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1. INTRODUCCION






1.1 HEPATITIS A: LA ENFERMEDAD

1.1.1 Historia

Las primeras referencias registradas de lo que hoy conocemos como
hepatitis datan del siglo V Antes de Cristo (A.C.). Durante esta época eran
conocidas las epidemias de ictericia en la regidon mediterranea, tal y como
describe Hipdcrates (460 a 350 A.C.) en sus tratados médicos [Pinto et al.,
2012]. No obstante, para ser historicamente precisos, la primera referencia que
se encuentra de ictericia epidémica podria ser la que recoge Cleghorn en
Epidemic Diseases of Minorca 1744 a 1749 [Cockayne, 1912]. Sin embargo, la
ausencia de una definicidn de su etiologia va a provocar que desde el siglo
XVIII hasta finales del siglo XIX, la hepatitis se relacionase con una obstruccion
mecanica del conducto biliar, en lugar de asociarse a una inflamacion y dafo
hepatico. Por otra parte, la enfermedad descrita como “ictericia” en la literatura
antigua China, Griega y Romana, posiblemente hacia referencia a la hepatitis
de origen viral. Un agente etiolégico de origen viral fue postulado en 1912 como
el causal de ciertas formas de ictericia, y el término “hepatitis infecciosa” fue
utilizado ya que la enfermedad ocurria a menudo en forma de epidemias
[Nainan et al., 2006].

Estudios epidemiolégicos iniciales basados en los patrones de
transmision de la enfermedad permitieron caracterizar a la hepatitis en dos
formas: infecciosa y sérica [Nainan et al., 2006]. La forma ‘“infecciosa”
corresponde a las hepatitis transmitidas a través de la ruta fecal-oral, o hepatitis
entéricas, e incluye a las hepatitis A y E; mientras que la forma “sérica”
corresponde a aquellas hepatitis que son transmitidas parenteralmente e
incluyen a las hepatitis B, C y D [Pinto et al., 2012]. Desde 1965 los principales
agentes etiolégicos de hepatitis virales, que son los virus de las hepatitis A, B,
C, Dy E han sido todos bien identificados.

El término Hepatitis A fue introducido por primera vez por Krugman vy
colaboradores [Krugman et al., 1967], y hoy en dia se sabe que esta
enfermedad es causada por una infeccion con el virus de la hepatitis A (VHA),

que es un agente hepatotrdpico, cuyo sitio principal de replicacion es el higado.



En 1973, el VHA fue identificado en materias fecales de personas
infectadas, lo cual finalmente llevd al desarrollo de test diagndsticos,
propagacion en cultivo celular, caracterizacion molecular y desarrollo de
vacunas [Feinstone et al, 1973; Provost et al, 1979]. Muchos de estos
estudios fueron llevados a cabo con la cepa HM175 del VHA, la cual fue
aislada a partir de un brote que tuvo lugar en Melbourne, Australia, en el afio
1976 [Gust et al., 1985], y también con las variantes de esta cepa adaptadas a

replicar en cultivo celular [Cohen et al., 1989].

1.1.2 Concepto de Hepatitis

El término “hepatitis” significa inflamacion del higado. Una persona con
hepatitis puede padecer uno 6 varios trastornos, incluyendo una infeccion virica
0 bacteriana del higado; presentar lesiones hepaticas provocadas por una
toxina; la interrupcién de la irrigacién sanguinea normal del higado; padecer un
trastorno auto-inmunitario que afecte al higado ¢ haber sufrido un traumatismo
abdominal en la zona del mismo. No obstante, lo mas habitual es que la
hepatitis sea provocada por un agente infeccioso viral, los cuales se pueden
clasificar en dos grupos. Por un lado los que la producen como consecuencia
de su diseminacién en el organismo, como por ejemplo el citomegalovirus,
Epstein-Barr, entre otros; y por otro lado, aquellos virus que tienen como
organo diana el higado (hepatotrépicos), entre los cuales encontramos
principalmente a los virus de las hepatitis A, By C, en menor medida al Dy al E
y finalmente a los F y G, que son los que se han descrito ultimos y son de

momento menos estudiados.

1.1.3 Caracteristicas clinicas

La hepatitis A es una infeccion aguda del higado causada por el VHA, es
generalmente autolimitada y puede producir efectos que van desde formas
asintomaticas, hasta casos en los que se deriva en la muerte, conocidos estos
ultimos como hepatitis fulminantes, debido a una necrosis masiva de las células
hepaticas o hepatocitos. La probabilidad de una enfermedad clinica asociada a

la infeccion por el VHA se incrementa con la edad. En nifios menores de 6



afnos, la mayoria de las infecciones (mas del 70% de los casos), son
asintomaticas o subclinicas, y si ocurre la enfermedad, es usualmente sin
ictericia (hace referencia a la coloracion amarillenta de la piel y las mucosas).
En el caso de los jovenes y adultos, la infeccion es usualmente sintomatica,
con ocurrencia de ictericia en un numero de casos superior al 70% de los
pacientes [Nainan et al., 2006; Pinté et al., 2012]. Luego de un periodo de
incubacion promedio de 30 dias (dentro de un rango de 15 a 50 dias), la
mayoria de las personas infectadas presentan signos y sintomas no
especificos e indistinguibles de otros tipos de hepatitis virales agudas, seguidos
de sintomas gastrointestinales. Entre los sintomas se incluye fiebre, malestar,
anorexia, nauseas, dolor abdominal e ictericia; todos los cuales suelen durar un
periodo de tiempo inferior a los 2 meses [Cuthbert, 2001].

No existe evidencia de una enfermedad cronica del higado o de una
infeccion persistente luego de una infeccion por el VHA. Sin embargo, entre 1.5
a 15% de los pacientes pueden presentar una enfermedad prolongada o una
recidiva de signos y sintomas por un tiempo de hasta 6 meses [Sjogren et al.,
1987; Glikson et al., 1992]. También se ha detectado el VHA en suero por un
tiempo de entre 6 y 12 meses luego de la infeccidn [Bower et al., 2000].

En cuanto a las hepatitis fulminantes, es importante destacar que son
una complicacion poco frecuente de la hepatitis A. El riesgo de una
insuficiencia hepatica aguda esta entre el 0.015 a 0.5%, y la mayoria de esos
casos ocurren en nifios pequefios y adultos mayores que poseen una
enfermedad cronica del higado. Otros factores del hospedador, aparte de edad
avanzada y enfermedad cronica del higado, no han sido identificados como
predisponentes a padecer una hepatitis A fulminante [Vento et al., 1998].

Los diferentes eventos virologicos, inmunoldgicos y bioquimicos, que
tienen lugar durante una infeccion con el VHA han sido determinados en
infecciones experimentales en primates no-humanos e infecciones naturales en
humanos (ver Figura 1).

El VHA es primariamente un virus hepatotrépico, replica en el higado,
produce una viremia, luego es excretado a la bilis y finalmente se disemina en
la materia fecal de personas infectadas. La infeccion con el VHA ocurre
principalmente por la ruta de transmision fecal-oral, a través del consumo de

agua o alimentos contaminados, y por contacto persona-persona. Las heces



pueden contener hasta 10° viriones infecciosos por gramo, constituyendo asi la
fuente primaria de infeccién con el VHA, e incluso llegar a 10'? en pacientes
HIV positivos [Nainan et al., 2006]. La lenta velocidad de traduccion y la baja
tasa de replicacion, podrian explicar las grandes diferencias de titulo viral en
heces en comparacion con otros virus entéricos, como astrovirus y norovirus,
los cuales son excretados en titulos superiores al VHA [Caballero et al., 2003;
Chan et al., 2006]. ElI pico maximo de excrecion fecal, y por tanto de
infectividad, ocurre antes del inicio de la ictericia. La elevacion de enzimas
hepaticas (Alanina Amino-Transferasa, -ALT-), pueden alcanzar valores de
hasta 10 veces su valor normal; y descienden luego de la aparicion de la
ictericia [Skinhoj et al., 1981; Tassopoulos et al., 1986] (ver Figura 1). El inicio
de los sintomas comienza usualmente 2 semanas después de la exposicidon
con el VHA y los signos clinicos pueden durar mas de 5 semanas. Los nifios y
bebés, en comparacion con los adultos, pueden transmitir el VHA por periodos
de tiempo mas largos, es decir, hasta varios meses luego de la aparicion de la
enfermedad clinica [Guadalupi et al., 1986].

La presencia de viremia o virus en sangre ocurre dentro de las primeras
2 semanas luego de la exposicion al VHA, y persiste durante el periodo de
elevacion de las enzimas hepaticas [Lemon, 1994; Asher et al., 1995] (ver
Figura 1). La concentracion del VHA en suero es de 2 a 3 unidades
logaritmicas mas baja que las que se encuentra en las heces. Un analisis de
muestras de suero colectadas durante una infeccién por el VHA en humanos y
chimpancés, mostré que el ARN del VHA estaba presente de 3 a 4 semanas
aproximadamente antes del comienzo de la ictericia, y que la concentracion de
virus alcanzé el pico maximo durante el periodo que precede al comienzo de la
elevacion de las enzimas hepaticas [Bower et al., 2000]. EI VHA también es
diseminado en la saliva en la mayoria de los pacientes con hepatitis A; pero la
carga viral seria de 1 a 3 unidades de logaritmo menor que la que se encuentra
en suero. Sin embargo, no hay datos epidemioldgicos que sugieran que la
saliva sea una fuente significativa de transmision [Mackiewicz et al., 2004].

En cuanto a la respuesta inmune humoral (ver Figura 1), la aparicion de
anticuerpos ocurre previo a la aparicion de los sintomas. Las inmunoglobulinas
M contra el VHA (IgM anti-VHA) son detectables previo a la aparicion de la
enfermedad clinica, disminuyendo aproximadamente alrededor de los 3 a 6



meses, volviéndose indetectables por tests comerciales de diagnostico [Nainan
et al., 2006]. Por otra parte, las inmunoglobulinas G contra el VHA (IgG anti-
VHA), aparecen un poco después de las IgM, pero persisten por afios luego de
la infeccion y le confieren a la persona que ha estado infectada, inmunidad de
por vida [Chiparelli, 2002]. Al contrario de lo que ocurre con el virus de la
hepatitis C (VHC), la respuesta inmune adaptativa contra el VHA es robusta y
extremadamente efectiva en la eliminacién del virus. Una re-exposicion de
individuos seropositivos para el VHA puede conducir a un incremento en el
titulo de anticuerpos anti-VHA, pero no esta asociado con una enfermedad del
higado. En parte esto refleja la ausencia de diferencias antigénicas
significativas entre cepas colectadas en diferentes regiones del mundo [Martin
& Lemon, 2006].
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Figura 1._Eventos virologicos, inmunolégicos y bioquimicos que tienen lugar como
consecuencia de una infeccién con el virus de la hepatitis A (VHA). ALT es la Alanina Amino-
Transferasa (enzima hepatica); IgM anti-HAV e IgG anti-HAV hacen referencia a las
Inmunoglobulinas M y G respectivamente, generadas contra el VHA. En pacientes HIV
positivos, el valor de virus infecciosos por gramo de heces puede llegar a valores de 10",
Imagen extraida de Pint6 et al., 2012.



Las inmunoglobulinas A (IgA) son también producidas durante la
infeccion con el VHA por un tiempo limitado, pero el rol de las IgA en la
respuesta contra el VHA todavia se desconoce. A diferencia de otros miembros
de la familia Picornaviridae, el VHA no parece provocar una respuesta inmune
intestinal efectiva [Martin & Lemon, 2006; Nainan et al., 2006]. Anticuerpos
contra proteinas no estructurales son también producidos, aunque su rol en el
mantenimiento de la inmunidad es probablemente menos importante que el de
aquellos anticuerpos que reconocen antigenos en la capside, debido a su baja
concentracion y a la falta de capacidad neutralizadora. Estos tipos de
anticuerpos han sido detectados en humanos y en chimpancés infectados
experimentalmente, pero estan ausentes en individuos vacunados [Robertson
et al, 1993; Kabrane-Lazizi et al, 2001]. Sin embargo, a causa de la
variabilidad en la respuesta contra las proteinas no estructurales no han sido
desarrollados tests diagnosticos para la deteccion de anticuerpos contra dichas
proteinas, a pesar de que podrian ser utilizados como complemento de los test
anti-VHA existentes, y diferenciar previamente entre personas infectadas vy
personas vacunadas [Robertson et al., 1992a].

Por otra parte, la destruccién de los hepatocitos infectados esta mediada
por linfocitos T citotdxicos CD8" y por células Natural Killer (NK) no especificas,
en un proceso estimulado por interferon y (INF-y) [Siegl & Lemon, 1990].
Ademas en chimpancés infectados con el VHA, se ha observado que los
linfocitos T CD4" tienen también un rol predominante en el control de la
hepatitis aguda [Zhou et al., 2012]. La accion de los linfocitos es precisamente
lo que provoca la necrosis hepatocelular propia de la infeccion aguda por el
VHA. Como se comentd anteriormente y se retomara mas adelante, el VHA
presenta una baja sintesis proteica durante su ciclo replicativo, hecho que
podria aportarle una ventaja a nivel de respuesta celular, evitando las defensas
de la célula hospedadora. De hecho, se ha demostrado que las cepas no
citopatogénicas del VHA no inducen apoptosis ni sintesis de interferon  (INF-
B), probablemente gracias a la baja eficiencia de replicacion y por tanto, a la
baja concentracién de intermediarios de ARN de doble cadena debido a la baja
tasa de replicacion [Brack et al., 2002]. De ser asi, la baja eficiencia de

replicacion del VHA permitiria explicar la elevada infectividad especifica de
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estos virus en comparacion con otros picornavirus, los cuales presentan
infectividades especificas mas bajas debidas en parte a ciclos infecciosos
abortados por las defensas antiviricas de la célula hospedadora [Mueller et al.,
2006].

1.1.4 Epidemiologia

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) estima que hay 1.5 millon
de casos clinicos de hepatitis A que ocurren anualmente en el mundo. Sin
embargo, datos de seroprevalencia indican que son varios millones las
infecciones que ocurren a causa del VHA cada aio, pero al ser la mayoria de
ellas asintomaticas pasan desapercibidas. Por tanto, la hepatitis A es la mas
importante de las hepatitis agudas respecto al numero de casos a
nivel mundial [Wasley et al, 2006; Franco et al, 2012; Pagina web:
http://www.who.int/mediacentre/factsheets/fs328/es/ actualizada Junio 2014].

A pesar de que la hepatitis A es una enfermedad que ocurre a nivel
mundial, existen diferencias en la endemicidad, las cuales se correlacionan con
las condiciones sanitarias, higiénicas, economicas y otros indicadores del nivel
de desarrollo (ver Figura 2). Asi pues se clasifican en areas de alta, intermedia
y baja endemicidad. En areas de alta endemicidad, incluyendo Africa, Asia,
América Central y del Sur, el VHA se transmite facilmente como resultado de
las pobres condiciones socio-economicas. La mayoria de las infecciones en
estas areas ocurren en la etapa de la nifez, donde las infecciones
asintomaticas son las predominantes y esencialmente la totalidad de la
poblacién ha sido infectada antes de llegar a la adolescencia. Los adultos
susceptibles en estas regiones poseen un alto riesgo de ser infectados y de
adquirir la enfermedad, pero las tasas de enfermedad clinica son generalmente
bajas y los brotes son episodios raros, debido a la alta prevalencia de
inmunidad en la poblacién [Wasley et al., 2006; Franco et al., 2012].

