, ni factor de
bolsillo (una molécula no proteica que se encuentra en algunos enterovirus y
rinovirus y que se une la capside, dandole estabilidad. Su liberacion del bolsillo es
un requisito para la desencapsidacion). Este hecho, junto a la extrema resistencia
que presenta el virus a la degradacién por pH bajo y altas temperaturas, sugiere
que ha adoptado un mecanismo de desencapsidacion diferente a los descritos
hasta ahora en su familia [14]. Los rino- y enterovirus cuyos receptores celulares
pertenecen a la superfamilia de las inmunoglobulinas presentan, en la superficie de
su capside, una depresion o caidn alrededor de cada eje quinario, la cual se une al
receptor celular. Esta unién provoca cambios conformacionales, desestabilizando
el virus, iniciandose de esta manera el proceso de desencapsidacion. La liberacion
del factor de bolsillo es un requisito para la desencapsidacién en estos virus
[15][16]. La capside del virus de la hepatitis A muestra caracteristicas intermedias
entre las de dicistrovirus, una familia de virus que infectan a insectos y las de

picornavirus de mamiferos.

Para llegar hasta su tejido diana el virus debe superar condiciones muy
adversas. Durante la fase inicial del ciclo infeccioso, el viriéon debe resistir el pH
acidico del estomago y la accion de las proteasas intestinales y detergentes
(especialmente las sales biliares). Durante su transito a través de la circulacion
portal hepatica, debe escapar a los mecanismos de limpieza del huésped, como la

eliminacién por uniéon a eritrocitos [17] o la neutralizacion mediada por
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anticuerpos, lo cual le resulta mas sencillo en su forma pseudoenvuelta [2].
Durante la fase de salida a través de las vias biliares y el intestino, vuelve a
encontrarse con proteasas y sales biliares. Y, efectivamente, el HAV es un virus
altamente resistente a pH bajo, detergentes y proteasas [18], lo que nos indica que
la capside es altamente estable y cohesiva, fruto de un plegamiento preciso, al cual
contribuye la lenta y controlada cinética de traduccion de las proteinas
estructurales [19]. Ademas, la capside tiene una conformacién a pH neutro que le
permite escapar de la union a la glicoforina presente en la membrana eritrocitaria

[20].

El virus presenta poca variedad antigénica, habiéndose encontrado un tnico
serotipo y unos pocos sitios antigénicos [10]. Mediante el uso de anticuerpos
monoclonales y el analisis de mutantes de escape se han detectado varios
determinantes antigénicos. Algunos residuos de las proteinas VP1 y VP3, en su
conformacién nativa, forman un epitopo inmunodominante [21][22]. Este esta
compuesto por multiples epitopos discontinuos, definidos por diferentes
anticuerpos monoclonales. Existe otro sitio antigénico independiente en VP1,
identificado a partir de mutantes en el residuo 221 de esta proteina, y reconocido
por el anticuerpo H7C27 [21][22]. Este anticuerpo, junto con uno policlonal anti-
VP3 (103-121) reconoce el sitio de unién a glicoforina A, una sialoglicoproteina
presente en las membranas de los eritrocitos, y a través de la cual el virus puede
hemaglutinar eritocitos (se ha sugerido que las glicoproteinas de los eritrocitos
podrian cumplir la funcién de receptores sefiuelo, de manera que mantendrian a
los patégenos alejados de sus tejidos diana [23]) [20]. Otro epitopo permanece
indefinido, pues no se han encontrado mutantes que no sean neutralizados por el
anticuerpo 4E7 [21][22]. Haciendo uso de péptidos sintéticos que representan
partes de la secuencia primaria de las proteinas de la capside se defini6é un epitopo

continuo en VP3, diferente a los mencionados anteriormente [24].

1.4 Ciclo replicativo

El virus de la hepatitis A replica en hepatocitos, aunque se han detectado
antigenos del virus en diferentes células y érganos de primates, como células de

Kupffer [25], en células epiteliales de las criptas intestinales y en las células de la
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lamina propria del intestino delgado [26]. Para la interaccién del virus con la
superficie de la célula y entrada en la misma se han planteado varios mecanismos.
El receptor celular del HAV de tipo 1 (HAVcr-1/TIM-1/KIM-1), una glicoproteina
transmembrana, media la entrada del HAV en células de rifién de mono verde
africano [27]. El dominio extracelular del receptor HAVcr-1 contiene una region N-
terminal rica en cisteinas (D1), que presenta homologia con la superfamilia de las
inmunoglobulinas, seguida de una regién rica en treonina, serina y prolina (TSP-
rich), lo cual es caracteristico de las glicoproteinas tipo mucinas [27]. Proteinas de
fusién que contienen la region D1 del receptor HAVcr-1 se unen a particulas del
HAV y las alteran [28][29]. Recientemente se ha descrito que HAVcr-1 media en el
proceso de entrada de algunos virus envueltos [30]. El homdlogo humano
(huHAVcr-1) fue identificado y caracterizado como un receptor humano del HAV
[31]. Debido a que esta molécula se expresa en una gran variedad de tejidos, es
probable que se requieran otros correceptores para la unién y la entrada del HAV
en higado. Por ejemplo, se ha propuesto que la proteina humana Tim-3 (que
muestra homologia significativa con huHAVcr-1) promueve la entrada del virus en
las células dianas, pero sin ser ella misma un receptor del virus [32]. En otro
mecanismo de entrada propuesto, las particulas infecciosas del HAV recubiertas de
IgA se unirian al receptor de asialoglicoproteina (ASGPR, el cual se encuentra
principalmente en el higado), que las internalizaria [33]. En ratones que son
inoculados de forma intravenosa e intraperitoneal con el virus ligado a IgA o en
forma libre, los complejos HAV-IgA alcanzan el higado en mayores cantidades [34].
Sin embargo, la presencia de IgA anti-HAV no es necesaria para que se produzca
infeccion. Un ejemplo de ello es que la transfeccion directa de higados de primates
con cDNA/cRNA del HAV infeccioso en ausencia de anticuerpos anti-HAV dio como
resultado hepatitis aguda en los primates [35]. Teniendo en cuenta que la IgA
también se une a HAVcr-1, y que esta unidn potencia a su vez la union entre el
virus y el receptor HAVcr-1, ambos mecanismos podrian explicar como entra en

los hepatocitos el virus envuelto en IgA.

Se ha sugerido que, tras interaccionar con el receptor o receptores
celulares, la particula virica es internalizada mediante endocitosis mediada por

receptor, ya que la infecciéon por HAV puede ser inhibida por la cloroquina, un
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inhibidor de la acidificaciéon del endosoma. Sin embargo, el hecho de que otros
inhibidores de la bajada de pH en el endosoma no inhiban la replicacién del virus, y
que las particulas del HAV sean estables en condiciones acidicas, han hecho dudar
de esta via de entrada [36][37][38]. La interaccion del virus con el receptor
desestabiliza la particula [29], lo que da comienzo al proceso de desencapsidacion
y liberacion del RNA virico en el citoplasma de la célula hospedadora. Ademas, la
exposicion del virus a condiciones acidicas provoca cambios conformacionales en
las particulas del HAV, dando lugar a particulas mas hidrofébicas, y ayuda al clivaje
de VPO, que convierte los proviriones inmaduros en viriones [36]. En HAV la
desencapsidacion es un proceso muy lento, al menos en estudios in vitro con cepas
adaptadas a cultivo celular, en comparacién con la mayoria de picornavirus (varias
horas frente a 30-60 minutos) [37][11][39]. Ademads, la cinética de
desencapsidacion del virus es asincrénica. Esto puede deberse a que,
normalmente, en los indculos existe una mezcla de particulas viricas infecciosas
(viriones y proviriones) que presentan distintos tiempos de desencapsidacion [11].
El clivaje de VPO podria tener relevancia en el proceso, ya que se cree que solo los
viriones son capaces de desencapsidar en la célula huésped [40]. Esta podria ser la
causa ultima de la asincronia en la desencapsidacion del virus. Por otra parte, la
proteina de la capside VP4, que a diferencia de lo que ocurre en otros picornavirus
no requiere ser miristoilada [41], produce poros en liposomas con una
composicion lipidica parecida a la de los endosomas tardios, por lo que se ha
propuesto que esta proteina podria ayudar al genoma del virus a escapar del

endosoma [42].

Una vez que el RNA se encuentra en el citoplasma, tiene lugar una
traduccion del genoma virico, que en el caso del HAV es independiente de cap
gracias a un IRES (sitio interno de entrada del ribosoma) situado en la regiéon 5’ no
codificante. La mayoria de picornavirus provocan un corte proteolitico en el factor
de iniciacion eucaridtico 4G (elF4G), con lo que interfieren en la sintesis de
proteinas celulares. Esto no ocurre en HAV, por lo que el virus tiene que competir
con los mRNA celulares a la hora de traducir su genoma. La traduccion da lugar a
una Unica poliproteina que es procesada co- y postraduccionalmente. Este

procesamiento es necesario para liberar las proteinas estructurales y no
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estructurales y que se puedan llevar a cabo la replicaciéon genémica y el ensamblaje
de la capside. La proteina 2A no presenta actividad proteolitica, siendo 3Cpro la
Unica proteinasa conocida codificada por el virus, lo cual es Unico entre los

picornavirus conocidos [43].

El clivaje primario de la poliproteina tiene lugar en la interseccién de las
proteinas 2A y 2B, dando lugar a P1-2A (en otros picornavirus el clivaje primario
ocurre entre P1 y 2A), y es llevado a cabo por 3Crro [44][45]. La proteina
precursora de la capside resultante (P1-2A) es clivada a continuacién por la misma
proteasa, originando las proteinas VPO, VP3 y VP1-2A (también llamada PX) [46],
que se asocian formando pentdmeros [47], proceso en el cual la proteina 2A juega
un papel importante [43]. Las proteinas no estructurales también son liberadas
mediante la accion de 3Cpro, El corte de VP1-2A, producido por una proteasa
celular (se ha descrito que la proteasa lisosomal catepsina L es capaz de cortar
VP1-2A in vitro [48]) en un paso tardio del proceso de morfogénesis, libera la
proteina madura VP1, lo cual no parece ser un paso esencial para la formacién de
las particulas, pero si para que éstas sean altamente infecciosas [43][49]. Este
corte genera proteinas VP1 con pequeias diferencias en su extremo C terminal.
Asi, en los viriones maduros existirla una mezcla de diferentes VP1 [50].
Recientemente, Feng y colaboradores [2] han propuesto que VP1 forma parte de la
capside de los viriones desnudos, mientras que VP1-2A se encuentra en las eHAV, y
la disociacion de VP1 y 2A se produciria una vez que el virus ha perdido la
membrana. El clivaje de VPO, que da lugar a VP4 y VP2, y transforma los
proviriones en viriones maduros, incrementando la infectividad especifica de las
particulas viricas, es producto de una actividad proteolitica desconocida [51] (ver

Figura 1).

El mismo RNA que da lugar a las proteinas viricas es utilizado como molde
por la RNA polimerasa viral para la produccion de copias complementarias de
sentido negativo. Por tanto, la traduccién y la sintesis de la cadena negativa son
procesos que compiten y se ejecutan en direcciones opuestas. Determinados cortes
producidos por la proteasa virica podrian ayudar a que se produzca
principalmente la sintesis de RNA a expensas de la traduccion virica. 3Cpr corta la

proteina celular proteina de unién a la cola de poli-A (PABP), separando el dominio
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N-terminal (de unién a RNA), del C-terminal (de interaccién con proteinas). In
vitro, el dominio N-terminal tiene un efecto negativo sobre la traducciéon que
depende del IRES del HAV, y una mayor afinidad por pY1l (el primer tracto
polipirimidinico de la regiéon 5’ no codificante del RNA del virus), un elemento
estructural que es esencial para la replicacién del HAV [52]. PCBP2 (poly(rC)
binding protein 2), una proteina celular con multiples funciones en el control
postranscripcional de la expresién génica, también interacciona con pYl y es
clivada por 3Crro, Este corte, que modifica la afinidad de PCBP2 por pY1, también

podria ayudar a dar paso a la sintesis de RNA virico [53].

La replicacidn del genoma virico se lleva a cabo en complejos de replicacion,
que consisten en membranas celulares reordenadas, que contienen proteinas
viricas y celulares. Las proteinas viricas 2C y 2BC juegan un papel importante en la
reorganizacion de las membranas para dar lugar a los complejos de replicaciéon
[54][55]. Estos complejos se han descrito como redes vesicular-tubulares, y existe
controversia sobre su origen, pues unos lo han situado en el reticulo
endoplasmatico [54][55] y otros sugieren que la replicacién podria tener lugar en
la membrana mitocondrial externa [56]. En cualquier caso, en estos complejos se
produce la transcripcién del genoma virico en RNA antisentido, que a su vez sirven
de molde para la produccién de nuevos genomas viricos, que servirdn para
comenzar nuevos ciclos de replicacién y/o para sintetizar mas proteinas viricas.
Estas transcripciones son llevadas a cabo por 3Drol, con la ayuda de otras
proteinas, tanto viricas como celulares, y el elemento cis-regulador (cre, de cis-
acting RNA element, una pequefia horquilla de RNA localizada cerca del extremo 5’
de la secuencia codificante 3Dro! [57]). La proteina 3AB interacciona con
membranas a través de la region carboxi-terminal de 3A. Se ha sugerido que, de
esta manera, 3A serviria para anclar a membranas las proteinas y el RNA que
forman parte del complejo de replicaciéon [58]. El proceso comienza con la
nucleotidilacién de una tirosina de la proteina VPg (3B) por parte de 3Dr°l, usando
el elemento cre como molde. Esto proporciona un grupo hidroxilo libre que puede
ser prolongado por la RNA polimerasa virica. 2C es otra proteina virica que podria
estar implicada en el proceso, anclando las moléculas de RNA antisentido a las

membranas del complejo de replicacién [59].
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En la formacién de la capside virica las dos regiones terminales de la
proteina precursora P1-2A cumplen funciones distintas. Por un lado, como se ha
dicho, 2A interviene en el ensamblaje de los protémeros para formar pentdmeros.
En varios picornavirus, la formacién de la capside parece depender de la N-
miristoilacion de VP4 [60][61]. En HAV, esta proteina es necesaria para que se
ensamble la capside a partir de 12 pentameros [12], a pesar de que el virus no
requiere la miristoilacion de la misma para crecer en cultivo celular [41]. Un
modelo del ensamblaje en picornavirus propone que los pentameros se condensan
alrededor del RNA virico [62][63]. Un modelo alternativo sugiere que primero se
forma una capside vacia a partir del ensamblaje de los pentdmeros y luego penetra

el RNA en ella [64].

El mecanismo de liberacién del virus parece depender del tipo de célula
infectada. En Caco-2 (células que, aunque derivadas de un carcinoma de colon, se
diferencian y polarizan de manera que se asemejan a las células epiteliales del
intestino delgado al ser cultivadas bajo condiciones especificas [65]) los virus se
liberan casi exclusivamente a través de la superficie apical [66]. Mientras que en
otro estudio realizado en hepatocitos humanos polarizados, mas del 95% de la
progenie virica fue exportada a través de la membrana basolateral (hacia el
torrente sanguineo), siendo minoritaria la excreciéon a través de la membrana
apical (hacia los canaliculos biliares) [67]. Se piensa que puede estar implicada,
bien una ruta celular normal de transporte de proteinas mediada por vesiculas,
bien un mecanismo especificamente hepatocelular de transporte de proteinas que
forma parte de la secrecidn de bilis. Segtin Feng y colaboradores, los proviriones se
envuelven en membranas (de 1 a 3 por vesicula), en un proceso que depende de
proteinas celulares asociadas con el complejo ESCRT (endosomal sorting complexes
required for transport) y abandonan la célula como particulas pseudoenvueltas
(eHAV) [2]. En cualquier caso, los mecanismos de entrada y salida celular del virus
de la hepatitis A contindan siendo objeto de controversia e investigacion. Un

esquema general del ciclo replicativo del virus puede verse en la Figura 2.
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Figura 2 Esquema del ciclo replicativo celular delHAV. Imagen adaptada de [68], adaptada a su
vez de [69]

1.5 Uso de codones

Relacionado con la ausencia de bloqueo de la traduccién celular y la
consiguiente competencia del RNA del HAV con el traslatoma celular por los tRNA
cargados con sus correspondientes aminodcidos, estd otra de las diferencias entre
el HAV y la mayoria de picornavirus: su uso de codones. El HAV presenta un uso de
codones sesgado y antagoOnico al de las células humanas [19]. Dentro de cada
familia de codones sindénimos, el codon mas utilizado por la célula no coincide con
el mas utilizado por el HAV, siendo aquél utilizado como raro por el virus en

algunos casos. Inversamente, los codones mas abundantes en el genoma del HAV
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no lo son en el conjunto de transcritos expresados por el genoma humano [19]. Se
ha interpretado esta deoptimizacién en el uso de codones como una estrategia
para minimizar la competicién por los tRNA [19]. Esta deoptimizaciéon puede ser
otro de los factores que contribuyan a la lenta replicacion y baja productividad del
virus (Tabla 1). Recientemente se ha descubierto en focas un picornavirus
filogenéticamente relacionado con el HAV que comparte con él, entre otras

caracteristicas genéticas y fenotipicas, esta estrategia en el uso de codones [6].

Los codones raros, en lugar de repartirse al azar, suelen concentrarse en
clusteres [70]. Estos acimulos de codones infrecuentes pueden provocar paradas
transitorias de la maquinaria traduccional, debido a que los tRNA que aparean con
estos codones se encuentran en concentraciones bajas dentro del pool de tRNA
(existe una fuerte correlacion entre la frecuencia de uso de un codén y el nivel de
su tRNA cognato) [71][72][73]. Ademas, los codones situados en regiones del
mRNA de traduccién lenta tienden a formar estructuras secundarias que podrian
alargar estas pausas traduccionales [74]. Dichas pausas permitirian asegurar un
correcto plegamiento y formacién cotraduccional de estructuras, antes de que
surjan del ribosoma secuencias situadas mas cerca del extremo C-terminal que
puedan interferir negativamente en la generacion de las mismas [75]. Se ha
propuesto que esto se cumple también en el caso del HAV, ya que la regiéon que
codifica para la capside presenta clisteres de codones raros altamente
conservados localizados en los extremos carboxilo de elementos estructurados
[19] (ver Figura 1). La necesidad de asegurar un plegamiento correcto de las
proteinas estructurales del virus podria estar relacionada con la alta estabilidad y
cohesividad que presenta su capside. Estas caracteristicas son beneficiosas (si no
necesarias) para un virus de transmision fecal-oral que ha de sobrevivir durante

tiempos prolongados fuera del hospedador [9].
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Tabla 1 Porcentajes de cada coddn con respecto a su sinénimo mas abundante, calculado a partir de
tablas de uso de codones de HAV y humano. Adaptada de [19]

Aminoacido Codon HAV Célula
humana
AGA 100 100
AGG 29 99
cGC 3 87
ARG cGU 3 38
CGA 3 51
cGG 1 95
UUG 100 32
UUA 52 19
cuu 46 33
LEU cuG 25 100
CUA 9 17
cuc 7 49
UcU 100 77
ucA 84 62
AGU 32 62
SER ucc 28 o1
ucG 5 22
AGC 5 100
ACU 100 69
THR ACA o1 79
ACC 18 100
ACG 4 32
cCU 100 38
PRO ccA 89 85
ccc 20 100
cce 2 26
GCu 100 66
ALA GCA 61 56
Gce 30 100
GCG 1 26
GGA 100 73
GLY GGU 58 48
GGG 34 73
GGC 28 100
GUU 100 39
VAL GUG 46 100
GUA 18 25
Guc 13 52
LYS ARA 100 76
AAG 59 100
ASN AAU 100 88
AAC 19 100
GLN CAA ) 35
CAG 100 100
IS CAU 100 71
CAC 22 100
GLU GAA 100 72
GAG 77 100
ASP GAU 100 86
GAC 19 100
VR UAU 100 79
UAC 26 100
cYs UGU 100 83
uGC 26 100
PHE OuU 100 85
uuc 27 100
AUU 100 76
ILE AUA 32 35
AUC 16 100
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1.6 Cuasiespecies y evolucion molecular

Durante el proceso de replicacion se genera variabilidad genética mediante
los mecanismos de mutacion, recombinacion y reasociacion de fragmentos. En el
caso de virus de RNA, la replicaciéon es llevada a cabo por polimerasas que
presentan altas tasas de mutacion, debido a que carecen de actividad correctora de
errores. Dado que el tamafo de los genomas de estos virus es cercano al inverso de
su tasa de mutacién, es improbable que la progenie de un virus de RNA sea
idéntica a su genoma parental, incluso en el caso de una célula infectada con un
Unico genoma [76]. Las tasas de replicacidon de estos virus son altisimas, de manera
que sus poblaciones estdn formadas por un gran nimero de individuos. Ambos
hechos (altas tasas de mutacién y de replicacién) son los responsables de que las
poblaciones de virus RNA estén formadas por complejas distribuciones de
mutantes diferentes, pero relacionados, llamadas cuasispecies (para una revisién
actual de las cuasiespecies viricas, leer [76]), y que su evolucién pueda ser de
cientos a millones de veces mas rapida que la de los organismos basados en ADN
[77]]78]. Estas nubes de mutantes se encuentran sujetas a continuos procesos de
variacién genética, cooperaciéon y competencia entre las variantes generadas y
seleccidn de las distribuciones que mejor se adapten a un ambiente determinado
[76]. Por lo tanto, las cuasiespecies viricas no son una simple colecciéon de

mutantes diversos, sino un grupo de variantes que interactdan.
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Figura 3 Representacion esquematica de cuasiespecies viricas. Los genomas individuales se
representan mediante rayas horizontales y los simbolos sobre estas rayas representan mutaciones.
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La distribucién de la izquierda es homogénea, mientras que las otras dos son genéticamente
heterogéneas, como ocurre en las cuasiespecies viricas. Las lineas inferiores representan la
secuencia consenso o promedio de la poblacién, la que se obtiene de asignar a cada posicion el
residuo mas frecuente en la distribucion. Obsérvese que la distribuciéon del centro y la de la
izquierda tienen la misma secuencia consenso. La flecha indica la formacién de una nueva
distribucién (la de la derecha) a partir de uno de los genomas de la distribucién central, ya sea
debido a un muestreo aleatorio o a un proceso selectivo. Esta nueva distribucién se caracteriza por
presentar una secuencia consenso distinta, debido a las mutaciones que contenia el genoma
parental. Adaptado de [79].

Todos los miembros de la cuasiespecie contribuyen a perpetuar la
poblacion, debido a las interacciones entre los mismos. El conjunto de mutantes
constituye, por tanto, la unidad de seleccién [80]. Mientras que, segiin el modelo
clasico darwiniano, la secuencia silvestre seria la que predomina en una poblacion,
ya que prolifera mas eficientemente bajo las condiciones en que vive, en un
cuasiespecie no existe un genoma definido de forma preciso, sino una secuencia
consenso que representa la media de todos los mutantes (ver Figura 3) [80]. Las
poblaciones virales pueden ser tan complejas que la secuencia consenso podria
incluso no encontrarse en el espectro de mutantes. Las interacciones entre los
miembros de una cuasiespecie pueden ser de dos tipos: negativas (o interferentes),
en las que algunos genomas afectan negativamente a la replicacién de otros
genomas del mismo conjunto, y positivas (o complementacion), en las que unos

genomas ayudan a otros a alcanzar tasas de replicacion mas altas [76].

La organizacidn genética de las cuasiespecies a veces se describe usando el
concepto de espacio de secuencias, una representaciéon geométrica de todas las
posibles secuencias en la que las distancias fisicas reflejan las similitudes
genéticas. Las replicaciones sucesivas de un genoma, durante las cuales se van
produciendo mutaciones, crean una distribucion de mutantes que se va
expandiendo por el espacio de secuencias. Esta nube de variantes, al mismo

tiempo, va siendo limitada por la seleccién natural [81].

La eficacia biologica o fitness es la habilidad de los organismos, poblaciones
o0 especies de sobrevivir y reproducirse en el ambiente en que se encuentren [82].
Aplicado a un virus (un individuo o una cuasiespecie) se puede definir como la
capacidad replicativa que tiene el mismo bajo unas condiciones ambientales
determinadas. La transmision repetitiva, de huésped a huésped, de tamafios

poblaciones altos de un virus RNA en un ambiente constante (por ejemplo, al
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realizar pasajes seriados de un virus en un cultivo celular) permite aumentos
significativos de la eficacia bioldgica de la poblacion [83]. Esto es debido a que la
competicién replicativa permite operar a la seleccion natural, acumulandose
genomas mas eficaces, que contienen mutaciones ventajosas, y perdiéndose los de
menor valor adaptativo [84], . Segun el paradigma de los paisajes adaptativos o
paisajes de fitness, las mutaciones adaptativas se seleccionan porque permiten a
los organismos (las nubes de mutantes o cuasiespecies en este caso) ascender por
los paisajes adaptativos hacia regiones de mayor fitness (picos), alejandose de las
regiones menos adaptativas (valles o llanuras) [80]. Sin embargo, tras muchos

pasajes, la tasa de incremento de fitness se estanca [85][86].

Un espectro de mutantes podria inhibir la replicacién de variantes que
presenten un fitness méas alto [87]. Estos individuos minoritarios de mayor fitness
podrian convertirse en dominantes en determinadas condiciones en las que su
frecuencia supere un cierto umbral, a partir del cual se supera el efecto inhibitorio
que la cuasiespecie ejerce sobre ellos. El modelo de interferencia clonal explica la
existencia de este umbral de dominancia de la siguiente manera: si los clones de
alto fitness se encuentran en una frecuencia muy baja es probable que en los
genotipos mas frecuentes aparezcan mutaciones beneficiosas que mejoren su
fitness. Mientras que, si la frecuencia inicial del clon de alto fitness es lo
suficientemente alta puede incrementar su frecuencia en la poblacién antes de que
los genotipos mas frecuentes tengan la oportunidad de encontrar la mutacioén o
mutaciones beneficiosas adecuadas, por lo que la variante de alto fitness puede
llegar a dominar. [88]. También se puede producir una situacién en la que dentro
de una cuasiespecie existan, en una proporcion baja, individuos mas virulentos
(que matan antes a las células) que aquellos que predominan en la misma. El que
estos individuos no abunden en la poblacién se ha explicado desde un punto de
vista ecologico, considerando al cultivo celular como un habitat estructurado
espacialmente. Los virus mas virulentos son considerados colonizadores, ya que al
matar antes a las células se propagan y colonizan nuevos habitats (células) mas
rapidamente. Los virus que predominan serian mejores competidores, ya que son
mas eficientes explotando los recursos dentro de cada habitat. Esta situacién

depende de la densidad de virus. En condiciones de baja multiplicidad de infeccién
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(MOI), los colonizadores tienen ventaja, mientras que a MOI altas, es mas frecuente

el nimero de coinfecciones, por lo que la ventaja es para los competidores [89].

En las coinfecciones, distintos virus compiten entre si por los recursos
intracelulares, que son limitados, y comparten sus productos entre si (proteinas
estructurales, polimerasas...). Esto crea un conflicto de intereses entre los distintos
individuos, lo cual puede llevar a estrategias cooperativas o egoistas, que se han
analizado a la luz de la teoria del juego [90]. Un virus que induce a las células a
producir mucha cantidad de un producto compartido, se puede definir como
cooperador, porque otros genotipos se pueden beneficiar de estos productos.
Mientras que un virus que induce a la célula a sintetizar menos y utiliza en mayor
medida productos codificados por otros genotipos, reciben el nombre de
desertores (cuyo ejemplo extremo serian las particulas defectivas interferentes, las
cuales no poseen algtin gen esencial, y dependen de que otros virus sinteticen por
ellos las proteinas que necesitan). Cuando los virus desertores son poco
frecuentes, en las infecciones mixtas coincidiran habitualmente en la misma célula
con virus cooperadores. Mientras que, a medida que vayan aumentando su
frecuencia dentro de la poblacién, coinfectaran con otros desertores, con lo que su
beneficio sera menor. Asi que el fitness de un cooperador y el de un desertor
pueden cambiar, dependiendo de cuantos individuos en la poblaciéon utilicen cada

estrategia y de la tasa de encuentros entre los distintos individuos [90].

Como hemos comentado, también puede darse complementacion entre
distintos genomas, pudiendo observarse situaciones en las que el fitness de una
poblacién es mayor que la media del fitness de los individuos que la componen
[91]. En baculovirus (virus que, a pesar de tener un genoma formado por DNA,
pueden llegar a mostrar grados de heterogeneidad similares a los virus de RNA
[92]) se ha demostrado que se producen interacciones mutualistas entre distintos
genotipos de una poblacion que incrementan la patogenicidad de la misma [93]. En
un virus, el mutualismo puede darse a través de la cooperacion extracelular de
distintos individuos que replican independientemente, es decir, en células
diferentes (por ejemplo, cuando una variante modula la respuesta inflamatoria, y
esto beneficia a otras variantes) o a través de interacciones directas entre

variantes diferentes [94]. Cuando se producen coinfecciones, el fitness de un virus

18



Introduccion

puede aumentar mediante recombinacién genética o complementaciéon en trans
[94]. La diversidad de una cuasiespecie o amplitud del espectro de mutantes es
esencial para su adaptacion y supervivencia en ambientes cambiantes [95]. Esto se
debe a que la diversidad puede dar lugar la coexistencia de distintas variantes que
interaccionen cooperativamente [95]. El neurotropismo en poliovirus, por ejemplo,
se ha relacionado con un incremento generalizado en la diversidad de secuencias

en una poblacion, en lugar de con un conjunto especifico de mutaciones [95].

En resumen, las fuerzas que promueven y mantienen la diversidad genética
en las poblaciones viricas son complejas, ya que pueden incluir diferencias entre
los distintos individuos en su capacidad para eludir o inhibir la respuesta inmune;
para replicar dentro de una célula y transmitirse a otras; para interaccionar
positiva o negativamente con otros individuos, etc. Como, ademas, en cada ciclo
replicativo surgen nuevos genomas, la caracterizaciéon de dichas fuerzas es una
tarea extremadamente compleja. En palabras de H. Allen Orr: “la evolucién real se
parece menos a un intento de desplazarse cuesta arriba a través de un paisaje
adaptativo, que a intentar mantenerse en pie en un paisaje constantemente

cambiante [96]".

Como en el caso de otros picornavirus, el virus de la hepatitis A existe en
forma de cuasiespecie, habiéndose documentado la creacién, en cultivo celular, de
un espectro de mutantes a partir de la replicaciéon de un clon biolégico del virus
[97]. A pesar de la baja variabilidad antigénica del virus, su variabilidad
nucleotidica es similar a la de otros picornavirus. En base a analisis filogenéticos
de secuencias de la proteina VP1, el HAV se encuentra dividido actualmente en 6
genotipos (I-VI) [98][99]. Los genotipos I-III son humanos, y cada uno de ellos se
subdivide en diversos subgenotipos: el genotipo [ en a, b y ¢, y los genotipos Il y III
en a y b, mientras que los genotipos IV-VI son de origen simio [100]. Los genotipos

[y Il son los que se aislan mas frecuentemente en muestras humanas [101].

1.7 Ciclo en el huésped y transmision

El virus es transmitido principalmente por la ruta fecal-oral, ya sea a través
del contacto persona a persona o por ingestion de alimentos o agua contaminados

[102]. En raras ocasiones la infeccién ha sido transmitida mediante la transfusién
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de sangre o hemoderivados procedentes de donantes que se encontraban en la
fase virémica de su infeccién, contacto sexual (p. ej. contacto anal-oral con
personas infectadas), uso compartido de jeringuillas entre usuarios de drogas

inyectables, tatuajes y practicas dentales poco higiénicas [103].

En el caso mas frecuente de infeccidn, los viriones, después de ser ingeridos,
llegan al higado a través de la circulacién portal hepatica y, tras infectar a las
células de Kupffer (macréfagos residentes en el higado), penetran en los
hepatocitos [26][25][104]. Alli las particulas viricas replican y son secretadas a los
canaliculos biliares, desde donde pasan a las vias biliares y al intestino delgado.
Desde alli salen del cuerpo a través de las heces, o bien son reabsorbidos y
transportados de nuevo hacia el higado, con lo que se constituye un ciclo
enterohepatico, que contintia hasta que los anticuerpos neutralizantes y otros
mecanismos del sistema inmune lo interrumpen [105]. Se ha propuesto que estas
reinfecciones enddgenas del higado se producen gracias a complejos HAV/IgA,
hasta que grandes cantidades de IgG de alta avidez desplazan a la IgA en estos
complejos [105]. En este modelo, las reinfecciones dependerian del estado de
desarrollo de la respuesta IgG, y podrian ser la causa de los casos de recidivas y de
aquellos en los que la enfermedad se prolonga mas alld del lapso de tiempo
habitual. En estos casos, las IgA anti-HAV ayudarian al virus a alcanzar el higado

incluso en presencia de IgG neutralizantes [34].

El mecanismo por el cual los virus acceden al torrente sanguineo no se
conoce exactamente. En infecciones in vitro de células epiteliales intestinales
humanas polarizadas, el virus sale por la membrana apical, por lo que, segin estos
resultados, tras la replicacion en el intestino, los virus serian excretados al lumen
[66]. Se han planteado dos modelos para explicar el paso del virus a la circulacién
sanguinea. Uno de ellos es la transcitosis de los virus en el intestino a través de las
células M, encargadas de captar antigenos en las placas de Peyer, en el ileon
terminal, como ocurre en poliovirus [66][106]. El otro mecanismo consistiria en la
transcitosis de particulas viricas asociadas a IgA a través del epitelio intestinal,
mediante el receptor polimérico de inmunoglobulinas (pIgR) [105]. Esto, junto al
hecho de que la IgA pueda ayudar al HAV a entrar en los hepatocitos [33], ha

llevado a postular que este tipo de inmunoglobulina juega un papel de
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transportador del virus en su ciclo enterohepatico, como se ha comentado

anteriormente [105].

En las heces de un individuo infectado se excreta un gran numero de
viriones, que pueden sobrevivir en objetos inanimados o en las manos de las
personas, pudiendo asi comenzar un nuevo ciclo de infecciéon en otra persona

[107].

1.8 Respuesta inmune y mecanismos de evasion

Los virus de RNA inducen la sintesis de interferéon (IFN), moléculas que
activan los mecanismos antiviricos de la célula. El receptor tipo Toll 3 (TLR3) y las
helicasas citosdlicas tipo RIG-I detectan RNA viricos y activan vias de sefalizaciéon
que inducen la sintesis de IFN a través de proteinas adaptadoras especificas: TRIF
y MAVS, respectivamente. La respuesta de interferdn tipo I intrahepatica que
provoca HAV es muy limitada en chimpancés [108]. Se han descrito varios
mecanismos que podrian explicar esta respuesta reducida. La proteina 3ABC del
virus cliva MAVS, mientras que la 3CD hace lo propio con TRIF, interrumpiendo la
activacidn de factores reguladores de la expresion de IFN de tipo I [109][56]. Tanto
3ABC como 3CD derivan del procesamiento proteolitico de 3ABCD, y son
precursores de la proteasa madura del virus 3Crro, Ademas, se ha descrito que
3Cpre cliva a NEMO, un factor requerido para la expresion de IFN-f [110]. Las
células dendriticas plasmocitoides, que expresan TLR7 y TLR9Y, a través de los
cuales reconocen DNA y RNA virales, producen interferén de tipo I en grandes
cantidades cuando entra en contacto con particulas pseudoenvueltas. No obstante,
estas células no se encuentran en el higado durante el pico de la infecciéon por HAV

[111].

Alrededor de 4-5 semanas después de la infeccién, comienza a haber
respuestas inmunes celulares y humorales especificas contra HAV. En el
momento del establecimiento de los sintomas se detectan, normalmente, IgM,
IgA e IgG. El desarrollo de anticuerpos frente a HAV coincide con un descenso en
la viremia y en la cantidad de virus excretados en heces. Los titulos de IgM
alcanzan un maximo durante el primer mes de enfermedad, y disminuyen hasta

niveles indetectables en unos tres meses, aproximadamente [112]. Durante la
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fase aguda de la enfermedad se detectan células secretoras de anticuerpos que
producen IgM, tanto especificas frente al virus como no especificas [113]. Los
mayores niveles de IgA en sangre se alcanzan 50 dias tras la exposiciéon y
pueden durar hasta 5 afios [114]. La mayor parte permanece en circulacidn, y
no es secretada al tracto intestinal a través de la ruta del pIgR. Pero una fraccion
significativa puede pasar a los intestinos via bilis, mediante el receptor
hepatocelular de asialoglicoproteina (ASGPR). El papel neutralizante de la IgA
secretada al tracto intestinal parece ser limitado [115]. Las IgG persisten en el
organismo durante afios, proporcionando proteccion frente a la reinfecciéon
[116]. Por tanto, el analisis de la IgG anti-HAV sirve para determinar el estado

inmune de un individuo tras haber sido infectado o vacunado.

Las particulas pseudoenvueltas no son reconocidas por los anticuerpos
anti-HAV, que si neutralizan a los virus no envueltos. Las membranas de estas
particulas tienen que romperse para que el virus pueda ser neutralizado, lo cual

debe ocurrir, probablemente, tras la endocitosis de las mismas [2].

Tanto el dafio hepatico agudo como la disminucién de la viremia se han
relacionado con la respuesta citotoxica de los linfocitos T CD8+. Sin embargo,
recientemente se le ha adjudicado un papel mas relevante a los linfocitos T
CD4+ en el control inmune del HAV, ya que, en chimpancés, estas células
muestran una respuesta mas temprana, amplia y funcional que la de las células
CD8+ [117]. Durante las hepatitis agudas causadas por hepatitis A, la muerte
por apoptosis de los linfocitos T reguladores aumenta y su actividad supresora
se ve atenuada. La severidad del dafio hepatico se ha relacionado de manera
inversa con la frecuencia y la funcidon de linfocitos T reguladores [118]. Esta
activacion de las células T reguladoras contrasta con lo que ocurre en la
mayoria de patogenos, que las activan para minimizar el dafio tisular mediado
por el sistema inmune, previniendo la eliminacidn del patégeno y promoviendo

la cronificacién de la infeccién [119].

1.9 Manifestaciones clinicas

La hepatitis A es una infeccién aguda del higado producida por el virus de la

hepatitis A. El espectro clinico de una infecciéon por este virus abarca desde una
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infeccion asintomadtica hasta una hepatitis fulminante. El virus no produce
enfermedad hepatica crénica ni infeccién crénica. Las manifestaciones clinicas
dependen de la edad del paciente. Los sintomas aparecen con mayor frecuencia en
adultos que en nifios. En nifios menores de cinco afios, el 80-95% de las infecciones
por HAV son asintomaticas, mientras que el 70-95% de los adultos infectados
desarrollan los sintomas de la enfermedad, que suele durar varias semanas y
puede requerir hospitalizacion (Berge y colaboradores estimaron que, de los
adolescentes y adultos que padecieron infeccién sintomatica en 1997 en EEUU, un
13% requirieron cuidados hospitalarios) [120][121]. Sin embargo, los nifios
podrian ser mas susceptibles de lo que se pensaba a desarrollar sintomas clinicos
cuando son infectados con cepas del genotipo IIIA [122]. El que la severidad de la
enfermedad dependa de la edad podria estar relacionado con la respuesta de

anticuerpos IgA, que no alcanza su maximo hasta la pubertad [34].

El periodo de incubacién varia de 2 a 7 semanas. La fase prodrémica,
caracterizada por la aparicién de sintomas no especificos, dura desde varios dias
hasta una semana antes de la aparicién de la ictericia. Los sintomas tipicos de esta
fase son: fiebre, malestar, inapetencia, cansancio, nduseas, mialgia y vomitos. Los
sintomas observados en esta fase tienden a disminuir con la llegada de la ictericia,
aunque la inapetencia y el malestar suelen persistir [123]. La fase ictérica
comienza con el oscurecimiento de la orina debido a la bilirrubina, la presencia de
deposiciones palidas y el amarilleamiento de la piel y las membranas mucosas. La
ictericia no se observa en todos los casos de hepatitis A sintomaticos. Los sintomas
clinicos suelen durar unos dos meses. Sin embargo, en algunos casos (1,5-15%), la
enfermedad puede prolongarse o presentar recidivas hasta seis meses después del
comienzo de los sintomas. El que la enfermedad curse de forma normal o se
presente alguna de estas dos variantes podria depender de multiples factores: las
condiciones fisiologicas de cada individuo, la cantidad de progenie virica, la
cantidad de anticuerpos IgA e IgG producidos como respuesta al virus y la

actividad de los linfocitos encargados de controlar la infeccion [34].

Se puede detectar la presencia del virus en el suero desde antes de la
aparicion de los sintomas hasta una media de 6 semanas después del comienzo de

los mismos, alcanzandose valores maximos de 10 copias gendmicas/ml
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[124][125]. En heces pueden llegar a detectarse hasta 1011 copias genémicas/g,
justo antes del comienzo de los sintomas, momento en el cual el individuo es mas
contagioso (el periodo de contagio comienza alrededor de 2-3 semanas antes de la
aparicion de los sintomas y se mantiene hasta 1-2 semanas después) (ver Figura
4). El virus persiste en el higado durante meses, por lo que la cinética de
eliminacién del virus es diferente en este 6érgano que en la sangre y el intestino
[108]. La alanina aminotransferasa (ALT), la aspartato aminotransferasa (AST), la
fosfatasa alcalina y la bilirrubina total suelen encontrarse elevadas en pacientes

sintomaticos, aunque solo ALT es especifica para hepatitis [126] (ver Figura 4).
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Figura 4 Evolucion de los titulos viricos, alanina aminotransferasa (ALT) y la respuesta
inmunologica durante la hepatitis A. Imagen extraida de [10]

La hepatitis fulminante es una complicacién poco comun de la hepatitis A
que ocurre en menos del 0,5% de los casos [127]. En la hepatitis fulminante, la
rapida necrosis hepdatica conduce a encefalopatia hepdatica y coagulopatia. Un
porcentaje muy alto de los pacientes que la sufren debido a la infeccién por
hepatitis A mueren o requieren un transplante de higado urgente, considerandose

la tasa de supervivencia de un 60% [128]. La hepatitis fulminante se ha asociado
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con niveles significativamente altos de bilirrubina y bajos de RNA virico en suero,
lo cual sugiere que el fallo hepatico relacionado con el virus de la hepatitis A es
debido a una fuerte respuesta inmune, responsable de la reduccién observada en
la carga viral, mas que a un efecto virico directo [129]. Las manifestaciones severas
de la enfermedad se han asociado a una inserciéon de seis aminoacidos en la
proteina HAVcr-1, identificada como receptor celular del HAV [130]. En cuanto a
posibles factores viricos relacionados con la hepatitis fulminante, se ha relacionado
ésta con variaciones nucleotidicas en la region 5’ no codificante del genoma del
virus [131].

Segun un estudio realizado en Italia, en pacientes con hepatitis C crénica la
infeccién con hepatitis A crea un riesgo elevado de fallo hepatico fulminante (41%)
y muerte (35%) [132]. Sin embargo, estos resultados no concuerdan con los de

otros investigadores [133].

1.10 Epidemiologia

Cada afio se declaran alrededor de 1,4 millones de nuevos casos de hepatitis
A en todo el mundo [134]. Se estima que en 2005 fueron infectados con el virus
119 millones de individuos, hubo 31 millones de casos sintomaticos y se
produjeron 34.000 muertes debidas a la enfermedad [135]. Existen varios motivos
por los cuales solo se declara como hepatitis A un cierto porcentaje del total de
infecciones sintomaticas: que los individuos enfermos no busquen asistencia
médica, que se produzca un diagnostico incorrecto o que la informacion no llegue

hasta las autoridades sanitarias correspondientes [120].

La prevalencia de infeccion por HAV es mayor en aquellas regiones que
cuentan con un suministro de agua inadecuado y estandares higiénicos y sanitarios
bajos, donde la seroprevalencia puede exceder el 90% a la edad de 10 afios
[136][121]. Asi, el patron epidemioldgico en un pais o region dependera del grado

de desarrollo socioeconémico e higiénico-sanitario del mismo.

En las regiones industrializadas, debido a la mejora de las condiciones
higiénicas y sanitarias, se ha producido un desplazamiento de la curva de
seroprevalencia hacia edades superiores (desde el 10% en la adolescencia media

hasta el 70% en la edad adulta tardia [121]), de manera que hay un gran niimero
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de individuos en riesgo de infeccion durante la adolescencia y la edad adulta (por
ejemplo, al viajar hacia areas de alta endemicidad o mediante el consumo de
alimentos provenientes de estas regiones), lo que conlleva, paraddjicamente, un
incremento en la morbilidad, la mortalidad y los costes asociados a la enfermedad
(los derivados de los tratamientos, pago al personal sanitario y por otros servicios
ofrecidos por las instituciones sanitarias, dias de trabajo perdidos, intervenciones

adicionales de las autoridades sanitarias en los casos de brotes, etc.) [137].

Estudios seroepidemiologicos demuestran que la prevalencia de
anticuerpos anti-HAV varia geograficamente. Las regiones de altos ingresos
(Europa Occidental, Australia, Nueva Zelanda, Canada, Estados Unidos, Japén,
Corea del Sur y Singapur) tienen niveles de endemicidad del HAV muy bajos y una
alta proporcion de adultos susceptibles. El riesgo de adquirir hepatitis A en estas
regiones es bajo, porque apenas hay circulacion del virus. Sin embargo, a veces se

producen brotes de origen alimentario [121].

En las regiones de bajos ingresos (Africa subsahariana y partes de Asia del
Sur) la poblacién presenta elevados niveles de endemicidad y casi no existen
adolescentes y adultos susceptibles. Por tanto, la mayoria de infecciones que se

producen en esas areas son asintomaticas [121].

En las regiones con ingresos intermedios (algunas regiones de Asia,
Latinoamérica, Europa del Este y Oriente Medio) existe una mezcla de niveles de
endemicidad medios e intermedios. En estas regiones, en las que el virus puede
circular, existe una proporcién importante de adultos susceptibles a la infeccion.

Es por ello que se producen brotes a escala comunitaria de forma regular.

1.11 Profilaxis

La inmunoglobulina anti-HAV se obtiene a partir de plasma de donantes
procesado mediante el método de fraccionamiento de Cohn [102]. La inyeccion
intramuscular de la misma proporciona proteccién pre-exposiciéon frente a la
enfermedad en una alta proporciéon de individuos. Una dosis de 0.02 ml/kg
confiere proteccion durante menos de 3 meses, mientras que una dosis de 0.06

ml/kg protege durante 3-5 meses [102].
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Para la profilaxis postexposicién solia administrarse inmunoglobulina
durante los 14 dias posteriores a la exposiciéon. La duracién de la proteccion es
corta y dosis dependiente. Incluso dosis altas no protegen durante mas de 4 a 6
meses [123]. Actualmente, para la profilaxis se prefiere usar la vacuna, la cual
presenta ciertas ventajas frente a la inmunoglobulina, como la proteccién a largo

plazo o la mayor abundancia de suministros [138].

La administraciéon de inmunoglobulina ain se recomienda en el caso de
nifios menores de dos afios, por la persistencia de anticuerpos anti-HAV adquiridos
pasivamente de la madre, que podrian interferir con la inmunogenicidad de la

vacuna.

Existen en el mercado vacunas efectivas frente a la hepatitis A desde el afio
1992, las cuales proporcionan inmunidad a largo plazo frente a la infeccion. Las
vacunas que se han desarrollado cubren todos los genotipos descritos hasta ahora
ya que, como hemos comentado, a pesar de la diversidad genética del virus, existe
un unico serotipo [10]. Se ha comprobado la utilidad de las campafias de
vacunacion a la hora de reducir la incidencia de la enfermedad mediante la

prevencion de la transmision [137].

Aproximadamente la mitad de las infecciones por hepatitis A ocurre en
pacientes que no presentan factores de riesgo, por lo que vacunar exclusivamente
a los grupos de alto riesgo no parece una buena estrategia para reducir la
incidencia de la enfermedad [139][140]. Los nifios tienen las mayores tasas de
infeccién y son el reservorio de virus mas importante dentro de la comunidad
[141]. De hecho, la mayoria de brotes de hepatitis A ocurren en nifios, adolescentes
y adultos jovenes que viven en comunidades de endemicidad intermedia, y estos
brotes tienden a extenderse a otras comunidades [140]. Por ello, vacunar a los
nifios de forma rutinaria, no solo les protege de futuras infecciones, sino que es una
forma de eliminar una de las fuentes principales de infecciéon en adultos que, como

hemos comentado, tienen unas consecuencias clinicas mas graves.

La Organizacion Mundial de la Salud recomienda que se vacunen los
individuos con un riesgo elevado de contraer la infeccion por el HAV en areas de

baja endemicidad, asi como realizar campafias de vacunacién infantil masiva en
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paises de endemicidad intermedia [121]. Entre los grupos en riesgo de contraer la
infeccion estan: las personas que viajan a paises con endemicidad alta (la tasa de
incidencia para viajeros no protegidos se estima en 3 casos por cada 1000 viajeros
por mes de estancia en paises en desarrollo [142]), las que trabajan en contacto
con aguas residuales, los prisioneros, las personas con problemas fisicos y
mentales internadas, los drogadictos y las personas promiscuas y que mantienen
practicas sexuales oroanales [143]. Aunque no formen parte de un grupo de riesgo
per se, la ACIP recomienda la vacunacion a personas con hepatopatias crénicas, ya
que poseen un riesgo mas elevado de sufrir complicaciones relacionadas con la

hepatitis A e incluso de morir, como ya se mencion6 [102].

Se han implementado programas de vacunacién infantil masiva en
diferentes paises y regiones (Catalufia (Espafia) [144], Puglia (Italia)[144], Israel
[145], varios estados de Estados Unidos [146], Bielorrusia [147]). El alto coste
debido a los brotes que se producen en los paises industrializados ha hecho que las
estrategias de vacunacion infantil resulten rentables, a niveles de muchas

intervenciones médicas aceptadas [141] [148].

No existen recomendaciones por parte de organismos internacionales en
cuanto a la administracion de dosis de recuerdo de la vacuna frente a la hepatitis A.
Los anticuerpos anti-HAV persisten en el organismo mas de 17 afios, estimandose
una pervivencia de los mismos de mas de 25 afios [149]. Las vacunas inactivadas
frente al HAV, ademas de anticuerpos, inducen respuestas proliferativas de

linfocitos T a largo plazo [150].

1.12 Adaptacion a cultivo celular

La adaptacion de virus patogénicos humanos a cultivos celulares mediante
pasajes repetidos en lineas celulares se ha empleado en virologia desde hace varias
décadas. Este método conduce al incremento de la patogenicidad en la linea celular
en la que se haya adaptado en comparacion al virus wild type (wt). Estas cepas
adaptadas a cultivo celular han facilitado el estudio de los virus y las enfermedades
que estos causan. De la misma manera, dichas cepas han contribuido al desarrollo
de algunas de las vacunas mas exitosas producidas (polio, sarampién, rubeola,

paperas) [151]. Al mismo tiempo, el pase de estos virus en cultivos celulares
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reduce su potencial para causar enfermedades en humanos, lo cual recibe el

nombre de atenuacion [152].

A diferencia de otros picornavirus, las cepas wt del virus de la hepatitis A no
multiplican bien en ningun tipo celular durante el aislamiento primario, y se deben
adaptar a multiplicar en células de primates (como por ejemplo células renales de
mono verde africano, AGMK [153], o células renales de fetos de mono rhesus,
FRhK-4 [154]) antes de alcanzar un nivel de replicacion virica adecuado para la
producciéon de antigeno virico con fines industriales (p. ej. vacunas y pruebas
diagnosticas) [155]. También se ha conseguido multiplicar el HAV en células de
origen humano [156] (como por ejemplo, en la linea celular MRC-5, utilizada para
la produccién de todas las vacunas inactivadas frente al HAV que se
comercializan), e incluso en otras procedentes de animales no primates [157]. El
crecimiento del HAV en células de simio como las CV-1, las FRhK-4 (una linea
celular derivada de rifién de macaco rhesus fetal), las FRhK-6 (otra linea celular
obtenida a partir de rinén de macaco rhesus fetal) y las Vero ha sido variable
dependiendo de la cepa y del pasaje del virus, pero generalmente ha sido
subo6ptimo [158]. En cualquier caso, el crecimiento del virus de la hepatitis A en
cultivo celular es lento, lo que hace que la produccién de antigeno para su uso en
vacunas o test diagnosticos resulte en un proceso lento y costoso [159]. Varios
pasos en el ciclo replicativo del virus, como la desencapsidacidn, el comienzo de la
traduccion, la replicacion y la maduracion de las particulas, contribuyen a que la

multiplicacion del HAV en cultivo celular sea restringida [160].

Se han asociado ciertas mutaciones en el genoma del HAV a un mayor
crecimiento en cultivo celular. Estas mutaciones se localizan principalmente en la
region P2 (especialmente en 2B y 2C [161]) y en la 5’ no codificante [162][163],
aunque también en otras partes del genoma [164]. Como se ha observado en otros
virus, las cepas adaptadas a cultivo celular son atenuadas in vivo, ya que no
producen enfermedad en primates inoculados experimentalmente [165][166].
Algunas de estas cepas producen efecto citopatico en cultivo celular
[167][168][169]. Este efecto depende del tipo celular en que replique el virus, y se
produce principalmente en las lineas FRhK-4 y BS-C-1. El ciclo replicativo de estas

cepas es mas corto y producen mayor cantidad de virus que las no citopaticas
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[167]. Al parecer, estas cepas producen apoptosis a través de la degradacién del
RNA ribosémico mediada por la RNasa L, y la consiguiente activacion de las

caspasas [170] [171].

1.13 Aplicaciones biotecnolégicas de la produccion del
virus de la hepatitis A mediante cultivo celular

1.13.1 Produccion de vacunas

A partir de variantes del virus de alta eficiencia se han producido diferentes
vacunas inactivadas: Avaxim (Sanofi Pasteur), Epaxal (Crucell), HAVRIX
(GlaxoSmithKline) y Vaqta (Merck) (a partir de las cepas GBM, RG-SB, HM-175 y
CR-326F’, respectivamente). Avaxim, HAVRIX y Vaqta hacen uso del aluminio como
adyuvante, mientras que en Epaxal el virus se encuentra adsorbido a la superficie
de virosomas de influenza reconstituidos (IRIVs). La seguridad y el alto grado de

inmunogenicidad de estas vacunas han sido demostrados [172][173][174][175].

También se han desarrollado vacunas combinadas. Twinrix
(GlaxoSmithKline) sirve para prevenir la hepatitis B y A, y esta basada en la cepa
HM-175 del HAV y el antigeno de superficie del virus de la hepatitis B (HBsAg)
[176]. Vivaxim (Sanofi Pasteur) protege frente a la hepatitis A y la fiebre tifoidea, y
se basa en la cepa GBM del HAV y el polisacarido capsular Vi-AG de Salmonella

typhi [177].

Para la preparacion de todas las vacunas que se han nombrado, el virus se
cultiva en células diploides humanas MRC-5. El bajo split ratio requerido por estas
células, los bajos titulos viricos alcanzados y los prolongados tiempos de cultivo
(de hasta dos semanas) necesarios para conseguir una produccién maxima de

antigeno virico hacen que la produccién de dichas vacunas resulte cara [158].

Existe también una vacuna atenuada basada en la cepa H2 [178], que
también presenta alta inmunogenicidad, eficacia, duracién de la proteccion y
seguridad. Una de las ventajas de estas vacunas respecto a las inactivadas es que
son relativamente baratas, aunque las vacunas inactivadas frente al virus de la

hepatitis A presentan alta eficacia protectora, inmunogenicidad y seguridad [179].
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1.13.2 Diagndstico

Ni los sintomas de la enfermedad ni los tests bioquimicos que evaldan la
funcién hepatica permiten diferenciar la hepatitis A de otras formas de hepatitis
viricas agudas. El diagndstico de la hepatitis A se basa principalmente en la
deteccion de anticuerpos relacionados con la infeccién. La deteccion de IgM anti-
HAV (detectable desde el comienzo de la aparicién de los sintomas hasta unos
meses mas tarde) es el método de referencia para confirmar el diagndstico de
infeccion aguda por HAV (a pesar de que la deteccidn del RNA viral es clinicamente
efectiva [180]). Ya que las inmunoglobulinas G anti-HAV persisten durante afios, la
combinacién de la deteccién de anticuerpos IgM anti-HAV y anticuerpos anti-HAV
totales (IgG, IgM e IgA) permite distinguir entre una infeccién actual y una pasada
[181]. La deteccién de anticuerpos anti-HAV totales también puede usarse en
estudios epidemioldgicos de prevalencia de la infeccién por HAV en una poblacion,
asi como para evaluar la respuesta a la vacunacion [126]. Tanto los anticuerpos
IgM anti-HAV como los totales pueden detectarse mediante inmunoensayos, que
en forma de kits comerciales se utilizan habitualmente en los laboratorios clinicos
para identificar una infeccion por el virus de la hepatitis A. En estos
inmunoensayos (enzimaticos y quimioluminiscentes, principalmente) se hace uso

de antigenos del virus preparados a partir de cultivo celular.

1.14 Estrategias para incrementar la produccion de
antigeno viral en cultivo celular

Un cambio en cualquiera de los componentes que conforman el sistema de
produccion de un virus mediante cultivo celular (el medio de cultivo, las células, el
propio virus...) puede afectar a su rendimiento. En cuanto a las células empleadas,
se pueden observar diferencias en la productividad, no solo entre las distintas
lineas celulares en las cuales el virus puede multiplicar, sino también entre
distintos subclones pertenecientes a una misma linea celular. Por ejemplo,
Funkhouser et al. [182] obtuvieron un subclén de FRhK-4 (el 11-1) que permite un
mayor crecimiento del virus de la hepatitis A que la linea celular parental,
mediante seleccion con G418 tras haber transfectado con un vector que contenia

un gen de resistencia a neomicina. Existen muchos otros métodos para seleccionar,
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dentro de una poblacién de células pertenecientes a una linea, clones altamente

productivos [183].

Como hemos visto, una forma de conseguir que una poblacién virica
aumente su fitness es transfiriendo repetidamente grandes cantidades de virus en
cultivo celular [84], en un ambiente constante. Cuando el tamafio de la poblacién
virica transferida es elevado, tiene lugar una seleccidén entre las variantes que
compiten, de manera que aumenta el fitness promedio de la poblacion. Esto es
debido a que se van seleccionando gradualmente mutaciones que resultan

adaptativas para la multiplicacién in vitro [91].

La mayoria de picornavirus inhibe la traduccion de mRNA dependiente de
cap, con lo cual la maquinaria de traduccién celular es utilizada casi
exclusivamente en la produccién de proteinas viricas [184]. La interrupcién de la
sintesis proteica celular en estos virus se consigue gracias al clivaje del factor de
inicio de la traduccion elF4G [185]. El virus de la hepatitis A, como hemos
mencionado, no posee la capacidad de producir este clivaje, por lo que no dispone
de ventaja frente a los mRNA celulares [186]. Con el objetivo de favorecer la
traduccion del RNA virico en células infectadas con HAV se han utilizado
inhibidores de la transcripcion de mRNA celulares, como el DRB ( 5,6 dicloro-1-B-
D-ribofuranosilbenzimidazol, un inhibidor de la RNA polimerasa II), cuyo uso
aumenta la producciéon del HAV [187] (algo que no ha sido confirmado por otros
investigadores [188]) o la AMD [189](actinomicina D, la cual se intercalaria en el
DNA, entorpeciendo el progreso de las RNA polimerasas [190]). En presencia de
AMD, y durante los primeros pasajes seriados que se realizaron en células FRhK-4,
el virus perdio fitness. No obstante, el virus se adapté a esas condiciones tras
muchos pasajes, dando lugar a progenies de un tamafio poblacional equivalente a
las que producia en ausencia de AMD [189]. Durante la adaptacion a la droga se
produjo una re-deoptimizacion en el uso de codones en la region de la capside, lo
cual sugiere que el HAV necesita que la traduccion de las proteinas de la capside
proceda lentamente, al menos en ciertas regiones. Por tanto, no se habria
seleccionado la cinética de traduccién mas rapida posible, sino una que permitiera
controlar el trafico de los ribosomas mediante una combinaciéon adecuada de

codones abundantes y raros [189]. Esta adaptacién vendria a demostrar la

32



Introduccion

importancia de los clusteres de codones raros en la regulacién de la velocidad de
elongacién de la traduccién de la capside del virus, con el objetivo de asegurar un
correcto plegamiento de las proteinas que la conforman, como ya se ha

mencionado.
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Prologo

En estudios previos realizados en el grupo de Virus Enterics se adapté el
HAV a replicar en condiciones de silenciamiento de la transcripcién celular
mediante el uso de la actinomicina D (AMD). Tanto en la poblaciéon adaptada a
multiplicar en presencia 0.05 pg/ml de AMD como en la que se adapté a una
concentracion de 0.2 pg/ml de AMD se repitié el mismo patrén. Como se comentd
en la introduccién, en los primeros pasajes la producciéon virica cay6, pero
posteriormente fue aumentando de manera progresiva. Cuando se permite que
grandes poblaciones de virus de RNA repliquen en un ambiente definido, la tasa de
incremento de fitness puede reducirse después de muchos pasajes, de manera que
entre en una fase de estancamiento. Esto ocurrié durante la adaptacién del virus a
la AMD: en las poblaciones largamente adaptadas a estas condiciones (entre los

puntos LA y LLA de la Figura 5) se entré en una fase estatica en cuanto a la

productividad.
@ 2.0 A
=
‘O
O
B 1.5
[T
=
E 1.0
o
-—
S
- 0.5 -
—e— F005
—a— FO02
NA A LA LLA

Pasajes

Figura 5 Evolucion de la produccion (expresada en logaritmos decimales del valor de TCDIso
por célula, siendo la TCIDs la dosis virica que provoca efecto citopatico en el 50 % de las
monocapas celulares inoculadas) de las poblaciones del HAV adaptadas a multiplicar en
presencia de 0.05 (serie F005, circulos) y 0.2 ng/ml de AMD (serie F02, cuadrados). En cada
punto se representa la produccién promedio * el error estandar de diez pasajes. En la serie FO05 se
utilizaron los siguientes pasajes: NA: 1-10; A: 56-65; LA: 111-120; LLA: 141-150. En la serie F02 los
pasajes utilizados fueron: NA: 1-10; A: 35-44; LA: 57-66; LLA: 80-89. La serie FO2 comienza con una
poblacién que habia sido pasada 65 veces en presencia de 0.05 pg/ml de AMD [189].
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Una poblaciéon virica puede quedar atrapada en el paisaje adaptativo
alrededor de un pico de fitness, hasta que un mutante presente en la poblacién
cruce una barrera de fitness hasta un pico cercano mas alto. En una cuasiespecie
pueden existir individuos con un fitness superior al promedio de la poblacion, pero
que se encuentren suprimidos por ésta. El estudio de los componentes
minoritarios de un espectro de mutantes puede tener un valor predictivo,

anticipando futuras secuencias dominantes.
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Objetivos

1) Estudiar si, entre los individuos presentes de forma minoritaria en dos
poblaciones largamente adaptadas a la AMD (F0.05LA y F0.2LA), existen algunos
con caracteristicas indicativas de una capacidad replicativa superior, que pudieran
encontrarse suprimidos en la cuasiespecie. Para ello se seguiran los siguientes
pasos:
e Secuenciacidon masiva ultra-profunda de dos fragmentos del genoma del
virus, pertenecientes a las regiones 5’NCR y VP1, en cada poblacion.
e Prediccion de la estructura secundaria del RNA de la regién 5’NCR los
diversos haplotipos.
e Andlisis de la actividad del IRES de haplotipos de 5’NCR mediante el uso de
plasmidos bicistronicos.
e Evaluacién del efecto que producen distintos haplotipos de la regién 5’NCR
sobre la replicacién del HAV en cultivo celular.
e Determinacion de la velocidad de traduccién de distintos haplotipos

encontrados en VP1 en presencia de silenciamiento celular moderado.

2) Producir un cambio en la composiciéon de la cuasiespecie, mediante la
introduccién de desequilibrios en la misma, para dar la oportunidad a los
individuos minoritarios con superior potencial replicativo de aumentar su
frecuencia en la poblacion, con la finalidad de que la poblacién resultante muestre
una cinética de replicacién mas rapida y/o mayores valores de produccion. Para

ello se seguiran los siguientes pasos:

e Mezcla de las poblaciones F0.05LA y F0.2LA en distintas proporciones y
realizacion de pasajes seriados a partir de ellas.

e Comparacién de la productividad y la velocidad de replicaciéon de varias
poblaciones resultantes con la de sus poblaciones parentales.

e Secuenciacion masiva ultra-profunda de dos fragmentos del genoma del
virus, pertenecientes a las regiones 5’NCR y VP1, en una de las poblaciones
resultantes para determinar la composicion de la cuasiespecie en relacion a
sus poblaciones parentales.

e Caracterizacion de la poblacion HM-175/HP de rapida replicacion.
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4 CAPITULO 1:
Caracterizacion molecular de dos
poblaciones del HAV como parte de un

proceso de seleccion gendmica
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Capitulo1 Antecedentes

Para evaluar las posibilidades que presentan las poblaciones F0.05LA y
FO.2LA de aumentar su produccion, decidimos realizar una prospecciéon de los
genomas que componen ambas cuasiespecies, con el objetivo de identificar
individuos que, aun estando presentes de forma minoritaria, presenten unas
caracteristicas indicativas de que puedan poseer un fitness mayor que el de la

secuencia consenso.

La seleccidn asistida por marcadores (MAS, Marker-Assisted Selection) es un
proceso de seleccion indirecto utilizado en programas de mejora de especies de
interés agropecuario. En este método se seleccionan los caracteres de interés (por
ejemplo, productividad, calidad, resistencia a enfermedades o tolerancia al estrés
abiético) basandose, no en el caracter en si mismo, sino en marcadores asociados a
él. De manera que, cuando se utilizan marcadores genéticos, los individuos se
seleccionan en base a su genotipo y no a su fenotipo, lo cual ha sido el fundamento
de los sistemas de mejora clasicos [191]. La mayoria de caracteres de interés en
plantas y animales son controlados por un gran numero de genes (junto con
factores ambientales) y cada uno de ellos es responsable de solo una limitada
proporcién de la varianza genotipica total (la variacién en el caracter causada por
diferencias genéticas) [192][193]. Por ello se han desarrollado estrategias como la
seleccién gendmica, una variante de MAS en la que se analiza una gran cantidad de
marcadores que cubren segmentos de gran longitud o incluso el genoma entero
para estimar el valor de cria de cada individuo, sumando los efectos de todos los

genes que codifican para un caracter determinado [194].

Los genomas eucariotas son mucho mayores que los de virus de RNA. El
genoma del maiz (Zea mays) y el de la vaca (Bos taurus), por ejemplo, son 3.1x10° y
3.7x105 veces mayor que el del HAV [195][196]. Por otra parte, los virus de RNA
presentan una gran capacidad de evolucionar debido a sus grandes tamafios
poblacionales, altas tasas de mutacién y tiempos cortos de generacion, por lo que
sus poblaciones estan formadas por un conjunto complejo de mutantes [197]. La
aplicacion en un virus de RNA de una estrategia analoga a la seleccion genomica
requeriria priorizar la profundidad a la amplitud a la hora de realizar un screening
de los genotipos presentes en una poblacién. Una técnica adecuada para ello es la

secuenciacion masiva profunda o ultra-profunda, en la cual el nimero de total de
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lecturas es muchas veces mayor que la longitud de la secuencia en estudio. Por ello,
en este estudio decidimos realizar pirosecuenciacién masiva ultra-profunda
(UDPS) de dos regiones que seleccionamos por tener importancia en la velocidad a
la que se traduce el genoma, ya que la traducciéon puede limitar la tasa de
replicacion en el HAV [182]: el IRES (sitio interno de entrada del ribosoma) y la

capside.

El inicio de la traduccién independiente de cap es un aspecto importante en
la replicacion del HAV y tiene una gran influencia en el crecimiento de HAV en
cultivo celular [198]. Se ha predicho que la regién 5’ no codificante del HAV forma
estructuras complejas que se dividen en seis dominios. Los dominios I y II (de las
base 1 a la 95) contienen una serie de stem-loops con potencial para formar
pseudoknots. Entre los dominios II y III hay un tracto polipirimidinico (pY1, de las
base 96 a la 154). El resto del 5’NCR, que comprende los dominios IIl a VI (e
incluye las bases 155 a 734) contiene varios stem-loops complejos, dos posibles
pseudoknots y una region altamente conservada que contiene un segundo tracto
polipirimidinico (pY2 que comprende las posiciones 712-726) [199]. Como en
otros picornavirus, en la regién 5’ no codificante del HAV se encuentra el sitio
interno de entrada del ribosoma (IRES), como ya se coment6 en la introduccién
(ver Figura 6) [200][201]. El IRES abarca, aproximadamente, desde la posicién
151 hasta la 735, aunque se ha sugerido que el tracto pY1 podria también jugar
cierto papel en la traducciéon del HAV, ya que result6 necesario para la traducciéon
en células COS-7 [202]; sin embargo, otros estudios sugieren que las 150 primeras

bases no contribuyen a la actividad del IRES [200].