En las areas de endemicidad moderada, incluyendo Europa del Este,
ciertas regiones de Africa, Asia y América, el VHA no es transmitido tan
rapidamente debido a las mejores condiciones sanitarias y de vida, siendo el
promedio de edad de infeccion mas alto en estas areas que en aquellas de

endemicidad alta. La transmision entre nifos pequefos permanece
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relativamente comun, pero paradodjicamente la ocurrencia de brotes de hepatitis
A puede verse incrementada, en comparaciéon con las areas altamente
endémicas, debido a que existe un pool mayor de adultos y de jovenes
susceptibles, los cuales presentan un riesgo mayor de ser infectados con el
VHA, y probablemente desarrollen una enfermedad sintomatica [Cianciara,
2000].

Por otra parte, en Estados Unidos, Canada, Europa del Oeste, Australia,
Japon y otras areas desarrolladas, la endemicidad de la infeccion por el VHA
es moderada-baja. El numero de nifos infectados, asi como la incidencia de la
enfermedad es generalmente baja. La frecuencia de la presencia de
anticuerpos anti-VHA en la poblacion se incrementa gradualmente con la edad,
principalmente reflejado en la disminucibn de incidencias, cambios de
endemismos y las resultantes menores tasas de infeccidn infantil con el tiempo.
Algunas regiones, como por ejemplo Escandinavia, posee una baja
endemicidad, donde la mayoria de los casos ocurren en grupos de riesgo
definidos, como los viajeros que retornan de areas donde el VHA es endémico
y usuarios de drogas inyectables [Wasley et al., 2006].

Un cambio epidemioldgico de prevalencia intermedia a baja, se ha
notado en las décadas recientes en muchos paises, particularmente en el Sur
de Europa, incluyendo Espania, Italia y Grecia. Consecuentemente, aunque la
primera hepatitis epidémica bien documentada ocurrié en la isla Mediterranea
de Menorca hace 250 afos, la cuenca Mediterranea en su totalidad no deberia
ser considerada un area endémica en la actualidad. A su vez, en otros paises
de Europa del Este se ha descrito también en las ultimas décadas un descenso
significativo en la incidencia de hepatitis A. Del mismo modo, en algunos paises
de Asia y América Latina, se ha descrito un cambio de endemicidad de alta a
moderada [Pint6 et al., 2012].
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Figura 2._(A) Distribucién geografica de seroprevalencia anti-VHA. Nivel de inmunidad
estimado en nifios: cuanto mas oscuras son las areas, mas alto es el nivel de exposicion al
VHA. (B) Nivel de susceptibilidad estimado en adultos: cuanto mas oscuras son las areas, mas
susceptible es la poblacion de adultos a una infeccion por el VHA. Imagen extraida de
WHO/IVB/10.01, 2010.

En cuanto a los modos de transmisién del VHA, la fuente de infeccion
mas comunmente reportada es la persona-persona, es decir, entre integrantes
de una familia u otros contactos cercanos con una persona infectada. Otras
fuentes potenciales de infeccion incluyen a hombres homosexuales (MSM) con
practicas sexuales de riesgo, viajeros a paises donde el VHA es endémico y
usuarios de drogas. El consumo de agua y alimentos contaminados son
fuentes menos frecuentes de infecciéon, aunque han sido asociados con
grandes brotes debido al consumo de mejillones, almejas, ostras crudas,
bebidas con hielo picado, fresas, arandanos, frambuesas, lechuga
contaminada, cebollas verdes y otros alimentos de ensalada [Nainan et al.,
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2006]. En raras ocasiones, la infeccion por el VHA ha sido transmitida por
transfusién de sangre o de productos sanguineos [Lemon, 1994].

1.1.5 Vacunas anti-VHA

Todavia es una practica en uso la administracion de inmunoglobulinas
en la prevencion de la hepatitis A, particularmente cuando individuos han sido
expuestos al VHA dentro de las 2 semanas previas [Martin & Lemon, 2006]. Sin
embargo, su uso en profilaxis con pre-exposicion ha sido suplantado en gran
parte por vacunas inactivadas de hepatitis A suministradas en 2 o 3 dosis.
Estas vacunas contienen particulas virales producidas en cultivo de células,
purificadas, inactivadas con formalina y adsorbidas con un adyuvante de
hidréxido de aluminio. Son altamente inmunogénicas y protegen contra la
infeccion y la enfermedad a largo plazo, pero su coste es muy elevado debido a
las dificultades de propagar el VHA en cultivo celular, por su baja tasa de
replicacion y traduccion [Werzberger et al., 1992; Innis et al., 1994]. Esta
proteccion esta ampliamente relacionada con la induccion de altos titulos de
anticuerpos especificos contra el VHA, y esta dirigida contra todas las cepas
del VHA, lo cual es consistente con la identificacién de un unico serotipo entre
cepas humanas [Lemon et al., 1997].

Actualmente existen en el mercado 4 vacunas de diferentes
formulaciones, todas basadas en virus inactivados: HAVRIX®
(GlaxoSmithKline) esta basada en la cepa HM175 [Ashur et al., 1999]; VAQTA®
(Merck) en la cepa CR326 [Ashur et al., 1999]; AVAXIM® (Aventis Pasteur) en
la cepa GBM [Castillo de Febres et al., 1999], y EPAXAL® (Berna Biotech.) en
la cepa RG-SB incorporada en un virosoma formado por fosfolipidos y
glicoproteinas del virus de la gripe [Ambrosch et al., 1997]. Ademas, también
existe la vacuna TWINRIX® (GlaxoSmithKline), la cual combina HAVRIX®y la
vacuna de antigeno recombinante del virus de la hepatitis B. Es importante
destacar que con todas las vacunas se ha observado una eficiencia de
proteccion superior al 94% [Ambrosch et al., 1997; Ashur et al., 1999].

En el pasado, en paises industrializados la vacuna contra la hepatitis A
era recomendada para aquellas personas cuyo riesgo de adquirir dicha

enfermedad era mayor, entre las cuales se incluia a las personas que viajaban
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a sitios de alta endemicidad de hepatitis A, usuarios de drogas, MSM, vy
pacientes con trastornos del factor de coagulacion, que recibian concentrados
de ese factor [Martin & Lemon, 2006]. La inmunizacién también era
recomendada para personas que tuvieran un riesgo elevado de desarrollar una
enfermedad fulminante luego de haber sido infectados con el VHA, como por
ejemplo, aquellas personas con infeccidén cronica con el VHC. En los ultimos
anos, siguiendo recomendaciones de una inmunizacion mas amplia de nifios
en ciertas regiones de los Estados Unidos con una mayor incidencia global de
hepatitis A, se detectd un descenso del 88% en los casos de hepatitis A
reportados en esas regiones [Wasley et al., 2005]. Similarmente en Israel, un
pais con endemicidad intermedia del VHA se vio que una politica de
inmunizacion universal en nifios de toda la nacibn era médica y
economicamente justificada. La incidencia de hepatitis A entre niflos menores
de 14 afnos descendié en un numero superior al 95% luego de la introduccién
de la inmunizacién universal, e incluso las tasas de enfermedad en los
ancianos, quienes son mas propensos a padecer hepatitis severas o
fulminantes, descendieron substancialmente [Dagan et al., 2005]. Por otra parte
en Catalunya, Espafa, desde el afo 1999 se ha implementado un programa
de vacunaciéon contra el VHA en preadolescentes de 12 anos. Un estudio del
attack rate, definido como el numero de casos clinicos de hepatitis A cada
100000 habitantes o el numero de casos clinicos en un grupo de edad
especifico cada 100000 habitantes de ese grupo, ha sido llevado a cabo desde
los afios 2004-2013. Los resultados de este estudio muestran que la efectividad
de la campafa de vacunacion fue buena, obteniendo un promedio de aftack
rate de 2.98 + 1.61, durante la década de estudio [D’Andrea et al., 2015].

Por otra parte, analisis de coste-beneficio llevados a cabo por paises
con alta endemicidad como Tailandia, sugirieron que los beneficios de la
inmunizacion no justifican los gastos incurridos [Teppakdee et al., 2002]. Esto
refleja ampliamente el alto costo de la vacuna. No obstante, cambios en la
epidemiologia de la hepatitis A podrian modificar la perspectiva futura de
inmunizacion, en paises donde las condiciones sanitarias estan sufriendo
rapidas mejoras.

En cuanto a la utilizacion de virus vivos, vacunas atenuadas anti-VHA

han sido desarrolladas utilizando virus que habian sido adaptados a crecer en
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cultivo celular. En las etapas tempranas de este proceso habia gran
entusiasmo por dichas vacunas, pero estas fueron pobremente inmunogénicas
[Midthun et al., 1991]. Sin embargo, una vacuna atenuada con virus vivos ha
recibido un uso relativamente amplio en China y parece capaz de inducir
niveles protectores de anticuerpos. Un estudio realizado en nifios, sugirio que
una simple dosis de esta vacuna era efectiva en aproximadamente un 95% en
prevenir la manifestacion de la enfermedad, pero era menos efectiva en
prevenir la infeccion asintomatica durante un brote de hepatitis A [Wang et al,,
2004]. Por tanto, mientras las vacunas atenuadas pueden tener algunas
ventajas, las vacunas inactivadas constituyen la primera eleccion.

La opcion de utilizar péptidos sintéticos en la fabricacion de vacunas
anti-VHA es compleja debido al caracter conformacional de la mayoria de los
epitopos [D’Hondt, 1992]. No obstante, se han podido obtener péptidos
sintéticos inmunogénicos de 2 epitopos continuos [Pint6 et al., 1998], que son
capaces de inducir la sintesis de anticuerpos neutralizantes de la infectividad
virica in vitro, pero su eficacia in vivo no se ha comprobado.

Otra aproximacion diferente es expresar las regiones codificantes de la
capside en sistemas de expresion heterdlogos, ya sea en Escherichia coli
[Powdrill & Johnston, 1991], o en baculovirus [Harmon et al., 1988], pero se
necesitan grandes cantidades de antigeno para producir una respuesta inmune
leve. También se ha probado expresar capsides vacias (virus-like particles,
VLPs) en sistemas de expresion heterdlogos como Escherichia coli [Sanchez et
al., 2003a], baculovirus [Rosen et al., 1993] y mediante el uso de vectores
derivados del virus vaccinia [Winokur et al., 1991], pero la produccion es baja
en todos los casos. En el ultimo caso, la mayoria de antigeno se produce en
forma de pentameros que no conservan las caracteristicas inmunologicas de la
capside entera.

Teniendo en cuenta todas las aproximaciones realizadas y los
resultados obtenidos, todo indicaria que el desarrollo futuro de una vacuna mas
econdmica pasa por la optimizacidén de la produccion de VLPs en sistemas de
expresion heterdloga, o por un incremento de la produccion del VHA en cultivo

celular.
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1.2 HEPATITIS A: EL VIRUS

1.2.1 Caracteristicas generales

El VHA pertenece al género Hepatovirus, de la familia Picornaviridae, y
del orden Picornavirales. Dicha familia comprende 12 géneros: Aphtovirus,
Avihepatovirus, Cardiovirus, Enterovirus, Erbovirus, Hepatovirus, Kobuvirus,
Parechovirus, Sapelovirus, Senecavirus, Teschovirus y Tremovirus [Sanfagon
et al., 2012], donde todos ellos tienen a los vertebrados como organismos
hospedadores.

En la década temprana de los 80, el VHA fue provisionalmente
clasificado como un enterovirus debido a que poseia caracteristicas biofisicas y
bioquimicas que lo asemejaban a ellos. Sin embargo, estudios posteriores
demostraron que el VHA poseia caracteristicas particulares que lo distinguian
del resto de los picornavirus, como veremos mas adelante [Hollinger &
Emerson, 2001]. Nuestro entendimiento del VHA se ha beneficiado de estudios
realizados con el prototipo de picornavirus, el virus de la poliomelitis. Mucha de
la informacion que conocemos sobre la particula del VHA, la funcion de su
genoma y sus medios de replicacion se han obtenido indirectamente. En los
ultimos afos ha aumentado el conocimiento de un numero de caracteristicas
que son unicas de los hepatovirus, incluyendo importantes detalles sobre el
procesamiento de la poliproteina viral, la morfogénesis del virion y las
interacciones del virus con la célula hospedadora. Estos atributos unicos del
VHA tienen probablemente particular relevancia en la patobiologia del virus
[Martin & Lemon, 2002].

El VHA es un virus que posee una capside de estructura icosaédrica
desnuda, es decir, carece de una envoltura lipidica y tiene una medida de entre
27 y 32 nanometros (nm). Dicha capside esta formada por 60 copias idénticas
de las proteinas viricas VP2, VP3 y VP1, y en su interior posee un genoma de
ARN de cadena simple y de polaridad positiva, el cual presenta una longitud de
aproximadamente 7.5 kilobases (kb), y un coeficiente de sedimentacion 33S
[Hollinger & Emerson, 2001]. Una de las principales caracteristicas del VHA es
la elevada resistencia que esta capside le proporciona en condiciones extremas

de pH y temperatura.
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1.2.2 Organizacién genémica

Al igual que todos los picornavirus, el genoma puede ser definido en 3
regiones distintas (ver Figura 3). Por un lado, la region 5 no codificante
(5’NCR), que representa aproximadamente el 10% del genoma, esta formada
por unos 700 nucledtidos (nts) y es la region mas conservada del genoma. Esta
region alberga a su vez un sitio interno de entrada del ribosoma (IRES) de tipo
lll, el cual es una estructura secundaria extensa, compleja y rica en pirimidinas,
que es reconocido por los ribosomas y otros factores celulares para iniciar una
traduccion independiente de la proteina cap, a partir de uno de los 2 codones
de inicio, normalmente el segundo [Tesar et al., 1992]. Ademas, en el extremo
5’ de esta regidon se encuentra covalentemente unida la proteina viral VPg.

Otra region es el unico marco de lectura abierto que presenta y que
codifica para una poliproteina de 2227 aminoacidos (aa) en el caso de la cepa
HM175. Esta poliproteina va a sufrir sucesivos clivajes para dar lugar a las
proteinas estructurales y no estructurales que forman parte de la particula viral
madura. Las proteinas estructurales de la capside: VP1, VP2, VP3 y la
pequefia VP4 (llamadas en conjunto segmento P1), se encuentran en el tercio
amino-terminal (N-terminal). En el resto de la poliproteina se encuentran las
proteinas no estructurales requeridas para la replicacion del ARN del VHA: 2B,
2C, 3A y 3B (también conocida como VPg, que probablemente sirve como
proteina cebadora para la sintesis de ARN), 3CP° (una cistein proteasa,
responsable de la mayoria de los eventos de clivaje post traduccional dentro de
la poliproteina), y 3D (la ARN polimerasa-ARN dependiente propia del virus)
(ver Figura 3) [Martin & Lemon, 2002].

Finalmente hay una region corta 3’ no codificante (3’ NCR), que tiene
una longitud de 40 a 80 nts, que termina en una cola de poli-adeninas (cola
poli-A), la cual se cree que esta involucrada en la replicacion y traduccion del
ARN (ver Figura 3). El rol de la regién 3'NCR en la replicacion del ARN no se
conoce completamente, aunque podria tener un rol en incrementar la eficiencia
de la replicacion viral y en el tropismo celular [Bedard & Semler, 2004].

El procesamiento proteolitico de la poliproteina ocurre simultaneamente
con la traduccion y es llevado a cabo principalmente por la proteasa viral 3CP™,
como fue mencionado anteriormente. La sintesis del ARN resulta luego del
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ensamblaje de un gran complejo de replicasa macromolecular, conteniendo las
proteinas virales no estructurales que se extienden en el segmento 2B-3D", y
ocurre en las membranas que son tomadas para este propdsito del reticulo
endoplasmatico celular [Gosert et al., 2000]. El primer evento de clivaje de la
poliproteina ocurre en la union 2A/2B, y difiere de otros picornavirus en que
este clivaje es mediado por la proteasa 3C"™ [Martin et al., 1995]. El precursor
estructural resultante P1-2A es clivado por la proteasa viral para generar 2
precursores proteicos de la capside: VPO (VP4-VP2) y VP1-2A (también
conocido como pX) [Anderson & Ross, 1990], asi como también la proteina
madura de la capside VP3. VP1-2A es un intermediario estructural en la
morfogénesis del virion [Cohen et al, 2002]. El clivaje en la union VP1-2A
ocurre tarde en el proceso de la morfogénesis del virion y resulta de la accién
de una proteasa celular desconocida [Graff et al., 1999; Martin et al., 1999], y
durante el ensamblaje del virion VPO es clivada en VP4 y VP2 [Anderson &
Ross, 1990]. La replicacion del ARN del VHA no se ve perjudicada por
delecciones de la secuencia 2A. Por tanto, la proteina 2A no es requerida para
la sintesis de ARN, lo cual es un aspecto de la biologia del VHA muy diferente
al de los otros miembros bien estudiados de la familia Picornaviridae, como
poliovirus [Martin & Lemon, 2006]. A la inversa, la falta del 40% de la region N-
terminal de la secuencia que codifica para la proteina 2A en el ARN del VHA,
ocasiona que no sea capaz de producir particulas virales infecciosas, indicando
un rol de la region 2A en el ensamblaje de la capside. Esta deleccion no
permite el ensamblaje de precursores estructurales en pentameros, que son
importantes intermediarios en la morfogénesis de la capside y que contienen 5
copias de cada uno de los precursores proteicos: VP4-VP2 (VPO0), VP3 y VP1-
2A [Cohen et al., 2002].

La mayoria de los picornavirus tienen 4 polipéptidos en sus capsides,
incluyendo una pequefa proteina VP4 localizada en el extremo N-terminal de la
poliproteina. La poliproteina del VHA posee aparentemente un segmento
peptidico muy pequefio de VP4 en su extremo N-terminal, pero esta presunta
VP4 no ha sido demostrada directamente en preparaciones de virus
purificados. Ademas, mientras la miristilacion de la regiéon N-terminal de la
proteina VP4 de otros picornavirus es importante para la morfogénesis del
virion, la secuencia de VP4 del VHA carece de dicha sefal similarmente
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ubicada. El por qué el ensamblaje de la capside del VHA es diferente al de
otros picornavirus se desconoce; pero una posible hipotesis es que podria estar
relacionado con el estilo de vida intrahepatico unico que posee el VHA [Cristina
& Costa-Mattioli, 2007].

5'NCR P1-2A 2BC P3 3'NCR
Nonstructural proteins

Structural proteins

IRES
= *x X _Axk 3A /SB
e -
(38)(-’ [L[‘EL VP2 2B 2C | o 3D tpa(i)lly A
VP4* t f ¢ t ot #

L--
JL-HI

Capsid

Figura 3._Esquema de la organizacion del genoma del VHA y los sitios en donde es clivada la
poliproteina. Se observan las 3 regiones del genoma: la porcién 5’ no codificante (5’NCR), que
alberga un sitio interno de entrada del ribosoma (IRES) y estd unida covalentemente a la
proteina VPg o 3B; el unico marco de lectura abierto que codifica para una poliproteina, la cual
sufre sucesivos clivajes para dar lugar a las proteinas estructurales y no estructurales del VHA,;
y la region 3’ no codificante (3'NCR), que posee una cola de poli adeninas (cola poli-A). Las
flechas verdes indican los sitios de clivaje llevados a cabo por la proteasa viral (3C"°); el
diamante negro corresponde a un clivaje llevado a cabo por una proteasa celular, todavia no
identificada; y la estrella negra representa una actividad proteolitica desconocida. Los
asteriscos indican la ubicacion de clusters de codones raros en la region codificante de la
capside, y se ha propuesto que tienen un rol esencial en el plegamiento de la capside,
controlando la velocidad de traduccion.

Similar a lo que ocurre con otros miembros de la familia Picornaviridae, y
con otros virus hepaticos, como puede ser el VHC, la region 5’NCR del ARN
genomico alberga un IRES, el cual se encarga directamente de unir el
ribosoma al ARN viral. Por tanto, la traduccién ocurre de un modo cap-
independiente [Weitz et al., 1986; Glass et al., 1993; Brown et al., 1994]. En
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una traduccion mediada por IRES, estan involucrados un subconjunto de
factores de iniciacion de la traduccién, pero entre ellos no se encuentra la
proteina de union a cap, que es el factor de iniciacion eucariotico 4E (elF4E)
[Belsham & Sonenberg, 2000]. Sin embargo, estudios realizados en los ultimos
afnos sugieren que el VHA a pesar de poseer un IRES, dependeria del factor
elF4E, indicando que no es claro que el VHA sobrelleve un mecanismo de
iniciacion de la traduccion como se ha descrito para otros virus de esta familia
[Ali et al., 2001; Borman et al., 2001].

1.2.3 Estructura del virion

La capside del VHA, de simetria icosaédrica, esta formada por 60 copias
idénticas de las proteinas VP2, VP3 y VP1 como fue mencionado
anteriormente. La unidad basica de la capside es el protdomero, con un
coeficiente de sedimentacion 5S, el cual presenta una copia de cada una de las
3 proteinas (ver Figura 4A). Los protomeros se unen de 5 en 5 para dar lugar a
los pentameros, que presentan un coeficiente de sedimentacion 14S y la unién
de 12 pentameros da lugar a la capside vacia, con un coeficiente de
sedimentacion 70S. Finalmente, la capside vacia incorpora el acido nucleico y
se convierte en un virus infeccioso, con un coeficiente de sedimentacién 150S,
una vez que se ha dado el clivaje de VPO en VP2 y VP4 (ver Figura 4A).

Recientemente Feng & Lemon (2014), han observado que al propagar el
VHA en células de hepatoma Huh-7 se producen 2 poblaciones de virus
infecciosos que se diferencian segun sus densidades en gradientes de
iodixanol, pero ambas presentarian una infectividad equivalente. Por un lado,
una poblacion minoritaria que corresponde a las particulas viricas desnudas
con una densidad de 1.22 g/cm?, y por otro lado, una poblacién mayoritaria con
una densidad inferior de 1.08 g/cm3, que posee capsides envueltas en una
unica y amorfa bicapa lipidica. Muchas de estas estructuras tipo vesiculas
contienen 1 o 2 capsides, pero algunas pueden llegar a contener hasta 4,
sugiriendo que la membrana es adquirida luego del ensamblaje de la capside.
Las particulas con una menor densidad son resistentes a anticuerpos
neutralizantes, lo cual es consistente con el hecho de estar completamente

envueltos en membrana [Feng & Lemon, 2014].
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La estructura tridimensional del VHA durante muchos afios se ha basado
en extrapolaciones de las informaciones obtenidos con las cristalizaciones de
otros picornavirus, debido a que no se conseguia cristalizar el VHA.
Recientemente, Wang y colaboradores (2015) han conseguido finalmente
cristalizar la particula del VHA, y han observado que la superficie externa de
este virus es lisa y sin presencia de un cafion como si se encuentra en otros
picornavirus (ver Figura 4B). Las proteinas de la capside VP1, VP2 y VP3
presentan una estructura conformada por 8 barriles B antiparalelos que se
organizan en una capside con numero de triangulacion de 3 (T=3) (ver Figura
4C), y abarcan el espesor de la capside. Estos barriles B (clasificados de la B
hasta la |) estan conectados a través de loops, que son las regiones mas
superficiales de la capside y contienen los sitios antigénicos [Wang et al.,
2015]. La particula completa del VHA esta bien ordenada; sin embargo, aunque
la proteina VP4 esta presente, no es visible. Las particulas del VHA vacia y
completa son muy similares, donde las superficies externas son
antigénicamente indistinguibles, hecho que fue confirmado utilizando 6
anticuerpos (Abs) diferentes.

También observaron que la superficie de Ila particula esta
extraordinariamente cargada de forma negativa, y que tal vez la ausencia de un
caidn hace que el VHA no posea un bolsillo hidrofébico contiguo en los barriles
B de la proteina VP1. Estos barriles B estan comprimidos en comparacién con
los enterovirus y en el espacio que queda disponible se encuentran las
cadenas hidrofébicas, como ocurre en aftovirus y cardiovirus [Wang et al.,
2015].
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Figura 4._Estructura icosaédrica de la capside del VHA. (A) Morfogénesis de la capside virica
a partir de un protémero formado por una copia de cada una de las proteinas estructurales
VP1, VP2 y VP3. Imagen adaptada de Racaniello, 2007. (B) Superficie accesible del VHA. Las
lineas negras representan los diferentes lados del icosaedro. Imagen extraida de Wang et al.,
2015. (C) Representacién esquematica de una particula virica con los diferentes ejes de
simetria. En las imagenes A y B los colores azul, verde y rojo representan a las proteinas VP1,
VP2 y VP3, respectivamente.

1.2.4 Diversidad Genética y Antigénica

La diversidad nucleotidica del VHA es similar a la encontrada en otros
picornavirus [Sanchez et al., 2003b], y permite una diferenciacién en varios
genotipos y subgenotipos. Los trabajos pioneros de variabilidad genética se
basaron en el estudio de regiones discretas del genoma del VHA, como la
region carboxilo terminal (C-terminal) de VP3 [Jansen et al., 1990]; la regién N-
terminal de VP1 [Robertson et al., 1991], y la region de la union VP1-2A
[Jansen et al., 1990; Robertson et al., 1992b]. Debido a que el VHA y poliovirus
comparten algunas caracteristicas gendmicas, en un primer momento las
diferentes cepas del VHA fueron agrupadas comparando la union VP1-2A,
usando el método de Rico-Hesse y colaboradores, un criterio utilizado en ese
tiempo para la clasificacion genética de cepas de poliovirus [Rico-Hesse et al.,
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1987]. En 1992 usando esta aproximacion, se llegé a la conclusion de la
existencia de 7 genotipos del VHA (I-VIIl) [Robertson et al., 1992b].

Posteriormente, en 2002 Costa-Mattioli y colaboradores realizaron
estudios utilizando secuencias completas de la proteina VP1 (900 nts), que es
la region mas variable del VHA, como un método alternativo a la regién VP1-2A
(168 nts). Esta region fue elegida porque VP1 es la proteina mas larga
accesible en la superficie de la particula madura de los picornavirus, y porque
mutantes de escape del VHA obtenidos al multiplicar el virus en presencia de
anticuerpos monoclonales (MAbs), permitieron observar que un determinado
numero de aa dentro de la proteina VP1 contribuyen al principal sitio
inmunodominante del VHA. Ademas, estudios de evolucion molecular han
mostrado que la determinacion de la secuencia completa de VP1 era requerida
para la correcta caracterizacion de cepas de picornavirus de simio y humanos,
y como la secuencia de VP1 de enterovirus correlaciona en cierta medida con
el serotipo, la secuencia de VP1 podria ser utilizada como sustituto molecular
para la tipificacion antigénica [Costa-Mattioli et al., 2003].

Los estudios utilizando la secuencia completa de VP1 revelaron la
presencia de 5 grupos genéticos distintos, todos ellos con un fuerte apoyo
estadistico debido a los elevados valores de bootstrap. Es importante destacar
que en este estudio no se incluy6 la cepa JM-55 (genotipo VI) y aquellas
secuencias representantes del genotipo lllb, porque en ese momento no se
encontraban disponibles en una base de datos de secuencias de acceso
publico. Por tanto, una nueva clasificacién de genotipos del VHA fue propuesta
e incluia 6 genotipos diferentes (I a VI), cuya distancia genética entre ellos es
superior al 15% [Costa-Mattioli et al., 2003]. Un grado de relacion genética
superior al esperado se observé entre los previamente descriptos genotipos Il y
VII [Costa-Mattioli et al., 2002], sugiriendo que serian uno o dos sub-genotipos
del mismo tipo. Un estudio posterior realizado por Lu y colaboradores,
confirmaron la hipotesis de que los genotipos Il y VIl son 2 sub-genotipos del
genotipo Il [Lu et al., 2004]. De esta forma, se concluye que el VHA posee 6
genotipos diferentes: 3 aislados en humanos (I a lll) y 3 de origen simio (IV a
VI). Los genotipos | y Il son los mas frecuentemente aislados a partir de
humanos, y contienen sub-genotipos que son IA, IB y IC, en el caso del
genotipo |, y IlIA y llIB en el genotipo lll, los cuales son definidos por una
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divergencia nucleotidica del 7 a 7.5%. El genotipo Il, también tiene sub-
genotipos que son IIA y IIB. Los 3 genotipos de origen simio fueron definidos
cada uno por una unica secuencia nucleotidica de la region P1 del genoma,
extraida de cepas aisladas de especies de monos del viejo mundo. Ademas, es
importante destacar que todas las cepas de origen simio poseen una secuencia
firma o caracteristica en la region de union VP3/VP1, la cual permite
diferenciarlas de las cepas de origen humano [Cristina & Costa-Mattioli, 2007].

A pesar del grado de variabilidad nucleotidica que posee el VHA, la
diversidad es limitada a nivel aminoacidico, y solo pocas variantes antigénicas
naturales han sido aisladas [Sanchez et al., 2002; Pérez-Sautu et al., 2011],
sugiriendo que existen severas restricciones estructurales y bioldgicas en la
capside, que no permitirian la emergencia de nuevos serotipos. Estas
restricciones podrian estar relacionadas con la elevada estabilidad de la
capside frente a condiciones extremas de pH, temperatura y desecacion. La
complejidad del ciclo biologico del virus explicaria la elevada resistencia del
virus a una gran variedad de condiciones. Como consecuencia de esto, el VHA
posee un unico serotipo, lo cual representa una diferencia llamativa en
comparacion con otros picornavirus [Hollinger & Emerson, 2007]. Por tanto, una
infeccion con el VHA va a proporcionar posiblemente una inmunidad de por
vida, que protege contra una re-infeccion, e individuos infectados con el VHA
en una parte del mundo van a estar protegidos contra una re-infeccion por
dicho virus en otras regiones del mundo [Nainan et al., 2006].