El comienzo de la traducciéon mediada por IRES en picornavirus requiere
algunos de los factores de inicio que intervienen en el inicio de la traduccién
dependiente de cap. En el caso del HAV se sabe que participan elF4A y elF4G,
aunque existe controversia sobre si este proceso requiere o no que elF4G

permanezca intacto [203][186].
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Figura 6 Representacion de la estructura secundaria del IRES del HAV (posiciones 151-735).
Se sefialan los cuatro dominios que lo forman (del III al VI). Con lineas punteadas se sefialan las
bases que formarian parte de pseudoknots, tanto el predicho por Brown et al. [199] (k1), como el
predicho por Le et al. [204] (k2). En el dominio VI, una linea de puntos sobre las bases indica el
tracto pY2, mientras que un pequefio rectangulo enmarca la caja A descrita por Pilipenko et al.
[205]. Imagen adaptada de Brown et al. [199].

Ademas de los factores de iniciacién candnicos, hay factores auxiliares
llamados ITAF (de IRES-transacting factors) que se requieren o contribuyen a
modular (estimulando o reprimiendo) la actividad del IRES, aunque su rol preciso
no se conoce [206]. La distribucion y abundancia de estos factores varia en
diferentes células [207]. El IRES del HAV interacciona con varias proteinas

celulares, como la proteina de unién a tractos de polipirimidinas (PTB) o la
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gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH). PTB se une preferentemente a
RNAs con regiones ricas en pirimidinas y potencia la traduccién dirigida por el
IRES de HAV [208]. GAPDH tiene afinidad por distintas partes de la region 5’NCR
de HAV [198]. La sobreexpresion de esta proteina en FRhK-4 produce un efecto
negativo en la actividad del IRES de una cepa wt del HAV. Este efecto es menor en
el caso de un IRES adaptado a cultivo celular (el de la cepa HM175-P16) [209]. En
FRhK-4 se ha detectado GAPDH (pero no PTB) en ensayos de unién de sondas
formadas por distintas partes del 5’NCR del HAV a extractos proteicos celulares
[210]. El autoantigeno La (también conocido como antigeno B relacionado con el
sindrome de Sjogren) se une con alta afinidad a dos regiones del IRES de HAV
(entre las posiciones 151-354 y 533-744). En cuanto al impacto que dicha proteina
produce en la traduccion mediada por el IRES del HAV, se han comunicado
situaciones contrapuestas. En un caso, la inhibicién de La inhibi6 la traduccién y la
replicacion de HAV [211], mientras que en otro, la regulaciéon a la baja de La

mediante RNA interferente tuvo un efecto positivo sobre la traduccion [212].

Las mutaciones en 5’NCR que se acumulan durante la adaptaciéon a crecer
en cultivo celular y se asocian a una mayor replicacion del virus lo hacen de una
manera especifica para la linea celular en la que han sido adaptadas [162]. Sin
embargo, hay mutaciones que han surgido durante la adaptacién del virus a crecer
en lineas celulares diferentes a FRhK-4 que incrementan de manera detectable la

tasa de crecimiento del virus en esta linea.[213].

Nuestro estudio de caracterizacién por secuenciacion masiva de los
distintos individuos presentes en las poblaciones se basé en una parte de la regiéon
5’NCR que incluye casi todo el dominio IV y los dominios V y VI [200]. El dominio
IV es indispensable para que se produzca la traduccién mediada por IRES [200]. En
el dominio VI se localiza el segundo tracto polipirimidinico pY2, directamente
upstream del coddn de inicio de la traduccidn. El tracto pY2 parece ser critico para
la iniciacién interna de la traduccién, ya que se requiere la region comprendida
entre los nucledtidos 694 y 739 para que pueda tener lugar la traduccion [200].
Contiene la caja A descrita por Pilipenko [205], un pentanucleétido (UUUCC)
conservado en picornavirus, cuya presencia y distancia al codon de inicio de la

traduccion parece ser crucial para que se lleve a cabo la unioén del ribosoma en esta
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familia de virus [205]. En pY2 se han encontrado secuencias conservadas
complementarias a una regién del RNA ribosomal 18S rica en purinas [205]. Los
modelos de la estructura secundaria de los IRES de picornavirus habian predicho
que este tracto estd en una region no estructurada [214][199][215]. Sin embargo,
en una serie de modelos revisados de la estructura secundaria del IRES de
distintos picornavirus se ha propuesto que una parte de este tracto participa en la
formacion de un pseudoknot, que en HAV incluiria la interaccion de las posiciones
717 y 720 (localizadas en este tracto) con un loop situado en el dominio V
(nucledtidos 629-632) [216][204]. Estas estructuras podrian ser importantes
componentes del IRES [217]. En cualquier caso, la importancia de los tractos
polipirimidinicos en la funcién del IRES de picornavirus ha sido respaldada por

diversos estudios mutacionales [218][219][205].

La actividad del IRES puede ser modulada por estructuras secundarias que
se forman en la regién codificante. Estas regiones pueden unirse a proteinas
celulares o participar en interacciones RNA-RNA. Pueden producirse, por ejemplo,
interacciones de larga distancia entre el 5’NCR y la region codificante que afecten a
la traduccion independiente de cap, como ocurre en el virus de la hepatitis C [220].
También puede ocurrir que estas secuencias, cuando se localizan cerca del codén
de inicio de la traduccidn, dificulten el paso de los ribosomas, influyendo positiva o
negativamente en la traduccidon. Por ejemplo, en el virus Sindbis una horquilla
downstream del codén de inicio permite la traduccion mediada por el IRES de
forma independiente al estado de activacion del factor elF2 [221]. En el caso del
HAV, se ha sugerido que la ausencia de estructura secundaria en el extremo 5’ de la

region codificante estimula la traduccidn in vitro mediada por el IRES [222].

La importancia de la secuencia codificante en la sintesis proteica no se
limita a la modulacién del inicio de la traduccién ni a la topologia del RNA en esa
region. Existe una relacion entre el uso de codones de los mRNA y la cantidad y
calidad de las proteinas que codifican, lo cual se pone de manifiesto en el papel
crucial que ha tenido el uso de codones en un campo tan importante en
biotecnologia como la expresion de genes heterdlogos [223]. La velocidad a la que
se incorpora un aminoacido a un polipéptido naciente (velocidad de elongacion)

depende, entre otras cosas, de la abundancia de los tRNA que pueden aparear con
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el codén que va a ser traducido. En general, los mRNA que codifican para las
proteinas mas abundantes en una célula tienen un sesgo pronunciado en su uso de
codones, de manera que tienden a usar mas frecuentemente los tRNA mas
abundantes (existe una correlacion positiva entre el uso de codones y la
abundancia de tRNA [224][225][226]). El uso de codones abundantes permite no
solo aumentar la velocidad de elongacién, sino también reducir la probabilidad de
incorporar aminoacidos errdneos, reducir la probabilidad de que se produzcan
desplazamientos del marco de lectura por parte de los ribosomas y reducir la
probabilidad de que se produzcan terminaciones tempranas de la traduccién
(fendmenos revisados en [227]). Aunque el sesgo mutacional y la deriva genética
jueguen un papel en la eleccion de codones, ésta también es el resultado de la
seleccion natural [228][229].Cuando existe una seleccion negativa hacia los
codones raros y una positiva hacia los codones abundantes, se habla de seleccién

traduccional.

La estructura de las proteinas también se encuentra relacionada con la
eleccion de codones sinénimos [230]. Numerosos experimentos indican que la
velocidad a la que se traduce una proteina se relaciona con la formacién de su
estructura nativa, lo cual puede afectar de forma crucial a su funcién. Se ha
propuesto que los clusteres de codones raros forman regiones de traduccion lenta,
llegando a originar pausas temporales de los ribosomas que permitirian separar
temporalmente la traduccidn de distintos segmentos de una proteina, coordinando
su plegamiento cotraduccional [231]. Esta separacidn permitiria que se produjeran
interacciones beneficiosas y evitaria interacciones indeseadas en el péptido
naciente. Una mutacion sindénima en el gen de resistencia a multidrogas (MDR1)
afectdé a su capacidad de interaccionar con un inhibidor [232]. Los niveles de
mRNA y proteinas fueron similares entre la proteina wt y la mutante, pero
presentaban conformaciones proteicas diferentes. Los autores propusieron que la
presencia de un codoén raro afectd a la coordinaciéon temporal del plegamiento de
esa proteina. Existe, pues, otro tipo de seleccién que optimiza la estructura y la
funcién de las proteinas, conservando codones no Optimos en regiones
estructuralmente determinantes. Esta seleccidn, que recibe el nombre de seleccién
por una velocidad de traduccién controlada (fine-tuning translation selection), es
especialmente importante en el caso del virus de la hepatitis A, un virus con un uso
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de codones muy sesgado, pero en el sentido opuesto al de los genes altamente
expresados, es decir, presenta abundancia de codones que la célula usa de forma
poco frecuente, como se comentd en la introduccién [189]. La regién que codifica
para la capside de este virus contiene clisteres de codones raros asociados con los
extremos carboxilo de los elementos estructurados [19]. Estos clusteres
asegurarian un correcto plegamiento de las proteinas que conforman la capside. La
necesidad de la presencia de estas zonas de traduccion lenta para que se produzca
una eficiente multiplicacion del HAV se puso de manifiesto mediante el uso de
actinomicina D (AMD), una droga que inhibe la transcripcién dependiente de las
RNA polimerasas celulares y como consecuencia aumenta la cantidad de tRNA
disponibles para la traduccién del genoma virico. La adaptacién del virus a la AMD
conllevé una deoptimizacién incrementada del uso de codones en la regiéon que

codifica para la capside [189].

Una vez que el virus ha adaptado el uso de codones en las regiones de la
capside estructuralmente sensibles (o paralelamente a esta adaptacion) a una
mayor abundancia de moléculas de tRNA, podria ocurrir un proceso de seleccién
traduccional en aquellas otras regiones que no estan implicadas en el control del
plegamiento cotraduccional. Es decir, podrian surgir (y tal vez seleccionarse)
individuos que presentasen mutaciones que aprovechasen las condiciones creadas
por la AMD para sintetizar mas rapidamente proteinas estructurales de la capside,

sin que éstas resultasen disfuncionales.
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4.2.1 Diversidad del IRES en las poblaciones largamente
adaptadas a multiplicar en presencia de AMD: las
mutaciones U359C, U726C y U590C se encuentran
presentes en un 37.5 %, 31.25 % y 25 % de haplotipos

En el estudio mediante secuenciacion masiva del IRES de las poblaciones
F0.05LA y F0.2LA se encontraron dieciséis haplotipos diferentes, denominados de
¢1 a ¢16. En la poblaciéon FO.05LA estan presentes todos los haplotipos, mientras
que en F0.2LA solo se encuentran cuatro. El que los haplotipos de la poblacién
F0.2LA sean un subconjunto de los que aparecen en F0.05LA es coherente con el
hecho de que ambas poblaciones tienen un origen comin (ambas derivan de una
poblacién que habia sido pasada 65 veces en presencia de 0.05 pg/ml de AMD; ver
materiales y métodos) y con que el ambiente en el que multiplica FO.2LA sea mas
restrictivo. El alto grado de silenciamiento celular inducido por la presencia de 0.2
ug/ml de AMD (superior al 80 %) provoca una reducciéon importante en la
viabilidad celular (90 % a los 4 dias) [189], lo cual supone unas condiciones mas
selectivas para la multiplicaciéon del virus, que llevarian a la seleccion de un

nimero menor de variantes.

IV’

513

359 —||Ivd =0
Vb
609 - >646

( — 561
I

' 726
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Figura 7 Localizacion de las distintas mutaciones encontradas en los dominios IV, V y VI del
IRES con respecto a la secuencia consenso de L0, la poblacion parental. Se indican las hélices
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en las que se localizan las mutaciones que forman apareamientos con otras bases. El rectangulo
negro representa el tracto polipirimidinico pY2 y la caja blanca, el primer codén de inicio de la
traduccion.

En la Tabla 2 se pueden ver las diferencias nucleotidicas encontradas en
cada uno de los haplotipos con respecto a la secuencia consenso de L0 (poblacion
predecesora de FO.05LA y F0.2LA) y la frecuencia con que se encontr6 cada uno de
ellos en cada poblacién. En el conjunto de haplotipos se encuentran solo 7
mutaciones con respecto a la secuencia consenso de LO, que es igual a ¢1, el
haplotipo mayoritario en la poblacién F0.05LA. Dichas mutaciones son: U359C,
A513G, U561C, U590C, C609U, G646A y U726C. En la Figura 7 se representa la
localizaciéon de cada una de estas mutaciones en el IRES. Algunos haplotipos
presentan combinaciones de estas mutaciones. U561C y G646A solo se encuentran
una vez, mientras que el resto de mutaciones aparece en mas de un haplotipo (de 3
a 6 veces), siendo la mutacién U359C la que se encuentra en una mayor cantidad

de haplotipos (37.5 %), seguida de U726C (31.25 %) y U590C (25 %).

Tabla 2 Diferentes haplotipos encontrados en el IRES en las poblaciones F0.05LA y F0.2LA
mediante secuenciacion masiva. Los cambios representan sustituciones nucleotidicas con
respecto a la secuencia consenso de LO, la poblacién parental. Entre paréntesis se indican a qué
haplotipos corresponden las secuencias consenso de las poblaciones L0, FOOS5LA y FO2LA. N:
numero total de secuencias obtenidas en la muestra correspondiente.

FRECUENCIA
HAPLOTIPO CAMBIO(S) FO.05LA FO.2LA
(N=6768) (N=7402)
$1 (L0, FOO5LA) - 39,10 12,24
$2 C609U 19,99 3,15
$3 U359C 10,79 0
$4 (FO2LA) A513G 6,96 80,05
$5 U590C 4,52 0
$6 U359C, C609U 4,15 0
$7 U726C 3,47 0
$8 U561C 1,55 0
$9 G646A 1,14 0
$10 U590C, U726C 1,58 0
$11 C609U, U726C 1,57 0
$12 A513G, C609U 1,37 4,57
$13 U359C, U590C 1,20 0
$14 U359C, A513G 1,14 0
$15 U359C, U726C 0,75 0
$16 U359C, U590C, U726C 0,72 0
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4.2.1.1 Prediccion de la estructura secundaria del RNA de los
haplotipos del IRES encontrados en las poblaciones adaptadas a
multiplicar en presencia de AMD: la mutaciéon U590C produce un
cambio en la estructura secundaria predicha del IRES

En los casos en que el RNA tiene actividad reguladora ( como sucede con los
IRES y su papel en el inicio de la traduccién), ésta puede estar relacionada con
secuencias especificas y/o depender de su estructura [233]. Por ello, si nuestro
objetivo es sondear las mutaciones presentes en la cuasiespecie en la region del
5'NCR en busca de aquellas que puedan provocar cambios en la traduccion del
RNA del HAV, es importante estudiar los cambios estructurales que estas
mutaciones puedan provocar en el IRES. Para ello en nuestro estudio utilizamos
Mfold, un algoritmo de prediccidn de la estructura secundaria del RNA que usa el
método de la minimizacion de la energia libre [234]. En este método, la secuencia
de interés se pliega en todas las conformaciones de estructura secundaria posibles
y se calcula la energia para cada una de ellas. El plegamiento con la energia libre
mas baja es la que se predice que predomina en solucion. Aparte de esta
conformacidén, Mfold computa aquellas que presenten una energia libre por debajo
de un cierto umbral. Nuestro estudio fue realizado manteniendo el punto de corte

por defecto, que es del 5 % de la energia libre minima.

Para cada uno de los haplotipos hallados en la secuenciacién masiva de
FO.05LA y FO.2LA se model6 la estructura de los dominios IV, V y VI. Para que el
programa pudiera plegar el dominio IV entero, se afiadieron los nucleo6tidos 324 a
331 de la secuencia consenso (este tramo es igual en la secuencia consenso de
F0.05LA y FO.2LA). Las restricciones que se introdujeron en el Mfold (que ayudan a
mejorar la eficacia de la prediccidn) se basan en la informacién sobre sustituciones
covariantes y puntos de corte de RNasas especificas de RNA de cadena sencilla o
doble publicadas en [199]. Salvo el modelo revisado de Le et al [204], que se hizo a
partir de las secuencias que se encontraban en aquel momento en las bases de
datos, no tenemos constancia de la existencia de un modelo mas reciente de la

estructura secundaria del IRES del HAV.

En todos los haplotipos, la secuencia termodinamicamente mas estable que

se obtuvo es similar a la publicada por Brown et al [199] (ver Figura 8A y
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compararla con Figura 6). De las 7 mutaciones encontradas en nuestro estudio: 4
(U359C, A513G, C609U y G646A) producen cambios en la estabilidad de las hélices
donde se encuentran ubicadas (IVd, IVf, Vb y Vd) pero no en la estructura, 2 no
afectan ni a la estabilidad ni a la estructura (U561C y U726C) y solo una (U590C)

provoca cambios en la estructura secundaria predicha.

C609U cambia un apareamiento C-G por uno UeG en la hélice Vb, lo que hace
disminuir la estabilidad de la misma (+2.7 kcal/mol). U359C, que reemplaza un
apareamiento UeG por uno C-G, ayuda a estabilizar la hélice IVd con respecto a L0
(-2.0 kcal/mol). La mutacién A513G afecta a un extremo de la hélice IVf. Esta
mutacién, que conlleva un intercambio de un emparejamiento U-A por uno UeG, es
estabilizadora de la hélice que la contiene (-0.3 kcal/mol). Con la mutaciéon G646A,
que se localiza en la hélice Vd, se da el caso opuesto: la sustitucién de un par GeU
por otro A-U hace aumentar la energia libre (+0.4 kcal/mol). U726C y U561C
afectan a regiones no estructuradas y no tienen consecuencias ni en la estructura
predicha ni en la estabilidad de 1a misma (ver Figura 7 y Tabla 3).

Tabla 3 Efecto predicho sobre la estructura secundaria del IRES del HAV de las mutaciones

encontradas en el estudio mediante secuenciacion masiva del IRES de las poblaciones
F0.05LAy F0.2LA

iy Localizacién en la estructura Efecto predicho sobre la
Mutacion . .
secundaria? estructura secundaria
U359C Ivd -2 kcal/mol
A513G IvVf -0.3 kcal/mol
U561C Bucle interno en el dominio IV Ninguno
U590C Segmento desestructurado entre Aparicién de una
los dominios [Vy V estructura alternativa
C609U Vb +2.7 kcal/mol
G646A vd +0.4 kcal/mol
U726C pY2 Ninguno

aSegln el modelo publicado por Brown et al. [199]

La mutacién U590C también se sitla en un segmento desestructurado
segun el modelo de Brown. A pesar de ello, es la tinica mutacién que provoca la

apariciéon de una conformacién alternativa a la que resulta comun a todos los
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haplotipos (ver Figura 8). En esta estructura alternativa, el dominio V es mas largo
y estd menos ramificado, ya que desaparece la horquilla Ve. Ademas, la regiéon que
conecta los dominios IV y V se reduce a 2 nucleétidos, lo que convertiria ambos
dominios en uno solo, al transformarse el bucle interno que se encuentra entre las
hélices IVa y IVb en lo que en la literatura cientifica se conoce como un multiloop,
multibranch loop o helical junction. Este multiloop de tres ramas (multibranch loop
o MBL) conectaria los dominios IV y V, ademas de una pequefia hélice, cuyos

extremos 5’ y 3’ contintian hacia los dominios IIl y VI, respectivamente

Durante la adaptaciéon del virus a multiplicar en FRhK-4 y otras lineas
celulares se ha descrito repetidamente la mutacion U687G, lo que indica la
importancia de esta mutacién en el proceso de adaptacién a cultivo celular
[162][169][168][182]. Esta mutacién también estd presente en la cepa HM-
175/43c y en las poblaciones derivadas de la misma que hemos utilizado en este
estudio. U687G introduce un mismatch en la hélice Ve. Si a la secuencia presente en
LO se le introduce la retromutacién G687U, que restaura la secuencia wild type en
ese stem-loop, y se predice la estructura de esta nueva secuencia usando el Mfold,
Ve resulta mas estable (-1,9 kcal/mol). Esto era de esperar, ya que quedan
enfrentadas dos guaninas, en lugar de una guanina y un uracilo, moléculas que si
pueden formar puentes de hidrégeno entre si (ver Figura 9A). Si se hace lo mismo
con la secuencia ¢5 (que contiene la mutaciéon U590C), la conformacion alternativa
que hemos descrito ya no aparece (ver Figura 9B). El resultado de ambas pruebas
in silico parece indicar que la desestabilizacién del stem-loop Ve podria estar
favorecida durante la adaptacién en células FRhK-4. Ademas, la aparicion de
cambios estructurales debido a una mutaciéon (como los que predictivamente
provoca U590C) podria depender de la existencia previa de otra mutacién (U687G
en nuestro caso), de manera que el valor adaptativo de una serie de mutaciones
sea dado por el orden en que aparecen. En palabras de A. Wagner: el efecto de una

mutacidon depende de la historia evolutiva del genotipo que la porta [235].
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Figura 9 Efecto de la mutacion U687G en la formacién de la estructura alternativa descrita.
(A) Representacidon de la horquilla de la que forma parte Ve. Arriba, la secuencia que se encuentra
en la cepa wt HM175 WT. Abajo la secuencia que presentan L0 y todas las poblaciones viricas con
las que hemos trabajado, que derivan de ésta (CC). Debajo de cada estructura se representa la
variaciéon de energia libre que representa la formacién de cada una de ellas. (B) La mutacion
U590C, que diferencia a la secuencia consenso de LO (izquierda) del haplotipo ¢5 (centro), permite
la aparicién de una estructura alternativa en este ultimo (centro, abajo). Si al haplotipo ¢5 se le
sustituye la G por una U en la posiciéon 687, la formacién de esta estructura alternativa ya no esta
favorecida energéticamente (derecha).

En la conformacién alternativa que hemos descrito, el segundo tracto
polipirimidinico (pY2) sigue estando desestructurado (ver Figura 8 B). Por lo
tanto, la caja A continta expuesta y sigue existiendo la posibilidad de formacion del
pseudoknot K2, aspectos que podrian ser importantes para que pueda tener lugar

el comienzo de la traduccién [205][217].

El modelo de la estructura de la region 5’NCR del HAV vigente fue publicado
en 1991 [199]. Para desarrollarlo utilizaron una combinaciéon de técnicas
enzimdticas de clivaje de regiones de cadena doble o sencilla y un andlisis
comparativo de secuencias para encontrar sustituciones covariantes, indicadoras
de potenciales estructuras conservadas. Para realizar este andlisis utilizaron 9

secuencias. Desde entonces se han afiadido muchas otras secuencias a las bases de
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datos. En el presente trabajo se incluyeron 81 secuencias del GenBank
pertenecientes al menos a 4 genotipos diferentes (I, II, IIl y V) y se realiz6é un
alineamiento de las mismas. Los nucle6tidos que forman el supuesto pseudoknot
k2 (ver Figura 6) se encuentran conservados en todas las secuencias estudiadas.
Ademas, los cuatro pares de bases que forman la hélice que conecta el multiloop
(senialado como MBL en la Figura 8 B) con el dominio VI en la estructura
alternativa que aparece cuando se encuentra presente la mutacion U590C (ver

Figura 8 B), se pueden formar en cada una de las 81 secuencias.

Dado el escaso conocimiento que se tiene acerca del funcionamiento del
IRES del virus de la hepatitis A, resulta dificil imaginar qué beneficio podria
aportarle una mutacion que facilita una reestructuracién importante en varios de
sus dominios clave. Recientemente se ha descrito que el mecanismo de inicio de la
sintesis proteica en picornavirus es dual: al inicio de la infeccidn, la traduccién del
RNA es llevada a cabo de una forma que depende de que elF2 esté activo, mientras
que mas tarde el factor elF2 activo no participa en el proceso [236]. La proteina
quinasa PKR, cuando se activa, fosforila el factor elF2, inactivandolo, en respuesta
a infecciones viricas, bloqueando el inicio de la traduccién celular y virica. Esta
proteina se activa durante la infecciéon de hepatocitos por el virus de la hepatitis A,
tras formarse RNA de doble cadena durante la replicaciéon virica [237]. Se ha
comprobado que la traduccién dependiente del IRES de HAV también puede tener
lugar cuando elF2 ha sido inactivado por fosforilacion [203]. Entre los virus
existen varios mecanismos mediante los cuales se consiguen posicionar los
ribosomas en el codén de inicio para comenzar la traduccién independientemente
del estado de activacion del factor elF2 [238][239][221]. Que en el caso de
picornavirus esto se consiga mediante cambios en la conformacion del IRES, es
algo que, hasta donde tenemos conocimiento, no se ha estudiado. Dejando aparte
esta elucubracién, Martinez-Salas [240] ha sefialado que en el interior de las
células infectadas por picornavirus se producen cambios fisiolégicos que podrian
inducir la reorganizaciéon de la estructura de sus IRES, lo cual podria tener
consecuencias importantes en su capacidad de reclutar factores que actdan en
trans, modulando con ello la eficiencia de la traduccién. Por tanto, cierta

flexibilidad estructural podria ser beneficiosa para el IRES del HAV, y dicha
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flexibilidad puede ser favorecida mediante una o unas pocas sustituciones

nucleotidicas.

Los cambios encontrados con ayuda del Mfold en los haplotipos con dos o
tres mutaciones con respecto a la secuencia de LO fueron simplemente la suma de
los cambios provocados por cada una de las mutaciones, sin que se encontrasen
nuevas estructuras ni interacciones entre las distintas mutaciones. Por tanto, la
estructura alternativa descrita en los parrafos anteriores también esta presente en

los haplotipos ¢$10, $13 y $16, puesto que incluyen el cambio U590C.

El sistema de secuenciacién que hemos empleado (454 GS Junior, de Roche)
permite analizar amplicones de menos de 500 pares de bases (incluyendo los
cebadores, que no aportan informacién acerca de las posiciones donde hibridan).
Parte de la secuencia del IRES (que tiene una longitud de unas 580 bases, aunque
algunos autores sostienen que su longitud es aun mayor [201]) no ha sido
analizada: el dominio III y los primeros nucle6tidos del dominio IV. El extremo 3’
del IRES si que ha sido cubierto, ya que el cebador reverse que utilizamos hibrida
mas alla del primer codén de inicio de la traduccién. Por tanto, se estudié casi todo
el dominio IV y los dominios V y VI, que en conjunto representa aproximadamente

un 75 % de la longitud total del IRES.

La capacidad de una secuencia de RNA para funcionar como IRES obedece a
estructuras que operan a multiples niveles, desde la secuencia primaria hasta
estructuras tridimensionales que se forman al interaccionar de forma dinamica
con proteinas [241]. Por tanto, si se pretende predecir las consecuencias que
pueden tener ciertas mutaciones puntuales en la region 5’NCR sobre la actividad
del IRES, se ha de hacer acopio de la mayor cantidad de informacidn posible con
respecto a dicha regidn y dicha actividad. Por ello, en un apartado posterior se
analizard la actividad del IRES de distintos haplotipos y la relacién con su

estructura.
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4.2.1.2 La mutacion U-C en la posicion 726 cumple criterios para
afectar a la actividad del IRES

Todas las mutaciones encontradas ocurren en regiones descritas como que
participan en la actividad del IRES, salvo G646A (el uso de mutantes con deleciones
ha indicado que el fragmento 638-666 no es esencial para la actividad del IRES

[200]).

Varias mutaciones que se han seleccionado en el 5’NCR de cepas del HAV
adaptadas a cultivo celular y que han potenciado su traduccién han eliminado
uracilos de potenciales sitios de unién con GAPDH [163][198]. Esta proteina
redujo la actividad del IRES de una cepa wt en mayor medida que la de uno
“adaptado a cultivo celular” [209]. Debido a que esta molécula se une
preferentemente a secuencias de RNA ricas en U, las mutaciones que disminuyen el
numero de uracilos podrian reducir la afinidad entre el RNA y GAPDH [209][198].
En nuestro estudio hemos encontrado 4 mutaciones que resultan en la pérdida de
uracilos: U359C, U561C, U590C y U726C. En los cuatro casos el cambio es a
citosina y, curiosamente, en el caso de las mutaciones U359C, U590C y U726C, el
nucleétido que cambia se encuentra en el centro de una secuencia CUURR.
Mientras GAPDH interacciona con la regién 597-746 del HAV, no se ha demostrado
su unién entre las posiciones 359 y 590 [198], por lo que U726C (que ademas se
sitda en el tracto polipirimidinico pY2, rico en uracilos y posiblemente critico en la
traduccion mediada por IRES, como ya se dijo) es la Unica de las mutaciones

encontradas que podria reducir la uniéon al RNA de GAPDH.

Ademas, se ha propuesto que la posicién 726 podria interaccionar con el
rRNA 18S [204], y el cambio de U a C haria disminuir la afinidad del IRES por dicho
RNA ribosomal. Algunos estudios muestran que en el inicio de la traduccién estan
implicados ciertos emparejamientos de bases entre el rRNA 18S y la regiéon 5’ no
traducida (5’'UTR) de los mRNA [242][243][244]. Esta complementariedad, que se
cree que puede ser importante en el reclutamiento de ribosomas por parte del
IRES de poliovirus y otros picornavirus [245], puede regular la traduccién de
ciertos mRNA. En el caso del mRNA que codifica para la proteina de homeodominio
Gtx de ratdn, la tasa de traduccién disminuy6 conforme aumentaba el grado de

complementariedad entre su 5’UTR y el rRNA 18S [246]. Por tanto, un cierto grado
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de complementariedad podria ser importante para reclutar la subunidad
ribosomal 40S, pero demasiada complementariedad disminuiria las probabilidades
de traduccién, debido que los ribosomas podrian ser secuestrados de una manera
improductiva [247]. De hecho, el lento crecimiento en HAV se ha relacionado con
una mayor extensidon, en comparacion con otros picornavirus, del posible
apareamiento de bases entre pY2 y el extremo 3’ del rRNA 18S [245]. Un cambio
en esta complementariedad, como el que puede suponer una mutacion puntual,
podria afectar a la capacidad del mRNA del HAV para competir por los ribosomas
con los mRNA celulares, un aspecto clave en la multiplicacién del HAV. La
capacidad competitiva de un mRNA también podria ser variable seglin en qué linea
celular se encuentre. Esto podria deberse a la distinta presencia y/o abundancia de
proteinas que se unen a las regiones 5’ no codificantes en distintas lineas celulares

y que influyen en su traduccion [247].

4.2.1 La combinacion de las mutaciones U359C, U590C y
U726C aumenta la actividad del IRES en células FRhK-4

Partiendo del plasmido bicistronico G1RC, se cre6 una serie de vectores
mediante mutagénesis dirigida para comparar la actividad del IRES asociada con
algunos de los haplotipos encontrados tras secuenciar la region 5’NCR de las
poblaciones FO0.05LA y F0.2LA, y asi averiguar si alguna de las mutaciones halladas
puede influir positivamente en la traducciéon mediada por IRES en células FRhK-4.
El plasmido G1RC posee una copia del gen que codifica para la luciferasa de
Photinus pyralis (FLuc) y otra del gen de la luciferasa de Renilla reniformis (RLuc).
El gen FLuc es traducido a partir del IRES del HAV, mientras que la traduccién del
gen RLuc es dependiente de cap. De esta manera, la relacién FLuc/RLuc representa
la actividad del IRES normalizada con respecto a la cantidad de RNA transcrito a
partir del plasmido presente en la célula. Tras aplicar un enfoque basado en el
conocimiento que se tiene de las regiones del IRES del HAV que juegan un papel
importante en el inicio de la traduccion, concluimos que la mutacién U726C es una
de las que podria afectar a la actividad del IRES. Por otra parte, segin el estudio
realizado sobre la prediccion de los cambios en la estructura secundaria, la
mutacion U590C podria provocar una reestructuracion notable en la estructura de

la region 3’ del IRES. Por tanto, como resultado de nuestro estudio previo,
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seleccionamos como haplotipos de interés a ¢5 y ¢7, ya que contienen las

mutaciones U590C y U726C, respectivamente.

No encontramos diferencias significativas al comparar la relacion
FLuc/RLuc de los IRES mas comunes de la poblacién F0.05LA (plasmido G1RLO,
que es el correspondiente al haplotipo ¢1, que es también el mas comun en L0) y la
poblacién FO.2LA (plasmido G1R¢4, correspondiente al haplotipo ¢4) con la de los
haplotipos $5 y ¢7 (plasmidos G1R$5 y G1R$7), aunque este ultimo muestra una
tendencia a presentar mayor actividad (ver Figura 10). A pesar de que en la
estructura secundaria de los haplotipos con dos y tres mutaciones no se apreciaron
efectos epistaticos, se ha descrito que, en general, los cambios fenotipicos que
conducen a una mejor adaptacion del HAV a replicar in vitro se asocian a clisteres
de mutaciones, en lugar de a mutaciones individuales [248][161][182][249].
Decidimos, por tanto, testar la actividad del IRES de los haplotipos en los que se
encuentran juntas ambas mutaciones: $10 y ¢16 (este ultimo ademas cuenta con
la mutacion U359C). La construccion plasmidica que contiene las mutaciones
U590Cy U726C juntas (G1R$10) presenta una actividad ligeramente superior a los
mutantes que solo presentan U590C o U726C, aunque esta diferencia no es
significativa. Sin embargo, la actividad de G1R$10 si es significativamente superior
a la de G1RLO (ver Figura 10). De manera sorprendente, la relaciéon FLuc/RLuc de
G1R®16, el triple mutante U590C, U726C, U359C, es aun mayor y de forma
significativa con respecto al resto de plasmidos ensayados. En concreto, G1R$16
presenta una actividad 1.53 veces mayor que G1R$LO, el plasmido
correspondiente a la secuencia mas abundante en F0.05LA. Este incremento en la
actividad del IRES se encuentra en el mismo rango (1.5-5 veces mayor) que el
provocado por una mutacion puntual en el IRES del virus de la fiebre aftosa

(FMDV) asociada a un fenotipo hipervirulento [250].

Como la diferencia existente entre G1R$16 y G1R$10 a nivel de secuencia
es la mutacién U359C, decidimos probar también la capacidad de iniciar la
traduccion de FLuc que posee ¢3 (el haplotipo que contiene exclusivamente la
mutacién U359C), para ver si la mayor actividad de G1R¢p16 se debe

exclusivamente a la presencia de esta mutaciéon. Como se puede apreciar en la
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Figura 10, la relacién FLuc/RLuc de G1R$3 es inferior a la de G1R$16. Por tanto,
la elevada actividad de G1R¢$p16 en comparacion con GI1RLO se debe a la
combinacién de dos o tres mutaciones, y no a los efectos provocados por una Unica
mutacion. Asi, en consonancia con la bibliografia, parece que las mutaciones que
afectan de manera importante a la traduccion dependiente del IRES lo hacen

cuando se presentan en grupo, y no de forma individual [248][182][87].