Estudios genéticos utilizando la secuencia completa de VP1 vy
secuencias de la capside entera, han mostrado la ausencia de patrones de
distribucion intragénica de sustituciones sindénimas en la proteina VP1,
sugiriendo que la divergencia de estas sustituciones podria ser al azar en el
gen de VP1. No obstante, la distribucién de sustituciones no sinénimas a lo
largo de la proteina VP1 muestra una situacion completamente diferente, con
tasas extremadamente bajas de sustituciones en comparacion con las
sustituciones sinonimas [Cristina & Costa-Mattioli, 2007]. De esta forma, el
patron de divergencia observado en la regién de VP1 del VHA es
probablemente debido a fuerzas selectivas, que no permiten un reemplazo de
aa, a pesar de las altas tasas relativas de sustituciones sinbnimas observadas
a lo largo de todo el gen. Esto contrasta con la situacion encontrada en
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miembros de la familia Picornaviridae que poseen multiples serotipos, como por
ejemplo el virus de la fiebre aftosa, que esta sujeto a seleccion positiva
[Haydon et al., 2001]. Por lo tanto, el modo de evolucion junto a las
restricciones estructurales y biolégicas del VHA también podria explicar en
parte, la presencia de un unico serotipo.

A través de los mutantes de escape a Abs y los ensayos de competencia
entre los diferentes MAbs para la neutralizacion del virus, se ha conseguido
definir 3 epitopos antigénicos discontinuos. Uno de ellos es el epitopo
inmunodominante, definido como tal porque se unen la mayoria de Abs. Los
virus que pierden una parte o la totalidad del reconocimiento por los Abs
dirigidos contra el epitopo inmunodominante muestran cambios en los aa Pro-
65, Asp-70, Ser-71 o GIn-74 de VP3; o Ser-102, Asn-104, Lys-105, Val-171,
Ala-176 o GIn-232 de VP1 [Nainan et al., 1992; Ping & Lemon, 1992;], que en
los modelos de estructura de la capside quedan muy alejados entre si (ver
Figura 5), pero dada la alta conformacionalidad del epitopo estas regiones se
influyen mutuamente a pesar de estar localizados distantemente [Nainan et al.,
2006].

Un segundo epitopo antigénico es el que coincide con el sitio de union a
la glicoforina A [Sanchez et al., 2004], tal y como lo demuestra la competencia
que se establece entre el MAb que reconoce este epitopo, el H7C27, y la
glicoforina A por unirse al virus. Se han obtenido diferentes virus que pierden el
reconocimiento por parte del MAb H7C27, uno con cambio en la Lys-221 de
VP1 [Ping & Lemon, 1992], otro con cambio en la Gly-217 de VP1 [Aragonés et
al., 2008], y otro con cambio en la Ser-114 de VP1 [Cox et al., 1991], teniendo
este ultimo mutante s6lo una resistencia parcial al MAb.

Por ultimo, esta el tercer epitopo, al cual se une el MAb 4E7, y no se ha
obtenido ningun mutante de escape, por tanto no se conoce la localizacién
exacta de este epitopo [Ping & Lemon, 1992].

Por otra parte, ademas de las restricciones estructurales esperadas
debido a los aa que tienen roles criticos en el plegamiento de la capside, se ha
sugerido también una cierta contribucion del uso de codones a la baja
variabilidad antigénica de la capside del VHA. Aproximadamente un 15% de los
residuos de la superficie de la capside son codificados por codones raros.
Estos codones raros son altamente conservados entre las diferentes cepas del
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VHA vy sus sustituciones son seleccionadas negativamente incluso bajo presion
inmune especifica [Aragonés et al., 2008]. Muchos de estos residuos de la
capside codificados por codones raros expuestos en la superficie estan
localizados cerca o en regiones de los epitopos, y la seleccion negativa podria
impedir la emergencia de variantes antigénicas. La necesidad de mantener los
clusters de codones raros esta relacionado con los requerimientos de un
correcto plegamiento de la capside, el cual es controlado a través de cinéticas
de traduccion, y es bastante improbable que una sustitucion nucleotidica
genere un nuevo codon de rareza similar y un aa compatible [Pint6 et al.,
2007].

VP1: Ser-102, Asn-
104, Lys-105, Val-

171, Ala-176, GIn-
232

VP3: Pro-65, Asp-
70, Ser-71, GIn-74

Figura 5._Representacion de un modelo de protomero del VHA cedido por Ming Luo
(Universidad de Alabama, Birmingham, Estados Unidos). Los residuos representados en rojo
corresponden al epitopo inmunodominante, reconocido por los MAbs K24F2 y K34C8, y en
amarillo los del epitopo al que se unen el MAb H7C27 y la glicoforina A.

1.2.5 Ciclo del VHA en el hospedador

Los unicos modelos animales disponibles para la replicacion del VHA y
la induccion de la enfermedad son los simios [Martin & Lemon, 2006]. En
infecciones orales experimentales llevadas a cabo en monos, antigeno del VHA

fue detectado tempranamente luego de una inoculacion en células del
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estbmago, de los intestinos delgado y grueso y obviamente en el higado, bilis y
materia fecal; lo cual llevé a postular la existencia de un ciclo entero-hepatico
del virus [Cuthbert, 2001].

Este ciclo se compone de una ingesta inicial por via oral del VHA,
seguida por una absorcion desde el estomago y/o intestino hacia el flujo
sanguineo, para finalmente llegar al 6rgano blanco o diana que es el higado.
Luego de la replicacion en el higado, el virus es liberado a través de los
canaliculos biliares hacia el intestino y luego sale al exterior del cuerpo por
medio de la materia fecal; o alternativamente, el ciclo entero-hepatico puede
volver a repetirse. No obstante, el mecanismo exacto por el cual los virus
ingresan al torrente sanguineo, aun no ha sido completamente determinado.

Para llevar a cabo un ciclo infeccioso, el VHA tiene que superar ciertas
condiciones poco favorables a lo largo de las diferentes etapas de su ciclo.
Estas serian el pH acido que se encuentra en el estbmago y la accion de
proteasas intestinales y detergentes (particularmente las sales biliares) durante
la fase de entrada, su eliminacion durante la fase de viremia, y de nuevo la
accion de proteasas y detergentes durante la fase de salida del organismo
hospedador. La presidn selectiva ejercida por el pH, las proteasas y las sales
biliares, trae como consecuencia la necesidad por parte del virus de tener una
capside altamente cohesiva y estable. A su vez, la replicacion del VHA en
hepatocitos polarizados, con diferentes membranas de entrada y de salida,
donde se requiere de la conexién del flujo sanguineo del ciclo entero-hepatico
para iniciar una infeccion en nuevas células, exige una capside que sea capaz
de escapar en la mayor medida posible de la depuracion sanguinea por parte
de los mecanismos propios del hospedador. De esta forma, la capside del VHA
ha evolucionado para evitar su interaccion con la glicoforina A presente en la
membrana de los eritrocitos, que podrian actuar eliminando el virus del torrente

sanguineo [Pinto et al., 2012].

1.2.6 Ciclo celular del VHA

Las células diana para la replicacién del VHA son los hepatocitos,
aunque en las células de la cripta en el intestino y las células de Kupffer en el
higado, también se ha encontrado antigeno del VHA [Asher et al., 1995].
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Se han propuesto 2 mecanismos diferentes de entrada a la célula por
parte del VHA para iniciar su ciclo celular. Por un lado esta el receptor celular
para el VHA 1 (HAVCR1), el cual pertenece a la familia de las
inmunoglobulinas de células T (TIM), que se ha visto que funciona como
receptor del VHA [Kaplan et al., 1996]. Por otra parte, esta el receptor de
asialoglicoproteina, el cual une e internaliza moléculas de IgA, y se ha
propuesto como receptor de complejos infecciosos del VHA recubiertos de IgA
[Dotzauer et al., 2000]. Asimismo, la cadena IgA A es un ligando especifico de
HAVCRH1, y la unién de la cadena IgA A del complejo VHA-IgA tiene un efecto
sinérgico en la interaccion con el receptor del VHA [Tami et al., 2007]. Por lo
tanto, las particulas del VHA libres pueden utilizar el receptor HAVCR1, y las
particulas del VHA en la forma de complejo con IgA, pueden utilizar tanto
HAVCR1 como el receptor de asialoglicoproteina, demostrando la necesidad
de los virus de adaptarse lo mas posible a diferentes circunstancias.

Por otra parte, recientemente Feng y colaboradores (2014), han
propuesto un modelo de entrada a las células para las particulas del VHA
envueltas (VHAe), o mas correctamente denominadas cuasi-envueltas ya que
carecen de glicoproteinas codificadas por el virus incrustadas en la membrana
celular o envuelta. Este modelo consiste en la entrada a la célula del VHAe a
través de una via endocitica, que luego se convierte en endosomas
acidificados tardios o lisosomas. Posteriormente, las membranas de las
envueltas van a ser degradadas dentro del ambiente acido de los lisosomas a
través de una serie de procesos muy sofisticados, donde varias enzimas
lisosomales pueden contribuir a este proceso degradativo. Una vez degradadas
las membranas de las envueltas, la capside del VHA es muy estable y puede
tener acceso e interaccionar con su receptor TIM-1 presente en las membranas
lisosomales. Por tanto, esto podria iniciar entonces el proceso de
desencapsidacion, que conduciria a la liberacion del ARN del VHA en el
citoplasma [Feng et al., 2014].

El esquema general del ciclo replicativo del VHA es muy similar al del
resto de los picornavirus [Racaniello, 2007] (ver Figura 6).
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Figura 6._Esquema del ciclo replicativo celular del VHA. Imagen adaptada de Hollinger &
Emerson, 2007.

Luego de la interaccion con él o los receptores, se produce la
desencapsidacion del genoma viral, un ARN de cadena simple de polaridad
positiva que se encontraba contenido dentro de la capside. Este proceso es
extremadamente lento en el VHA, con tiempos de varias horas comparado con
los aproximadamente 30 minutos en la mayoria de los picornavirus [Bishop &
Anderson, 2000; Costafreda et al., 2014]. Una vez que el ARN se encuentra en
el citoplasma, se lleva a cabo la traduccion del genoma viral de una forma
independiente de cap, y a través de un IRES que se encuentra dentro de la
region 5’NCR. La poliproteina resultante de la traduccién del genoma viral es

co- y post-traduccionalmente procesada principalmente por la proteasa viral, tal
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y como fue explicado en apartados anteriores. La ARN polimerasa-ARN
dependiente recién producida, asi como varias proteinas que interaccionan con
membranas, se van a ensamblar con el extremo 3’ del ARN gendmico, para
comenzar la sintesis de una copia del genoma viral de polaridad negativa. Esta
copia de polaridad negativa va a ser usada como molde para la sintesis de
multiples copias nuevas de ARN gendmico de polaridad positiva, las cuales a
su vez van a ser utilizadas para la sintesis de mas ARN o traducidas en nuevas
proteinas, y asi sucesivamente. Luego del ensamblaje de las proteinas
estructurales para formar la capside, las moléculas de ARN de polaridad
positiva son empaquetadas y los nuevos viriones sintetizados van a ser
secretados a través de la membrana apical del hepatocito hacia los canaliculos
biliares, desde los cuales pasan a la bilis y al intestino delgado [Pinté et al,
2012].

1.2.7 Modo de Evolucion

Los virus de ARN explotan todos los mecanismos conocidos de
variabilidad genética para asegurar su supervivencia [Domingo & Holland,
1997], incluido la mutacién, la recombinacién genética, y el reordenamiento de
segmentos de genoma, siendo este ultimo en el caso de los virus
segmentados.

Todos estos mecanismos son dependientes de la existencia de
replicacion, y teniendo en cuenta que las poblaciones de virus replican a tasas
extremadamente elevadas, estas poblaciones pueden llegar a ser muy
variables. Ademas, la ausencia de una actividad correctora de errores en las
ARN polimerasas-ARN dependientes de los virus de ARN, trae como
consecuencia la existencia de complejas poblaciones de genomas mutantes o
cuasiespecies [Domingo et al., 2006].

Por lo tanto, como otros virus de ARN, el VHA existe in vivo como
distribuciones dinamicas de variantes no idénticas pero cercanamente
relacionadas, conocidas como cuasiespecies [Sanchez et al., 2003c; Costa-
Mattioli et al., 2006]. La dinamica de cuasiespecies esta caracterizada por la
generacion continua de variantes de genomas virales, donde existe

competencia, cooperacion e interferencia entre ellos, y posterior seleccioén de él
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o los mutantes mas adaptados a un ambiente particular. La comprensién de los
principios que le dan forma a la evolucion de las cuasiespecies virales, se
vuelve cada vez mas importante para modelar la progresion de la enfermedad,
y para designar estrategias preventivas y terapéuticas para el control de
enfermedades virales [Domingo, 2005; Domingo et al., 2005].

Con el tiempo, la evolucién de los virus de ARN esta condicionada por
perturbaciones del equilibrio poblacional, los cuales pueden no ser iguales
entre diferentes individuos hospedadores. Por esta razén, multiples sub-linajes
virales que difieren en el numero de rondas de replicacion y en historias de
perturbaciones ambientales, pueden establecerse rapidamente y co-circular en
una misma area geografica [Cristina & Costa-Mattioli, 2007]. La coexistencia de
diferentes sub-poblaciones es consistente con la presencia de un espectro de
mutantes en cada aislado del VHA [Sanchez et al., 2003c], el cual provee un
repertorio de variantes que mientras constituyen una minoria en un individuo
infectado, pueden volverse dominantes cuando son transmitidas a otro
individuo hospedador. Estos resultados se adaptan al esquema general de una
dinamica de cuasiespecies [Domingo, 2005; Domingo et al., 2005].

Las altas tasas de mutacién y de replicacion le permiten a los virus tener
la capacidad de explorar rapidamente el espacio de secuencias, a una tasa que
a veces hace que la evolucion del ADN del organismo hospedador parezca
estatica en comparacion con los virus [Worobey et al., 1999].

Las primeras estimaciones de la tasa de mutacion del VHA fueron
realizadas por Sanchez y colaboradores, 2003c, quienes determinaron una
tasa de 1x10° a 1x10™ sustituciones totales por sitio. Estos valores son mas
bajos que los encontrados en otros miembros de la familia Picornaviridae, entre
ellos el virus de la fiebre aftosa (FMDV, 2.7x10?) [Gurumurthy et al., 2002];
poliovirus tipo 1 (3.36x10‘2) [Kew et al., 1998]; y enterovirus 70 (2.2x10'2)
[Takeda et al., 1994]. Luego, utilizando secuencias parciales del gen VP1,
Hanada y colaboradores en el 2004 estimaron la tasa de sustituciones
sindnimas del VHA en 1.30x107 sustituciones por sitio por afio. No obstante, un
estudio realizado con secuencias completas del gen VP1 de cepas del genotipo
|, aisladas en Francia entre los afios 1984 a 2001 y con un origen monofilético,

registré una tasa de 4x10™ sustituciones sindnimas por sitio por afio, mediante

32



la utilizacion de una aproximacion bayesiana basada en el empleo de cadenas
de Markov y Monte Carlo [Moratorio et al., 2007].

No obstante, a pesar de la variabilidad nucleotidica encontrada en el
VHA, la diversidad a nivel de aa es limitada, sugiriendo la existencia de fuertes
limitaciones estructurales y biolégicas en la capside, que impedirian la
emergencia de nuevos serotipos, existiendo asi un unico serotipo [Pinto et al.,
2012].

1.2.8 Caracteristicas unicas del VHA

El VHA posee una serie de caracteristicas unicas que lo diferencian del
resto de los miembros de la familia Picornaviridae. En primer lugar, el VHA
posee un IRES de tipo Ill en su extremo 5'NCR, el cual es una extensa
estructura secundaria altamente compleja, que posee una eficiencia muy baja
en dirigir la traduccion, en comparacion con los IRES tipo | y Il de otros
picornavirus [Brown et al., 1994; Whetter et al., 1994]. Por otra parte, el
elemento de replicacion que actua en cis (CRE) del VHA se situa cerca del
extremo 5’ de la region que codifica para la polimerasa, a diferencia de otros
picornavirus donde se situa en VP1, y ademas, tiene un tamafio mayor en
comparacion con los CRE de los otros miembros de la familia [Yang et al.,
2008].

Como se ha comentado en apartados previos, otra caracteristica Unica a
destacar de este virus es que posee un unico serotipo [Hollinger & Emerson,
2007], a pesar de que presenta una variabilidad nucleotidica similar a la del
resto de los picornavirus [Sanchez et al., 2003b].

Otra diferencia es que el VHA codifica para una unica proteasa, la 3C,
mientras que otros picornavirus codifican para proteasas adicionales como la L
proteasa en el género Aphtovirus, o la proteasa 2A en el género Enterovirus.
Las proteasas L y 2A cuando estan presentes cumplen un rol crucial en los
primeros clivajes de la poliproteina viral, mientras que aquellos géneros que
carecen de estas proteasas, como en Hepatovirus y Paraechovirus, la mayoria
de los clivajes son llevados a cabo por la proteasa 3C. Sin embargo, algo mas
importante es que estas proteasas adicionales estan involucradas en la
induccion del shut-off o silenciamiento de la sintesis proteica celular [Leong et
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al., 2002]. El mecanismo de traduccién utilizado por los picornavirus, el cual es
independiente de cap y dependiente de IRES, se veria beneficiado de la
inhibicion de la traduccidn celular dependiente de cap, ya que la maquinaria de
traduccidn celular y los recursos serian utilizados casi exclusivamente para la
produccion de proteinas virales. Un evento que precede al shut-off de la
sintesis proteica celular es el clivaje de un factor de iniciacidon de la traduccién
celular, el elF4G, que forma parte del complejo elF4F, y actia como una
especie de andamio que va a interaccionar con otros factores de traduccién
para reclutar la subunidad menor del ribosoma. Existe evidencia de que las
enzimas responsables de dicho clivaje son las proteasas 2A y L, presentes en
determinados picornavirus, como fue mencionado anteriormente [Kuechler et
al., 2002]. De esta forma, una consecuencia de la carencia de alguna de estas
actividades proteoliticas en el VHA, es la incapacidad de inducir shut-off
celular, lo cual a su vez esta directamente relacionado con el requerimiento del
factor elF4G intacto, es decir sin clivar, para la formacion del complejo de
iniciacion de la traduccion [Borman & Kean, 1997].

Teniendo en cuenta lo descrito anteriormente, indicaria que el VHA debe
competir de manera ineficiente con la célula por los recursos y la maquinaria
traduccional de la misma, lo cual podria relacionarse con otra diferencia entre
el VHA y otros picornavirus: su especial uso de codones. El VHA presenta un
mayor sesgo en el uso de codones, entendiendo por sesgo a la preferencia de
un codon sobre otro codon sinbnimo, en comparacion con otros miembros de la
familia Picornaviridae. Dicho de otra forma, el VHA no usa los codones
sindbnimos al azar sino que usa unos de forma abundante y otros de forma rara
[Sanchez et al., 2003b]. Una observacion importante a destacar es que el uso
de codones del VHA ha evolucionado de manera natural para ser
complementario, y en algunos casos incluso opuesto al de las células
humanas: nunca adopta como codones abundantes aquellos que son
altamente utilizados por la célula hospedadora. Este uso de codones altamente
deoptimizado con respecto al de la célula hospedadora, que es unico para el
VHA, ha sido interpretado como una estrategia sutil para evitar en la medida de
lo posible, la competencia por los ARN de transferencia (ARNt), en ausencia de
un mecanismo preciso de induccién de shut-off de la sintesis proteica celular
[Sanchez et al., 2003b].
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Una consecuencia de este alto y especial sesgo en el uso de codones
es el incremento en el uso de codones raros por parte del VHA, que serian por
un lado, aquellos que la célula no utiliza o utiliza en baja frecuencia, y por otro,
codones raros por competencia, que son aquellos altamente utilizados por la
célula. Este uso de codones podria contribuir a la lenta replicacién, asi como a
la baja produccién viral [Pint6 et al., 2007], ya que afectaria la tasa de trafico de
ribosomas en el ARN mensajero (ARNm), debido al mayor tiempo requerido
para incorporar en el sitio A del ribosoma a aquellos ARNt que se unen a los
codones raros. De esta forma, las acumulaciones de codones raros inducen
paradas transitorias del complejo traduccional, mientras éste busca el ARNt
apropiado, el cual se encuentra en bajas concentraciones dentro del pool de
ARNL. A pesar de que estas pausas del ribosoma pueden tener algunos efectos
negativos en la sintesis proteica, como la degradacién de la cadena de ARN
[Hoekema et al., 1987]; la terminacion prematura de la cadena polipeptidica
que se esta sintetizando [Parker, 1989]; o la incorporacion de aa incorrectos
[Parker, 1989]; también pueden tener la funcion de asegurar el correcto
plegamiento de la proteina que se esta sintetizando [Adzhubei et al., 1996;
Evans et al., 2005].

El VHA utiliza un total de 27 codones raros, definidos segun sus
frecuencias, los cuales se encuentran repartidos entre 15 aa (ver Tabla 1).
Teniendo en cuenta que el 15% de los residuos de la superficie de la capside
del VHA estan codificados por codones raros, y que estos se encuentran en
regiones altamente conservadas y situados estratégicamente en los extremos
C-terminal de las proteinas estructurales [Sanchez et al., 2003b], las paradas
transitorias del complejo traduccional debidas a los codones raros, serian
responsables de garantizar el correcto plegamiento de las proteinas
estructurales del VHA. De hecho, mientras muchos picornavirus dependen de
chaperonas para el plegamiento de la capside, el VHA no dependeria de ellas
[Aragonés et al., 2010]. De este modo, mantener los codones raros seria
importante para asegurar el correcto plegamiento de las proteinas, y explicaria
como el uso de codones deoptimizado podria contribuir a la baja variabilidad
del VHA.

Estudios en los que se adaptaba al VHA a replicar en condiciones de

silenciamiento celular o shut-off de la transcripcion celular inducida
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artificialmente con la droga Actinomicina D (AMD), que tiene un efecto sobre
las ARN polimerasas-ADN dependientes de la célula, sin efecto aparente sobre
las ARN polimerasas-ARN dependientes de los virus, permiti6 comprobar la
importancia del papel de los codones en la regién de la capside [Aragonés et
al., 2010]. La caida del fitness que el virus experimenta al principio de ser
cultivado en presencia de AMD, va seguida de la recuperacion del fitness
durante el proceso de adaptacion, el cual se asocia a un cambio en el uso de
codones de la region de la capside, lo cual implica una re-deoptimizacion
respecto al uso de codones de la célula [Aragonés et al, 2010]. Este
mecanismo de adaptacion al shut-off celular artificial, demuestra que la cinética
de traduccidn es la que determinaria el sesgo en el uso de codones del VHA en
la region de la capside, ya que es la correcta combinacién de codones raros y
frecuentes lo que permite un trafico de ribosomas adecuado para el correcto
plegamiento de las proteinas que se estan sintetizando (ver Figura 7). Por el
contrario, cambios en el uso de codones que generen cambios en el
plegamiento de las proteinas de la capside podrian ser seleccionados de forma
negativa, lo cual explicaria la baja variabilidad antigénica del virus y la
existencia de un unico serotipo. De hecho, el analisis de cuasiespecies de
poblaciones viricas obtenidas a partir de la cepa pHM175 43c del VHA bajo la
presion selectiva de 2 MAbs diferentes, el K34C8 y el H7C27, demostraron que
los aa de la capside codificados por codones raros y préximos a los epitopos
reconocidos por estos anticuerpos, eran practicamente invariables [Aragoneés et
al., 2008].

El correcto plegamiento de la capside contribuye probablemente al
fenotipo altamente resistente que posee el VHA a altas temperaturas, pH acido
y presencia de detergentes [Aragonés et al., 2010]; asi como también a su alta
persistencia en el ambiente, que consecuentemente permite su transmisién a
través de alimentos y agua de bebida [Reid & Robinson, 1987; Rosemblum et
al., 1990; Bosch et al.,, 1991; Dentinger et al., 2001; Sanchez et al., 2002]. De
hecho, las poblaciones adaptadas a replicar en presencia de AMD, las cuales
habian sufrido una re-deoptimizacion de su uso de codones, muestran un
importante descenso en la resistencia a los factores mencionados

anteriormente [Costafreda et al., 2014].

36



Tabla 1._Porcentajes del uso de codones con respecto al codén sinbnimo mas abundante
dentro de cada aminoacido, en el VHA y en la célula humana. En azul se muestran los codones
que el VHA utiliza como raros. Tabla adaptada de Sanchez et al., 2003b.

Aminoacido Codoén VHA Célula humana

AGA 100 88

AGG 29 98

ARG CGC 3 100
CGU 4 42

CGA 3 48

CGG 1 92

uuG 100 26

UUA 52 12

LEU cuu 46 25
CuG 25 100

CUA 9 15

cuc 7 47

ucu 100 71

UCA 85 50

SER AGU 32 50
ucc 28 95

ucG 5 22

AGC 5 100

ACU 100 55

THR ACA 91 63
ACC 18 100

ACG 5 29

CCu 100 78

PRO CCA 90 73
Cccc 20 100

CCG 2 33

GCU 100 67

ALA GCA 61 48
GCC 31 100

GCG 1 25

GGA 100 67

GLY GGU 58 44
GGG 34 68
GGC 28 100

GUU 100 34
VAL GUG 46 100
GUA 18 19

GucC 13 53

LYS AAA 100 64
AAG 59 100

ASN AAU 100 73
AAC 19 100

GLN CAA 88 33
CAG 100 100

HIS CAU 100 65
CAC 22 100

GLU GAA 100 65
GAG 7 100

ASP GAU 100 75
GAC 19 100

TYR UAU 100 66
UAC 27 100

cYs uGcu 100 68
uGc 27 100

PHE uuu 100 70
uuc 27 100

AUU 100 61

ILE AUA 32 24
AUC 16 100
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Figura 7._Combinacién de codones raros y abundantes, o regulacion fina de la cinética de
traduccioén, para controlar el trafico de los ribosomas y permitir asi el correcto plegamiento de
las proteinas de la capside del VHA. Imagen extraida de Pint6 et al., 2012.

Finalmente, el uso de codones tan particular del VHA podria explicar el
por qué este virus ha evolucionado para tener un IRES altamente ineficiente.
Tener una maquinaria de traduccion eficiente en el reclutamiento de ribosomas
hacia el IRES, combinado con varias pausas de los ribosomas en la region
codificante, no seria conveniente debido a que se secuestrarian muchos
ribosomas en pocas moléculas de ARN. Sin embargo, la influencia directa de la
combinacion de codones abundantes y raros, en la velocidad de traduccién del
ARN en la region de la capside del VHA no ha sido demostrada. Por tanto, en

este trabajo se pretende estudiar in vivo el efecto del uso de codones en la
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velocidad de traduccién, en regiones de la capside de diferentes poblaciones
del VHA.

39






2. OBJETIVOS






(1) Estudiar el efecto del uso de codones en la velocidad de traduccion en
regiones de la secuencia codificante de la capside, de cuatro poblaciones del
Virus de la Hepatitis A adaptadas a replicar en diferentes condiciones de
silenciamiento celular. Una de ellas adaptada a replicar en ausencia de
silenciamiento, una a niveles moderados, una a niveles altos, y la ultima es una
poblacién de crecimiento rapido obtenida como resultado de un evento de
molecular breeding y que esta adaptada a replicar a niveles moderados de
silenciamiento celular. Para ello se seguiran los siguientes pasos:

* Clonacion de dos regiones de las proteinas VP1 y VP3 en
vectores bicistronicos que contienen el IRES del VHA, y
obtencion de las correspondientes cuasiepecies para cada
poblacion.

* Estudio de la cinética de traduccion en las cuasiespecies a través
de la medicion de las actividades bioluminiscentes de los
vectores bicistronicos, conteniendo las regiones de VP1 y VP3.

* Ajuste de los datos obtenidos experimentalmente, con la
composicidon de la cuasiespecie obtenida por técnicas de

secuenciacion masiva.

(2) Analizar si la presencia de tres mutaciones en el IRES del VHA, que se ha
visto previamente que ocasionan un aumento en la actividad del mismo,
modifican el efecto del uso de codones en la velocidad de traduccion. Para ello
se llevaran a cabo los pasos detallados a continuacién:

* Incorporacion de las tres mutaciones en el IRES de los vectores
bicistronicos con los diferentes haplotipos de las cuasiespecies
de VP1 y VP3, obtenidos previamente para las cuatro
poblaciones en estudio.

* Estudio de la cinética de traduccion en las cuasiespecies a través
de la medicion de las actividades bioluminiscentes de los
vectores bicistrénicos, conteniendo las regiones de VP1y VP3, y
las tres mutaciones en el IRES.
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* Ajuste de los datos obtenidos experimentalmente con la
composicidon de la cuasiespecie obtenida por técnicas de

secuenciacion masiva.

(3) Estudiar las caracteristicas biolégicas de una poblacion de rapido
crecimiento del VHA, en relacion a su uso de codones mediante:
* El estudio de la velocidad de replicacion realizando una curva
one-step growth y el analisis del tamafo de las calvas.
* El reconocimiento de la capside por diferentes anticuerpos
monoclonales y determinacion de la estructura antigénica.
* El analisis de las propiedades fisicas de la capside a través de la
resistencia a altas temperaturas, pH acido y sales biliares.
* El estudio del tiempo de desencapsidacion y la eficiencia de union
al receptor.