La mutacion U359C produce un efecto positivo cuando se encuentra en
combinaciéon con U590C y U726C. Como hemos visto, esta mutaciéon ayuda a
estabilizar la hélice 1Vd, pero no provoca cambios en la estructura predicha. Por
otra parte, algunas de las mutaciones que han potenciado la traduccién del virus en
cultivo celular han eliminado uracilos de potenciales sitios de unién con GAPDH [8]
[58]. Sin embargo, aunque la mutacion U359C elimina un uracilo, no se ha
demostrado que la proteina GAPDH se una al IRES en esa region. Cuando el IRES se
encontrase en la estructura alternativa que hemos descrito U359C podria provocar
un cambio en la afinidad y/o accesibilidad del IRES por algtin factor necesario para

su funcionamiento, como por ejemplo el elF4G.
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Figura 10 Actividad del IRES (FLuc/Rluc) medida tras transfectar de forma transitoria
células FRhK-4 con plasmidos derivados de G1RC, expresada como unidades arbitrarias
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(UA). Se representa la media * el error estdndar. Las diferencias estadisticamente significativas
(P<0.05) se sefialan utilizando el criterio de letras a=a,b; a,b=b; a#b; etc. Debajo del nombre de cada
plasmido se han anotado los cambios de secuencia de cada uno con respecto a la secuencia
consenso de LO. Este analisis se realiz6 para cada plasmido al menos 2 veces de forma
independiente con 3 réplicas en cada caso.

El andlisis de la traduccién de luciferasa dependiente del IRES del HAV
indica que en la poblaciéon F0.05LA existen unos genomas en proporciones muy
pequeiias (1,58 % y 0,72 % del total en los casos de $10 y $16, respectivamente)
que poseen un IRES mas eficiente que el del haplotipo mayoritario ¢1
(representado por el plasmido G1RLO). Aun en el caso de que los haplotipos que
estdn presentes en F0.05LA y cuya actividad no se test6 tuvieran un IRES tan
activo o mas que G1R¢16, la proporcion de IRES mas eficientes que ¢1 no llegaria
al 50 %, ya que solamente ¢1, ¢4, $5, 7 y $3 (todos ellos con una actividad
estadisticamente indistinguible) suman el 64.8 % del total. En el caso de la
poblacién F0.2LA, no sabemos si existen IRES mas activos que el que se encuentra
de forma mayoritaria, ya que los dos haplotipos minoritarios (¢2 y ¢$12) no se
testaron, puesto que los cambios existentes en estos haplotipos no presentaron

caracteristicas especiales.

La diferencia entre la actividad de G1RLO y G1R¢$16 (1.5 veces) podria ser
una subestimacién del efecto que las mutaciones que diferencian a ambos
plasmidos producen realmente en la traduccién del virus. Mientras que en nuestro
sistema de traduccion la cantidad de RNA molde disponible para la traduccion se
va acumulando de forma lineal como producto de la transcripcién del plasmido, los
virus se acumulan de forma exponencial en la célula durante la fase de maduracién

[251].

4.2.2 Efecto de las mutaciones U359C, U590C y U726C
sobre la replicacion virica

Se ha descrito una relacién entre la eficiencia del IRES del HAV y la
replicacién del HAV en cultivo celular [163][182]. Por este motivo, decidimos
evaluar el impacto que las mutaciones que hemos visto que incrementan la
actividad del IRES del HAV en células FRhK-4 pueda tener sobre la replicacion del

virus en las mismas células. Para ello, partiendo de un plasmido que contiene una

70



Capitulo1 Resultadosy discusion

copia del genoma completo de la cepa HAV/7 (pHAV/7, que puede ser transcrito
en RNA capaz de iniciar una infeccién mediante transfecciéon [166]), un virus
adaptado a cultivo celular, construimos dos mutantes modificando su secuencia en
la regién 5’NCR, de manera que el IRES coincidiera con los de LO y $16, mediante
la introducciéon de una serie de mutaciones, tal y como se describe en la seccion de

Materiales y métodos.

El RNA infeccioso producido a partir de la transcripcion de estos dos
plasmidos (pLO0 y p¢16) fue transfectado en monocapas de células FRhK-4
contenidas en placas de 24 pocillos. Siete dias después de la transfeccién, se

cuantifico el RNA de cadena negativa del HAV intracelular.

En la replicacién del HAV se genera un intermediario de cadena negativa. La
deteccién de esta cadena sirve, por tanto, como indicativo de la replicaciéon del
virus [252]. Muchos de los métodos que se han utilizado para detectar la cadena
negativa de virus de RNA han dado resultados conflictivos debido a la falta de
especificidad de cadena [253]. Se han empleado diversas estrategias para mejorar
la especificidad de estas técnicas, como la sintesis de cDNA a altas temperaturas
(mediante transcriptasas reversas termoestables) o el uso de cebadores que
contienen etiquetas [254]. En este estudio se desarroll6 una técnica para detectar y
cuantificar el intermediario de cadena negativa del HAV mediante RT-qPCR. Tras la
transcripcion reversa, en la que se empleé un cebador que contiene una etiqueta
en el extremo 5’, se realizé una digestiéon de RNA, para reducir la probabilidad de
amplificacion de RNA de cadena positiva. A continuacién, el producto de la
digestion se amplific6 mediante una qPCR usando la etiqueta del cebador de la RT
como cebador directo y un cebador reverso especifico (para mas detalles,
consultar Materiales y métodos). Mediante pruebas preliminares observamos que
este método detecta especificamente cadena negativa. Para la cuantificacidon se
preparé un estandar de RNA de cadena negativa a partir de un plasmido en el que

habia sido clonada la region 68-240 del HAV (pHM-175/43c) [124].

En el momento en que decidimos desarrollar el método de deteccién de
cadena negativa del HAV y emplearlo en este estudio, ya habia otros métodos

publicados con el mismo fin [255][252][256]. Uno de ellos también se basa en la
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Figura 11 Niveles intracelulares de RNA de cadena negativa del HAV, 7 dias después de
haber transfectado células FRhK-4 (A) o AGMK GL37 (B) con RNA transcritos a partir de los
plasmidos pLO y p$16. Antes de extraer el RNA se hizo un recuento del niimero de células para
calcular el nimero de copias presentes en cada célula. Se representa la media de 2 experimentos
realizados de forma independiente con 2 réplicas en cada caso * el error estindar. El simbolo *
indica que existe significancia estadistica, P<0.05.

RT-qPCR, aunque empleando la transcriptasa reversa termoestable rTth de
Thermus thermophilus como estrategia para alcanzar una elevada especificidad de
cadena [256]. Nuestro método consistié en una modificaciéon de un ensayo para
cuantificar el HAV en muestras clinicas y de marisco mediante RT-qPCR que fue
desarrollado por nuestro grupo de investigacion [124]. Como el método de
Costafreda et al. [124], que se emplea habitualmente en nuestro laboratorio, y el
meétodo aqui utilizado hacen uso del mismo kit de PCR a tiempo real y la misma
sonda (aunque uno detecta cadena positiva y el otro, negativa), fue relativamente

sencillo desarrollar el método para detectar la cadena negativa del HAV.

El RNA con la secuencia de $16 produjo mas RNA con sentido negativo al
ser transfectado en células FRhK-4 que el transcrito derivado de pLO (3.8 veces
mas, 7 dias después de la transfeccion) (ver Figura 11A). Estos resultados
sugieren que en el pool de F0.05LA existen genomas con un IRES con mayor
capacidad de permitir la replicacion virica que el IRES mayoritario. Como hemos

mencionado anteriormente, hay varias proteinas celulares que se unen al IRES del
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HAV y participan en la traduccién del virus. Las mutaciones U359C, U590C y
U726C, que influyen positivamente en la replicacién del HAV en FRhK-4, podrian
actuar aumentando o reduciendo la afinidad de esta regiéon por una o varias

proteinas celulares de unién al RNA.

La importancia de la traduccion en el caso del HAV podria depender del tipo
de célula en que multiplique [182]. Funkhouser et al. [182] sugirieron que la
replicacién del HAV en el caso concreto de FRhK-4 no esta limitada por la eficiencia
de la traduccion del virus. Una serie de mutaciones que afectan a la regién 5’NCR,
necesarias para la eficiente replicacion de HM175 en células MRC-5 [257], no
produjo un impacto apreciable sobre la replicaciéon del virus en células FRhK-4
[182]. Por otra parte, se ha descrito otro conjunto de mutaciones presentes en el
5’NCR, que incrementa tanto la traducciéon como la replicacion del HAV en células
BS-C-1 pero no en FRhK-4 [162][163]. En ambos casos, estas mutaciones se
seleccionaron en virus que habian sido adaptados a crecer en células distintas a las
FRhK-4 (MRC-5, AGMK y BS-C-1), mientras que las mutaciones que se han puesto a
prueba en este estudio se detectaron en poblaciones viricas que fueron pasadas
muchas veces en células FRhK-4. En nuestro caso, unas mutaciones localizadas en
el IRES y que aumentaron la traduccién de un gen reportero en FRhK-4,
aumentaron también la tasa de replicacion en estas células. Por tanto, nuestros
estudios sugieren que una traduccién limitada podria contribuir a la baja
replicacion del HAV en FRhK-4. Aunque lo descrito en los citados estudios concluia
lo contrario, tal vez se debi6 a que se estudiaron unas mutaciones diferentes. Con
objeto de averiguar si el efecto sobre la replicaciéon que provocan las mutaciones
presentes en ¢16 depende la linea celular en que multiplique el virus,
transfectamos células AGMK GL37 con los mismos transcritos (procedentes de la
transcripcién in vitro de ¢LO y ¢16). Las células AGMK GL37 permiten el
crecimiento 6ptimo del HAV [258]. De igual modo que con las células FRhK-4, se
extrajo el RNA presente en las células 7 dias después de su transfeccion y se
cuantifico la cantidad de RNA de cadena negativa del HAV presente, normalizando
los valores segtin el nimero de células presentes en cada pocillo en el momento
previo a la extraccion del RNA. La cantidad de RNA producida por el transcrito

derivado de ¢LO en las células AGMK GL37 fue muy parecida a la producida en
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FRhK-4 (3.29 y 3.89 copias por célula, ver Figura 11). Sin embargo, el RNA con la
secuencia del haplotipo ¢$16 produjo en células AGMK GL37 una cantidad muy
inferior de RNA de cadena negativa con respecto a su transfeccion en FRhK-4 (0.88
frente a 14.27 copias por célula, ver Figura 11). Por tanto, estos resultados
sugieren que las mutaciones U359C, U590C y U726C afectan positivamente a la
replicacién del HAV si el virus esta multiplicando en FRhK-4 y perjudicialmente si
lo estd haciendo en AGMK GL37. Estos resultados estan en la linea de otros que
indican que el efecto que producen sobre la replicacién del HAV las mutaciones
que afectan a la traduccion es dependiente del tipo de célula en que se encuentre

multiplicando el virus [182][162][163].

4.2.3 Diversidad de la region intermedia de VP1
(nucleotidos 2418-2834, correspondientes a los
aminoacidos 71 a 209) en las poblaciones largamente
adaptadas a multiplicar en presencia de AMD: varios
haplotipos presentan un uso de codones mas optimizado
que la secuencia consenso

El indice relativo de deoptimizaciéon de codones (RCDI) mide Ila
deoptimizacion del uso de codones de un gen con respecto al uso de codones de un
genoma de referencia [259]. En virologia indica cuan desadaptado (o adaptado,
segln se mire) esta el uso de codones de un virus al de la célula hospedadora. Un
valor de RCDI de 1 indica que el uso de codones del virus es idéntico al de la célula
hospedadora, y cuanto mayor es el valor, mayor es la diferencia con respecto a la
célula hospedadora. El HAV tiene un uso de codones bastante deoptimizado en
comparaciéon con el de otros picornavirus (el RCDI de la regién codificante de la
capside del HAV es de 1.73 frente a 1.14 en el caso de Poliovirus tipo 1 Mahoney,
por ejemplo) [189][259]. Al analizar el RCDI de distintos fragmentos solapantes
(usando una ventana deslizante de 100 codones, que se desplaz6 en pasos de 15
codones) de la region que codifica para la capside del HAV, se observa que unas
regiones se encuentran mas deoptimizadas que otras (Figura 12). El analisis de las
secuencias consenso de las poblaciones L0, F0.05LA y F0.2LA muestra dos zonas
mas optimizadas (con valores de RCDI mas bajos) que el resto: en torno a los

codones 361-475 (aa 116-230 de VP3) y 556-715 (aa 65-224 de VP1). En la
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segunda de estas zonas se puede apreciar que las poblaciones largamente
adaptadas a multiplicar en presencia de AMD (F0.05LA y F0.2LA) alcanzan valores
de RCDI claramente mas bajos que LO (Figura 12). En base a esta observacion,
seleccionamos la regiéon intermedia de VP1 (codones 574-620, que abarca los
aminodacidos 71 a 209, de un total de 300) para estudiar la composicion de las
cuasiespecies de F0.05LA y F0.2LA mediante secuenciacion masiva, en busca de
haplotipos que presenten un uso de codones mas cercano al uso de codones celular

que las secuencias consenso.
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Figura 12. RCDI (indice Relativo de Deoptimizacién de Codones) de la region codificante de
la capside de las secuencias consenso de las poblaciones L0, FOO5LA y FO2LA. Se usé una
ventana deslizante de 100 codones, que se desplaz6 en pasos de 15 codones.

Mediante la secuenciacion masiva de la region intermedia de la secuencia
codificante de VP1 de las poblaciones FOO5LA y FO2LA se hallaron trece haplotipos
diferentes, denominados con la letra A seguida de un nimero (ver Tabla 4). Se
detectaron diez haplotipos diferentes en F0.05LA y solamente cinco en F0.2LA.

Como en el caso del IRES, la presencia de una mayor cantidad de AMD en el medio
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Tabla 4 Haplotipos encontrados mediante secuenciacion masiva en la region de VP1
analizada en las poblaciones FOO5LA y FO2LA. Los cambios son con respecto a la secuencia
consenso de L0, la poblacidn parental. Frecuencia de uso hace referencia al porcentaje en el cual se
encuentra el codén con respecto al codén sinénimo mas abundante en humanos (ver introduccion,
Tabla 1). N: niimero total de secuencias obtenidas en la muestra correspondiente.

POSICION FRECUENCIA
HAPLOTIPG | CAMBIOS DE CODON Y FRECUENCIA | ~ - " HAPLOTIPO RCDI
DE USO (aa) FO.O5LA | F0.2LA
(N=3120) | (N=2860)

A1(LO) - - 0,99 0 1.716
ATC (1) (100 %) = GTC (V) (53 %) 85

A4 (FOO5LA) 21,67 24,27 | 1.704
ATT (1) (61 %) = GTT (V) (34 %) 146

AS ATT (1) (61 %) = GTT (V) (34 %) 146 12,02 0 1.698
ATC (1) (100 %) = GTC (V) (53 %) 85

A6 (FO2LA) TTG (L) (26 %) = TTC (F) (100 %) 123 36,25 63,57 | 1.674
ATT (1) (61 %) = GTT (V) (34 %) 146
TTG (L) (26 %) > TTC (F) (100 %) 123

A7 25,87 0 1.668
ATT (1) (61 %) = GTT (V) (34 %) 146
ATC (1) (100 %) = GTC (V) (53 %) 85

A1l ATT (1) (61 %) = GTT (V) (34 %) 146 0 3,99 | 1.689
GTA (V) (19 %) = GTT (V) (34 %) 162
ATC (1) (100 %) = GTC (V) (53 %) 85

A24 ACC (T) (100 %) = ACT (T) (55 %) 116 0 091 | 1721
ATT (1) (61 %) = GTT (V) (34 %) 146
ATC (1) (100 %) = GTC (V) (53 %) 85
TTG (L) (26 %) > TTC (F) (100 %) 123

15 0,58 0 1.683
ATT (1) (61 %) - GTT (V) (34 %) 146
AGC (S) (100 %) = ACC (T) (100 %) 197
TTG (L) (26 %) > TTC (F) (100 %) 123

A6 ATT (1) (61 %) > GTT (V) (34 %) 146 0,64 0 1.676
AGC (S) (100 %) = ACC (T) (100 %) 197

A17 ATC (1) (100 %) - GTC (V) (53 %) 85 0,64 0 1.722
ATC (1) (100 %) = GTC (V) (53 %) 85

A18 ATT (1) (61 %) > GTT (V) (34 %) 146 0,61 0 1.713
AGC (S) (100 %) - ACC (T) (100 %) 197
CCT (P) (78 %) - CCC (P) (100 %) 110

A19 0,74 0 1.670
ATT (1) (61 %) - GTT (V) (34 %) 146
ATC (1) (100 %) - GTC (V) (53 %) 85
TTG (L) (26 %) > TTC (F) (100 %) 123

A20 0 7,27 | 1.659
ATT (1) (61 %) > GTT (V) (34 %) 146
GTA (V) (19 %) > GTT (V) (34 %) 162
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de cultivo (0.2 pg/ml frente a 0.05 pg/ml) pudo haber contribuido a que se
produjese una seleccién mas intensa, dando como resultado una menor diversidad

genotipica.

El haplotipo mayoritario es el mismo en ambas poblaciones (A6). Sin embargo,
aunque la secuencia consenso (determinada mediante secuenciacion Sanger) de
F0.2LA si coincide con el haplotipo mayoritario, la secuencia consenso de FO.05LA
se corresponde con A4. A1 es igual a la secuencia consenso en LO. Este haplotipo y
otros siete (A5, A7, A15, A16, A17, A18 y A19) se encuentran exclusivamente en
FO0.05LA. A diferencia de lo observado en el estudio del IRES, se hallaron varios
haplotipos exclusivamente en F0.2LA (A11, A24 y A20) (ver Tabla 4). Como se
puede ver en la Tabla 4, entre los trece haplotipos solo se encontraron siete
sustituciones nucleotidicas diferentes, que afectan a las posiciones 85, 110, 116,
123, 146, 162 y 197 de la proteina VP1. Los cambios en 110, 116 y 162 son
sinénimos, mientras que los que afectan a las posiciones 85, 123, 146 y 197 son no
sinébnimos. En los cambios no sindnimos estan involucrados aminoacidos con
propiedades similares: hay sustituciones entre aminoacidos hidrofobos (L—F e
[-V) y entre aminoacidos polares (S—T). Algunos de estos cambios se encuentran
exclusivamente en la poblacién F0.05LA (110 y 197), otros estan presentes en
individuos de ambas poblaciones (85, 123 y 146) y otros son exclusivos de
haplotipos hallados en F0.2LA (116 y 162). En cuanto a su localizacion en la
estructura de la proteina, los cambios se localizan en hélices a (85), laminas 3
(110, 146 y 197), giros (162) y zonas carentes de un tipo definido de estructura
(116 y 123) (Figura 13).
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Figura 13 (A) Secuencia aminoacidica de la regiéon de VP1 estudiada (posiciones 71-209).
Sobre la secuencia se indica la estructura secundaria, calculada a partir de la estructura
tridimensional de la proteina, segiin el método de Kabsch and Sander [260]. H: hélice a; E: ldmina {;
T: giro. Se encuentran resaltados en negrita los residuos en los que se han detectado cambios en las
poblaciones F0.05LA y F0.2LA (B) Representaciéon de la estructura tridimensional de la
proteina VP1 del HAV. En azul celeste se representa la region analizada de VP1 (y la regidon no
estudiada, en azul). En amarillo aparecen sefialadas las posiciones que presentan cambios en
alguno de los haplotipos encontrados en las poblaciones FOO5LA y FOZLA. Imagen adaptada de
[13].

Para cada uno de los haplotipos encontrados en las poblaciones FO0.05LA y F0.2LA
se determind su RCDI (Tabla 4 y Figura 14). Como puede observarse en la Figura
14, en la poblacién F0.05LA hay seis haplotipos (A5, A15, A16, A6, A19 y A7) con un
RCDI mas bajo que el que presenta su secuencia consenso (A4). Dos de ellos (A19 y
A7) presentan un valor de RCDI inferior al de la secuencia mayoritaria (A6). En
F0.2LA, el haplotipo A20 también tiene un RCDI mas bajo que el de la secuencia

mayoritaria y consenso en dicha poblacién (A6).
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Figura 14 RCDI y frecuencia en que se encuentra cada uno de los haplotipos hallados en la
secuenciacion masiva de la regiéon intermedia de VP1 de las poblaciones F0.05LA (A) y
F0.2LA (B). Una linea discontinua vertical sefiala el haplotipo que coincide con la secuencia
consenso en cada caso.
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4.2.4 Determinacion de la velocidad de traduccion de
distintos haplotipos presentes en la region intermedia de
VP1 de las poblaciones largamente adaptadas a AMD: la
velocidad de traduccion del haplotipo A7 es superior a la
de la secuencia consenso de F0.05LA

Para estimar la velocidad de traduccion de los distintos haplotipos A (y
averiguar si alguno de los haplotipos minoritarios se traduce mas eficientemente),
se hizo uso nuevamente del vector bicistréonico G1RC. En esta ocasion se realiz6
una fusién traduccional clonando el haplotipo correspondiente entre el IRES del
HAV y el gen que codifica para la luciferasa de Photinus pyralis (FLuc). Asi, la
cantidad de proteina luminiscente producida depende de la velocidad a la que se
traduce el fragmento de VP1 que la precede (ver Figura 15). De manera similar a
las pruebas que se realizaron para analizar la actividad de distintos IRES, los
plasmidos que contenian distintos haplotipos de VP1 en fase con FLuc se
transfectaron en células FRhK-4 y se midieron los valores de FLuc/RLuc un dia

después de la transfeccion. En este caso, como la velocidad de elongacidon depende
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del grado de silenciamiento celular [68], se repitieron los experimentos utilizando
distintas concentraciones de actinomicina D (0.0, 0.05 y 0.2 pg/ml). Estos clonajes
fueron realizados por Lucia D’Andrea, y se pueden encontrar mas detalles de estos

experimentos en su tesis doctoral [68].

m’Gppp — RLuc ﬁjs}i%: _| HaplotipoAn FLuc

HAV IRES

Figura 15 Representacion de un transcrito producido a partir de los plasmidos utilizados
para medir la velocidad de traduccion de distintos haplotipos encontrados en VP1. La
traducciéon de RLuc depende de cap, mientras que la traduccién de la proteina de fusiéon haplotipo
A-FLuc depende del IRES del HAV.

En ausencia de AMD, dos de los haplotipos minoritarios encontrados en
FOO5LA y FO2LA (A7 y A11) mostraron una velocidad de traduccién mayor tanto al
haplotipo mayoritario A6 como a A4, los haplotipos que coinciden con las
secuencias consenso de las poblaciones FOO5LA y FO2LA, respectivamente, aunque
las diferencias no son estadisticamente significativas (ver Figura 16, A). En
presencia de 0.05 pg/ml de AMD (bajo silenciamiento celular), la velocidad de
traduccidn de A7 si fue significativamente superior a las del resto (Figura 16, B).
Por tanto, existen en el seno de la cuasiespecie individuos (los portadores del
haplotipo A7, presentes en la poblaciéon F0.05LA) capaces de generar proteinas
capsidicas mas rapidamente que la mayoria (A6 y A4 suman el 57.9 % del total de
secuencias en F0.05LA). En condiciones de elevado silenciamiento celular (0.2
pug/ml de AMD), las tasas de traduccion de A7 y A11 fueron mayores que la del
haplotipo mayoritario (A6), aunque no significativamente en el caso de All
(Figura 16, C). Como la tasa de traduccion de A1l fue superior a las de A4 en
condiciones de alto silenciamiento celular, pero similar a las de este haplotipo en
presencia de 0.05 pug/ml de AMD, podemos concluir que las diferencias fenotipicas
entre los distintos haplotipos dependen del grado de silenciamiento celular. Al
comparar las secuencias correspondientes a los haplotipos A4, A6, A7 y A11 (Tabla
4) vemos que la unica diferencia comun entre A7 y los otros tres haplotipos es un
cambio en la posiciéon 85 (ATC—GTC), siendo ésta la unica diferencia entre A6 y A7.

Como la tasa de traduccién de A7 en presencia de 0.05 pg/ml de AMD casi triplica a
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las de A4, A6 y A11 (0.63 frente a 0.23, 0.23 y 0.21, Figura 16B), podemos concluir
que la posicion 85 de VP1 es importante en el control de la velocidad de sintesis de

esta proteina.
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Figura 16 Tasa de traduccidon expresada como la relaciéon FLuc/RLuc de algunos haplotipos
de la region de VP1 presentes en las poblaciones F0.05LA y F0.2LA en ausencia de AMD (A),
en presencia de 0.05 pg/ml (B) y 0.20 pg/ml de AMD (C). Las diferencias estadisticamente
significativas (P<0.05) se sefialan utilizando el criterio de letras b=b,c; b,c=c; b#c; etc. Para cada
haplotipo se realizaron estos andlisis al menos 3 veces de forma independiente, con 2 réplicas en
cada caso y para cada una de las condiciones de silenciamiento celular estudiadas.

81



Capitulo1 Resultadosy discusion

4.2.5 Relacion entre la velocidad de traduccion y el RCDI
de los haplotipos presentes en la region intermedia de VP1
de las poblaciones largamente adaptadas a AMD

Aplicamos un modelo de regresion lineal simple para estudiar si el RCDI
(una medida de la deoptimizacién del uso de codones) es un buen indicador de la
velocidad de traduccidon de una secuencia. En presencia de 0.05 pg/ml de AMD
existe correlacion negativa entre la tasa de traduccion de los distintos haplotipos
ensayados y el RCDI de sus secuencias (R = -0.64, Figura 17, A). Sin embargo, entre
los haplotipos con valores de RCDI superiores a 1.67 no hay demasiadas
diferencias de velocidad. En cambio, el haplotipo A7, que presenta el minimo valor
de RCDI, se traduce a una velocidad sensiblemente superior al resto. Este analisis
sugiere que la velocidad de traduccién de estos haplotipos se incrementa cuando el
valor de RCDI es inferior a 1.67, aunque no hay haplotipos suficientes para
confirmarlo. Se podria pensar que, en este caso, que el haplotipo se traduzca mas o
menos rapidamente depende solamente del codén que presente en la posicién 85
(ver apartado 4.2.4). Sin embargo, el haplotipo A1 (RCDI = 1.72, Fluc/Rluc = 0.24)
presenta el mismo codén que A7 (RCDI = 1.67, Fluc/Rluc = 0.63) en la posicién 85 y
una velocidad de traduccién baja, similar a la del resto de haplotipos con valores
de RCDI altos. En cuanto a la tasa de traduccién de los haplotipos en condiciones
de alto silenciamiento celular, la relacion entre ambas variables es mas evidente,

con una buena correlacion negativa (R =-0.71, Figura 17, B).

Existe, por tanto una correlacién negativa entre el RCDI y la velocidad de
traduccion cuando estos haplotipos son traducidos en presencia de AMD. Sin
embargo, algunas secuencias son traducidas mas rapido que otras que presentan
un uso de codones mas optimizado (un RCDI menor) (ver Figura 17). Hay diversas
razones biologicas que pueden explicar este hecho. El efecto modulador de un
codon sobre la tasa de traduccién depende no solo de su abundancia, sino de la
posicion que ocupe en el mRNA y de otros codones que se localicen proximos a él

[68]. La presencia de codones poco abundantes puede reducir o cancelar el efecto
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Figura 17 Representacion de la velocidad con que se traducen distintos haplotipos
(expresada como la relacion FLuc/Rluc) encontrados en FOOSLA y FO2LA en presencia de
0.05 pg/ml de AMD (A) y 0.2 pg/ml de AMD (B) en funciéon de su RCDI. Las lineas continuas
corresponden a las rectas de regresién. La linea discontinua en (A) resalta el comportamiento
diferencial del haplotipo A7 respecto al resto. R2: coeficiente de determinacién. R: coeficiente de
correlacion de Pearson.

positivo sobre la velocidad de elongacién de un codén abundante cercano [68]. En
ocasiones, dos codones abundantes que por separado aumentan la velocidad de la
traduccion, interfieren entre si cuando se encuentran juntos en un haplotipo, de
forma que no producen ningun efecto positivo en estos haplotipos [68]. Ademas, la
autocorrelacion o reutilizacién de un mismo codén en un gen podria incrementar
la eficiencia de la elongacién mediante el reciclaje de moléculas de tRNA, lo cual es
un efecto independiente de la abundancia del codén del que se trate [261].
Finalmente, no se puede olvidar que la estructura secundaria del mRNA puede
afectar a la velocidad de la sintesis proteica, provocando retrasos en el paso del
ribosoma, aunque solo en contadas ocasiones [262], como cuando se forman

pseudoknots estables [263].
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En base al estudio de las caracteristicas genéticas de dos poblaciones del
HAYV, predecimos que en la poblaciéon F0.05LA existen individuos minoritarios con
un fenotipo de rapida replicacién en comparacion con los individuos mayoritarios

de F0.05LA y los individuos de la poblacién F0.2LA.

84



5 CAPITULO 2:

Seleccion de una poblacion de rapido
crecimiento mediante el cruce molecular

de dos poblaciones del HAV
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Capitulo 2 Antecedentes

En el capitulo anterior se realizé un estudio a nivel de cuasiespecie de dos
poblaciones adaptadas a multiplicar bajo condiciones de silenciamiento celular
moderado y alto (F0.05LA y FO.2LA, respectivamente). La secuenciaciéon masiva de
una region de la proteina estructural VP1 y posterior analisis de la velocidad con la
que se traducen los haplotipos encontrados, llevé a concluir que un 26 % de los
individuos que forman la poblaciéon F0.05LA contienen una secuencia (el haplotipo
A7) que es traducida a una velocidad superior a la de la mayoria de los individuos,
tanto de F0.05LA como de F0.2LA, en presencia de 0.05 pg/ml de AMD. En F0.2LA
no se encontro ningun haplotipo que fuera traducido tan rapidamente como A7 en

condiciones de moderado silenciamiento celular.

Asi mismo, una parte de la regién 5’NCR también fue analizada mediante
secuenciacion masiva y varios de los haplotipos hallados fueron testados para
comprobar su capacidad de promover el inicio de la traducciéon independiente de
cap. En este caso también se encontraron haplotipos que, halldindose de forma
minoritaria en la poblacion F0.05LA y ausentes en F0.2LA, mostraron una
capacidad para iniciar el proceso de traduccion superior a la mayoria de individuos
presentes en ambas poblaciones. En este caso, la proporcién en la que se encontré

el haplotipo mas eficiente (¢16) en F0.05LA fue muy baja: 0.72 %.

Partiendo de esta informacion, nuestro objetivo es provocar un
desequilibrio en la cuasiespecie de F0.05LA (elegida adaptando a las cuasiespecies
viricas la estrategia conocida como seleccion gendmica), favoreciendo que los
individuos que presentan haplotipos indicativos de una cinética de crecimiento
virico mas rapida y una mayor producciéon (como ¢16 o A7) puedan aumentar su

frecuencia en la cuasiespecie.

Una poblacion de virus de RNA puede estar formada por diversos
individuos con diferente capacidad para actuar como competidores y como
colonizadores, de manera similar a lo que ocurre en otros sistemas ecoldégicos [89].
Si durante un proceso infeccioso hay pocos virus en relacion al nimero de células
(baja multiplicidad de infeccion o MOI), los virus que sean mas rapidos
completando su ciclo de replicacion colonizaran antes otras células, de manera que

se extenderan mas rapidamente. Estos virus mas rapidos, que habran infectado un
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mayor numero de células al final del proceso, siguen una estrategia de colonizacién
[264]. En caso de que haya una gran cantidad de particulas infecciosas en
comparacién con el nimero de células (alta MOI), se produciran coinfecciones de
forma frecuente y apenas habra células que puedan ser infectadas en un segundo
ciclo replicativo, ya que la gran mayoria habran sido infectadas durante el primer
ciclo, a excepcion de que se produjesen sobreinfecciones. En las coinfecciones se
producen tres tipos principales de interacciones: competiciéon por los recursos,
cooperacion en la produccion de “bienes publicos” e interferencia [265]. Los virus
que en las coinfecciones aventajan al resto, es decir, que tienen una mayor
capacidad competitiva intracelular, siguen una estrategia de competicion [264].
Cuando se da una situacién en la que una poblacién esta formada por unos virus
que son buenos colonizadores y por otros que son buenos competidores, el que la
seleccidn favorezca a unos u otros dependera de la densidad inicial de particulas
viricas. A baja densidad (MOI baja), los colonizadores se veran favorecidos,
mientras que altas densidades (MOI alta) benefician a los competidores [264]. De
esta manera, las estrategias de colonizaciéon y competiciéon estdn sometidas a
seleccion dependiente de densidad, fenémeno que ha sido observado y

demostrado en diversos virus [87][266][267][89][268].

La poblacién F0.05LA fue producida tras una serie de pases masivos, en los
que la MOI promedio fue de 8.11 * 2.91 (en los 10 pasajes anteriores a F0.05LA)
[189]. En esta poblacion podria haber actuado la seleccion dependiente de
densidad, si los virus mayoritarios (aquellos con haplotipos ¢1 y ¢2 en la region 5’
no codificante, haplotipos A6, A7 y A4 en VP1 y sus combinaciones) fueran mejores
competidores que otros mas rapidos o mejores colonizadores (los que presenten
los haplotipos $16 y A7), lo cual explicaria por qué estos tultimos se mantienen en
una frecuencia baja dentro de la poblaciéon F0.05LA. En este caso, realizar uno o
unos pocos pases de la poblacién F0.05LA a condiciones iniciales de densidad baja
(baja MOI) podria favorecer la seleccion de virus que fueran mejores
colonizadores, pero que se encuentran a baja frecuencia dentro de la poblacidn, al
reducir la probabilidad de que sucedan coinfecciones y, con ello, la ventaja que los
competidores tienen sobre los colonizadores. En ensayos de competicion entre dos

subpoblaciones del FMDV, una colonizadora y otra competidora, la colonizadora
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(mas virulenta) gané la competicién cuando la MOI fue de 0.1 PFU/célula y la

perdié cuando la MOI fue de 9.4 [264].

De la Torre y Holland [87] aislaron, a partir de una poblacion del virus de la
estomatitis vesicular (VSV) que habia sido pasada 254 veces sin diluir (a MOI alta),
un clon de alta productividad y rapida replicaciéon que se encontraba en una
proporcién baja dentro de la poblaciéon. Reintrodujeron el clon, en distintas
proporciones, en la poblacion de la que habia sido aislado y realizaron unos pocos
pasajes seriados, controlando la multiplicidad de infeccién. A alta multiplicidad
(MOI: 100), la proporcion del clon reintroducido disminuy6 con cada pasaje. A baja
multiplicidad (MOI: 1), cuando la fraccion inicial del clon reintroducido fue de 10-1
(10 %), llegd a ser dominante tras 5 pasajes. Sin embargo, fue rapidamente
desplazado cuando inicialmente estaba en una proporcion de 10-3 (0.1 %) [87]. Por
tanto, aun realizando los pases a baja multiplicidad de infeccién, el destino del clon
reintroducido dependi6 de la proporciéon en que se encontrara inicialmente. La
conclusion a la que llegan estos autores es que los clones colonizadores que se
encuentran suprimidos por clones competidores deben estar presentes en una
proporcion superior a cierto nivel umbral para poder sobrepasar al resto de la
poblacién durante pases a baja multiplicidad [87]. En nuestro caso, el haplotipo
¢16 se encuentra en F0.05LA en una fraccion de 7.2x10-3 (0.72 %). Por tanto, seria
probable que, simplemente realizando pasajes seriados a baja MOI, no se
consiguiera aumentar la proporcidn de individuos portadores de este haplotipo. Si
bien la MOI se puede controlar facilmente, la proporcion a la que se encuentra una
subpoblacién dentro de una poblacién no se puede modificar de forma directa. Por
tanto, deberemos buscar otros mecanismos para rescatar a estos individuos
colonizadores que se encuentran de forma minoritaria en la poblaciéon F0.05LA,

aparte de modificando la MOI.

El estudio de las distintas poblaciones adaptadas a replicar en presencia de
actinomicina D revel6 que esta adaptacidn conllevé cambios en la estabilidad y la
funcién de la capside, causados probablemente por cambios en su plegamiento
[39]. Estos cambios no afectaron a la capacidad de unién al receptor de las células
FRhK-4, pero si a la eficiencia con la que las distintas poblaciones desencapsidan

su RNA (Tabla 5). La adaptacién a altos (pero no a moderados) niveles de
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silenciamiento celular correlacion6 con un descenso importante en el tiempo de
desencapsidacion. Asi, mientras que para LO y F0.05LA el tiempo necesario para
conseguir la desencapsidacion del 50 % de los virus (UTso) fue de entre 17 y 18
horas, la UTso de la poblacién F0.2LA fue de solo 8 horas. La reversion de la
poblacion F0.2LA a condiciones de 0.05 pg/ml de AMD se acompafié de un
aumento no significativo en su tiempo de desencapsidacion, ya que éste fue de 12
horas, pero aun significativamente mas corto del de la poblacion FO.05LA (Tabla
5).

Tabla 5 Caracteristicas bioldgicas asociadas a la capside de distintas poblaciones del HAV. La
unién al receptor expresa el porcentaje de virus adheridos a células FRhK-4 una hora después de
afiadir el indculo. La UTsp indica el tiempo (en horas) que tarda en desencapsidar el 50% de los
virus. R0.05NA es un pasaje temprano de la reversion de 0.2 a 0.05 pg/ml (serie R0.05) que ain no
presentaba cambios en el uso de codones con respecto a F0.2LA, la poblacién con la que se inici6 la
reversion. Todos los valores se expresan como la media * el error estandar. Las diferencias
estadisticamente significativas (P<0.05) se sefialan utilizando el criterio de letras a#b. Datos
publicados en [39].

Poblacién Union al Desencapsidacion
receptor (UTs0)
LO 65.9+5.02 18.5+0.52
F0.05LA 73.1+£3.62 17.5+1.82
F0.2LA 70.9£3.42 8.2+2.8b
R0.05NA
(FO.2LA en 0.05 63.5+4.23 12.1+1.1b
ug/ml de AMD)

En una hipotética infecciéon mixta con virus procedentes de F0.05LA y
FO.2LA en presencia de 0.05 pg/ml de AMD se producira una variedad de
situaciones en cuanto al nimero de particulas que infectan cada célula y a la
naturaleza de estos virus. Durante la primera ronda de replicacion, algunas células
permaneceran sin infectar, otras seran infectadas por un solo virus y otras seran
coinfectadas por dos o mas virus. La medida en la que ocurra cada una de estas
situaciones dependera de la MOI utilizada en la infeccion [269]. Las coinfecciones
podran tener lugar entre virus procedentes de la misma poblacién o de distintas
poblaciones. La relacién entre la ocurrencia de ambos tipos de coinfeccion
dependera de la proporciéon en que se mezclen ambas poblaciones antes de la
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infeccion. Los virus de haplotipo ¢$16 (cuyo IRES presenta mayor actividad),
minoritarios en F0.05LA, se encontrardn en estas infecciones mixtas con los
siguientes escenarios, principalmente: (a) coinfeccidon con individuos mayoritarios
de F0.05LA; (b) infeccion en solitario; (c) coinfeccién con individuos mayoritarios
de FO.2LA. Las situaciones (a) y (b) son desventajosa y ventajosa, respectivamente,
para dichos individuos minoritarios de la poblacién F0.05LA si asumimos que son
peores competidores y mejores colonizadores que los mayoritarios de F0.05LA. Sin
embargo, la situaciéon (b) es muy poco probable teniendo en cuenta la baja

proporcion de los individuos con el haplotipo ¢16.

Aunque los individuos mayoritarios de F0.05LA y F0.2LA son similares en la
region estudiada de VP1 (solo los haplotipos A6 y A4 representan el 58 % y el 88 %
en FO0.05LA y F0.2LA, respectivamente), en otras regiones de la capside la
composicion de haplotipos difiere significativamente (Figura 18), lo cual explica
que ambas poblaciones presenten diferencias fenotipicas. Como hemos sefialado,
los individuos de F0.2LA multiplicados en condiciones de 0.2 pg/ml de AMD
poseen capsides con una UTso mucho mas baja que los de F0.05LA multiplicados en
0.05 pg/ml de AMD (8 horas frente a 17 horas). En una primera infeccién a partir
de la mezcla de ambas poblaciones, podria darse la coinfecciéon de ¢16 procedente
de F0.05LA e individuos mayoritarios de F0.2LA. El IRES mas activo de ¢16
combinado con el tiempo de desencapsidacion corto de los individuos de F0.2LA,
permitiria simultanear el ciclo replicativo, y asi generar progenie virica mucho
antes. Ademas, en esta situacion, los individuos ¢16 originaran moléculas de RNA
progenie que en algunos casos seran encapsidadas en capsides producidas parcial
o totalmente a partir de genomas de F0.2LA, dando lugar a virus fenotipicamente
mixtos o a pseudotipos, respectivamente. Algunos de estos virus estaran formados
por una capside que libera antes el genoma (UTso de 12 horas) y por un RNA que
es traducido mas activamente, gracias a las mutaciones en el IRES, por lo que
podrian ser considerados muy buenos colonizadores. Estos colonizadores quimera

permitirian amplificar el titulo de ¢16.
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FO0.05LA FO0.2LA

VP1

VP3

Figura 18 Distribuciones de haplotipos encontradas mediante secuenciacion masiva en las
regiones de VP1y VP3 de las poblaciones F0.05LA y FO.2LA.

Como contrapartida, el hecho de mezclar las poblaciones F0.2LA y F0.05LA
hara que el porcentaje de colonizadores procedentes de F0.05LA presente en la
mezcla inicial sea ain menor. Una proporcion demasiado alta de F0.2LA en la
mezcla podria diluir demasiado los virus colonizadores presentes en FO0.05LA. Por
otra parte, usar una fraccion de F0.2LA demasiado pequefia, minimizaria las
ocasiones en que se puedan producir coinfecciones entre colonizadores de F0.2LA
y colonizadores de F0.05LA y, por tanto, mezclas fenotipicas. Por tanto, la
proporcién en la que se mezclen ambas poblaciones deberia ser un factor
importante a tener en cuenta si se pretende, con la ayuda de F0.2LA, rescatar a los
miembros minoritarios, pero de mayor fitness, de la poblacién F0.05LA, es decir,

aumentar su nimero con respecto al resto de haplotipos en la cuasiespecie.

La caracterizacion de haplotipos descrita en el capitulo anterior nos indicd
que en la poblacién F0.05LA existen individuos colonizadores, en muy baja
proporcién, que presentan marcadores genéticos indicativos de una cinética de

replicacién rapida. Estos individuos son susceptibles de ser seleccionados
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mediante cruce con la poblacién F0.2LA, aprovechando sus componentes

colonizadores, asociados a su corto tiempo de desencapsidacién.
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Se mezclaron las poblaciones FO.05LA (el pasaje 127 del linaje adaptado a
multiplicar en presencia de 0.05 pg/ml de AMD o serie F0.05) y FO2LA (el pasaje
62 del linaje adaptado a multiplicar en presencia de 0.2 pg/ml de AMD o serie
F0.2) en distintas proporciones (100:1, 1:1 y 1:100, siguiendo la relacién
F0.05:F0.2LA). Con estas mezclas se infectaron células FRhK-4 con una MOI
(multiplicidad de infeccién) de 2 en el caso de la proporcién 1:1 y de 1 en el resto,
afiadiendo 0.05 pg/ml de AMD al medio de cultivo. Las suspensiones viricas
producidas a partir de estas infecciones se utilizaron para realizar pasajes seriados
(32 en cada caso) en células FRhK-4 en presencia de 0.05 pg/ml de AMD. Cada
pasaje seriado se inocul6 con un volumen fijo de suspension virica, por lo que la
MOI dependi6 en cada pasaje de la cantidad de particulas infecciosas producidas
en el pasaje anterior. A estas series de pasajes, obtenidos a partir de mezclas de

F0.05LA y FO.2LA, las llamaremos poblaciones mixtas.

5.2.1 Cruce molecular entre F0.05LA y FO0.2LA: las poblaciones
mixtas producen mayor cantidad de particulas infecciosas que las
poblaciones de partida

Se cuantifico el titulo virico infeccioso de cada pasaje de las poblaciones
mixtas calculando la TCIDso/célula. Al principio de este trabajo se coment6 que la
produccion virica de las series F0.05 y F0.2 entré en una fase de estancamiento
tras muchos pasajes en presencia de AMD. En la Figura 19 puede apreciarse que
no hubo diferencias significativas en la produccion virica de la serie F0.05 entre los
grupos de pasajes 111 a 120 (LA) y 141 a 150 (LLA). Sin embargo, salvo en el caso
de la mezcla 1:100, la produccién promedio de las poblaciones mixtas entre los
pasajes 14 y 23 fue significativamente mayor que la de los pasajes equivalentes en
las series F0.05 (pasajes 141 a 150) y R0.05 (linaje obtenido a partir de la
poblacién FO.2LA, haciéndola replicar en presencia de 0.05 pg/ml de AMD, pasajes
14 a 23) (ver Figura 19 y Tabla 6). Por tanto, se produjo una mayor cantidad de
particulas infecciosas a partir de las mezclas de las poblaciones F0.05LA y F0.2LA
que al hacerlas multiplicar por separado (F0.05 LLA y RO0.05, Figura 19). En
pasajes posteriores, los niveles de produccién de las poblaciones mixtas 100:1 y

1:1 se mantuvieron, mientras que la producciéon de la 1:100 aumenté hasta
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resultar comparabable a las producciones de las otras dos poblaciones mixtas (ver

Tabla 6).
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Figura 19 Producciéon promedio de virus infecciosos producidos por célula en distintas
poblaciones del HAV. F0.05, LA: pasajes 111-120 de la serie F0.05 (virus multiplicando en
presencia de 0.05 pg/ml de AMD); F0.05, LLA: pasajes 141 a 150 de la serie F0.05; R0.05: pasajes
14 a 23 de la serie R0.05 (poblacion F0.2LA transferida nuevamente a un ambiente de 0.05 pg/ml
de AMD); 100:1, 1:1 y 1:100: pasajes 14 a 23 de las mezclas de las poblaciones FO.05LA y F0.2LA en
proporciones 100:1, 1:1 y 1:100 (F0.05LA:F0.2LA), respectivamente, puestas a replicar en
presencia de 0.05 pg/ml de AMD. La produccién de particulas infecciosas por célula esta expresada
como promedio del logaritmo decimal del nimero de TCIDso/célula. Las barras verticales
representan el error estindar. Las diferencias estadisticamente significativas (p<0.05) entre
poblaciones se sefialan utilizando el criterio de letras a#b.

Tabla 6 Produccion virica por célula promedio de varias poblaciones mixtas. La produccién
de virus por célula estd expresada como promedio del logaritmo del valor de TCIDso/célula + el
error estandar. Las diferencias estadisticamente significativas (p<0.05) entre poblaciones se
sefialan utilizando el criterio de letras a#b.

100:1 1:1 1:100

Pasajes 14-23 2.14+0.052 2.24+0.094 1.91+0.10P

Pasajes 24-32 2.29+0.082 2.22+0.034 2.14+0.06

Con el objetivo de observar posibles diferencias en la velocidad de
replicacién de las poblaciones mixtas entre si y con respecto a las poblaciones
parentales, se realizo un ensayo de formacién de calvas. Se infectaron placas de 6

pocillos que contenian monocapas confluyentes de FRhK-4 con el pasaje 30 de las
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poblaciones mixtas 100:1, 1:1 y 1:100, y se incluyé AMD en el medio postinfeccién
a una concentracion de 0.05 pg/ml. Diez dias después de la infeccion se fijaron las
células con formaldehido y se tifieron con cristal violeta. En estos ensayos, los virus
van infectando células adyacentes a medida que se van produciendo ciclos de
infeccion y lisis celular. De esta manera, el tamafno de las calvas, que aumenta con
el nimero de células infectadas, resulta una medida de la velocidad de difusién de
los virus, es decir, de su habilidad para colonizar nuevas células.

Tabla 7 Diametro de las calvas generadas por distintas poblaciones en presencia de 0.05
pg/ml de AMD, expresado como la media (en centimetros) * el error estandar. Las diferencias

estadisticamente significativas (p<0.05) entre las poblaciones se sefialan utilizando el criterio de las
letras a=a,b; a,b=b; a#b; etc.

Poblacién Diametro de calva (cm)
en presencia de AMD

F0.05LA 0.61 £ 0.042

FO.2LA 0.71 + 0.043D

100:1 p30 0.90 + 0.10bc

1:1 p30 1.07 + 0.05°¢

1:100 p30 0.95 + 0.16°¢

Las calvas de mayor didmetro se formaron a partir de la mezcla 1:1,
existiendo diferencias significativas con respecto a las poblaciones parentales de
las mezclas (FO0.05LA y F0.2LA) (Tabla 7). Las otras dos poblaciones mixtas
también formaron calvas mas grandes que sus poblaciones parentales en presencia
de 0.05 pg/ml de AMD, aunque las diferencias entre las calvas de la poblaciéon

100:1 y las de F0.2LA no fueron significativas.

5.2.2 Cruce molecular entre F0.05LA y FO.2LA: existe una relacion
entre produccion y porcentaje inicial de F0.2LA

Como se ha explicado en el apartado anterior, las poblaciones mixtas 100:1
y 1:1 produjeron una mayor cantidad de particulas viricas que la poblacion 1:100
durante los pasajes 14 a 23. Esta ultima poblacion era la que tenia una menor
cantidad inicial de la poblacién F0.05LA, la que ya estaba adaptada a las
condiciones experimentales, es decir, a un silenciamiento celular moderado.

Ademas, es en F0.05LA donde se encontraron los haplotipos $16 y A7, asociados a
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una mayor eficiencia promoviendo el inicio de la traduccién y a una mayor tasa de
sintesis proteica en presencia 0.05 pg/ml de AMD, respectivamente. Podria ser que
el hecho de que las poblaciones 100:1 y 1:1 alcanzasen antes que la poblacién
1:100 una productividad mayor que las poblaciones de las que partian se debiera
exclusivamente a que la mezcla inicial de la poblaciéon 1:100 contenia una menor
cantidad de la poblacion FO.05LA. Alternativamente, es posible que la presencia de
FO0.2LA contribuyera a la alta productividad de las poblaciones mixtas, aunque no
cuando la proporcidn inicial de F0.2LA es tan alta como en el caso de la mezcla
1:100. Para tratar de determinar si la inclusion de F0.2LA en las mezclas produce
un efecto positivo sobre la productividad de las poblaciones mixtas, se mezclaron
de nuevo las poblaciones F0.05LA y F0.2LA en distintas proporciones: 1:2, 2:1, 3:1,
10:1, 20:1 y 50:1 (siguiendo la relacién F0.05LA:F0.2LA). Estas mezclas se
utilizaron como in6culo para infectar monocapas de células FRhK-4 con valores de
MOI entre 1 y 1.5, afiadiendo 0.05 pug/ml de AMD en el medio postinfeccién. A
partir de las suspensiones viricas obtenidas se realizaron pasajes seriados (20 en
cada caso), del mismo modo que con las poblaciones mixtas 100:1, 1:1 y 1:100.

Cada pasaje fue titulado calculando la TCIDso/célula.

Al comparar el promedio de la producciéon de particulas infecciosas por
célula entre los pasajes 6 y 20 en todas las poblaciones mixtas se observa que la
mezcla 1:100, que contenia la mayor proporcién inicial de FO2LA, es la que
presenté una producciéon promedio mas baja (ver Figura 20). Sin embargo, al
realizar un analisis de regresion sin tener en cuenta la mezcla 1:100, existe una
excelente correlacion positiva (R=+0.91) entre la proporcion de F0.2LA presente
inicialmente en cada mezcla y la productividad de estas poblaciones entre los
pasajes 6 y 20 (medida como el promedio del logaritmo del TCIDso/célula) (ver
Figura 20). Esto sugiere que la presencia de la poblacién F0.2LA en la mezcla
inicial es beneficiosa de una manera dosis-dependiente, pero solo hasta un cierto
punto, ya que la mezcla con una mayor cantidad de F0.2LA dio lugar a la poblacién
mixta menos productiva entre los pasajes 6 y 20. Por tanto, es posible que la
poblacion FO.2LA haya ayudado a rescatar a los individuos mas productivos que se

encontraban en F0.05LA de forma minoritaria.
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Figura 20 Produccién media (expresada como el logaritmo decimal del TCIDso/célula) de los
pasajes 6 a 20 de las distintas poblaciones mixtas ensayadas. La linea corresponde a la recta de
regresion lineal simple. R%: coeficiente de determinacion. R: coeficiente de correlaciéon de Pearson.
Se excluy6 a la poblacién 1:100 del analisis.

5.2.3 El fitness relativo de FO0.2LA es superior en
condiciones de baja MOI: fenotipo colonizador

Se realiz6 un seguimiento de la variacién de la proporcién de FO.05LA y
FO.2LA a lo largo de los pases de las poblaciones mixtas 100:1, 1:1 y 1:100,
mediante el estudio de dos marcadores en VPO que distinguen a F0.05LA de
FO.2LA (F0.05LA posee una citosina en las posiciones 1298 y 1409, mientras que
FO.2LA presenta un uracilo en estas posiciones). En las mezclas 100:1 y 1:1,
durante los primeros pasajes, en los que la MOI present6 valores bajos (Tabla 8),
la poblaciéon F0.2LA aument6 su proporcion (Figura 21). Por tanto, el fitness de
F0.2LA es superior con respecto al de F0.05LA en condiciones de baja densidad
virica, por lo que FO0.2LA presenta caracteristicas de colonizador, algo que
concuerda con su tiempo de desencapsidacion con respecto al de FO.05LA (Tabla
5). En pasajes posteriores, sin embargo, la poblaciéon F0.05LA fue incrementando
su proporcién hasta desplazar a FO.2LA (Figura 21). En cuanto a la poblacién

1:100, durante los primeros pasajes el marcador de F0.05LA permanece
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indetectable, por lo que no podemos determinar si esta poblacion aumenté o

disminuy6 con respecto a F0.2LA.

Tabla 8 MOI de distintos pasajes de las poblaciones mixtas 100:1, 1:1 y 1:100, calculada en
funcion de la TCIDso/célula.

100:1 1:1 1:100
P1 1.00 2.00 1.00
P2 0.14 0.10 0.07
P3 1.06 1.76 1.47
P7 10.63 7.70 4.17
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Figura 21 Proporcién de las poblaciones F0.05LA y F0.2LA en las poblaciones mixtas 100:1,
1:1y 1:100 (F0.05:F0.2LA).
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5.2.4 Las mutaciones U359C, U590C y U726C aumentaron su
frecuencia en las poblaciones mixtas

Segin los resultados obtenidos en el capitulo anterior, las mutaciones
U359C, U590C y U726C, que se presentan de forma muy minoritaria en la
poblaciéon F0.05LA, producen un efecto positivo sobre la replicacion del virus
(HAV/7) en células FRhK-4. Para saber si en las poblaciones mixtas habia
aumentado el porcentaje de individuos portadores de estas mutaciones, elegimos
varios pasajes de las mismas y estudiamos en qué proporciones se hallaban
presentes dichas mutaciones en cada uno de ellos mediante secuenciacion de
Sanger, midiendo la altura relativa de los picos de cada nucledtido en los
cromatogramas de las secuencias consenso. En las tres poblaciones los picos de
citosina superan el 20% en cada una de las tres posiciones (359, 590 y 726) en los
pasajes mdas avanzados, llegando a encontrarse valores superiores al 80% en
algunos casos (ver Figura 22). En las poblaciones mixtas 1:1 y 1:100, las
mutaciones tardan mas en aumentar su proporcion (especialmente en 1:100), pero
alcanzan porcentajes mas altos (ver Figura 22). La apariciéon y aumento de estas
mutaciones concuerda bastante bien con el aumento en la frecuencia de las

subpoblaciones F0.05LA y FO.2LA (comparar Figura 21 Figura 22).

Las mutaciones U359C, U590C y U726C estaban presentes en el pasaje 30
de la poblaciéon 100:1 en menor proporciéon que en las poblaciones 1:1 y 1:100
(Figura 22). Segun estos resultados, en la poblaciéon 100:1 debe haber una menor
proporcién de individuos con genotipo $16-A7. Ademas, las calvas producidas por
el pasaje 30 de la poblacion 100:1 son ligeramente inferiores a las del pasaje
equivalente de la poblacién 1:1 (Tabla 7), lo que corrobora que la proporcién de
buenos colonizadores ($16-A7 o algin otro genotipo no testado) es inferior. Esto
sugiere que la presencia de una cierta proporcion de individuos procedentes de
FO.2LA en la mezcla inicial ayuda a que se seleccionen individuos colonizadores

procedentes de FO.05LA.

El que estas mutaciones tarden mas en detectarse y aumentar su
proporcidn en las poblaciones mixtas 1:1 y 1:100 es un resultado esperado, ya que
los individuos que las portan solo se detectaron en la poblacién FO.05LA, poblacién

que estaba presente en una menor cantidad en estas mezclas.
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Figura 22 Porcentaje de citosina en las posiciones 359 (—@— ), 590 (:-O-:) y 726 ( =¥-) de
las secuencias consenso de distintos pasajes de las poblaciones mixtas 100:1, 1:1y 1:100. La
linea roja representa la cantidad de particulas infecciosas producidas en cada pasaje, expresada
como el promedio del logaritmo decimal del nimero de TCIDsq/célula.

De entre todas las poblaciones analizadas, el pasaje 30 de la poblaciéon mixta
1:1 es el que contiene las mutaciones U359C, U590C y U726C en una mayor

proporcion. Por este motivo decidimos analizar la composicién de la cuasiespecie

de este pasaje mediante secuenciacion masiva de los mismos fragmentos que se
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seleccionaron en el estudio de las poblaciones parentales FO.05LA y F0.2LA: el

IRES y la region de VP1 que codifica para las posiciones 71 a 209.

5.2.5 Diversidad del IRES en el pasaje 30 de la poblaciéon
mixta 1:1 (FO0.05LA:F0.2LA): predominio del haplotipo ¢16

En el estudio del IRES se encontraron siete haplotipos diferentes (ver Tabla
9). De ellos, el mas abundante es el haplotipo ¢16, que se corresponde con el 88.68
% de las secuencias. Este haplotipo se hall6 en la poblacién F0.05LA y se diferencia
de la secuencia consenso de L0 en que contiene las mutaciones U359C, U590C y
U726C. Hay otros dos haplotipos presentes en la poblacién mixta (¢18 y $19) que
también presentan estas 3 mutaciones. En suma, alrededor del 90 % de las
secuencias de la mezcla 1:1 las presentan. El 10 % restante (haplotipos ¢$10, ¢$13,
¢15, presentes también en FO.05LA, y $17) contiene dos de ellas, presentandose
todas las combinaciones posibles (U359C-U590C, U359C-U726C y U590C-U726C).
Teniendo en cuenta todas las secuencias obtenidas mediante secuenciacién
masiva, el 95.4 %, 96.3 % y 98.2 % de las mismas contienen las mutaciones U359C,
U590C y U726C, respectivamente, mientras que, segin las alturas de los picos de
los cromatogramas de la secuencia consenso, las frecuencias de estas mutaciones
en la poblacién son del 79.7 %, 88.2 % y 90 % (comparar Figura 22 y Tabla 9).
Los picos en un cromatograma obtenido a partir de una reaccién de secuenciacion
de Sanger presentan cierta heterogeneidad. Por tanto, cuando existe un
polimorfismo de nucledtido simple, la altura de cada pico no refleja con exactitud
la frecuencia en la que se encuentre cada nucle6tido en la muestra secuenciada.
Esto puede explicar las diferencias entre las proporciones de las mutaciones
U359C, U590C y U726C encontradas con ambos métodos. No obstante, la presencia
de citosina en lugar de uracilo en cada una de las tres posiciones es mayoritaria en
esta poblacién, independientemente del método utilizado para cuantificar estos

polimorfismos.
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Tabla 9 Diferentes haplotipos encontrados mediante secuenciacion masiva del IRES en el
pasaje 30 de la poblacién mixta 1:1. Los cambios representan sustituciones nucleotidicas con
respecto a la secuencia consenso de L0. N: nimero total de secuencias obtenidas.

HAPLOTIPO CAMBIO(S) F?:E;’:gsc;f
$10 U590C, U726C 4.58
$13 U359C, U590C 1.78
$15 U359C, U726C 2.72
$16 U359C, U590C, U726C 88.68
$17 U359C, C609U, U726C 0.94
$18 U359C, A513G, U590C, U726C 0.79
$19 U359C, U590C, C609U, U726C 0.51

Se encontraron otras dos mutaciones con respecto a la secuencia consenso
de LO en los haplotipos ¢17, $18 y ¢19: C609U y A513G (Tabla 9). Las
poblaciones F0.05LA y F0.2LA ya presentaban ambas mutaciones, aunque en unos
haplotipos diferentes a éstos. Por tanto, no se encontré ninguna mutaciéon que no
hubiera sido observada con anterioridad en las poblaciones parentales. Sin
embargo, algunos de los haplotipos hallados en la poblacién mixta son nuevos
(617, 18y 19, Figura 23). Para que se formen estos haplotipos a partir de otros
presentes en la poblacién F0.05LA solo se necesita una mutacién puntual, mientras
que se requiere un minimo de dos y tres mutaciones para obtener los haplotipos
¢17 vy $18 y 19, respectivamente, a partir de alguno de los haplotipos que
componen la poblacién F0.2LA. De hecho, de los siete haplotipos hallados en la
poblacion mixta, no se observéd ninguno en FO0.2LA. En resumen, algunos
haplotipos encontrados en el IRES del pasaje 30 de la mezcla 1:1 estaban presentes
en la poblacion F0.05LA y otros son nuevos y genéticamente mas cercanos a

F0.05LA que a F0.2LA.

Para cuantificar la heterogeneidad de un espectro de mutantes en una
cuasiespecie se utiliza, entre otros parametros, la entropia normalizada de
Shannon (S.), una medida de la proporcién de secuencias idénticas en una
distribucién [270][97]. Los valores de la entropia normalizada de Shannon pueden
variar de 0 (nula diversidad) a 1 (diversidad maxima) [271]. La diversidad

génetica, medida segin este indice, es menor en la poblacién mixta que en sus
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poblaciones parentales (Sn,= 0.43, 0.15 y 0.09 en F0.05LA, F0.2LA y 1:1 p30,
respectivamente), en el fragmento de la region 5’'NCR estudiado mediante
secuenciacion masiva (ver Figura 23). Ademas, la diversidad en F0.2LA es mucho
menor que en F0.05LA, debido probablemente a que la presencia de una alta
concentracion de AMD da lugar a un ambiente mas restrictivo, en el que podra

mantenerse un niumero menor de variantes viricas.

F0.05LA FO.2LA

Hpl % S,=0.43 S,=0.15
. $1 39.10
Em$2 19.99
. $3 10.79
N $4 6.9
Em$5 4.52
b6 4.15
7 3.47
b8 1.55
=9 1.14
EE$10 1.58
Cé¢11 157
12 1.37
. $13 1.20
. $14 1.14
m $150.75
. $ 16 0.72

Hpl %
D1 1224
Em¢$2 315
N $ 4 80.05
—é12457

Hpl %
EEm$10 458
P13 158
15 272
B 16 88 68
Em$17 094
. $18 079
Em$19 051

1:1 p30
S,=0.09

Figura 23 Proporciones de los distintos haplotipos detectados mediante la secuenciacién
masiva del IRES de las poblaciones F0.05LA, FO0.2LA y 1:1 p30. Se indica el valor de la entropia
de Shannon normalizada (S.) de cada cuasiespecie.

5.2.6 Diversidad de la region intermedia de VP1 en el pasaje 30
de la poblaciéon mixta 1:1 (F0.05LA:F0.2LA): predominio del
haplotipo A7

Mediante el estudio por secuenciacion masiva de la region correspondiente
a los aminoacidos 71 a 209 de VP1 (nucle6tidos 2418-2834) del pasaje 30 de la

poblacién mixta 1:1 se detectaron 7 haplotipos diferentes (ver Tabla 10). El mas
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abundante (A7) representé el 88.67 % de las secuencias. Este y otros dos
haplotipos (A5 y A19) se encontraron también en la poblacién F0.05LA, pero no en
FO.2LA. El haplotipo A6 si estd presente en ambas poblaciones parentales. Por
ultimo, hay una serie de haplotipos (A21, A22 y A23) que no se hallaban presentes
en ninguna de las poblaciones de partida (ver Figura 24). Solo una mutacién
puntual diferencia a estos haplotipos de otros presentes en F0.05LA, mientras que
se necesita un minimo de dos sustituciones para transformar cualquiera de los
haplotipos hallados en F0.2LA en A21, A22 o A23 (ver Tabla 10). Por lo tanto,
también en este fragmento la cuasiespecie de la poblacion mixta es genéticamente

mas cercana a F0.05LA que a F0.2LA.

FO.05LA FO.2LA
$,=0.33
Hpl %

A1 099
B A4 2167 Hpl %
BN A5 1202 EEEA4 2427
BN A6 3625 EEEAG 6357
EEm A7 2587 EEmA11 399
EEE A15 058 EEEA12 091
C—IA16 064 EENA20 727
0 A17 064
EEm A8 061
N A19 074

Hpl %
A5 258
B 174
= A7 8867
mm A19 103
221 206
Emm A22 153
B 223 1.49

1:1 p31
5,=0.12

Figura 24 Proporciones de los distintos haplotipos detectados mediante la secuenciacién
masiva de la region VP1 correspondiente a los aminoacidos 71 a 209 de las poblaciones
F0.05LA, F0.2LA y 1:1 p30. Se indica el valor de la entropia de Shannon normalizada (S,) de cada
cuasiespecie.

De las seis mutaciones diferentes que se encontraron con respecto a la

secuencia consenso de LO, tres estaban presentes en FOO5LA y FO2LA (las que
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afectan a las posiciones aminoacidicas 85, 123 y 146), una solamente en F0.05LA
(en la posicién 110) y dos de ellas no se encontraron en ninguna de las poblaciones
parentales (las que atafien a las posiciones 76 y 157) (Tabla 10). Los haplotipos
encontrados en la poblacion mixta que resultan diferentes a los encontrados en
FO0.05LA y FO0.2LA contienen, o bien una combinacidn diferente de mutaciones que
ya se habian observado en estas otras poblaciones (en el caso de A22), o bien un
par de mutaciones presentes y una no presente en las poblaciones parentales (A21
y A23).

Tabla 10 Diferentes haplotipos encontrados en la region intermedia de VP1 (codones 71 a
209) en el pasaje 30 de la poblacion mixta 1:1 (F0.05LA:F0.2LA). Los cambios son con respecto
a la secuencia consenso de LO. Frecuencia de uso hace referencia al porcentaje en el cual se

encuentra el codén con respecto al codén sin6nimo mas abundante en humanos (ver introduccién,
Tabla 1). N: nimero total de secuencias obtenidas.

CAMBIOS DE CODON Y POSICION | o e cuENCIA

HAPLOTIPO FRECUENCIA DE USO E':'a\;';l (N=3212) RCDI

AS ATT (1) (61 %) = GTT (V) (34 %) 146 2.58 1.698
TTG (L) (26 %) = TTC (F) (100 %) 123

A7 88.67 1.668
ATT (1) (61 %) = GTT (V) (34 %) 146
ATC (1) (100 %) = GTC (V) (53 %) 85

A6 (FO2LA) | TTG (L) (26 %) > TTC (F) (100 %) 123 1.74 1.674
ATT (1) (61 %) = GTT (V) (34 %) 146
CCT (P) (78 %) = CCC (P) (100 %) 110

A19 1.03 1.670
ATT (1) (61 %) = GTT (V) (34 %) 146
TCC (S) (91%) = TCT (S) (77%) 76

A21 TTG (L) (26%) = TTC (F) (100%) 123 2.96 1.693
ATT (1) (61%) = GTT (V) (34%) 146
CCT (P) (78%) - CCC (P) (100%) 110

A22 TTG (L) (26%) = TTC (F) (100%) 123 1.53 1.639
ATT (1) (61%) = GTT (V) (34%) 146
TTG (L) (26%) - TTC (F) (100%) 123

A23 ATT (1) (61%) = GTT (V) (34%) 146 1.49 1.664
GCC (A) (100%) = GTC (V) (53%) 157

Al comparar los haplotipos encontrados en el IRES del pasaje 30 de la
poblaciéon mixta 1:1 (Tabla 9), vemos que solo un nucleétido diferencia al

haplotipo mayoritario $16 del resto, con la excepciéon de ¢17, que se distingue de
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®16 en dos posiciones. Lo mismo ocurre en el caso de VP1. La diferencia entre el
haplotipo mayoritario en la poblacion mixta (A7) y el resto de haplotipos
encontrados en dicha poblacion es de un tnico nucleétido, y de dos en el caso de
A19. Dada la cercania genética entre las distintas secuencias que se encontraron en
el pasaje 30 de la poblacion mixta 1:1, es posible que los individuos minoritarios
que se encuentran en esta poblacion procedan de otros que presentaban la
combinaciéon de haplotipos A7 y ¢16, es decir, estariamos al inicio de una nueva

cuasiespecie.