* El calculo de su infectividad especifica.
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3. CAPITULO 1:

Efecto del uso de codones en la
velocidad de traduccién en
regiones de la capside de

poblaciones del virus de la
hepatitis A






3.1 ANTECEDENTES

La degeneracion o redundancia del cédigo genético, en el cual la
mayoria de los aa pueden ser traducidos por mas de un codon, permite ajustar
la eficiencia y precision de la produccion de una proteina a varios niveles, aun
manteniendo la misma secuencia aminoacidica. Los codones que codifican
para un mismo aa son denominados sindnimos, a pesar de que los ARNt que
los reconocen pueden diferir en la concentracion en la que se encuentran
presentes en el citoplasma celular, y en consecuencia la velocidad a la cual
van a ser reconocidos por los ribosomas [Gingold & Pilpel, 2011].

Las secuencias de nts alternativas debido a las diversas opciones de
codones para una proteina particular, podrian dar lugar a transcritos con
diferente estructura secundaria y estabilidad, que podrian afectar la traduccion
e incluso el plegamiento de la proteina [Gingold & Pilpel, 2011].

El numero de secuencias nucleotidicas alternativas que pueden codificar
para una misma proteina es astronomica. En el caso particular de la region de
la poliproteina correspondiente a la capside del VHA, la cual tiene una longitud
de 791 aa, puede ser codificada por 3.8x10°% diferentes secuencias de ARN,
todas ellas traduciendo exactamente la misma secuencia proteica. A su vez, el
numero de secuencias de ARN dentro de la “nube” de mutantes o cuasiespecie
del VHA puede ser incluso mas alto, ya que ciertas posiciones de aa permiten
varias alternativas [Costafreda et al., 2014]. La dinamica de cuasiespecie tipica,
con la generacién continua de genomas virales, competencia, cooperacion e
interferencia entre ellos, y seleccion de él o los mutantes mas adaptados a un
ambiente particular, contribuyen a moldear dinamicamente el espacio de
secuencias [Domingo et al., 2005].

El uso de codones sindnimos no es al azar, y constituye un fenomeno
altamente expandido y observado en genomas de muchas especies en todos
los dominios de la vida, desde procariotas a eucariotas, donde los codones
sinbnimos no son igualmente utilizados en diferentes genomas, y a veces ni
entre genes de un mismo genoma. Se ha propuesto que cada genoma tiene un
uso de codones especifico que refleja las fuerzas evolutivas particulares que
actuan dentro de ese genoma y que contribuyen a reducir drasticamente el

espacio de secuencias posible [Grantham et al., 1980].
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En el mundo de los virus, al menos 4 mecanismos serian los
responsables del uso de codones particular o sesgo de codones existente:
sesgo mutacional o la composicidon nucleotidica especifica [Jenkins & Holmes,
2003]; seleccién traduccional o la 6ptima adaptacion de los codones al pool de
ARNt con el fin de obtener una mayor eficiencia y precision de traduccion
[Cladel et al., 2013]; la seleccion por una sintonizacion fina de la cinética de
traduccién, o lo que es lo mismo la correcta combinacidon de codones
abundantes y raros para permitir una tasa de trafico de ribosomas regulada,
que separa temporalmente los eventos de plegamiento de la proteina,
asegurando interacciones beneficiosas y evitando interacciones no deseadas
dentro de la proteina en crecimiento [Aragonés et al., 2010]; y por ultimo, la
seleccion de mecanismos de escape a las respuestas antivirales de la célula
[Sugiyama et al., 2005]. En referencia al ultimo punto se ha propuesto que la
célula podria detectar los dinucledtidos CpG en los genomas viricos por falta
de metilacion de C, a diferencia de los dinucledétidos propios, y asi reconocerlos
como extrafnos y desencadenar la respuesta inmunoldgica innata en la célula.
Con la excepcion del ultimo mecanismo, el resto son compartidos en todos los
organismos, y es muy probable que una combinacion de todos ellos sea la
fuerza evolutiva que da forma al uso de codones del VHA. Recientemente,
Tulloch y colaboradores (2014) han propuesto que la atenuacién de virus ARN
por deoptimizacion del uso de codones [Coleman et al., 2008; Wimmer et al.,
2009; Martrus et al., 2013; Ni et al., 2014], seria un artefacto, y en realidad
seria el incremento en las frecuencias de los dinucleétidos CpG la base de la
atenuacion [Tullock et al., 2014]. Sin embargo, esto no se aplicaria para el VHA
ya que este virus posee una muy baja frecuencia del dinucledtido CpG
[D’Andrea et al., 2011].

En otros miembros de la familia Picornaviridae, como los poliovirus y el
virus de la fiebre aftosa, el uso de codones es similar al de sus hospedadores,
lo cual implica que existe competencia por los ARNt entre los virus y el
hospedador. Sin embargo, en estos casos la competencia es evitada por la
induccion del shut-off de la sintesis proteica celular a través del clivaje del
extremo C-terminal del factor elF4G por parte de las proteasas 2A y L,
respectivamente [Racaniello, 2007]. El factor elF4G clivado es aun activo para
la iniciacion de la traduccion IRES-dependiente de la mayoria de los
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picornavirus, pero no para el VHA, ya que requiere del factor elF4G intacto
para poder iniciar la traduccion, lo cual seria una posible explicacién de por qué
el shut-off de la sintesis proteica celular no se da en células infectadas con el
VHA [Borman & Kean, 1997].

Una consecuencia inmediata de la incapacidad por parte del VHA de
provocar un shut-off de la sintesis proteica celular, es que este virus debe
competir ineficientemente con la célula por los recursos y maquinaria
traduccional de la misma. EI VHA presenta un uso de codones altamente
sesgado (ver Tabla 2), en comparacion con otros miembros de la familia
Picornaviridae, el cual ha evolucionado de forma natural para ser deoptimizado
con respecto a la célula hospedadora, y en muchos casos incluso opuesto
[Pint6 et al., 2007]. Este uso de codones particular hace referencia a una
adaptacion a utilizar codones abundantes y raros, de modo que sean
complementarios a los de las células humanas, y nunca adoptando como
abundantes aquellos codones que son abundantes para la célula hospedadora,
y en ciertos casos utilizar estos ultimos como codones raros. Esta caracteristica
unica del VHA, ha sido interpretada como una estrategia sutil para evitar en la
medida de lo posible, la competencia por los ARNt celulares en la ausencia de
un mecanismo preciso de induccion de shut-off de la sintesis proteica celular
[Sanchez et al., 2003b].

El Numero Efectivo de Codones (Nc) [Wright, 1990], es uno de los
mejores estimadores del sesgo en el uso de codones, y se usé para cuantificar
el sesgo en el uso de codones del VHA. Este parametro oscila entre un rango
de 20 a 61, donde cuanto mayor es el sesgo en el uso de codones de un gen,
mas pequefio es el Nc. Por lo tanto, en un gen extremadamente sesgado,
donde sdélo un codon es utilizado para cada aa, este valor seria de 20; y en un
gen en ausencia de sesgo seria de 61, y se considera que existe un sesgo
significativo en el uso de codones cuando se tiene un valor de Nc inferior a 40.
Para el caso del VHA se ha determinado que el Nc es de 38.9 (ver Tabla 2), lo
cual revela que el marco de lectura abierto del VHA esta sesgado [Jenkins &
Holmes, 2003; Sanchez et al., 2003b; D’Andrea et al., 2011].

En la Tabla 2 se pueden ver valores de Nc para diferentes virus ARN
que son genética y ecologicamente muy diversos, donde se puede observar
claramente que el VHA es el que posee el mayor sesgo en su uso de codones,
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seguido por el virus de la rubeola y los rotavirus. El resto poseen valores de Nc
claramente superiores, considerandose que hay ausencia de sesgo. Asimismo,
se puede observar que los virus de ARN segmentados (como los rotavirus),
tienen un mayor sesgo en comparacion con los virus de ARN no segmentados,
ya que uno de los efectos del reordenamiento es incrementar el sesgo en el
uso de codones en segmentos determinados, facilitando asi la accion de la
seleccion natural [Jenkins & Holmes, 2003]. Por otra parte, es interesante ver
que los virus de ARN transmitidos por vectores (como los virus Dengue, West
Nile y encefalitis japonesa) tienen un menor sesgo que otros virus de ARN. Una
posible explicacion a esto seria que un bajo sesgo en el uso de codones
resultaria ventajoso para los virus que necesitan replicar eficientemente en
células de insecto y de vertebrado, que son dos tipos celulares muy diferentes
con preferencias de codones potencialmente distintas [Jenkins & Holmes,
2003].

Tabla 2._Valores del Numero Efectivo de Codones (Nc) de diferentes virus ARN. En negrita se
observa el valor correspondiente al virus de la hepatitis A. Tabla adaptada de Pint6 et al., 2012.

Virus Nc
Virus de la hepatitis A 38.9
Virus de la hepatitis E 48.2
Virus de la hepatitis C 51.9
Virus de la aftosa 51.6
Poliovirus tipo 3 54.2
Coxsackievirus A9 55.6
Enterovirus 71 56.6
Rhinovirus tipo 89 459
HIV Tipo 1 44
Rotavirus 40.3
Virus de la rubeola 39
Virus Dengue 50
Virus de la influenza A 52.4
Astrovirus tipo 1 54.8
Virus ébola 55.3
Virus West Nile 53.8
Virus de la encefalitis japonesa 55.8
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Ademas de tener un sesgo significativo en el uso de codones, el VHA
posee un sesgo muy importante a nivel de dinucleétidos, como lo es un
contenido extremadamente bajo de CpG. Estos sesgos obviamente son
propios de sus restricciones composicionales [D’Andrea et al., 2011], pero
probablemente no de forma exclusiva. Analisis comparativos de la relacion
entre el Nc y el contenido de G+C en la tercera posicion del genoma del VHA y
otros picornavirus, virus ARN de hepatitis, y otros virus de ARN (ver Figura 8),
permitié concluir que la distancia a la curva tedrica (donde las limitaciones
composicionales son las fuerzas exclusivas que actuan sobre el uso de
codones) del VHA es la mas alta entre todos los virus analizados. Esto indicaria
que aunque las limitaciones composicionales cumplen un rol importante en
modular el uso de codones, otras fuerzas podrian también estar involucradas
[Pint6 et al., 2012]. El porcentaje de desviacion de la curva tedrica por parte del
VHA es 17.2%, y solo el virus de la hepatitis E muestra un grado de desviacion
similar (16.7%), y es seguido luego por el HIV (16%), virus Dengue (15%), el
virus de la fiebre amarilla (12%), los virus de la rabia y West Nile (11%) y
poliovirus (10%). Siendo el promedio de la desviacion del resto de los virus en
el rango del 2 a 9% (ver Figura 8). Es dificil de definir qué tan significativas son
las desviaciones de la curva teorica. Sin embargo, entre los virus con mayores
desviaciones, se ha visto que la sintonizacion fina de la cinética de traduccion y
la seleccién traduccional, contribuyen a delinear el uso de codones en el VHA
[Aragoneés et al., 2010] y el HIV [van Weringh et al., 2011], respectivamente.

Por otra parte, también esta el parametro denominado indice Relativo de
Deoptimizacion de Codones (RCDI), el cual mide la adaptacion del uso de
codones del virus con el de la célula hospedadora. Un valor de RCDI de 1
indica que el virus sigue el uso de codones de la célula hospedadora, mientras
que cuanto mayor es el valor, mayor es la desviacidn con respecto a la célula
hospedadora. Para el VHA, el valor de RCDI es aproximadamente 1.70, lo cual
pone en evidencia que este virus posee un uso de codones altamente
deoptimizado en comparacidén con otros picornavirus, cuyos valores de RCDI
estan dentro del rango 1.14 a 1.39 [Aragonés et al., 2010].
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Figura 8._Influencia de las limitaciones composicionales en el sesgo del uso de codones del
VHA vy otros virus de ARN. Virus ARN de hepatitis, 1: VHA, 2: virus de la hepatitis E, 3: VHC.
Picornavirus, 4: rhinovirus, 5: virus de la fiebre aftosa, 6: poliovirus, 7: virus de la
encefalomiocarditis, 8: coxsackievirus A, 9: enterovirus 71. Ofros virus ARN, 10: virus de la
rubeola, 11: rotavirus, 12: HIV, 13: virus respiratorio sincitial, 14: hantavirus, 15: virus Dengue,
16: virus de la estomatitis vesicular, 17: virus de la influenza A, 18: virus de la fiebre amarilla,
19: virus Marburg, 20: virus de la rabia, 21: West Nile, 22: virus de las paperas, 23: virus de la
encefalitis equina del oeste, 24: astrovirus, 25: virus del sarampion, 26: virus ébola, 27: virus de
la encefalitis japonesa y 28: norovirus. Imagen extraida de Pinto et al., 2012.

Los codones abundantes aparean con ARNt muy abundantes, lo cual
contribuye tanto a la eficiencia de traduccién (son rapidamente traducidos)
como a la precision de la traduccion (son codones de alta fidelidad). En
contraste, los codones raros son traducidos muy lentamente y son de menor
fidelidad debido a incorporaciones erroneas de aa causadas por los ARNt “near
cognate” (aquellos ARNt que tienen al menos un desajuste con el codén que
van a traducir), durante la larga busqueda del ARNt correcto [Plant et al., 2007;
Gingold & Pilpel, 2011].

Las cepas del VHA que replican en cultivo celular lo hacen de forma
muy lenta en contraste con otros miembros de la familia Picornaviridae (dias en
vez de horas), y producen poca cantidad de antigeno, lo cual trae como
consecuencia que la obtencién de antigeno del VHA sea un proceso con un
costo elevado, tanto para la elaboracion de vacunas como para la produccion
de kits de diagnédstico. Es importante destacar que el VHA posee un IRES
altamente ineficiente para dirigir la traduccion (se profundizara sobre este tema
en el siguiente Capitulo), un uso de codones altamente deoptimizado con
respecto a la célula hospedadora y es incapaz de producir un shut-off de la
sintesis proteica de la célula hospedadora. Estas caracteristicas del VHA
contribuyen a la baja tasa de replicacion y a la baja produccion de antigeno

viral.
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Muchos laboratorios han estado trabajando en esta problematica, y mas
concretamente en nuestro laboratorio (Laboratorio de Virus Entéricos de la
Universidad de Barcelona), hace 10 afios que se viene trabajando para intentar
conseguir una poblacién del VHA que replique mas rapido, con el objetivo de
disminuir los costes para la obtencion de antigeno.