En esta region, la diversidad génetica, medida segun la entropia de Shannon
normalizada, también es menor en la poblacién mixta que en las poblaciones de las
que procede (Sh=0.33,0.22 y 0.12 en FO.05LA, F0.2LA y 1:1 p30, respectivamente)
(Figura 24). Como se comentd en la introduccion, la diversidad en una
cuasiespecie puede ser fundamental para la supervivencia de una poblacién virica
en un ambiente cambiante, como es el caso de las infecciones de organismos, en las
que los virus tienen que hacer frente a condiciones diversas y cuellos de botella,
como la replicacién en distintos tipos de célula que difieren en sus propiedades
fisiolégicas y bioquimicas o la transmisiéon de un individuo a otro [95]. La
diversidad se mantiene mas facilmente cuando la heterogeneidad ambiental es
acusada, de manera que ningin genotipo es el mejor adaptado a todas las
condiciones que la poblacién tiene que soportar [272]. Tedricamente, en cada uno
de los nichos o ambientes se seleccionarian unos especialistas diferentes, que
podrian coexistir en la cuasiespecie virica, previniéndose de esta manera la
exclusion competitiva [273]. El cultivo celular supone un ambiente mas estable que
las infecciones de organismos, lo que deberia permitir que los virus que son
pasados repetidas veces en un unico tipo celular evolucionen hacia una mayor
especializacion, purgandose las variantes con un fitness menor en esas condiciones
[274]. Sin embargo, la adicion de AMD en nuestros experimentos representa una
presion selectiva muy fuerte, tanto mas cuanto mayor es la concentracion de la
droga. Ello se ve claramente en la menor entropia de Shannon en la poblacién
FO.2LA frente a F0.05LA, en las dos regiones estudiadas. La entropia mas baja

observada en la poblacién mixta 1:1 es posiblemente debida a la seleccién de unas
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pocas variantes mejor adaptadas, que finalmente desplazaron al resto de variantes

presentes en la mezcla.

La region 5’'NCR estd altamente conservada entre los distintos genotipos del
HAV, debido a que su compleja estructura esta implicada en los procesos de
traduccidn y replicacion [124], siendo la divergencia maxima encontrada en esta
region del 5 % [124]. Por otra parte, la region que codifica para la proteina VP1 es
mas variable, encontrandose diferencias genéticas a nivel de nucleétidos desde el
10.6 y hasta el 23.5 % entre genotipos [99]. Esto concuerda con que en el IRES de
la poblaciéon mixta no se encontrase ninguna nueva mutaciéon con respecto a las
poblaciones parentales FO.05LA y F0.2LA, mientras que en VP1 se hallasen dos (en
las posiciones 76 y 157). Sin embargo, al comparar en las distintas poblaciones la
diversidad entre las dos regiones estudiadas utilizando la entropia de Shannon
normalizada (Sn) no se observan diferencias consistentes. La diversidad del
fragmento de VP1 con respecto al del IRES es mayor en la poblaciéon F0.2LA (0.22
frente a 0.15), y en el pasaje 30 de la poblacién mixta 1:1 (0.12 frente a 0.09), pero
menor en FO0.05LA (0.33 frente a 0.43) (comparar Figura 23, y Figura 24 y Tabla
11).

Tabla 11 Ratio entre las entropias de Shannon en la regiones VP1 y 5’NCR estudiadas, en las
poblaciones F0.05LA, FO.2LA y el pasaje 30 de la poblaciéon mixta 1:1

F0.05LA F0.2LA 1:1 p30

Sn VP1/ Sn 5'NCR 0.77 1.47 1.33

El que la entropia en la region 5’NCR sea mayor que en VP1 en la poblacion
FO.05LA representa un resultado inesperado. Ello se podria explicar porque la
adaptacion a AMD implica una adaptacién en varias etapas: durante los primeros
pases, una deoptimizacibn en el uso de codones en aquellas zonas
estructuralmente sensibles, como se observé en la poblaciéon F0.05A, precursora
de F0.0.5LA [189]; posteriormente, una optimizaciéon en zonas sin constricciones
estructurales, como se observa en la poblacién F0.05LA [39], y por ultimo se
podria seleccionar un IRES mas eficiente que aprovechase el aumento en la

velocidad de elongacion propiciado por la optimizacion.
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En el capitulo anterior se mostro6 que la presencia del codén ATC en lugar de
GTC en la posicion 85 aumenta la tasa de traduccion de la proteina VP1. Mientras
que el 40.3 % y el 0 % de las secuencias en las poblaciones F0.05LA y F0.2LA,
respectivamente, presentaban ATC en esta posicion, en la poblacion mixta
estudiada este valor es del 98.3 %. También se puso de manifiesto que la
combinacion de las mutaciones U359C, U590C y U726C aumenta la actividad del
IRES en células FRhK-4. La combinaciéon de estas tres mutaciones en el IRES,
ausente en la poblacién F0.2LA, solo se presentd en un 0.7% de las secuencias de
F0.05LA, mientras que alrededor del 90 % de las secuencias de la poblacién mixta

la portaba.

Los haplotipos, A7 y ¢$16, que presentan ATC en la posicion 85 y las
mutaciones U359C, U590C y U726(, respectivamente, estan presentes en un 88.7%
de los individuos en la poblacién mixta 1:1 p30. Aun suponiendo que la asociacién
entre ambos haplotipos sea la minima posible, es decir, que los genomas que
contienen los haplotipos ¢ minoritarios (10, 13, 15, 17, 18 y 19) presenten A7, y
que los haplotipos A minoritarios (5, 6, 19, 21, 22 y 23) coincidan en genomas que
contienen el haplotipo ¢16, un 66.1% de los individuos de la poblacién deben
presentar la combinacién ¢16-A7. Por lo tanto, teniendo en cuenta los resultados
de ambos capitulos, en comparacion con las poblaciones F0.05LA y F0.2LA, la
mayoria de los individuos de la poblacion mixta 1:1 p30 se caracteriza por tener un
IRES mas eficaz acompafiado de una secuencia codificante de una region de VP1

que es traducida mas rapidamente.

5.2.7 Determinacion del efecto de las mutaciones U359C, U590C
y U726C sobre la velocidad de traduccion de los haplotipo A6 y A7

Dado que la mayoria de individuos de la poblacién mixta estudiada deben
contener las secuencias correspondientes a $16 y A7 estudiamos el efecto que las
mutaciones que caracterizan a ¢16, que confieren una mayor eficacia al IRES del
HAV en células FRhK-4, producen sobre la velocidad de traduccién del haplotipo
A7, y si este efecto es similar en el haplotipo A6, que se encontraba de forma
mayoritaria en las poblaciones parentales F0.05LA y F0.2LA y se caracteriza por

presentar una tasa de traduccién mdas baja que A7. Para ello se introdujeron las
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mutaciones U359C, U590C y U726C en el IRES de los dos vectores bicistrénicos
derivados de G1RC que contienen los haplotipos A6 y A7 entre el IRES del HAV y el
gen que codifica para la luciferasa de Photinus pyralis (FLuc) y que se usaron en el
capitulo anterior. En estos plasmidos, la cantidad de proteina luminiscente
producida depende de la velocidad a la que se traduce el haplotipo
correspondiente. Una vez construidos estos plasmidos, se transfectaron en células
FRhK-4, afiadiendo AMD al medio post-transfeccion en una concentracion de 0.05
pg/mly se midieron los valores de FLuc/RLuc un dia después de la transfeccion. La
construccion de estos dos plasmidos fue realizada por Lucia D’Andrea, y se pueden

encontrar mas detalles de estos experimentos en su tesis doctoral [68].
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Figura 25 Tasa de traduccién, expresada como la relacién FLuc/RLuc, de los haplotipos A4,
A6 y 47, clonados en el plasmido G1RC (columnas de la izquierda, signo -) o en el mismo
plasmido con las mutaciones U359C, U590C y U726C (columnas de la derecha, signo +), en
presencia de 0.05 pg/ml de AMD. Los datos de FLuc/RLuc sin las mutaciones (columnas de la
izquierda) fueron presentados en el capitulo anterior, pero se han incluido también en esta grafica
para compararlos con los datos de FLuc/RLuc con mutaciones. Existen diferencias significativas
(P<0.05) cuando las letras son diferentes. Se indican dos analisis diferentes: en mintscula cuando
se comparan los valores entre distintos haplotipos clonados en el mismo pldsmido, y en maytsculas
cuando se comparan los valores de un mismo haplotipo sin y con las mutaciones U359C, U590C y
U726C.

Las velocidades de traduccion de A6 y A4 no se ven afectadas por las

mutaciones introducidas en el IRES (Figura 25), mientras que A7, que ya poseia
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una velocidad de traduccion mayor a las de A6 y A4 en ausencia de estas
mutaciones, ve incrementada su tasa de traduccién 18.7 veces cuando las
mutaciones U359C, U590C y U726C se encuentran presentes (Figura 25). Por
tanto, estas mutaciones afectan de manera diferencial a la traduccién de distintas
secuencias codificantes de la proteina VP1 de la capside del HAV. Recordamos que
la diferencia entre A6 y A7 es Gnicamente una sustitucién en la posiciéon 85. Como
habiamos sefalado, la presencia en esta posicién del codén ATC en lugar de GTC
hace aumentar la velocidad de traduccidn, en presencia de actinomicina D, del
fragmento de VP1 que estamos estudiando. Este aumento se ve potenciado por la

presencia de las tres mutaciones en el IRES.

Como hemos visto, el pasaje 30 de la poblacion mixta 1:1 debe estar
constituido por una mayoria de individuos de genotipo $16-A7 y esta combinacién
se caracteriza por conferir una mayor eficiencia de traduccién. Es probable que
estos individuos, al ser traducidos mas rapidamente, puedan producir antes
nuevas particulas infecciosas, que seran liberadas al espacio extracelular y podran
infectar nuevas células a una velocidad mayor que en el caso de otros genotipos de
traduccion mas lenta. Esto explicaria que las calvas de la poblaciéon mixta 1:1 sean
mas grandes que las de FO.05LA y FO0.2LA, ya que la poblacion mixta estaria
constituida mayoritariamente por individuos que son buenos colonizadores. El
aumento en la proporcién de genomas con genotipo ¢16-A7 detectado en la
poblacién mixta 1:1 pudo ser propiciado en parte por la baja MOI utilizada en el
primer pasaje, ya que en estas condiciones los colonizadores tienen ventaja sobre
los competidores, al ser menos frecuente el nimero de coinfecciones y al quedar
una proporcion de células no infectadas en un primer ciclo que podran serlo por la

progenie de los virus colonizadores [89]

5.2.8 La secuencia consenso del pasaje 30 de la poblacion
mixta 1:1: poblacion HM-175-HP

Como se ha mencionado, la productividad promedio de las poblaciones
mixtas fue superior, tras varios pasajes, a la de las poblaciones de las que
procedian. Esto podria deberse al aumento de la proporcién de individuos de

genotipo $16-A7. No obstante, es probable que otras regiones del genoma también
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participen en este aumento del titulo. Con el fin de obtener informacién sobre estas
otras regiones, se realizé la secuenciaciéon mediante la técnica de Sanger (secuencia
consenso) de la totalidad del genoma del pasaje 30 de la poblaciéon mixta 1:1. Para

abreviar, llamaremos HM-175-HP (de High Productivity) a este pasaje.

Las secuencias consenso de F0.05LA (numero de acceso GenBank:
KF724019) y FO.2LA (ndmero de acceso GenBank: KF724021) se diferencian entre
si en 14 nucleétidos (ver Tabla 12). En la secuencia consenso de HM-175-HP,
algunas de estas posiciones coinciden con F0.05LA (9), otras con F0.2LA (4),
mientras que en un caso (posicién 1504) hay un nucleétido diferente, que coincide
con el que presenta la poblacién LO (nimero de acceso GenBank: KF724017).
Ademas de estos marcadores, hay otra serie de posiciones (8) en las que F0.05LA y
FO.2LA coinciden y HM-175-HP presenta un nucleétido distinto (Tabla 12 y
Figura 26). En uno de estos casos (posicion 2460), HM-175-HP y L0 coinciden. En
el resto, HP presenta un nucleétido diferente al de estas tres poblaciones. En

resumen, 12 mutaciones diferencian a HM-175-HP de la poblacién estandar LO.

VP4 3B
5NCR | VP2 VP3 VP1 2A 2B 2 3Al 3c 3D
s ]
—
g — - " - "
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Figura 26 Representacion de los cambios de la secuencia consenso de HP con respecto a las
poblaciones L0, F0.05LA y F0.2LA. Las dos zonas estudiadas mediante secuenciacién masiva se
encuentran subrayadas bajo la figura que representa a LO0.

Las mayores acumulaciones de diferencias entre la secuencia consenso de

HP y las de sus poblaciones parentales FO.05LA y F0.2LA se dan en 5'NCR, en la

mitad 3’ de la region que codifica VP2 mas el extremo 5’ de VP3 y en la mitad 5’ de
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VP1 (ver Figura 26). La acumulacién de mutaciones en estas regiones puede
indicar la importancia del uso de codones de la capside en el proceso de
adaptacion a distintas concentraciones de AMD [189], asi como la importancia de
la region 5’NCR en la adaptacion a cultivo celular [162][163]. Estas regiones han
sido parcialmente secuenciadas mediante pirosecuenciacidon, como se ha descrito
anteriormente. Los resultados de la secuenciacion de Sanger y la secuenciacion
masiva coinciden en la mayoria de las posiciones. Es destacable, sin embargo, la
existencia de disparidad en la posicién aminoacidica 123 de VP1 en la poblacién
FO0.05LA. E1 63.3 % y el 36.7 % de las secuencias obtenidas mediante secuenciacion
masiva contienen UUC y UUG, respectivamente. Sin embargo, segin la secuencia
consenso, FO0.05LA presenta UUG en esa posiciéon. Esta incongruencia
probablemente sea debida a diferencias en los tamafios de los picos de los
cromatogramas causadas por la heterogeneidad de la técnica de Sanger, y no por
diferencias reales en la composiciéon de la cuasiespecie. Asi, la secuenciacién de
Sanger puede dar una informacién incorrecta sobre cudl es el nucleétido mas
abundante en una cuasiespecie cuando éste no esta presente en un porcentaje lo

suficientemente alto de secuencias en la poblacion.

Segun el estudio de secuenciaciéon masiva de los fragmentos pertenecientes
a las regiones 5’NCR y VP1, es probable que el origen de la mayoria de individuos
que conforman la poblaciéon HP se encuentre en ciertos individuos que formaban
parte de FO0.05LA de forma minoritaria y que incrementaron su frecuencia, con la
ayuda en parte de individuos procedentes de FO.2LA. Sin embargo, no podriamos
llegar a esa conclusién limitandonos a analizar la informacién contenida en las
secuencias consenso. Primero, porque la secuencia consenso no aporta
informacion sobre los genotipos individuales que componen una poblacién, ni
siquiera podemos saber cual es la secuencia dominante [275]. Y, en segundo lugar,
porque en nuestro caso, algunos marcadores en HP coinciden con F0.2LA y no con
F0.05LA, como ya hemos comentado (Figura 26). Un ejemplo de lo engafioso que
puede resultar el uso de la secuencia consenso con el fin de inferir el origen de una
poblaciéon lo encontramos en el fragmento de VP1 estudiado mediante
secuenciaciéon masiva. En él, el 88.7 % de las secuencias de HP son idénticas a un

haplotipo que esta en una frecuencia del 25.9 % en F0.05LA y ausente en F0.2LA
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(A7), mientras que en el mismo fragmento secuenciado mediante la técnica de
Sanger, encontramos un marcador nuevo (en la posicién aminoacidica 85 de VP1)
y otro que coincide con F0.2LA (en 123), por lo que concluiriamos que, en ese
fragmento, la poblaciéon HP es mas parecida a FO.2LA (Tabla 12). La informacién
contenida en la secuencia consenso puede resultar util para trazar el origen de las
cepas del HAV circulantes [100], o interpretar procesos de seleccion y deriva
genética en los casos en los que no sea necesaria la informacion sobre el espectro
de mutantes [276]. Sin embargo, la secuencia consenso no da una informacién
fiable sobre el origen de la poblaciéon HP, originada a partir de la mezcla de dos

poblaciones genéticamente estrechamente relacionadas.

Tabla 12 Cambios de la secuencia consenso del pasaje 30 de la poblacion mixta 1:1 con respecto a las
poblaciones F0.05LA y FO0.2LA. Se sigue la numeracion de la cepa wt HM175 (numero de acceso
GenBank: M14707). aa: aminoacido de la proteina correspondiente.

Region | Nucleétido | aa LO FO.05LA | FO.2LA ;3:) Cambios de coddn

5’NCR 359 - U U U C -

5’NCR 513 - A A G A -

5’NCR 590 - U U u C -

5'NCR 726 - U U U C -
VP2 1203 134 A A A G AGC (S) / GGC (G)
VP2 1298 165 C C U C UAC (Y) / UAU (Y)
VP2 1409 202 C C U C CUC(L)/ CUU (L)
VP3 1504 12 C G A C GGG (G)/Czﬁ:;; (E)/ 6C6
VP3 1895 142 A A G A AUA (1) / AUG (M)
VP1 2280 25 A G A A GUA (V) / AUA (1)
VP1 2334 43 U U C U UCA (S) / CCA (P)
VP1 2385 60 U U U C UUA (L) / CUA (L)
VP1 2460 85 A G G A GUC (V) / AUC (1)
VP1 2576 123 G G C C UUG (L) / UUC (F)
2C 4156 54 A G A G AGA (R) / AAA (K)
2C 4931 312 C C C U CUC (L) / CUU (L)
3A 5088 29 G G A G GGC (G) / AGC (S)
3C 5607 106 A C A C CAA (Q) / AAA (K)
3D 6064 39 C C U U GCU (A) / GUU (V)
3D 6242 98 G G A A GGG (G) /GGA (G)
3D 6779 277 U U A U GCU (A) / GCA (A)
3D 6836 296 C C C U GTC (V) / GTT (V)
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De las 9 posiciones que en la secuencia consenso de HP son diferentes a
F0.05LA y FO.2LA, 4 (las correspondientes a las posiciones 359, 590, 726 y 2460)
se encuentran en las regiones analizadas mediante secuenciaciéon masiva. En todos
los casos, las mutaciones que forman parte de la secuencia consenso de HP ya se
encontraban presentes, de forma minoritaria, en el pool de haplotipos que
componen F0.05LA. Los otros 5 marcadores que distinguen a HP de F0.05LA y
FO0.2LA (posiciones 1203, 1504, 2385, 4931 y 6836) podrian también encontrarse
en la cuasiespecie de F0.05LA de forma minoritaria. No obstante, no podemos
descartar que estos marcadores tengan su origen en la aparicion de nuevas

mutaciones durante las sucesivas rondas de replicacion.

Los marcadores que, en las regiones que no hemos estudiado mediante
secuenciacion masiva, son iguales en las secuencias consenso de F0.2LA y HP y
distintos en F0.05LA (posiciones 2280, 6064 y 6242) también podrian tener su
origen en secuencias minoritarias de la poblacién F0.05LA. Alternativamente, se
podrian haber adquirido mediante mutacién o mediante intercambio genético con
individuos provenientes de F0.2LA. Se han observado procesos de recombinacién
entre distintas cepas del HAV en cultivo celular [277][160]. Se ha propuesto que el
proceso de recombinaciéon en el HAV es similar al que ocurre en en otros
picornavirus: durante la sintesis de la cadena negativa el complejo de replicaciéon
cambia de molde y continda copiando otra molécula de RNA virico [160]. Existen
diversos métodos para detectar recombinacién entre genomas e identificar puntos
calientes de entrecruzamiento. La mayoria de estos métodos son mejores cuanto
mayor es la divergencia entre las secuencias, porque habra mas informacién
disponible para reconocer las huellas de la recombinacion [278]. Incluso la prueba
de homoplasia [279], un método desarrollado para detectar recombinacion en
secuencias poco divergentes, deja de ser fiable si las secuencias difieren en menos
del 1 % de los nucledtidos. Teniendo en cuenta que las secuencias consenso de
FO.05LA y FO0.2LA se diferencian en un 0.19 %, no podemos saber si ha habido

recombinacion entre individuos de ambas poblaciones.

En la secuencia consenso aparecen las mutaciones que permiten a HP tener
un IRES mas eficiente (U359C, U590C y U726C) y una mutaciéon en la regién

codificante de VP1 que es importante para aumentar la tasa de produccién de esta
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proteina (GTC—ATC en la posicién 85). La secuencia consenso puede ser util para
detectar otros marcadores presentes en HP en regiones que no se estudiaron por
secuenciacion masiva y que pueden contribuir al fenotipo de dicha poblacién
mixta, como los que se encontraron exclusivamente en HP, en las regiones que
codifican para 2C, 3D y VP2 (ver Figura 26 y Tabla 12). Una de estas mutaciones
(C4931U) es un cambio sinénimo en el gen de la proteina no estructural 2C, uno de
los puntos calientes de acumulacién de mutaciones durante la adaptacion a cultivo
celular [161]. Esta proteina, altamente conservada entre los picornavirus, realiza
multiples funciones: se une a membranas, induciendo la formacién de vesiculas
[280][281], interacciona con la region 3’ terminal de la cadena negativa del RNA

del virus [59] y funciona como ATPasa y GTPasa [282].

En HP se encontré una mutacién sinénima (C6836T) en la regién que
codifica para la polimerasa (3Drel), una regiéon que contiene determinantes que
controlan la cinética de replicacion del HAV [283]. 3Dre! se encarga tanto de copiar
el genoma infeccioso, de sentido positivo, creando cadenas negativas
complementarias, como de sintetizar nuevos genomas a partir de estas cadenas
negativas. La replicacion del RNA del HAV es ineficiente, siendo uno de los factores
que restringen la multiplicacién del virus [160]. Sin embargo, ciertas mutaciones
en la polimerasa pueden aumentar la eficiencia de la replicaciéon del HAV. Por
ejemplo, la mutacién T6069G, que produce el cambio de aminoacido F42L,
incrementd la tasa de replicacion del RNA en células FRhK-4, aunque no la
produccion final de virus [283]. Por otra parte, Konduru et al. [283] publicaron que
un cambio no sinénimo en la posicién 7027 potencié el efecto de la mutacion
T6069G. El Unico cambio no sinébnimo que se detectd en la secuencia consenso de
la poblacion HP en 3Drol, y que comparte con F0.2LA, es la sustitucién C6064T, que
produce el cambio aminoacidico A39V. A pesar de que esta mutacion se localiza
cerca de F42L, no se encontré una correlacion entre esta mutaciéon y un
incremento de la replicacién del RNA o entre dicha mutacién y los cambios en la
infectividad especifica observados durante la adaptaciéon a distintos niveles de
silenciamiento celular [39]. Ademads, el cambio A39V mantiene un motivo

conservado en la familia Picornaviridae, que pasa de PAA a PAV.
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Otra de las mutaciones exclusivas de HP (con respecto a LO, FO.05LA y
F0.2LA) es un cambio aminoacidico en la proteina estructural VP2 (S134G). Esta
mutacién se localiza cerca de uno de los dominios tardios de dicha proteina. Estos
dominios participan en la unién a ALIX, una proteina que estd implicada en la
inclusién del virus en cuerpos multivesiculares y su liberacion en forma de eHAV
[2]. La mutaciéon S134G podria afectar a la interaccion con la proteina ALIX,
propiciando una introduccién mas eficiente del virus en los cuerpos
multivesiculares. El estudio de esta hipotesis forma parte de los objetivos de otra

tesis doctoral que actualmente se esta desarrollando en el grupo de Virus Enterics.
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La produccioén virica continda siendo un punto critico para el sector de la
producciéon de antigenos. Debido al pequefio tamafio de los virus es dificil
conseguir las cantidades de antigeno requeridas para producir vacunas inactivadas
y kits de diagndstico. Un claro ejemplo de ello es la produccién de capsides del
virus de la hepatitis A (HAV), debido a que es un virus que replica ineficientemente
en cultivo celular, y solo unas pocas cepas han sido adaptadas a replicar in vitro.
Por ello, los costes de producir lotes del HAV a escala industrial resultan muy

elevados.

El fenotipo de lenta replicacion del HAV puede explicarse por tres factores
clave interrelacionados. Primero, el sitio interno de entrada del ribosoma (IRES) es
muy ineficiente dirigiendo la traduccién [7][200]. Segundo, este virus es incapaz
de inhibir la sintesis de proteinas celulares [284]. Tercero, presenta un uso de
codones altamente deoptimizado [19]. Recientemente se ha empleado la biologia
sintética para recodificar genomas de virus de RNA. Se ha demostrado que la
deoptimizacion a gran escala del uso de codones (y de pares de codones) en la
region codificante de la capside reduce de forma efectiva la tasa de traduccién
virica, al perjudicar a los genomas viricos en su competicién con los mRNA
celulares en condiciones de limitada disponibilidad de aminoacidos y tRNA
[259][285][286]. Se podria pensar que, de manera inversa, podria generarse un
genoma del HAV con una alta tasa de traducciéon mediante una optimizacion
general de su uso de codones. Sin embargo, los estudios realizados en el seno de
nuestro grupo sugieren que aplicar esta estrategia resultaria contraproducente en
el caso del HAV, ya que el correcto funcionamiento de la capside de este virus
depende de la regulacion de la velocidad de la traduccion, lo cual se logra por la

presencia de ciertos codones raros.

De forma alternativa a la creacion de virus artificiales, la obtencion de virus
con mayores tasas de traducciéon puede alcanzarse mediante la seleccion de
variantes minoritarias presentes de forma natural en una cuasiespecie. El uso de la
variacién genética que ocurre naturalmente es el fundamento no solo de los
sistemas tradicionales de mejora vegetal y animal, basados en el fenotipo, sino de
estrategias mas modernas como la seleccion genomica. En estas ultimas técnicas, la

seleccion de los individuos destinados a la reproduccion se realiza en funciéon de
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los genes o regiones genémicas que afectan a las caracteristicas de interés [287].
En este trabajo se han aplicado conceptos de la seleccién gendémica a las
cuasiespecies viricas, como parte de un proceso de “mejora virica”. La seleccién
genomica se basa en el uso de informacidon gendémica para predecir los valores de
cria para caracteristicas fenotipicas particulares. Sin embargo, mientras en
organismos superiores la seleccion gendmica se fundamenta en el estudio de
largas regiones genomicas debido a la naturaleza poligénica de las caracteristicas
de interés, en el caso de las cuasiespecies viricas la secuenciaciéon profunda de

ciertas regiones gendmicas también puede presentar importancia predictiva.

Con el objetivo de obtener una poblacién del HAV de replicacion rapida,
utilizamos como material de partida dos poblaciones (F0.05LA y F0.2LA) que
presentaban cambios en su uso de codones, obtenidas tras adaptar la cepa HM-
175/43c a replicar en presencia de moderados y altos niveles de silenciamiento
celular. La prediccion de los valores de “cria” o mejora de productividad de estas
poblaciones se realiz6 mediante secuenciacién masiva ultra-profunda de dos
fragmentos gendmicos (parte de la region 5’'NCR y la region codificante de la
proteina VP1). La eleccién del fragmento de 5’ NCR (posiciones 332-762) se basé
en que contiene la mayor parte del IRES, region responsable del reclutamiento de
la maquinaria traduccional. Por otro lado, la regiéon de VP1 situada entre las
posiciones 2394-2852 fue escogida porque mostraba unos valores de RCDI (indice
relativo de deoptimizaciéon de codones) de los mas bajos de la capside y que
mostraron un descenso adicional en las poblaciones adaptadas a actinomicina D,
en comparaciéon con la poblacién no adaptada. En la poblacién F0.05LA se
detectaron individuos minoritarios (0.72% del total de la poblacion) con tres
mutaciones en el IRES que le conferian una actividad significativamente superior.
Por otro lado, en esta misma poblacién un 26 % de los individuos mostraban
cambios en algunos codones en la region de VP1 que se asociaron a una mayor
actividad de traduccién. En cuanto a la poblacion F0.2LA, ésta no presentaba
individuos predeciblemente de alta productividad en condiciones de moderado
silenciamiento celular, pero presentaban una estrategia poblacional de tipo
colonizador, mediada por un muy corto tiempo de desencapsidaciéon en

comparacién con la poblacion F0.05LA. En contraposicién, esta ultima era
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mayormente de estrategia competidora, aunque los individuos minoritarios de

rapida replicacién podrian considerarse de estrategia colonizadora.

Por consiguiente, se puede concluir que una minoria de individuos
presentes en la poblacion F0.05LA mostraba valores de prediccion de alta
productividad virica. Para favorecer la amplificaciéon de esta fraccién minoritaria
de individuos se siguié una doble estrategia. Por un lado, se realiz6 el cruce
molecular de la poblacién F0.05LA, que contiene las variantes de interés, con la
poblaciéon F0.2LA, con el objetivo de que los individuos de replicacion rapida
presentes en FO0.05LA pudiesen ser rescatados por la poblacién F0.2LA. Ademas,
como la selecciéon de los individuos minoritarios podria depender de las
condiciones de multiplicidad de infeccién, se us6 una MOI baja. Los primeros pases
de las mezclas realizadas en condiciones de baja MOI mostraron que F0.2LA es una
poblacién colonizadora, tal y como habiamos predicho. Mediante esta doble
estrategia se consiguid seleccionar un clon minoritario en FO.05LA que presentaba
un IRES mas activo (haplotipo ¢16) y la region VP1 que se traduce mas
rapidamente (haplotipo A7). Estos experimentos de molecular breeding
representarian una aplicacién biotecnolégica del concepto general de seleccién
dependiente de densidad, en combinacién con conceptos de dindmica de

poblaciones [87][266][267][89].

Como resultado, se seleccion6 una poblacién con un fenotipo de rapido
crecimiento y mayor productividad que las poblaciones de partida y, por tanto, de

un gran valor afiadido desde un punto de vista biotecnolégico.
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Conclusiones

Las mutaciones U359C, U590C y U726C otorgan una mayor actividad al
IRES del HAV en células FRhK-4.

El valor del RCDI de la region P1 del HAV es un predictor adecuado de la
eficiencia de traduccidn.

La secuenciacién masiva de las regiones 5’ NCR (posiciones 332-762) y VP1
(posiciones 2394-2852) de las poblaciones F0.05LA y FO0.2LA del HAYV,
adaptadas a moderados y altos niveles de silenciamiento celular
respectivamente, ha permitido identificar distintas composiciones de
haplotipos tanto a nivel cualitativo como cuantitativo.

La secuenciacion masiva de fragmentos de las regiones 5’NCR (posiciones
332-762) y VP1 (posiciones 2394-2852) de poblaciones del HAV se ha
usado como parte de un proceso seleccion gendémica por marcadores para
predecir la rapidez de replicacion de los individuos de dichas poblaciones.
La secuenciacion masiva en 5’'NCR muestra que la proporcién del haplotipo
¢16 (que contiene las mutaciones U359C, U590C y U726C, y por ello un
IRES mas activo) es de 0.72 % y 0 % en FO.05LA y FO.2LA, respectivamente.
La secuenciacién masiva en VP1 muestra que la proporcién del haplotipo A7
(con un valor de RCDI de 1.67 y una mayor tasa de traducciéon) es de 26 % y
0 % en FO.05LA y FO.2LA, respectivamente.

El cruce molecular entre las poblaciones parentales FO.05LA y F0.2LA, que
tienen caracteristicas de poblacion competidora y colonizadora
respectivamente, ha permitido rescatar los individuos altamente
minoritarios presentes en la poblacion F0.05LA con genotipo ¢16-17,
dando lugar a la poblacién HM-175-HP.

El fenotipo de la poblacion HM-175-HP es de rapida replicacion y mayor
productividad que sus poblaciones parentales y por ello de alto interés

biotecnoldgico.

131






8 MATERIALES Y METODOS

133






Materiales y métodos

8.1 Poblaciones viricas

En este estudio se hizo uso de algunas poblaciones viricas derivadas de la
cepa citopatogénica HM-175/43c del HAV (numero de acceso GenBank: M59809,
[168]) que habian sido producidas en el grupo de Virus Entérics [189]. Mediante
pasajes seriados a intervalos de 7 dias en células FRhK-4, se hizo multiplicar el
virus en ausencia de actinomicina D (AMD, Sigma) o en presencia de 0.05 pg/ml o
0.20 pg/ml de AMD. Se realizaron 155 pasajes en presencia de 0.05 pg/ml de AMD
(serie F0.05). Tras 65 pasajes en 0.05 ug/ml de AMD se sometid a la poblacién
virica a una concentracion mayor de la droga (0.20 pg/ml) durante 90 pasajes
(serie F0.2) [189] (ver Figura 27). A partir del pasaje 62 de la serie F0.2 se inici6
una nueva serie de pasajes haciendo replicar de nuevo el virus en presencia de

0.05 pg/ml durante 20 pasajes (serie R0.05) [189].

&8

ng%é@ il
TP
A 28X
pHM175/43C 0.05 u:}:,, AMD 0.05 ug/ml AMD
iooooon iooopo oo ¥ Serie F0.05
65X ™
0.05 pg/ml AMD o S
Y, I a Serie F0.2
G 28X
0.2 pug/ml AMD
O
" a @ @6 Serie R0.05

20X
0.05 pg/ml AMD

Figura 27 Esquema del flujo de trabajo realizado en el grupo de Virus Enterics para la
obtenciéon de poblaciones del HAV adaptadas a diferentes niveles de silenciamiento celular.

Imagen adaptada de [39].

De todas estas poblaciones, se utilizaron las siguientes en este estudio:

- L0 o poblacién parental: 5 pasajes en ausencia de AMD.
- FO0.05LA o poblacién largamente adaptada a 0.05 ug/ml de AMD: 127 pasajes
en presencia de 0.05 pg/ml de AMD.
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- FO0.2LA o poblacion largamente adaptada a 0.20 ug/ml de AMD: 65 pasajes
en presencia de 0.05 pg/ml de AMD + 62 pasajes en presencia de 0.20
pg/ml de AMD.

8.2 Lineas celulares

Las distintas poblaciones viricas utilizadas en este estudio fueron
propagadas en la linea celular continua FRhK-4 (ATCC CRL 1688). Esta linea
celular posee una morfologia epitelial y deriva de células embrionarias de rifién de
mono rhesus (Macaca mulatta). Estas células se cultivaban en un incubador de CO>
a 37 °C en medio esencial minimo (MEM) con sales de Earle suplementado con un
15% de suero fetal bovino inactivado (SFBi), aminoacidos, antibidticos y
soluciones tamponadoras. Las células se subcultivaban cada 7-8 dias segun
protocolos clasicos de cultivo celular y se sembraban con una relaciéon de
multiplicacion 1:3, obteniendo una monocapa confluente después de 2-3 dias de

incubacion.

Para la transfeccidn de transcritos del virus de la hepatitis A se utilizaron
células FRhK-4 y AGMK GL37. El clon continuo GL37 [258] de las células de rifién
de mono verde africano (Cercopithecus aethiops) AGMK (llamadas AGMK GL37 en
este trabajo) fue gentilmente cedido por G. Kaplan, del Center for Biologics
Evaluation and Research (Maryland, Estados Unidos). Se cultivé en un incubador
de COz a 37 °C en MEM con sales de Earle suplementado con un 10% de suero fetal
bovino (SFB), aminoacidos, antibiéticos y soluciones tamponadoras. La frecuencia
de subcultivo era la misma que con las células FRhK-4 (cada 7-8 dias), pero se
sembraban con una relacién de multiplicacién 1:5 o 1:6, obteniendo una monocapa

confluente después de 2-3 dias de incubacion.

e Soluciones necesarias:
MEM 15% SFBi:

MEM 1X con sales de Earle autoclavado 15 min suplementado en condiciones de
esterilidad con:

NaHCO3 ooveieeceee e 2% (v/v)
HEPES .o 15 mM
L-Glutamina ....cceeeeeeeeevevvnennnnns 2 mM
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NEAA e 1X
SFBi v 15% (v/v)
Penicilina - Estreptomicina ... 100 UIl/ml- 100 pg/ml

MEM 10% SFB:

MEM 1X con sales de Earle autoclavado 15 min suplementado en condiciones de
esterilidad con:

NaHCO3 .cccovevvivive e 2% (v/v)

HEPES .o 15 mM

L-Glutamina .......cccoooeiiieeriinennes 2 mM

NEAA s 1X

SFB e 10% (v/v)

Penicilina - Estreptomicina ... 100 Ul/ml- 100 pg/ml
Tampon PBS:

NaCl oo 8 g/l

KCl s 0.2g/1

NazHPOs e 1.15g/1

KH2PO4 oo 0.2 g/l

Ajustar el pH a 7.1-7.2 si fuera necesario.
Esterilizar por autoclave 15 min.
Conservar a 4 °C.

Tripsina-EDTA:

Tripsina ... 2.5¢g/l
EDTA e 0.2g/1
Penicilina - Estreptomicina ... 100 Ul/ml - 100 pg/ml

En tampoén PBS.
Esterilizacion por filtracién.
Conservar a -20 °C.

8.3 Secuenciacion masiva ultra-profunda de los
fragmentos de 5’NCRy VP1

El RNA de las poblaciones estudiadas fue extraido utilizando el kit
NucleoSpin® RNA Virus (Macherey-Nagel), siguiendo las instrucciones del
fabricante. A continuacién se llevé a cabo la transcripcién reversa de los
fragmentos de las regiones 5’NCR y VP1, mediante los cebadores 5ncr_masiva- y
VP1_masiva-, respectivamente (Tabla 13). A partir del cDNA obtenido se realiz6

una ronda de PCR basica utilizando los cebadores 5ncr_masiva+ y 5ncr_masiva-
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(Tabla 13) para el fragmento de 5’'NCR, (que incluyen las posiciones 332 a 762) y
los cebadores VP1_masiva (+) y VP1_masiva (-) (Tabla 13) para el fragmento de
VP1 (que abarca las posiciones 2394-2852 del genoma del HAV'). Los cuatro
cebadores contienen colas en sus extremos 5’ (los cebadores universales M13:
M13fy M13r) (Tabla 13). Estas colas se utilizan en una ronda posterior de PCR,
en la que se afiaden los identificadores de secuencias. Después de realizadas las
PCR basicas se llevd a cabo la purificacion de la banda de cada uno de los
productos, utilizando el kit High Pure PCR Product Purification (Roche), conforme a
las instrucciones del fabricante. Posteriormente se realiz6 una precipitaciéon con
etanol con el fin de obtener una concentracién final de al menos 20 ng/ul.
Finalmente, los amplicones se enviaron al laboratorio del Dr. Josep Quer, en el Vall
d’'Hebron Research Institute (Barcelona), donde se llevd a cabo la adiciéon de los
identificadores y la secuenciacion masiva de las muestras (Figura 28). En los
siguientes subapartados se detallan estos pasos.

Tabla 13 Cebadores utilizados en la secuenciacién masiva ultra—profunda de los

fragmentos de 5’NCR y VP1. En las secuencias se han resaltado en negrita los cebadores
universales M13.

Nombre Secuencia Posicion
5ncr_masiva+ 5" GTTGTAAAACGACGGCCAGTTTGGAACGTCACCTTGCAGTG 3’ 332-352
5ncr_masiva- 5" CACAGGAAACAGCTATGACCGGAAAATACCTTGTCTAGAC 3’ 762-743
VP1_masiva (+) 5 GTTGTAAAACGACGGCCAGTAAAGTRCCTGAGACATTTCCTG 3" 2394-2415
VP1_masiva(-) 5 CACAGGAAACAGCTATGACCCAGTGCTCCAGACACAGC3’ 2852-2835

L En este trabajo, las posiciones nucleotidicas se nombran con respecto a la cepa de referencia HM-175
wt, cuyo cddigo de acceso GenBank es el M14707.
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VP4 3B
5’NCR|VP2 VP3 VP1 2A 2B 2C SA 3C 3D

3321 1762 2394 | 12852
M3t \.Ml3r M1t/ . M13r
Sncr masiva+ Sner masiva- VP1_masiva (+) VP1 masiva (-)
RT-PCR
(M13)
----- S — P —

L s — | ———- <
M13f MI13r
M]D e .‘..-..'--."u"#‘ MID
Oligo A+ TCAG=—=" e TCAG+Oligo B
= LassrrmenssmessEsEs eeassssnnannnnnen s
Oligo A+ TCAG MID MI3f MI3f MID TCAG+Oligo B

Secuenciacion masiva
(454/GS-Junior)

Figura 28 Esquema del protocolo de amplificacion de los fragmentos de 5’NCR y VP1 que se
siguié de forma previa a la realizacion de la secuenciacién masiva. Adaptado de [288].

8.3.1 RT-PCR

El RNA virico se retrotranscribia in vitro utilizando el enzima Expand

Reverse Transcriptase (Roche), una version genéticamente manipulada de la

transcriptasa reversa del Virus de la Leucemia Murina de Moloney (M-MuLV-RT).

El cDNA se amplificaba utilizando la Pwo DNA polimerasa (Roche) que, debido a su

actividad correctora de errores, tiene una tasa de error extremadamente baja

[289].

Afiadir a un tubo 10 pl de los acidos nucleicos extraidos y 0.5 pl del cebador
correspondiente (25 uM).

Desnaturalizar el RNA y el cebador durante 10 min a 65 °C. Colocar en hielo
inmediatamente.

Afiadir los siguientes reactivos al tubo procedente del paso anterior:
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Reactivo Volumen Conce.n tracién
final
Tampén Expand Reverse Transcriptase 5x (Roche) | 5 ul 1x
DTT (100 mM ) 2.5 ul 10 mM
Desoxinucle6tidos trifosfato (2 mM de cada uno) 2.5 ul 0.2 mM
Transcriptasa reversa Expand (Roche) (50 U/pl) 0.16 pl 8U
Agua desionizada libre de DNasa y RNasa 4.34 pl -

4. Incubar la reaccién durante una hora a 45 °C. Parar la reaccion colocando el

tubo en hielo.

5. Preparar en un tubo la mezcla de reaccién de PCR:
Reactivo Volumen Conce.n tracion
final
Tampoén de PCR (con MgS04) 10x (Roche) 5ul 1x
Desoxinucleotidos trifosfato (2 mM de cada uno) | 5 pl 0.2 mM
MgSO04 (25 mM) 1ul mM
Cebador directo (0.1 mM) 0.5 ul 1 uM
Cebador reverso (0.1 mM) 0.5ul 1uM
DNA polimerasa Pwo (Roche) (5 U/ul) 0.1 pl 05U
Agua desionizada libre de DNAsa y RNAsa 32.9 ul -

6. Afiadir 5 pl del producto de la retrotranscripcion (RT) (procedente del paso

4).

7. Realizar el programa especifico de PCR

Para el producto de RT obtenido a partir del cebador 5ncr_masiva-:

Paso N2 de ciclos Temperatura Tiempo
1 1 95 °C 10 min
95 °C 1 min 30s
2 41 53°C 1 min
72 °C 1 min
3 1 72°C 10 min
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Para el producto de RT obtenido a partir del cebador VP1_masiva-:

Paso N2 de ciclos Temperatura Tiempo
1 1 95°C 5 min
95°C 1 min
2 41 54 °C 1 min
72°C 1 min

3 1 72 °C 10 min

Mantener los productos de PCR a 4 °C.

8. Analizar 10 pl del producto amplificado por electroforesis en un gel de
agarosa al 2% en tampon TBE. Teiir el gel con bromuro de etidio y
visualizar los amplimeros mediante un sistema de documentacién de geles
(GelDoc™ XR+, Bio-Rad).

e Solucidon necesaria:

Tampén TBE 10X:

Tris-HCl v 108 g/1
Acido bOTiCO v 55g/1
EDTA e 0.05M

En agua Milli-Q.

En pH 8.0.

Esterilizar por autoclave durante 15 minutos.
Conservar a temperatura ambiente.

8.3.2 Precipitacion del DNA con etanol

1. Anadir 1/10 volimenes de acetato de sodio 3 M (pH 5) a la suspension de
DNA.

2. Mezclar bien.

3. Afadir 2.5 volumenes (calculados después de la adicion de la sal) de etanol
absoluto frio.

4. Mezclar bien y centrifugar brevemente.
Incubar a -20 °C toda la noche.

6. Centrifugar a 4 °C durante 15 min a velocidad maxima.
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7. Aspirar el sobrenadante cuidadosamente y descartarlo.
8. Lavar el pellet afiadiendo 1 ml de etanol 70%.

9. Centrifugar durante 2 min a velocidad maxima.

10. Aspirar el sobrenadante cuidadosamente y descartarlo.
11. Dejar secar el pellet.

12. Resuspender el pellet en 20 pl de agua libre de nucleasas.

8.3.3 Adicion de los identificadores para la construccion de la
libreria

Los productos de PCR purificados fueron sometidos a 15 ciclos de
reamplificacion usando unos cebadores compuestos por una secuencia
complementaria a los cebadores universales M13 seguidos de un identificador MID
(Multiplex IDentifier), distinto para cada muestra, y un oligonucleé6tido A o B en el
extremo del cebador directo o reverso, respectivamente. Los productos de la
reamplificacién fueron purificados en gel de agarosa utilizando el kit QIAquick®
Gel Extraction (Qiagen), cuantificados usando el ensayo PicoGreen (Invitrogen™) y
analizados cualitativamente mediante el BioAnalyzer DNA 1000 LabChip (Agilent

Technologies).

Una alicuota de cada uno de estos productos fue sometida a secuenciacion
masiva. La secuenciacion masiva se llevé a cabo utilizando la plataforma 454 /GS-
Junior (Roche), que permite la secuenciacion de fragmentos de un tamafio de entre
400 y 500 nucleoétidos. El archivo fasta procedente del GS-Junior se demultiplex6
para obtener un archivo fasta para cada muestra y cadena. Se descartaron las
secuencias no identificadas por el MID y/o el cebador. Las secuencias que no
cubrieron el amplicdn completo, que mostraron mas de dos Ns y/o 3 gaps o que no
se observaron en la cadena directa y en la reversa, fueron descartadas. Se
eliminaron los MID y los cebadores. Las secuencias de cadena negativa se
transformaron en su reversa-complementaria y se unieron a las secuencias de
cadena directa de la misma muestra. Se identificaron secuencias unicas
(haplotipos) y se computaron sus frecuencias como el nimero de lecturas
observadas. Finalmente, se eliminaron aquellos haplotipos que se encontraron en
un nivel menor al 0.5 %, para limitar la presencia de haplotipos con errores
procedentes de las PCR o la secuenciacion [288][290].
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8.4 Prediccion de la estructura secundaria del RNA

Se utiliz6 el programa mfold, que se basa en un algoritmo de programacion
dindmica que aplica un modelo termodinamico basado en la existencia de
apareamientos de bases Watson-Crick y GU, de varios tipos de bucle, de
nucleétidos desapareados y de bases mal apareadas [234]. El servidor web mfold

es libre, y se puede acceder a él a través del portal:
http://www.bioinfo.rpi.edu/applications/mfold/

Para llegar a la aplicaciéon que permite predecir la estructura secundaria de
una secuencia de RNA hay que seguir el hipervinculo “RNA Folding Form” desde la

pagina de entrada.

Como constricciones del plegamiento se utilizaron los datos de
sustituciones nucleotidicas covariantes y andlisis enzimaticos de clivaje de
regiones de cadena doble o sencilla del IRES publicados en [199]. El resto de

parametros de plegamiento no se modificaron.

8.5 Estudio del grado de conservacion de los nucleodtidos
implicados en la posible formacion de estructuras
secundarias en el IRES

Se recuperaron 81 secuencias de la base de datos Entrez Nucleotide
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore), que incluian al menos desde la posicion
324 a la 762 del HAV, regiéon que contiene losg dominios IV a VI del IRES. Los
numeros de acceso de GenBank de estas secuencias son los siguientes: AB258387,
M14707, AY644670, AJ299464, AB020564, AB020565, AB020566, AY644676,
AF512536, AB020567, AB020568, AB020569, GU390553, GU390554, GU390555,
GU390556, GU390557, GU390558, GU390559, GU390560, GU390561, GU390562,
GU390563, GU390564, FJ829473, F]829474, F]829475, F]829476, F]829477,
FJ829478, F]J829479, F]829480, F]829481, F]J829482, F]829483, F]829484,
X75214, X75215, X75216, DQ991030, AB793725, AB793726, AB623053,
AF268396, AB279735, AB279734, AB279733, AB279732, JQ425480, EU131373,
EU526088, EU526089, HM769724, M59808, M59809, M59810, FJ360730,
FJ360731, FJ360732, FJ360733, FJ360734, FJ360735, DQ646426, AB425339,
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AB300205, K02990, AF314208, EF207320, AF357222, AF485328, HQ437707,
EU251188, M20273, KC182587, KC182589, DQ991029, X83302, AB618529,
AB618531, M16632, AY644337.

Las secuencias se alinearon mediante el programa de alineamiento multiple
de secuencias Clustal Omega, utilizando los parametros por defecto [291]. A partir
del alineamiento, se inspeccionaron manualmente las posiciones 326-329, 629-
632, 705-708 y 717-720. Estas posiciones participan en la formacién de un
multiloop de tres ramas en la estructura secundaria alternativa predicha en el

primer capitulo del presente trabajo.

8.6 Analisis de la actividad del IRES mediante el uso de
vectores bicistronicos

Para comparar la capacidad para promover el inicio de la traduccion
dependiente de IRES que poseen distintos haplotipos de la region 5’NCR
encontrados mediante secuenciacion masiva, se hizo uso del vector bicistronico
G1RC (ver Figura 29), que fue amablemente cedido a nuestro laboratorio por la
Dra. Anne Marie Roque-Afonso (Laboratoire de Virologie, Hopital Paul Brousse,
Villejuif, Francia). Este vector bicistréonico posee un sistema dual de luciferasas:
contiene un gen que codifica para la luciferasa de Photinus pyralis (FLuc, de Firefly
luciferase), que actia como gen reportero, y otro gen que codifica para la luciferasa
de Renilla reniformis (Rluc, de Renilla luciferase), que sirve de control interno. El
IRES del HAV de la cepa adaptada a cultivo HM-175/18f se encuentra entre ambos
genes. Mientras que la transcripcién es dirigida por el promotor de
citomegalovirus, la traduccién de FLuc depende del IRES del HAV y la de RLuc es
dependiente de cap (ver Figura 29). El plasmido también contiene un gen de

resistencia a ampicilina [292].
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Figura 29 Esquema del vector bicistréonico G1RC. FLuc es el gen que codifica para la luciferasa
de Photinus pyralis, y actia como reportero; RLuc es el gen que codifica para la luciferasa de Renilla
reniformis, y actiia como control de la eficiencia de la transfeccion; HAV IRES es el IRES del VHA de
la cepa adaptada a cultivo HM-175/18f; promoter CMV es el promotor de citomegalovirus; ampR es
un gen de resistencia a ampicilina.

La secuencia correspondiente al IRES del HAV en el plasmido G1RC se
modific6 mediante mutagénesis dirigida para crear una serie de plasmidos que
contuvieran un IRES igual al de algunos de los haplotipos encontrados mediante
secuenciacion masiva. Las mutaciones se fueron introduciendo de forma
secuencial. El plasmido G1RLO (cuya secuencia corresponde al haplotipo mas
frecuentemente encontrado en la poblaciéon LO, tal y como se describe en el
capitulo 1 del presente trabajo) se obtuvo a partir de G1RC, introduciendo las
mutaciones C140T, A149G (estas dos mutaciones se introdujeron a la vez), A394G,
C473T y C647A. Anadiendo la mutacion A513G a G1RLO se cre6 G1Rod4.
Mutagenizando G1RLO con unos cebadores que afiadian las mutaciones T590C y
T726C, se crearon los pladsmidos G1R$5 y G1Rd7 respectivamente. A partir de
G1Ro®5 se obtuvo G1R¢$10 afiadiendo la mutacién T726C, mientras que G1R$p16
fue generado tras mutagenizar G1R$10 con un cebador que afiadia la mutacién

T359C.
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Una vez obtenidos los distintos plasmidos bicistrénicos, se transformoé E.
coli con ellos con el fin de almacenarlos y obtener grandes cantidades de los
mismos a altas concentraciones. A partir de una solucién concentrada de cada
plasmido se transfectaron células FRhK-4 y a las 24 horas se midi6 la actividad
bioluminiscente producida por cada una de las dos luciferasas mediante el kit
Dual-Glo® Luciferase Assay System (Promega) y un lumindémetro Lumat LB 9507
(Berthold Technologies). El cociente FLuc/RLuc permite normalizar la actividad
del IRES con respecto a la eficiencia de transfeccion. Cada valor FLuc/RLuc se
dividi6 por el promedio de los valores de FLuc/RLuc del plasmido G1RLO y se
expres6 como unidades arbitrarias (UA) [292]. Este analisis se realizé para cada
plasmido al menos 2 veces de forma independiente con 3 réplicas en cada caso. A
continuacién se describiran los protocolos de cada uno de los pasos que se han

enumerado en este apartado.
8.6.1 Obtencion de los plasmidos bicistronicos mutagenizados

Las mutaciones para modificar el IRES en el plasmido G1RC y sus derivados
fueron generadas, en los casos de las inserciones simples, siguiendo el protocolo
recomendado en las instrucciones del kit de mutagénesis sitio-dirigida
QuikChange® Site-Directed mutagenesis (Agilent Technologies) y, en el caso de la
doble insercién C140T y A149G, siguiendo el protocolo publicado por Liu y
Naismith [293].

El método que se uso siguiendo las instrucciones del kit QuikChange® Site-
Directed mutagenesis se basa en el uso de dos cebadores complementarios que
poseen la mutacién deseada. Después de desnaturalizar el plasmido que se desea
mutar, los cebadores mutagénicos hibridan en regiones complementarias de las
cadenas opuestas del plasmido. La elongacion mediante la polimerasa de DNA
PfuUltra 11 Fusion HS (Agilent Technologies) resulta en un plasmido mutado con
una mella en cada cadena. Después de varios ciclos de PCR, el producto resultante
es tratado con la endonucleasa Dpnl. Esta enzima es utilizada para digerir DNA
parental metilado y hemimetilado, dejando intacto el nuevo DNA, que contendra la
mutacion deseada. Después del tratamiento con Dpnl, los plasmidos son

transformados en E. coli DH5a competentes. En el interior de dichas células la
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maquinaria de reparacién del DNA sella las mellas. Las colonias transformantes se
seleccionaron haciéndolas crecer en un medio sélido que contiene ampicilina. La
extraccion plasmidica de estas colonias, después de cultivarlas en medio liquido,
permitio obtener preparaciones del plasmido purificado. Mediante secuenciacién
de Sanger se comprobd que durante los procesos de mutagénesis se introdujo

correctamente cada mutacion y no se produjeron otras mutaciones espontaneas.

El método descrito por Liu y Naismith es una modificacion del protocolo de
QuikChange® Site-Directed mutagenesis que usa una estrategia diferente de disefio
de cebadores, la cual promueve la hibridacion entre el cebador y el molde frente a
la formacién de dimeros de cebador. Utilizamos este protocolo porque permite
introducir mutaciones multiples en un solo experimento, una opcién incompatible
con el método QuikChange® estandar. En el método de Liu y Naismith los
cebadores contienen secuencias no solapantes en el extremo 3’ y secuencias
solapantes cebador-cebador en el extremo 5’. Los cebadores son disefiados de
forma que la temperatura de fusion de las secuencias no solapantes (Tmno) €s entre
5y 10 °C mayor que la temperatura de fusién de la regién complementaria
cebador-cebador (Tm pp)- Aparte del disefio de los cebadores y el programa de PCR,

el resto de pasos es el mismo en ambos métodos (ver Figura 30).
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Figura 30 Esquema de las estrategias llevadas a cabo para introducir mutaciones en los
plasmidos G1RC y pHAV/7. A: procedimiento recomendado en el kit Quikchange® Site-
Directed Mutagenesis (Agilent Technologies). B: método publicado por Liu & Naismith [293].
1: Preparacién del plasmido con la diana que se pretender mutar (@). 2: Desnaturalizacién del
plasmido e hibridacién con los cebadores que contienen la mutacién o mutaciones (). 3: Extensién
e incorporacién de los cebadores mutagénicos dando lugar a cadenas circulares discontinuas. 4:
Digestion con el enzima Dpnl del DNA parental metilado no mutado. 5: Transformacién de células
bacterianas. En su interior se sellan las discontinuidades en el plasmido mutado.

A
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8.6.1.1 PCR para la mutagénesis de los plasmidos bicistronicos

Los nombres y las secuencias de los cebadores mutagénicos utilizados se
encuentran recogidos en la Tabla 14. Las condiciones de las reacciones de

extension de los cebadores mutagénicos fueron las siguientes:

Mezcla de reaccién:

Reactivo Volumen Conce.n tracion
final

DNA molde (20-40 ng/pl) 1l 0.4-0.8 ng/pl
Cebador directo (0.1 mM) 1l 2 uM
Cebador reverso (0.1 mM) 1l 2 uM
Tampon PfuUltra 11 Rxn 10x (Agilent

. 5ul 1x
Technologies)
MgS04 (25 mM) 2ul 3 mM?
Desoxinucledtidos trifosfato (25 mM de cada uno) | 1 pl 0.5 mM de cada
DNA polimerasa PfuUltra 11 Fusion HS (Agilent

. 1ul -
Technologies)
Agua desionizada libre de DNAsa y RNAsa 38 ul -

Programa utilizado con los cebadores disefiados en base a las instrucciones del kit
QuikChange® Site-Directed mutagenesis:

Paso N2 de ciclos Temperatura Tiempo

1 1 95 °C 2 min
95°C 30s

2 35 57°C 2 min

72 °C 2 min

3 1 72°C 7 min

’Teniendo en cuenta que el tampdn 10x proporciona una concentracion final de MgSO, de 2 mM.
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Programa utilizado con los cebadores que se disefiaron siguiendo las indicaciones
de Liu y Naismith:

Paso N2 de ciclos Temperatura Tiempo
1 1 95 °C 5 min
95 °C 1 min
2 12 Tmno-5°C 1 min
72°C 15 min
Tm pp - 5°C 1 min
3 1
72°C 30 min

Tmno: temperatura de fusién de las secuencias no solapantes. T pp: temperatura de fusion de la
region complementaria cebador-cebador.

Tabla 14 Cebadores utilizados para la mutagénesis dirigida de G1RC y de los plasmidos
derivados del mismo. En las secuencias se resaltan en negrita las mutaciones que se introdujeron.
Los nombres de los cebadores indican su sentido (directo [+] o reverso [-]) y las mutaciones que
contienen.

Nombre Secuencia Posicion

C140T& 5" CCCTTTGTTTTGTTTGTAAATGTTGATTTGTAAATATTGATTCCTGCAGG  128-166
A149G+ TTC 3’
C140T& 5" ATCAACATTTACAAACAAAACAAAGGGAATAGGAAAGGGAAAAGGGAAA  154-104
A149G- GG 3’

A394G+ 5’ CTTTGATCTTCCACAAGGGGTAGGCTACGGGTGAAAC3’ 375-411
A394G- 5’ GTTTCACCCGTAGCCTACCCCTTGTGGAAGATCAAAG 3’ 411-375
C473T+ 5’ GGGTAACAGCGGCGGATATTGGTGAGTTGTTAAGACAAAAACC 3’ 451-493
C473T- 5 GGTTTTTGTCTTAACAACTCACCAATATCCGCCGCTGTTACCC 3’ 493-451
C647A+ 5’ GGGGATCCCTCCATTGACAGCTGGACTGTTC 3’ 631-661
C647A- 5" GAACAGTCCAGCTGTCAATGGAGGGATCCCC 3 661-631
A513G+ 5’ CGGAGGACTGGCTCTCATCCAGTGGATGCATTG 3’ 503-535
A513G- 5’ CAATGCATCCACTGGATGAGAGCCAGTCCTCCG 3’ 535-503
T590C_+ 5 CCTCTCTGTGCTCGGGGCAAACATCATTTGG 3’ 578-608
T590C_- 5’ CCAAATGATGTTTGCCCCGAGCACAGAGAGG 3’ 608-578
T726C_+ 5 GGTTTTTCCTCATTCTCAAATAATAATGACCATGGCTGAAGACGC 3’ 710-11*
T726C_- 5" GCGTCTTCAGCCATGGTCATTATTATTTGAGAATGAGGAAAAACC 3 11*-710
T359C_+ 5’ CACCTTGCAGTGTTAACTCGGCTTTCATGAATCTCTTTG 3’ 341-379
T359C._- 5’ CAAAGAGATTCATGAAAGCCGAGTTAACACTGCAAGGTG 3’ 379-341
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8.6.1.2 Digestion con Dpnl de los productos amplificados

1. Anadir 1 pl de la enzima de restriccion Dpnl (10 U/ul) (Thermo Scientific)
directamente al DNA amplificado.
2. Mezclar suavementee y centrifugar durante unos segundos.

3. Incubar durante 1 hora a 37 °C para digerir el DNA parental (el no mutado).

8.6.1.3 Transformacion de E. coli DH5a competentes

Realizar los siguientes pasos en condiciones de esterilidad:

1. Descongelar las células competentes en hielo (Library Efficiency® DH5a™
Competent Cells, Invitrogen™). Colocar en hielo un tubo de polipropileno.

2. Mezclar suavemente las células y alicuotar 50 pl de las mismas en el tubo de
polipropileno frio.

3. Afadir 1 pl de DNA procedente de la digestion con Dpnl a las células,

mezclando con movimientos suaves de la pipeta mientras se dispensa.

Incubar en hielo durante 30 minutos.

Introducir el tubo en un bafio de agua a 42 °C durante 45 segundos.

Colocar el tubo en hielo durante 2 minutos.

Anadir 450 pl de medio S.0.C a temperatura ambiente.

Agitar durante 1 horaa 225 rpmy 37 °C.

o 0 N s

Sembrar 100 pl de células transformadas en placas de Petri con medio LB
agary 100 pg/ml de Ampicilina.

10. Incubar las placas sembradas durante toda la noche a 37 °C

e Soluciones necesarias:

Medio LB-Agar con ampicilina:

Triptona ....cccoeevvvveniieien e, 10 g/1
Extracto de levadura ............... 5g/l

NaCl .. 10 g/1
AZAr i 15g/1

En agua Milli-Q.
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8.6.1.4 Preparacion de plasmidos a pequeiia escala

1. Poner a crecer colonias individuales obtenidas como resultado de la
transformacién en tubos de 10 ml, con 2 ml de medio LB liquido con 100
ug/ml de Ampicilina, a 37 °C overnight.

2. Realizar la extraccién plasmidica (miniprep) utilizando el kit comercial
NucleoSpin® Plasmid (Macherey-Nagel).

e Soluciones necesarias:

Medio LB con ampicilina:

Triptona ....cccccvvevven e, 10 g/1
Extracto de levadura ............... 5g/l
NaCl .o 10 g/1

En agua Milli-Q.

Mezclar hasta que se disuelva completamente el contenido.
Esterilizar por autoclave durante 15 minutos.

Permitir que se enfrie hasta unos 55 °C.

Anadir ampicilina a una concentracién final de 100 pg/ml.

8.6.1.5 Secuenciacion de Sanger

Se utiliz6 el kit BigDye® Terminator v3.1. Cycle Sequencing Kit (Applied

Biosystems). El protocolo se describe a continuacién:

1. Preparar en un tubo la mezcla de reaccion:

Reactivo Volumen

BigDye® Terminator v3.1 Ready

Reaction Mix (Applied Biosystems) Lyl
Cebador especifico (5 pM) 0.64 pl
Tampon de dilucion 5x (Applied

: 2ul
Biosystems)
DNA molde 1-50 ng

Agua desionizada libre de DNasa y Rnasa hasta 10 pl

2. Realizar el programa de secuenciacion, que se inicia con un paso de

desnaturalizacion durante 2 min a 96 °Cy se continta con 25 ciclos de
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amplificacién. Cada ciclo de amplificacion consiste en 10 sa 96 °C, 5sa 50
°Cy 4 min a 60 °C. Guardar el producto a 4 °C
3. Afadir 10 pul de agua desionizada libre de DNasa y RNasa al producto

resultante.

La purificacion de los productos de extension y la electroforesis en un
secuenciador automatico se realizaban en los Centros Cientificos y Tecnolédgicos de
la UB (CCiTUB). La secuenciacién se llevo a cabo en un secuenciador automatico de
ADN, ABI Prism 377. Los cromatogramas generados por el secuenciador,
contenidos en archivos “ab.1”, se analizaron mediante el programa Chromas,

disponible en: http://technelysium.com.au/?page_id=13
8.6.2 Preparacion de plasmidos a altas concentraciones

Una vez comprobada la secuencia de los plasmidos producidos mediante
mutagénesis, se procedié a obtener soluciones altamente concentradas de los

mismos, para llevar a cabo las transfecciones a partir de ellas.

1. A partir del pldsmido procedente de la miniprep, obtener colonias
portadoras del pldsmido de interés siguiendo el protocolo descrito en el
apartado 8.6.1.3.

2. Transferir una colonia procedente del paso anterior a 100 ml de medio LB
con ampicilina contenidos en un matraz de 1000 ml. Mantener en agitacion
a 37 °C overnight.

3. Centrifugar el cultivo bacteriano a 4000 g durante 15 minutos a
temperatura ambiente. Descartar el sobrenadante.

4. Realizar la extraccion plasmidica mediante el kit PowerPrep™ HP Plasmid
Midiprep System (Origene), segun las instrucciones del fabricante.

5. Guardar la midiprep a -20 °C.

8.6.3 Transfeccion transitoria de células FRhK-4 con plasmidos
bicistronicos

Las células FRhK-4 se transfectaron usando X-tremeGENE HP DNA Trans-

fection Reagent (Roche Applied Science) siguiendo el siguiente protocolo:
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10.

24 horas antes de la transfeccion, subcultivar células FRhK-4 y sembrarlas
en placas de 96 pocillos con una relaciéon de multiplicacién 1:3.

Cuantificar el plasmido a transfectar mediante espectofotometria.

Llevar a temperatura ambiente el vector a transfectar, el medio reducido en
suero Opti-MEM® [ (Thermo Fisher Scientific) y el reactivo de transfecciéon
X-treme GENE™ HP DNA Transfection Reagent (Roche).

Diluir el DNA plasmidico en medio Opti-MEM® I hasta una concentracion
final de DNA de 0.01 pg/pl.

Por cada pocillo que se quiera transfectar, afiadir 1 pl de X-tremeGENE HP
DNA Transfection Reagent (Roche Applied Science) (reactivo de
transfeccion) a 25 pl de la mezcla anterior. Mezclar suavemente e incubar
durante 30 min a 25 °C.

Eliminar el medio de cultivo de la placa de 96 pocillos. Lavar 3 veces con
PBS.

Afadir gota a gota el complejo DNA plasmidico - Opti-MEM® I - reactivo de
transfeccion a cada pocillo de la placa que se quiera transfectar (26
ul/pocillo). Distribuir uniformemente el complejo por la superficie del
pocillo.

Incubar durante 30 min a temperatura ambiente.

Afiadir 60 pl de Opti-MEM® I a cada pocillo transfectado.

Colocar las placas con las células transfectadas en un incubador de CO; a

37 °C durante 24 horas.

Incluir controles negativos: células no transfectadas, células transfectadas

solamente con DNA (sin reactivo de transfeccion) y células transfectadas

so6lamente con reactivo de transfeccion (sin DNA).

8.6.4 Medicion de la actividad bioluminiscente

La actividad bioluminiscente de las luciferasas Rluc y Fluc de los cultivos

celulares transfectados con los plasmidos bicistronicos se midié usando el kit Dual-

Glo® Luciferase Assay System (Promega) y un lumindémetro Lumat LB 9507

(Berthold Technologies), segun el protocolo que se detalla a continuacion:

1.

Llevar los reactivos del kit a temperatura ambiente.
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2. Afadir 85 pl del reactivo Dual-Glo® Luciferase (el sustrato especifico de la
luciferasa FLuc) a cada pocillo de la placa de 96 pocillos con células
transfectadas, mezclar y transferir 160 pl a un tubo transparente que tenga
las siguientes dimensiones: entre 11.5 y 12.1 mm de diametro y de 75 a 76
mm de longitud.

3. Esperar 10 min y medir la emision de luz en el luminémetro seleccionando
un tiempo de medida de 10 s.

4. Preparar el reactivo Dual-Glo® Stop & Glo (que contiene el sustrato
especifico de la luciferasa RLuc y disminuye la luminiscencia de FLuc al
menos 10000 veces), afladir 80 pl del mismo a cada pocillo y mezclar.

5. Esperar 10 min y medir la emision de luz en el luminémetro seleccionando
un tiempo de medida de 10 s.

6. Calcular la relaciéon FLuc/RLuc para cada valor.

SP6 prom

s
1000bp *

7
1500bp *

ZDCX)bD’_

3000bp

+ 7000bp .

- 3500bp .