En una primera instancia lo que se hizo fue obtener diferentes
poblaciones del VHA, adaptadas a replicar en cultivo celular a diferentes
niveles de shut-off de la transcripcion celular. El shut-off de la transcripcion era
inducido artificialmente utilizando diferentes concentraciones de AMD. Esta
droga es un polipéptido ciclico descubierto por Vining y Waksman, que se une
al ADN e inhibe la sintesis de ARN. Es altamente toxico para organismos
superiores, y tiene la capacidad de inhibir fuertemente el crecimiento de
tumores naturales y experimentales, asi como también una variedad de
bacterias Gram-positivas [Reich et al., 1962)].

En 1985, Sobell propuso un modelo en el cual la AMD se une a una
conformacién pre-desnaturalizada del ADN, llamada (3-ADN, que se encuentra
dentro del complejo transcripcional. Entonces, actua inmovilizando el complejo,
impidiendo asi la elongacion de las cadenas de ARN que se estan sintetizando.
La conformacion [B-ADN es un intermediario estructural metaestable y
obligatorio en la desnaturalizacion del ADN [Sobell, 1985].

La inhibicion de la sintesis del ARN celular por AMD en bacterias y
células de mamiferos es completa (>99%) a altas concentraciones de esta
droga (>0.5 pg/ml), incluyendo todas las fracciones de ARN celular (nuclear,
ribosomal y ARN soluble). No obstante, se vio que el crecimiento de
mengovirus y poliovirus, ambos virus de ARN, eran completamente resistentes
a la AMD [Reich et al., 1962].

La AMD induce una clara inhibicion dosis-dependiente de la expresiéon
geénica de las células FRhK-4 (células embrionarias de rifion de mono Rhesus),
que son las células que utilizamos en el laboratorio para cultivar el VHA, con
una reduccion del contenido de ARN citoplasmatico total de alrededor del 40%
y mas del 80%, a concentraciones de 0.05 y 0.20 ug/ml, respectivamente.
Ademas, la expresion de los genes house-keeping HPRT-1 y GAPDH fue
también significativamente reducida en un 62% y 80%, respectivamente, a 0.05
pug/ml de AMD, y en un 97% y 94%, respectivamente, a 0.20 ug/ml de AMD
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[Aragonés et al., 2010]. El shut-off celular inducido por la AMD en las células
FRhK-4 resulté en una viabilidad celular del 100% y del 10% con 0.05 pg/mly
0.20 pg/ml de AMD, respectivamente, luego de 4 dias post-tratamiento; y
alrededor del 75% y 0.25%, respectivamente, después de 7 dias post-
tratamiento. La adaptacion del VHA a replicar en células FRhK-4 en presencia
de 0.05 pg/ml y posteriormente en 0.20 yg/ml de la droga, se asocié a una
pérdida de fitness (entendida como la produccién de virus infecciosos) en los
primeros pasajes, pero con los sucesivos pasajes se vio una recuperacion del
mismo. Por otra parte, poliovirus que posee un uso de codones altamente
optimizado con respecto al de la célula hospedadora (RCDI=1.14), mostré una
ganancia automatica de fitness en presencia de 0.20 pg/ml de AMD. Estos
resultados sugeririan que la lenta adaptacion a la AMD por parte del VHA,
podria estar influenciada por su uso de codones [Aragoneés et al., 2010].
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3.2 MATERIALES Y METODOS

3.2.1 Linea celular

Los virus utilizados en este estudio replicaron en las células FRhK-4
(ATCC CRL 1688), que es una linea celular epiteloide y continua derivada de
células embrionarias de riion de mono Rhesus (Macaca mulatta).

La linea celular FRhK-4 se cultivaba a 37°C en Medio Esencial Minimo
(MEM) suplementado con un 15% de suero fetal bovino inactivado (SFBi),
aminoacidos no esenciales (NEAA), antibidticos y soluciones tamponadoras.
Estas células se cultivaban cada 7 dias y con una relacién de multiplicacion o
split ratio de 1:3, obteniendo una monocapa confluente luego de la incubacion
durante 2 a 3 dias a 37°C. El soporte fisico utilizado para el crecimiento de las
células eran normalmente frascos planos de poliestireno de 80 y 175 cm? de
superficie (T-80y T-175, respectivamente).

SOLUCIONES NECESARIAS:

MEM 15% SFBi:

SFBi i 15% (v/v)
L-Glutamina (400 MM)..........uuiiiiiiiiiiiiiiiiieeeee, 4 mM
NEAA (100X)..ccieeeeeeieiiieeeee e 1X
HEPES 1 M. ..o 15 mM
Bicarbonato (7.5% (P/V))....uuvvemmmiiiiiiiiiiiiiinen. 2% (viv)
Penicilina/Estreptomicina........... 100 U/ml1/100 pg/ml

En MEM 1X con sales de Earle autoclavado 15 minutos.
Conservar a 4°C.
Suplementar en condiciones de esterilidad.

Tripsina-EDTA:

TrPSING..ciiiiiiiiiii 0.25% (p/v)
EDT A 0.5 mM
En PBS.

Esterilizar por filtracion.
Conservar a -20°C.
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Yo OO 8 g/l
o] T 0.20 gl
TP x| =0 Y RS 1.15 g/l
=T YR 0.20 g/l

En agua Milli-Q, pH 7.2.
Esterilizar por autoclave 15 minutos.
Conservar a 4°C.

3.2.2 Poblaciones virales

En este estudio se ha utilizado la cepa citopatogénica pHM175 43c
(cepa parental) del VHA (cuya secuencia esta disponible bajo el numero de
acceso M59809, en http://www.ncbi.nlm.nih.gov), y algunas poblaciones
obtenidas luego de replicar esta cepa en presencia de AMD (Sigma®). Estas
poblaciones habian sido obtenidas a partir de pasajes seriados, en intervalos
de 7 dias en 0.0 pg/ml, 0.05 pg/ml y 0.20 pg/ml de AMD, y utilizando una
multiplicidad de infeccion (m.o.i.) de 1. En la Figura 9 se puede ver un esquema
del flujo de trabajo que se realizd6 en nuestro laboratorio para obtener
poblaciones del VHA adaptadas a diferentes niveles de silenciamiento de la
transcripcion celular, inducido artificialmente gracias a la accion de la AMD.

Por un lado tenemos a la poblacion LO que proviene como se menciond
anteriormente de la poblacion pHM175 43c, la cual es la cepa salvaje del VHA
adaptada a replicar en cultivo celular, después de 5 pasajes replicando en
ausencia de AMD. Después tenemos una serie de poblaciones del VHA
replicando a bajos niveles de silenciamiento de la transcripcién celular
afnadiendo 0.05 pg/ml de AMD: FO.05NA (No Adaptada, 5 pasajes), FO.05A
(Adaptada, 65 pasajes) y FO0.05LA (Largamente Adaptada, 120 pasajes).
También, luego de 85 pasajes en 0.05 yg/ml de AMD, se puso esa poblacién
nuevamente a multiplicar en ausencia de la droga (RONA y ROA, No Adaptada
5 pasajes y Adaptada 20 pasajes, respectivamente).

Por otro lado, tenemos una poblacién del VHA replicando a altos niveles
de silenciamiento de la transcripcion celular afiadiendo 0.20 pg/ml de AMD, que
fue obtenida dejandola replicar primero 65 pasajes en 0.05 ug/ml de AMD, y
posteriormente en 0.20 yg/ml de AMD. De esta forma tenemos: F0.2NA (No
Adaptada, 5 pasajes), F0.2A (Adaptada, 40 pasajes) y FO.2LA (Largamente
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Adaptada, 70 pasajes). La poblacion FO.2LA se la puso a replicar nuevamente
en un ambiente de 0.05 ug/ml de AMD (R0.05NA y R0.05A, No Adaptada 5
pasajes y Adaptada 20 pasajes, respectivamente).
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Figura 9._Esquema del flujo de trabajo realizado en el Laboratorio de Virus Entéricos, para la
obtencién de poblaciones del VHA adaptadas a diferentes niveles de silenciamiento celular. LO,
es la poblacion del VHA replicando en 0.0 ug/ml de AMD; F0.05 y F0.2 son las poblaciones del
VHA replicando en 0.05 y 0.20 uyg/ml de AMD, respectivamente; donde NA, A y LA,
corresponden a No Adaptada, Adaptada y Largamente Adaptada, respectivamente. RO y R0.05
corresponden a las poblaciones del VHA puestas a replicar nuevamente en sus condiciones
originales previas, nuevamente NA y A corresponden a No Adaptada y Adaptada,
respectivamente. Imagen extraida de Costafreda et al., 2014.

Finalmente, también se obtuvo una poblacion de rapido crecimiento
llamada HM175-HP, la cual es el resultado de un molecular breeding entre
FO.05LA (120 pasajes en 0.05 pg/ml de AMD) y FO.2LA (65 pasajes en 0.05
pg/ml de AMD + 70 pasajes en 0.20 ug/ml de AMD), en un ambiente con bajo
silenciamiento de la transcripcion celular (0.05 pg/ml de AMD). Estas
poblaciones se pusieron a replicar en una proporcion inicial de 1:1 y con una

m.o.i. total de 2 (1 para cada poblacién), y al cabo de 30 pasajes de dejar
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replicando juntas a las 2 poblaciones parentales, se obtuvo la poblacion
HM175-HP.
En resumen, las 4 poblaciones que se utilizaron a lo largo de este estudio

fueron:

LO: pasaje 5 de la cepa pHM175 43c del VHA replicando en ausencia de
AMD.

F0.05LA o poblacion largamente adaptada a 0.05 pg/ml de AMD:
pasaje 120 de la poblacion replicando en presencia de 0.05 ug/ml de
AMD.

FO0.2LA o poblacion largamente adaptada a 0.20 pg/ml de AMD: 65
pasajes replicando en 0.05 ug/ml + 70 pasajes replicando en 0.20 pg/ml
de AMD.

HM175-HP o poblacion de rapido crecimiento: resultado del
molecular breeding luego de 30 pasajes, donde se puso a replicar de
forma conjunta a FO.05LA y FO.2LA en una proporcién inicial de 1:1.

Los stocks viricos empleados en los experimentos se obtenian

infectando con cada una de las poblaciones a estudiar, células FRhK-4 que

formaban monocapas en frascos de cultivo T-25 cm?. El protocolo que se

seguia se detalla a continuacion:

Decantar el medio de crecimiento de los frascos de cultivo e infectar la
monocapa con una m.o.i. de 1 virus infeccioso por cada célula.

Incubar los frascos infectados a 37°C durante 60 minutos para permitir la
adsorcion del virus a las células.

Incorporar el medio post-infeccion, de composicion idéntica al medio de
crecimiento pero con un 2% de SFBi, y la concentracion correspondiente
de AMD (0.00 pg/ml, 0.05 pg/mly 0.20 pg/ml).

Incubar a 37°C durante 7 dias.

Lisar las células mediante 3 ciclos de congelacion (-80°C) /
descongelacion (37°C).

Centrifugar el cultivo lisado a 4000 g durante 20 minutos para obtener
una suspension virica libre de restos celulares.

Guardar la suspension virica a -80°C, excepto las alicuotas en uso que
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se guardaban a 4°C y -20°C.

3.2.3 Extraccién de ARN de las cuatro poblaciones en estudio

A partir de los pasajes 5 de la poblacion LO, 120 de la poblacion
FO.05LA, 70 de la poblacion FO.2LA y 30 de la poblacion HM175-HP, se llevé a
cabo la extraccidon de los ARN correspondientes, utilizando el kit NucleoSpin®
RNA Virus (Macherey-Nagel), siguiendo los pasos que se detallan a
continuacion:

- Tomar una alicuota de 150 ul de la suspension virica a la cual se va a
extraer su ARN.

- Lisar los virus: afadir 600 uyl de Buffer RAV1, provisto en el kit y
conteniendo el carrier de ARN, a la alicuota de la suspensién virica,
mezclar bien e incubar a 70°C durante 5 minutos.

- Ajustar las condiciones de union: afiadir 600 ul de etanol (96 a 100%) a
la solucion de lisis y mezclar utilizando vortex (10 a 15 segundos).

- Unién del ARN viral: colocar una columna Nuc:leoSpin® RNA Virus
(provisto en el kif) que posee una membrana de silice, en un tubo
colector de 2 ml (provisto en el kit) y cargar 700 ul de la muestra lisada.
Centrifugar a 8000 g durante 1 minuto a temperatura ambiente.

- Repetir el paso anterior con la solucidn de lisis restante. Descartar el
tubo colector y colocar la columna en un nuevo tubo colector.

- Lavary secar la membrana de silice:

1) Primer lavado: afiadir 500 pl de Buffer RAW (provisto en el kit)

en el interior de la columna. Centrifugar a 8000 g durante 1 minuto a

temperatura ambiente. Descartar el flujo recuperado en el tubo colector.

2) Segundo lavado: afadir 600 pl de Buffer RAV3 (provisto en el
kit) en el interior de la columna. Centrifugar a 8000 g durante 1 minuto a
temperatura ambiente. Descartar el flujo recuperado con el tubo colector.
3) Tercer lavado: poner la columna en un nuevo tubo colector y
afadir 200 yl de Buffer RAV3 en el interior de la misma. Centrifugar
11000 g durante 5 minutos a temperatura ambiente. Descartar el flujo

recuperado con el tubo colector.
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- Eluir el ARN viral: poner la columna en un microtubo de centrifuga estéril
de 1.5 ml y anadir 50 yl de agua libre de RNasas (provista en el kit) pre-
calentada a 70°C. Incubar 1 a 2 minutos a temperatura ambiente y
centrifugar a 11000 g durante 1 minuto a temperatura ambiente.

- Guardar el ARN a -80°C.

3.2.4 Amplificacién por RT-PCR de dos fragmentos de las

regiones de VP1 y VP3 de las cuatro poblaciones en estudio

Para llevar a cabo un estudio de la velocidad de traduccion a nivel de
cuasiespecie, se procedidé a la amplificacion de 2 regiones gendmicas de la
capside del VHA en las 4 poblaciones en estudio. Se amplificé un fragmento de
la regidn que codifica para la proteina estructural VP1, de 564 nts desde la
posicion 2392 a la 2955 segun la secuencia del genoma de la cepa pHM175
43c, los cuales corresponden a los aa 68 a 255 de la proteina VP1 (63% de la
longitud total de VP1). También se amplificé un fragmento de la regién que
codifica para la proteina estructural VP3, de 369 nts desde la posicién 1453 a
la 1821 en la secuencia del genoma de la cepa pHM175 43c, que corresponde
alos aa 1 a 123 de la proteina VP3 (50% de la longitud total de VP3). En estas
regiones se incluyen la mayoria de los epitopos descritos para el VHA, y en

conjunto representarian un 41% de la regién P1 del genoma del VHA.

3.2.4.1 Procedimiento de Transcripcion Reversa

La Transcripcion Reversa (RT) consto de varias etapas:
1) Preparacion de la muestra: se realiz6 una dilucion 1:10 de los ARN extraidos

de las 4 poblaciones en estudio.

2) Se tomo 10 pl de cada uno de los ARN y se les anadieron los primers Rev
VP1 Kpnl y Rev VP3 Kpnl (ver Tabla 3) en una concentracion 0.5 micromolar
(MM) para realizar la RT de VP1 y VP3, respectivamente.