~

4000bp
N

4500bp
‘7, 5500bp  5000bp v

HAV cDNA

Figura 31 Esquema del vector pHAV/7. Este plasmido contiene una copia del genoma completo
de la cepa del HAV atenuada y adaptada a cultivo celular (HAV/7), clonada en el plasmido pBR322
[166]; ampR es un gen de resistencia a ampicilina.
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8.7 Analisis de la replicacidon de transcritos que contienen
el genoma completo del HAV

El plasmido pHAV/7 es un vector de transcripcion que contiene el cDNA
infeccioso completo de la cepa HAV/7 bajo el control del promotor SP6 [166]. La
cepa HAV/7 (también llamada HM-175/P35 y HM-175/7 MK-5) deriva del virus
HM-175 wt y estd adaptada a cultivo celular, pero no produce efecto citopatico y
replica muy lentamente [249]. El plasmido pHAV/7 contiene, ademas, un gen de

resistencia a ampicilina (Figura 31).

La secuencia correspondiente a la region 5’NCR del HAV en el pldsmido
pHAV/7 se modific6 mediante mutagénesis dirigida para crear dos plasmidos que
contuvieran un IRES cuya secuencia coincidiera con la secuencia consenso de L0
(plasmido pLO0) y el haplotipo ¢$16 (plasmido p¢16). El plasmido pLO se obtuvo a
partir de pHAV/7, introduciendo de forma secuencial las mutaciones A551G,
A591G y T687G. A partir de pLO se construy6 el plasmido p$16, mediante la
introduccién secuencial de las siguientes mutaciones: T359C, T590C, T726C. Las
mutaciones fueron generadas siguiendo el protocolo publicado por Liu y Naismith
[293], que se ha explicado en el apartado 8.6.1. Los cebadores mutagénicos

empleados se describen en la Tabla 15.

Una vez obtenidos, los plasmidos pLO y pd16 fueron purificados y escalados
con una calidad suficientes para su posterior transcripciéon in vitro. El protocolo
empleado en este caso fue el mismo que se describe en el apartado 8.6.2. La
transcripcion in vitro se realiz6 a partir del promotor SP6, tras linealizar y purificar
los plasmidos. La mezcla de reaccion de la transcripcion in vitro fue digerida con
DNasa para eliminar el DNA molde plasmidico, y los transcritos fueron purificados.
A partir de los transcritos purificados se transfectaron células FRhK-4 y GL37. Diez
dias después de la transfeccion se llevé a cabo un recuento de las células presentes
en cada pocillo y se extrajo el RNA de las mismas. Este RNA fue retrotranscrito
utilizando un cebador que hibrida exclusivamente con las cadenas negativas del
HAV. El producto de la RT fue digerido con RNasa, con el fin de eliminar las
cadenas positivas de RNA del HAV que hubiese presentes y se procediéo a

amplificar el cDNA mediante una PCR en tiempo real especifica de la region 5’NCR
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del HAV. Finalmente se estimé el nimero de moléculas de RNA del HAV de cadena
negativa presentes en cada célula. Este andlisis se realizé para cada plasmido al
menos 2 veces de forma independiente con 2 réplicas en cada caso.

Tabla 15 Cebadores utilizados para la mutagénesis dirigida de pHAV/7 y de los plasmidos
derivados del mismo. En las secuencias se resaltan en negrita las mutaciones que se introdujeron.

Los nombres de los cebadores indican su sentido (directo [+] o reverso [-]) y las mutaciones que
contienen.

Nombre Secuencia Posicion
T687G+ 5 GTTTGCCGCTGAGGTACTCAGGGGCATTTAGGTTTTTCC 3’ 680-718
T687G- 5 ACCTCAGCGGCAAACACCACATAAGGCCCCAAAGAAC 3’ 693-658
A591G+ 5 TGTGCTTGGGGCAAACATCATTTGGCCTTAAATGGGATTC 3’ 584-623
A591G- 5 TTTGCCCCAAGCACAGAGAGGTCTGGAATTAAGCCTAAAGACAG 3’ 598-555
A551G+ 5 GGATTGACTGTCGGGGCTGTCTTTAGGCTTAATTCCAGACCTCTCTG 3’ 539-585
A551G- 5’ CCCCGACAGTCAATCCACTCAATGCATCCACTGGATGAGAG 3’ 554-514
T359C+ 5 CACCTTGCAGTGTTAACTCGGCTTTCATGAATCTCTTTG 3’ 341-379
T359C- 5 CAAAGAGATTCATGAAAGCCGAGTTAACACTGCAAGGTG 3’ 379-341
T726C+ 5 CCTCATTCTCAAATAATAATGAACATGTCTAGACAAGGTATTTTCCAGAC — 717-772
TGTTGG 3’
T726C- 5 CATGTTCATTATTATTTGAGAATGAGGAAAAACCTAAATGCCCCTGAGTA  743-690
CCTC 3
T590C+ 5 CCTCTCTGTGCTCGGGGCAAACATCATTTGGCCTTAAATGG 3’ 578-618
T590C- 5 CCCGAGCACAGAGAGGTCTGGAATTAAGCCTAAAGACAGCCC 3’ 593-552

8.7.1 Obtencion de RNA infeccioso mediante transcripcion in

vitro

Los plasmidos pLO y pd16 se digirieron con Haell (enzima de restriccion
que en el plasmido pHAV/7 corta inmediatamente después de la cola de poli(A))
del genoma virico. Las mezclas de reaccién de las digestiones fueron purificadas
con el kit High Pure PCR Product Purification (Roche), de acuerdo con las
instrucciones del fabricante, y el DNA linear resultante se precipité con etanol. La
transcripcion del RNA se llevo a cabo con la polimerasa de SP6. Se traté luego con
DNasa. A continuacién se purificé el RNA extrayendo secuencialmente con fenol-
cloroformo y cloroformo y precipitando con isopropanol. A continuacién se

detallan los protocolos mencionados en este parrafo.
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8.7.1.1 Digestion con Haell

1. Combinar los siguientes componentes de reaccién a temperatura ambiente:

Reactivo Volumen
Tampo6n 10X FastDigest (Thermo Scientific) 10 pl
DNA plasmidico molde 5ug

Fosfatasa alcalina FastAP Thermosensitive (Thermo Scientific) | 5 ul

FastDigest Haell (Thermo Scientific) 5ul

H20, libre de nucleasas Hasta 100 pl

2. Mezclar suavemente y centrifugar brevemente.
3. Incubara 37 °C durante 1 hora.
4. Comprobar el resultado de la digestion mediante una electroforesis en gel

de agarosa.

8.7.1.2 Precipitacion con etanol

1. Combinar los siguientes componentes:

Reactivo Volumen

Producto de la digestién con Haell | 100 pl

Acetato de sodio 3 M pH 5 1/10 volimenes

EDTA 0.5M pH 8 1/20 volimenes

Afiadir 2.5 volumenes de etanol absoluto frio.

Mezclar bien y centrifugar brevemente.

Incubar a -20 °C toda la noche.

Centrifugar a 4 °C durante 15 min a velocidad maxima.
Aspirar el sobrenadante cuidadosamente y descartarlo.
Lavar el pellet anadiendo 1 ml de etanol 70%.

Centrifugar durante 2 min a velocidad maxima.

© ® N o 1w N

Aspirar el sobrenadante cuidadosamente y descartarlo.
10. Dejar secar el pellet.

11. Resuspender el pellet en 20 pl de agua libre de nucleasas.
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8.7.1.3 Transcripcion in vitro

Se realiz6 con el kit de transcripcion MEGAscript® SP6 (Ambion®, Life

Technologies™), siguiendo los siguientes pasos:

1. Combinar los siguientes componentes a temperatura ambiente:

Reactivo Volumen

Agua libre de nucleasas | Hasta 20 pl

Solucion ATP 2ul
Solucién CTP 2 ul
Solucién GTP 2 ul
Soluciéon UTP 2 ul

Tampodn de reaccion 10X | 2 pl

Mezcla enzimatica SP6 2ul

DNA molde lineal 1ug

2. Mezclar completamente.

3. Incubar a 37 °C durante 3 horas.

8.7.1.4 Digestion con DNasa

1. Anadir 1 pl (2U) de DNasa TURBO (Ambion®, Life Technologies™).
2. Mezclar bien.

3. Incubar a 37 °C durante 30 min.

8.7.1.5 Purificacion del RNA

1. Anadir 115 pl de agua libre de nucleasas y 15 pl de Ammonium Acetate Stop
Solution (Ambion®, Life Technologies™) y agitar vigorosamente.

2. Afadir un volumen de fenol:cloroformo (1:1), mezclar bien y centrifugar a
temperatura ambiente durante 5 min a 16000 g. Recuperar la fase acuosa y
transferirla a un tubo nuevo.

3. Afiadir un volumen de cloroformo, mezclar bien y centrifugar a temperatura
ambiente durante 2 min a 16000 g. Recuperar la fase acuosa y transferirla a

un tubo nuevo.
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4. Afadir un volumen de isopropanol, mezclar bien y guardar a -20 °C durante
toda la noche.

5. Centrifugar a 4 °C durante 15 min en una centrifuga de sobremesa a
velocidad maxima.

6. Eliminar el sobrenadante y resuspender en agua libre de nucleasas.

7. Guardar a -80 °C hasta el momento de su uso.

8.7.2 Transfeccion de células FRhK-4 y AGMK GL37 con
transcritos de RNA

Tanto las células FRhK-4 como las GL37 se transfectaron usando X-
tremeGENE HP DNA Transfection Reagent (Roche Applied Science) siguiendo el

siguiente protocolo:

1. Subcultivar las células 24 horas antes de la transfecciéon y sembrarlas en
placas de 24 pocillos con una relaciéon de multiplicacién 1:3 y 1:6 en el caso
de FRhK-4 y GL37, respectivamente.

2. Cuantificar el RNA a transfectar mediante espectofotometria.

3. Llevar a temperatura ambiente el RNA a transfectar, el medio reducido en
suero Opti-MEM® I (Thermo Fisher Scientific) y el reactivo de transfeccién
X-treme GENE™ HP DNA Transfection Reagent (Roche).

4. Diluir el RNA en medio Opti-MEM® [ hasta una concentracion final de RNA
de 0.01 pg/pl.

5. Por cada pocillo que se quiera transfectar, afiadir 3.25 ul de X-tremeGENE
HP DNA Transfection Reagent (Roche Applied Science) (reactivo de
transfecciéon) a 105 pl de la mezcla que contiene el RNA, preparada en el
paso anterior. Mezclar suavemente e incubar durante 30 min a 25 °C.

6. Eliminar el medio de cultivo de la placa de 24 pocillos.

7. Afiadir 59.7 pl de Opti-MEM® I a cada pocillo.

8. Anadir gota a gota el complejo RNA - Opti-MEM® I - reactivo de transfeccién
a cada pocillo de la placa que se quiera transfectar (108.25 pl/pocillo). En el
caso de GL37, afiadir la mezcla con suavidad contra una esquina del pocillo,
ya que estas células se desprenden de la multiplaca con facilidad. Distribuir
uniformemente el complejo por la superficie del pocillo.

9. Incubar la placa transfectada durante 30 min a 37 °C con balanceo.
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10. Anadir 238.15 pl de Opti-MEM® I a cada pocillo.

11. Incubar durante 90 min a 37 °C en un incubador de CO2.

12. Eliminar el medio a los pocillos.

13. Afadir 500 pl de Opti-MEM® 1.

14. Colocar las placas con las células transfectadas en un incubador de CO: a
37 °C durante 24 horas.

15. Eliminar el medio a los pocillos y afiadir 500 ul de Opti-MEM® 1.

16. Mantener las placas con las células transfectadas en un incubador de COz a

37 °C durante 9 dias mas.

Incluir controles negativos: células no transfectadas, células transfectadas
sé6lamente con RNA (sin reactivo de transfecciéon) y células transfectadas

s6lamente con reactivo de transfeccién (sin RNA).

8.7.3 Cuantificacion de la cadena negativa del genoma del HAV
en células transfectadas

Diez dias después de la transfeccion de las células FRhK-4 y GL37 se
realizé una tripsinizacion de las mismas con 100 pl de tripsina/pocillo. Cuando las
células se despegaron de la superficie de la placa, se inactivo la tripsina afiadiendo
300 pl de medio MEM 2% SFBi. Tras mezclar bien, se paso todo el contenido a un
tubo. Se tomo una alicuota de 45 pl y se realiz6 un recuento celular. Las células que
habian quedado en el tubo se centrifugaron durante 5 min a 1000 gy, tras eliminar
el sobrenadante, se procedio6 a extraer el RNA usando el kit GenElute™ Mammalian
Total RNA Miniprep (Sigma), observando las instrucciones del fabricante. A partir
de este RNA se retrotranscribio la cadena negativa usando el cebador tagHAV68,
que contenia una etiqueta en el extremo 5’ (Tabla 16). La RT se llevé a cabo tal y
como se describe en los cuatro primeros puntos del apartado 8.3.1. El producto de
la RT fue tratado con RNasa, con el fin de eliminar el RNA del HAV de cadena
positiva presente en las muestras, y cuantificar inicamente el RNA negativo. A
continuacién se realiz6 una PCR en tiempo real para cuantificar el fragmento
retrotranscrito. Para ello se utiliz6 el sistema RNA UltraSense One-Step
Quantitative RT-PCR (Invitrogen™, Life Technologies™), un cebador directo
formado por la etiqueta que contenia el cebador utilizado en la RT, un cebador
reverso especifico del HAV (HAV240) y una sonda TagMan® marcada con FAM™
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(HAV150). La Figura 32 muestra una visiéon general del proceso de cuantificacion
de la cadena negativa, mientras que las secuencias de los cebadores y la sonda se
encuentran en la Tabla 16. A partir de esta cuantificaciéon y el recuento celular
realizado anteriormente, se estimd la cantidad promedio de moléculas de cadena

negativa del HAV presentes en cada célula transfectada.

Tabla 16 Cebadores y sonda utilizados en la cuantificacion de la cadena negativa del HAV

Nombre Secuencia Posicion
tagHAV68 5’ CCAGATCGTTCGAGTCGTTCACCGCCGTTTGCCTAG 3’ 68-85
tag 5" CCAGATCGTTCGAGTCGT 3’ -
HAV240 5’ GGAGAGCCCTGGAAGAAAG 3’ 223-241
HAV150 5 TTAATTCCTGCAGGTTCAGG 3’ 150-169
VP4 3B
5NCRIVP2 VP3 VP1 2A 2B 2C 3A 3C 3D
[ 1 [ [ [ [ [ [ 11 [ I}
RNA
68, —>
tag 4 tﬁgHAV68 RT
1T | | [ 11 i RNA
----- — ]
""" — ' cDNA
_____ —_ 1
RNasa
----- — I cDNA
>
ta; HAV240
g JQ @
HAV150
qPCR

Figura 32 Esquema del proceso de cuantificacion de la cadena negativa del HAV
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8.7.3.1 Recuento celular

1. Mezclar la alicuota reservada para el recuento celular con 5 pl de azul
tripan.

2. Contamos las células en una cdmara de Neubauer.

3. Mediante la siguiente formula calculamos el nimero de células que

permanecen en el tubo del cual sacamos la alicuota:

Total células contada x 10 000
Numero de cuadrados contados

X 0.355

8.7.3.2 Digestion del RNA

1. Mezclar los siguientes componentes a temperatura ambiente:

Reactivo Volumen

10X Reaction Buffer (Promega) 1.33 ul

Rnase ONE™ Ribonuclease (Promega) | 2 pl

Producto de la RT 10 pl

2. Incubar durante 15 min a 37 °C.

3. Mantener a 4 °C.

8.7.3.3 Ensayo de PCR en tiempo real

1. Preparar la mezcla de reaccion, segun el siguiente esquema:

Reactivo Volumen Eitl):;fentracién
Agua desionizada libre de DNasa y RNasa 13.375ul | -

RNA UltraSense™ 5x Reaction Mix 5ul 1X

RNA UltraSense™ Enzyme Mix 1.25pl -

tag 100 uM (cebador directo) 0.125 pl 0.5 uM
HAV240 100 uM (cebador reverso) 0.125 pl 0.5 uM

HAV FAM 50 uM (sonda TagMan®) 0.125 pl 0.25 uyM
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2. Dispensar 20 ul de la mezcla de reaccién en cada pocillo de una placa para
PCR en tiempo real.

3. Anadir 5 pl de las distintas muestras a los pocillos correspondientes.

4. Preparar el banco de diluciones para la curva de calibrado, a partir del
estandar. La preparacion del estandar se describe en el apartado 8.7.3.4.

5. Afiadir 5 pl de las distintas diluciones del estdandar en los pocillos
correspondientes.

6. Realizar la PCR en tiempo real en el termociclador Mx3000P Stratagene,

segun el siguiente programa:

Paso N2 de ciclos Temperatura Tiempo
1 1 95 °C 5 min
95°C 15s
2 50 58°C 1 min
65 °C 1 min

8.7.3.4 Produccion de un RNA estandar para la cuantificacion
de las moléculas del HAV de cadena negativa

El estandar de RNA para la cuantificacion de la cadena negativa del HAV fue
generado a partir de la transcripcion in vitro del plasmido pGEM-HAV, el cual fue
construido en el grupo de Virus Enterics [124]. Este plasmido contiene la secuencia
correspondiente a las bases 68 a 241 de la cepa HM-175/43c del HAV clonada en el
vector pGEM-3Zf(+) [124]. El vector pGEM-HAV fue digerido con la enzima de
restriccion Hindlll y purificado mediante el kit NucleoSpin® Plasmid (Macherey-
Nagel), siguiendo el protocolo Plasmid DNA clean-up. A continuacion, el vector
linealizado se transcribié in vitro para dar lugar a la cadena negativa usando el kit
de transcripcion mMESSAGE mMACHINE T7 (Ambion®, Life Technologies™) de
acuerdo con las instrucciones del fabricante, que se basa en el uso de la polimerasa
T7. La mezcla de reaccion de la transcripcidn in vitro fue tratada con DNasa (ver
apartado 8.7.1.4) y purificada mediante extraccion con fenol:cloroformo y fenol y
precipitacion con isopropanol (ver apartado 8.7.1.5). El RNA purificado fue

cuantificado espectrofotométricamente. En base a esta cuantificacion, se calcul6 el
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numero de moléculas de RNA por unidad de volumen presentes en la preparacion.
Tras comprobar que no quedaron restos de DNA plasmidico en el estandar, se

guardo a -80 °C hasta el momento de su uso.

8.8 Obtencion de poblaciones del HAV a partir de
distintas mezclas de las poblaciones F0.05LA y F0.2LA

Las poblaciones F0.05LA y F0.2LA se mezclaron en distintas proporciones
(ver Tabla 17) y se hicieron multiplicar, en presencia de 0.05 pg/ml de AMD, en
células FRhK-4 que formaban monocapas en frasco de cultivo T-25 cm?. A partir de
las suspensiones viricas obtenidas con estas infecciones, se llevaron a cabo pasajes
seriados. Se realizaron 45 pasajes seriados de los experimentos en los que las
proporciones iniciales de ambas poblaciones fueron 1:100, 1:1 y 100:1. Del resto

de experimentos se llevaron a cabo 20 pasajes seriados.

En la primera infeccion el in6culo consistiéo en 1 ml de una dilucién de la
mezcla correspondiente en PBS, ajustando la concentraciéon virica a las
multiplicidades de infeccion que figuran en la Tabla 17, y que variaron entre 1y 2.
En los posteriores pasajes (pasajes seriados) se utiliz6 como indculo 1 ml de la
suspension virica obtenida a partir del pasaje anterior.

Tabla 17 Diferentes mezclas de las poblaciones F0.05LA y F0.2LA (siguiendo la relacién
F0.05LA:F0.2LA) y multiplicidades de infeccion (MOI) utilizadas para iniciar las diferentes

poblaciones mixtas ensayadas. A partir de las mezclas resaltadas en negrita se realizaron 45
pasajes; del resto, 20.

Mezcla 1:100 (1:2 |1:1 |2:1 |3:1 |10:1|20:1|50:1100:1

MOI inicial 1.00 1.50 | 2.00 | 1.5 |1.35|1.10 | 1.05 | 1.02 | 1.00

La infecciéon de las células y la obtencion de suspensiones viricas se

realizaron siguiendo el siguiente protocolo:

1. Decantar el medio de crecimiento de los frascos T-25 con monocapas
confluentes de células FRhK-4.

2. Afiadir el inéculo virico a la monocapa e incubar durante 1 h a 37 °C para
favorecer la adsorcion del virus.

3. Anadir 9 ml de medio MEM 2% SFBi con 0.05 pg/ml de AMD.
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Incubar las células a 37 °C durante 7 dias.
Lisar las células mediante 3 ciclos de congelacion (-80 °C) y descongelacion.

Eliminar los restos celulares por centrifugacién durante 15 min a 3000 g.

N o s

Conservar la suspension virica a -80 °C, excepto las alicuotas que se vayan a
utilizar para infectar nuevas monocapas celulares, que se pueden mantener

a 4 °C hasta su uso.
e Soluciones necesarias:

MEM 2% SFBI:

MEM 1x con sales de Earle autoclavado 15 min suplementado en condiciones de
esterilidad con:

NaHCO3 .cccovevvviive e 2% (v/v)

HEPES .o 15 mM

L-Glutamina .......cccoooeiiieericninnes 2 mM

NEAA e 1X

SFBI oo 2% (v/v)

Penicilina - Estreptomicina ... 100/ml - 100 pg/ml

8.9 Cuantificacion del titulo infeccioso de las
suspensiones del HAV: calculo de la TCID50/célula

La cuantificacién del titulo virico infeccioso de las suspensiones del HAV se
realizd segun el calculo de la TCIDso, que se define como la dosis virica que provoca
efecto citopatico (ECP) en el 50% de las monocapas celulares inoculadas. Para
llevar a cabo esta titulacion se infectan monocapas de células FRhK-4 en placas de

96 pocillos. Brevemente, el protocolo que se seguia era el siguiente:

1. Descartar el medio de crecimiento de las placas de 96 pocillos con
monocapas confluentes de FRhK-4.

2. Inocular en la placa diluciones seriadas 1/10 de la suspension virica a
titular en PBS (habitualmente de la diluciéon 10-3 hasta la 10-7).
Concretamente, se inocula una columna (8 pocillos) por cada dilucién,
afiadiendo 20 pl a cada pocillo. Como control negativo se afiade el mismo
volumen de PBS en los 8 pocillos de una columna de la placa.

3. Incubar la placa a 37 °C durante 1 h en una atmdsfera enriquecida con un

5% de COa.
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4. Afnadir 160 pul de medio postinfeccién (MEM 2% SFBi) a cada pocillo.

5. Incubar a 37 °C durante 11 dias.

6. Realizar una lectura de presencia/ausencia de ECP para cada pocillo
inoculado en la placa a los 8-9 dias de haber inoculado la placa y efectuar
una lectura adicional y definitiva el dia 11 postinoculacion.

7. Calcular la TCIDso segun la féormula descrita en el método de Behrens y

Karber [294] y que se detalla a continuacion:

Log TCIDso = — (I, + 1/2d — dE(pi +1))
donde:
Ir es el logaritmo en base 10 de la diluciéon mas alta que da el 100% de ECP,
es decir, la destruccion de las 8 réplicas.
d es el logaritmo de la serie dilucional. En nuestro caso, al tratarse de
diluciones decimales, d vale 1.
pi es la proporcién de respuesta positiva en las diluciones con ECP en

menos de las 8 réplicas.

A partir del valor del log TCIDso, y teniendo en cuenta que el volumen de indculo
utilizado es de 20 pl, se obtiene la cuantificacién del titulo virico de las
suspensiones expresado como la dosis infecciosa que provoca ECP en el 50% de las
monocapas celulares por mililitro (TCIDso/ml). Para calcular la TCIDso/célula se
multiplica el valor de TCIDso/ml por el nimero de mililitros totales de la
suspension virica y se divide por el nimero de células estimado que contenia el

frasco a partir del cual se produjo la suspensidn.

8.10 Analisis del tamano de las calvas

Con el objetivo de observar posibles cambios en la velocidad de replicacién
de distintas poblaciones, se realizé un ensayo de unidades formadoras de calvas o
PFU (plaque-forming units), con la intencion de analizar el tamafio de las calvas
generadas por estas poblaciones ya que, en general, calvas mas grandes indican
una mayor velocidad de replicacion y, por tanto, mayor habilidad para colonizar
nuevas células. El protocolo utilizado, descrito por Cromeans y colaboradores

[167], fue el siguiente:
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10.

11.

Sembrar células FRhK-4 en placas de 6 pocillos y esperar hasta que
alcancen una confluencia del 90-100%.

Aspirar con pipeta el medio de crecimiento de los pocillos e infectar las
monocapas con diluciones seriadas 1/10 (desde la dilucién 10-3 hasta la
10-7) de las diferentes poblaciones viricas en PBS, a razon de 200 pl/pocillo.
Incubar las placas infectadas a 37°C durante 60 minutos para permitir la
adsorcion de los virus a las células.

Afiadir 3 ml/pocillo de medio post-infeccion (overlay) con 0.05 pg/ml de
AMD.

Dejar las placas a temperatura ambiente hasta que el medio solidifique (10
minutos aproximadamente).

Incubar a 37°C durante 10 dias en una atmésfera enriquecida con 5% de
COa.

Fijar las células con 2 ml/pocillo de formaldehido 4% (Merck) durante 3
horas a temperatura ambiente.

Descartar el formaldehido con pipeta y retirar el overlay semisolido.

Tenir las calvas afiadiendo una cantidad minima de solucién de cristal
violeta. Balancear la placa en distintas direcciones hasta que el cristal
violeta haya cubierto completa y uniformemente los pocillos. Incubar
durante 30 minutos a temperatura ambiente.

Descartar el cristal violeta con pipeta y lavar con agua destilada el exceso de
colorante.

Dejar secar las placas y medir el diametro de las calvas.

Soluciones necesarias:

Medio post-infeccion (overlay):

Se mezcla a partes iguales MEM 2% SFBi 2X y agarosa 1%, obteniendo una
concentracion final de agarosa de 0.5%, y se afiade MgClz a una concentracion final
de 26 mM y AMD a una concentracion final de 0.05 pg/ml.

MEM 2% SFBIi 2X:

MEM 2X con sales de Earle autoclavado 15 min suplementado en condiciones de
esterilidad con:

NaHCO3 .cooieieieeee e 4% (v/v)
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HEPES . 30 mM
L-Glutamina .........ccceeeveeeereriennn, 4 mM
NEAA . 2X

) T 2 4% (v/v)

Penicilina - Estreptomicina ... 200 Ul/ml - 200 pg/ml
Agarosa 1%:

Se prepara una solucién con un 1% de agarosa SeaPlaque® GTG® Agarose (Lonza)
en PBS. La agarosa se funde al mismo tiempo que se esteriliza por autoclave
durante 15 minutos.

MgClz:

Se prepara una solucion de MgCl; 1.3 M en agua Milli-Q, y se esteriliza por
autoclave durante 15 minutos.

Solucion de cristal violeta:

Cristal violeta........c.cccervvvverinnen 1.3 g/l
Formaldehido........cccocevvivivriiins 30% (v/v)
Alcohol isopropilico........cc.covue 5% (v/v)

En agua Milli-Q.
Usar una dilucién 1:2 de esta solucién.

8.11 Amplificacion de VPO y de la region 5’'NCR para
estudiar la proporcion de FO0.05LA y FO0.2LA y de las
mutaciones U359C, U590C y U726C en las poblaciones
mixtas

Para estudiar la proporcion de las poblaciones F0.05LA y F0.2LA en los
distintos pasajes de las poblaciones mixtas 100:1, 1:1 y 1:100, se amplifico y
secuenci6 un fragmento de VPO que contenia dos marcadores que diferencian a
ambas poblaciones. La poblacién F0.05LA posee una citosina en las posiciones
1298 y 1409, mientras que F0.2LA presenta un uracilo. Se realizé una extraccion
de RNA de cada pasaje utilizando el kit NucleoSpin® RNA Virus (Macherey-Nagel),
siguiendo las instrucciones del fabricante. Este RNA fue retrotranscrito usando el
cebador VPOC- (Tabla 18). El cDNA obtenido se amplific6 mediante PCR utilizando
la pareja de cebadores VPOC+/VPOC- (Tabla 18). Tanto la RT como la PCR se
realizaron siguiendo el protocolo descrito en el apartado 8.3.1, adaptando las
temperaturas y los tiempos de los distintos pasos de la PCR al tamafio del

amplicones y a la temperatura de fusion de los cebadores. Los productos de PCR
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fueron purificados utilizando el kit High Pure PCR Product Purification (Roche)
siguiendo las instrucciones del fabricante, y secuenciados tal y como se describe en
el apartado 8.6.1.5. La altura proporcional de cada pico en el cromatograma sirvié
para determinar el porcentaje de citosina y uracilo presente en cada una de las dos

posiciones nucleotidicas en la secuencia consenso de cada pasaje estudiado.

Para estudiar la proporcion de individuos que contenian las mutaciones
U359C, U590Cy U726C en las poblaciones mixtas 100:1, 1:1 y 1:100, se emple6 un
protocolo similar al descrito en el parrafo anterior. En este caso se amplificaron y
secuenciaron dos fragmentos de la region 5’NCR de varios pasajes de cada una de
estas poblaciones. La retrotranscripcion se llevd a cabo usando los cebadores
5NCR1- y 5NCR2- (Tabla 18). Para las PCR se utilizaron las parejas de cebadores
5NCR1+/5NCR1-y 5NCR2+/5NCR2- (Tabla 18).

8.12 Calculo de la entropia normalizada de Shannon

Se calcul6 la entropia normalizada de Shannon (S.) de las regiones VP1 y 5’NCR en
base al valor de abundancia de los distintos haplotipos encontrados en los estudios

de secuenciacion masiva. El calculo se realiz6 mediante la siguiente férmula [271]:

g T Yi—1piInp;

n InN
En la que s es el nimero total de haplotipos presentes en una muestra y p; es la
proporcion (n/N) de las secuencias del haplotipo i encontradas (n) en el total de
secuencias en esa muestra (N). Sn varia desde 0 (nula diversidad) hasta 1

(diversidad maxima).

8.13 Obtencion de la secuencia consenso del genoma
completo de la poblacion HP

La secuencia consenso de la poblacién HP (el pasaje 30 de la poblacion
mixta 1:1 [FO0.05LA:F0.2LA]) se obtuvo mediante secuenciacion de tipo Sanger de
un conjunto de fragmentos de PCR solapantes, procedentes de la amplificacion de
diversos cDNA, que habian sido retrotranscritos a partir de RNA virico, aislado de
la suspensién virica. Para la extraccion del RNA se utilizé el kit NucleoSpin® RNA

Virus (Macherey-Nagel), de acuerdo con las instrucciones del fabricante. La RT-
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PCR de los distintos fragmentos del genoma se realiz6 siguiendo el protocolo

detallado en 8.3.1, aunque variando algunas temperaturas y tiempos de los

distintos pasos de las PCR, en funcién de la temperatura de fusion de las parejas de

cebadores y el tamafio de los amplicones.

Tabla 18 Cebadores utilizados para obtener la secuencia consenso.

Nombre

Secuencia

Posicion

5NCR1+
5NCR1-
5NCR2+
5NCR2-
VPON+1
VPON-1
VPOC+1
VPOC-1
VP3N+1
VP3N-
VP3i+1
VP3i-
VP3C+1
VP3(C-1
VP1IN+!
VP1N-
VP1C+2
VP1C-2
2A+
2A-
2B+
2B-
2CN+
2CN-
2CC+
2CC-
3AB+
3AB-
3CN+
3CN-
3CC+
3CC-
3CD2
3CD-
3D+
3D-2
3Db+
3-

5’-TGGTGAGGGGACTTGATCC-3’
5’-GGCGTTGAATGGTTTTTGTC-3’
5’-AGGCTACGGGTGAAACCTC-3’
5’-TCTGCCAAAGACAGGATGTG-3’
5’-CAGCTGGACTGTTCTTTGGG-3’
5’-TCACCAGGAACCATAGCACAG-3’
5’-TACAATGAGCAGTTTGCTGT-3’
5’-GCTCTTGCATCTTCATAATTTG-3’
5’-GGGACAGGAACTTCAGCTTATAC-3’
5’-AATCTACCTGAATGATATTTGG-3’
5’-GTTATTCCAGTTGACCCATATT-3’
5’-TGTATACCTGTTCACTCTGTA-3’
5-TGTGCAGTAATGGATATTACAG-3’
5’-GTTGTTATACCAACTTGGGGA-3’
5’-AATGTTTATCTTTCAGCAAT-3’
5’-TCTGACAGCTCCAAGAGCAGTTTT-3’
5’-TAGGTCTTGCCGTTGATACT-3’
5’-CTTGTGAAAACAGTCCCTTC-3’
5’-ATCAGAGGAAGATAAAAGATTT-3’
5’-TCTACACTCTGCTATTAATCCA-3’
5’-GTCTGAAACGGATTTGTGTT-3’
5’-AACCAGTTGGAAAAACTCTG-3’
5’-CCAGAATGATGGAGTTAAGG-3’
5’-TCTGAAGCCACAGGTTTAGT-3’
5’-GGCAACCAAAATTTGTAAAC-3’
5’-GAGACCACAACTCCATGAAT-3’
5’-GTTTCATTGATGGATTTGCT-3’
5’-CTTCCTAACCAGTCCTGCTA-3’
5’-ATGGTGTAACTAAGCCCAAG-3’
5’-ATAGGGGTTCCATTTACA-3’
5’-TGGCAACATTAGTGACAA-3’
5-TTTGGAGACCACATTCAT-3’
5’-ATTGATAAGAAAATTGAAAGTCA-3’
5’-AACATCCAAATCAGAACAAT-3’
5’-GAAGTTGACCAAAAGAGATT-3’
5’-ATGATTCTACCTGCTTCTCT-3’
5-TTTGATGCTAGTCTTAGTCCATTTA-3’
5’-AAGAAAGTTCATTTAAACAAATCA-3’

48-66
503-484
396-414
805-786
648-667
1198-1178
1065-1084
1543-1522
1380-1402
1861-1840
1701-1722
2030-2010
1938-1959
2287-2267
2136-2155
2774-2751
2692-2711
3243-3224
3083-3104
3701-3680
3569-3588
4012-3993
3970-3989
4534-4515
4463-4482
4998-4979
4911-4930
5324-5305
5233-5252
5674-5657
5638-5655
5999-5982
5925-5947
6409-6428
6302-6321
6739-6720
6690-6714
7439-7416

1: secuencia publicada en [295]

2: secuencia publicada en [189]
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Los cebadores que se utilizaron figuran en la Tabla 18. El kit High Pure
PCR Product Purification (Roche) se utilizé para purificar los productos de PCR,
siguiendo las instrucciones del fabricante. La secuenciacion se llevé a cabo de la

manera descrita en el apartado 8.6.1.5.

8.14 Analisis estadistico

Para determinar si existian diferencias estadisticamente significativas de los
distintos parametros evaluados entre las poblaciones, plasmidos y células, se
utilizoé los test ANOVA y t-Student. Los resultados se expresaron como la media + el

error estandar.
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