3) Las mezclas ARN-primer se sometieron a 65°C durante 10 minutos en un
termociclador GeneAmp PCR system 2700, de Applied Biosystems. También

60



se realizaron controles negativos utilizando 10 uyl de agua destilada libre de
DNasa/RNasa (Gibco®, Life Technologies™) en lugar de ARN, y se los sometio

al mismo tratamiento de temperatura que el resto de las muestras.

4) Se realiz6 una mezcla de reaccién afnadiendo los siguientes reactivos por
muestra:
- 434 pl de agua destilada libre de DNasa/RNasa (Gibco®, Life
Technologies™).
- 5 ul de Buffer Expand Reverse Transcriptase 5X concentrado (Roche).
- 2.5plde DTT 100 milimolar (mM).
- 2.5 pl de desoxinucleotidos trifosfato (ANTP’s) en una concentracion de
2 mM.
- 0.16 pl de la enzima ADN polimerasa ARN dependiente Expand Reverse
Transcriptase (Roche), en una concentracion de 50 unidades de enzima

(U) / .

5) Se mezcl6 los pl de muestra-primer con la mezcla de reaccion, obteniendo

un volumen final de 25 pl.

6) Se incubd a 45°C durante 1 hora en el termociclador mencionado

anteriormente.

Es importante destacar que ambos primers utilizados para hacer la RT llevan
afnadido en su extremo 5’ el sitio de restriccion para la enzima Kpnl, el cual era

necesario para clonar estos fragmentos en un vector bicistronico.

3.2.4.2 Procedimiento de la Reaccion en Cadena de la Polimerasa

La amplificacién por Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)
consto de las siguientes etapas:
1) Se realizé la siguiente mezcla de reaccion por cada muestra:
- 289 pl de agua destilada libre de DNasa/RNasa (Gibco®, Life
Technologies™)

61



5 ul de Buffer con Sulfato de Magnesio (MgSO4) 10X concentrado
(Roche)

5 ul de dNTP’s 2mM

0.5 pl de los primers Fwd VP1 CC 5P y Rev VP1 Kpnl (ver Tabla 3),
para el fragmento de VP1; y los primers Fwd VP3 CC 5P y Rev VP3
Kpnl (ver Tabla 3), para el fragmento de VP3. Todos los primers
estaban a una concentracion de 100 pM.

0.1 pl de la ADN polimerasa Pwo (Roche) en una concentracion de 5
U/ul

2) A la mezcla de reaccion se le afnadio 10 ul del ADN copia (ADNc) obtenido

previamente por RT, consiguiendo asi un volumen final de 50 pl.

3) El volumen final se incubé:

94°C durante 5 minutos (desnaturalizacion inicial)

40 ciclos de 94°C / 40 segundos, 60°C / 40 segundos y 72°C / 1 minuto
para el fragmento de VP1 (desnaturalizacién, hibridacion y extension,
respectivamente); y 40 ciclos de 94°C / 1 minuto, 60°C / 1 minuto y 72°C
/' 1 minuto para el fragmento de VP3 (desnaturalizacion, hibridacién y
extension, respectivamente)

72°C durante 10 minutos (extension final), en el termociclador
GeneAmp PCR system 2700, de Applied Biosystems

4) Se guardaron los productos de PCR a 4°C.

Es importante resaltar que los primers Fwd o positivos para ambos fragmentos,

poseen un fosfato unido en su extremos 5 para facilitar la clonacion de éstos

en vectores bicistrénicos. Es importante mencionar también que la ADN

polimerasa Pwo posee una alta tasa de fidelidad.
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3.2.5. Electroforesis en gel de agarosa y purificacion de
productos de PCR

Con el fin de observar si los productos obtenidos por PCR eran del
tamano deseado, se realizaron electroforesis en gel de agarosa al 2% en buffer
TBE. Se cargd en cada pocillo del gel 10 ul de producto de PCR + 2 pl de
buffer de carga 6X (Thermo Scientific) compuesto de Tris-HCI, Azul de
bromofenol, Xilencianol, Glicerol y EDTA. Ademas, en un pocillo se cargé como
referente 4 pl del marcador de peso molecular GeneRuler™ 50 bp (Thermo
Scientific), que va desde 50 a 1000 pares de bases (pb). La corrida
electroforética fue realizada durante 1 hora aproximadamente a 100 Voltios (V).
Por ultimo, el gel se tifid durante 10 a 15 minutos a temperatura ambiente en
una solucién de Bromuro de Etidio (0.5 pg/ml) y se observé sobre un
Transiluminador con luz ultravioleta (UV) Gel Doc™ XR+ (Bio-Rad), obteniendo
las imagenes correspondientes.

En todos los casos, tanto para el fragmento de VP1 como para el de
VP3, en las electroforesis en gel de agarosa realizadas se vio la banda de
tamano esperado y ausencia de bandas inespecificas, por lo tanto, se procedio
a la purificacion de las muestras directamente utilizando el kit comercial de
purificacion High Pure PCR Product Purification (Roche), siguiendo los pasos
gue se detallan a continuacion:

- Ajustar el volumen resultante de cada PCR a 100 pl.

- Anadir 500 ul de Binding Buffer (provisto en el kit) al volumen ajustado
previamente. Mezclar bien.

- Insertar un High Pure Filter Tube (provisto en el kit) en un tubo colector
(provisto en el kit). Transferir la muestra preparada en el paso anterior
al interior del Filter Tube. Centrifugar a maxima velocidad durante 1
minuto a temperatura ambiente.

- Descartar el flujo recolectado en el tubo colector, y afadir 500 ul de
Wash Buffer (provisto en el kit) en el interior del Filter Tube. Centrifugar
a maxima velocidad durante 1 minuto a temperatura ambiente.

- Descartar el flujo recolectado en el tubo colector, y afadir 200 ul de
Wash Buffer en el interior del Filter Tube. Centrifugar a maxima

velocidad durante 1 minuto a temperatura ambiente.
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- Insertar el Filter Tube en un microtubo de centrifuga estéril de 1.5 ml y
afnadir 50 a 100 pl de Elution Buffer (provisto en el kit) en el interior del
Filter Tube. Centrifugar a maxima velocidad durante 1 minuto a
temperatura ambiente y recuperar el volumen del eluido.

- Guardar el producto purificado a 4°C.

SOLUCION NECESARIA:

Buffer TBE 10X:

Tris-HCl. ..o, 108 g/l
AcCIAO DOFICO. ..., 55 g/l
EDT A e 0.05M
En agua Milli-Q.

pH 8.0.

Esterilizar por autoclave 15 minutos.
Conservar a temperatura ambiente.

3.2.6 Clonacién de los fragmentos de VP1 y VP3 de cada una de

las cuatro poblaciones en estudio en vectores bicistréonicos

Una vez obtenidos los amplicones purificados correspondientes a las
regiones de VP1 y VP3 de las 4 poblaciones en estudio (LO, FO.05LA, FO.2LA y
HM175-HP), se llevo a cabo una digestion de los mismos con la enzima de
restriccion Kpnl a una concentracion de 10 U/pl (Thermo Scientific), para
obtener extremos cohesivos en el extremo 3’ de los fragmentos y asi permitir
su clonacién. El protocolo de la digestion con Kpnl que se realizaba se detalla a
continuacion:

1) Realizar la siguiente mezcla de digestion por cada muestra:
- 2.5 pl de Buffer Kpnl 10X (Thermo Scientific)
- 2 ul de enzima Kpnl (10 U/pl) (Thermo Scientific)
- ADN (producto de PCR) en una concentracién de 0.5-1 pg
- Agua destilada libre de DNasa/RNasa (Gibco®, Life Technologies™)
hasta un volumen final de 25 pl.

2) Mezclar suavemente y realizar una centrifugacion por 5 segundos.
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3) Incubar a 37°C overnight.

Como fue mencionado anteriormente, el sitio de restriccion para Kpnl se habia
afnadido en ambos primers Rev o0 negativos con este proposito. Luego de la
digestion, se llevé a cabo la purificacion de los fragmentos digeridos utilizando
el kit High Pure PCR Product Purification (Roche) (ver apartado 3.2.5 del
presente Capitulo).

Estos fragmentos digeridos fueron clonados de forma independiente en
el vector bicistronico G1RC de 7121 pb (ver Figura 10), el cual esta basado en
el vector pCRHAVL que fue gentilmente cedido por la Dra. Anne Marie Roque-
Afonso (Villejuif, Francia). Este vector bicistronico posee un sistema dual de
luciferasas; es decir, posee un gen que codifica para la Firefly luciferase (FLuc),
que actua como un gen reportero, y un gen que codifica para la Renilla
luciferase (RLuc), que actua como un control interno. A su vez, el IRES del
VHA de la cepa adaptada a cultivo se encuentra entre ambos genes. La
transcripcion esta bajo el control del promotor de citomegalovirus y la
traduccidn es cap-dependiente para RLuc, y dependiente del IRES del VHA
para FLuc (ver Figura 10). Debido a que el mapa de restriccion del vector
bicistronico G1RC que se mencionaba en la bibliografia no coincidia con los
resultados obtenidos en algunas pruebas realizadas en el laboratorio, se
procedié a la obtencion del mapa de restriccion completo de dicho vector. Se
realizaron varios ciclos de amplificacion por PCR y posterior secuenciacion de
los fragmentos amplificados, basandonos en un primer momento en la
presencia de los genes RLuc y FLuc para el disefio de las primeras parejas de
primers. También se tuvo en cuenta la secuencia del gen de resistencia a
Ampicilina para disefar primers. De esta manera, a medida que obteniamos
secuencias nuevas se disefiaban nuevos primers, y asi sucesivamente hasta
que finalmente se obtuvo la secuencia completa del vector bicistronico de 7121
pares de bases.

Una vez obtenido el mapa completo del vector de trabajo se procedi6 a
la introduccion consecutiva de 2 dianas de restriccion mediante mutagénesis
dirigida. Se diseid un primer para modificar la secuencia del plasmido con el fin
de introducir una diana para la enzima Mscl, que deja extremos romos, y otro

primer para la introduccién de la diana de la enzima Kpnl que deja extremos
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cohesivos, para permitir la clonacién de las regiones de VP1 y VP3 de las
diferentes poblaciones en estudio. Se llevd a cabo una amplificacion del vector
completo utilizando primers solapantes, conteniendo la base mutada que iba a
generar las dianas, y homodlogos a cada una de las cadenas. Para la
amplificacion se utilizd una ADN polimerasa de alto procesamiento. Estas 2
nuevas dianas de restriccion fueron introducidas entre las regiones
correspondientes al IRES y a FLuc.

Para poder llevar a cabo la clonacion de los fragmentos de VP1 y VP3
en el vector G1RC, se realizaron los siguientes pasos:
1) Se digiri6 el vector G1RC con la enzima de restriccion Kpnl a una
concentracion de 10 U/l (Thermo Scientific), siguiendo un protocolo tal y como

se detallé previamente en este apartado.

2) Se realizé la purificacion del producto resultante de la digestidn utilizando el
kit High Pure PCR Product Purification (Roche) (ver apartado 3.2.5 del presente
Capitulo).

3) Se digirio el vector G1RC (previamente digerido con la enzima Kpnl) con la
enzima Mscl a una concentracion de 5 U/ul (Thermo Scientific), siguiendo el
protocolo de digestidn que se detalla a continuacion:

i) Realizar la siguiente mezcla de digestion por cada muestra:

- 2.5 pl de Buffer R 10X (Thermo Scientific)

- 2 pl de enzima Mscl (5 U/pl) (Thermo Scientific)

- ADN (vector) en una concentracion de 0.5-1 pg

- Agua destilada libre de DNasa/RNasa (Gibco®, Life Technologies™)

hasta un volumen final de 25 pl.
i) Mezclar suavemente y realizar una centrifugacion por 5 segundos.

iii) Incubar a 37°C overnight.
4) Se realiz6 la purificacién del producto resultante de la digestién utilizando el

kit High Pure PCR Product Purification (Roche) (ver apartado 3.2.5 del presente
Capitulo).
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5) Se hizo un tratamiento del vector resultante digerido con ambas enzimas,
con la enzima Fosfatasa Alcalina (Thermo Scientific), para eliminar los 5
fosfatos y asi disminuir la probabilidad de re-circulacion del mismo sin
incorporacion del inserto, siguiendo el protocolo que se detalla a continuacion:
i) Realizar la siguiente mezcla de reaccion:
- 2.5 pl de Buffer 10X Thermo Scientific FastDigest Buffer (Thermo
Scientific)
- 2 yl de enzima FastAP Thermosensitive Alkaline Phosphatase (1 U/pl)
(Thermo Scientific)
- ADN (vector) en una concentracion de 1 ug
- Agua destilada libre de DNasa/RNasa (Gibco®, Life Technologies™)
hasta un volumen final de 25 pl.
i) Mezclar suavemente y realizar una centrifugacion por 5 segundos.
iii) Incubar a 37°C durante 20 minutos.

iv) Incubar a 75°C durante 5 minutos (inactivacion).

6) Se realiz6 la reaccion de ligacidén entre el vector G1RC y los fragmentos de
VP1 y VP3, de forma independiente y para cada una de las 4 poblaciones en
estudio. El protocolo de ligacion se detalla a continuacion:

i) Realizar la siguiente mezcla de reaccion:

- Ajustar una relacion 3:1 de inserto:vector en un volumen de 14 pl

- 2 pl de Buffer 10X T4 DNA Ligase (Thermo Scientific)

- 2 ul 50% PEG 4000 Solution (Thermo Scientific)

- 2 ul de enzima T4 DNA Ligase 5 U/ul (Thermo Scientific)

i) Mezclar suavemente y realizar una centrifugacion por 5 segundos.

iii) Incubar a temperatura ambiente overnight.
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Tabla 3._Primers utilizados para hacer la RT-PCR de los fragmentos de VP1 y VP3; y los
primers utilizados para secuenciar los vectores bicistronicos con los fragmentos clonados. La
region subrayada corresponde al sitio de restriccion para Kpnl.

Primer Secuencia
Rev VP1 Kpnl 5 CCCGGTACCTGATTGTTCTGTGACAGACAAATAACAACT 3’
Rev VP3 Kpnl 5 CCCGGTACCGGGAAAAACTTGAAAATCAAAGAC 3’
Fwd VP1 CC 5'P 5 CCTTTCCTGAATTGAAACCTGGAGAATCC 3’
Fwd VP3 CC 5'P 5 CCATGATGAGAAATGAATTTAGGGTCAG 3’
5NCR2+ 5 AGGCTACGGGTGAAACCTCT 3’
FLuc- 5 TAAAAGCAATTGTTCCAGGAACC 3’

HAV IRES (WT HM175)

| Mscl

\//Kpnl

Figura 10._Esquema del vector bicistrénico G1RC utilizado para clonar los fragmentos de VP1
y VP3 de las poblaciones L0, F0.05LA, FO.2LA y HM175-HP. FLuc es el gen que codifica para
la Firefly luciferase, que actia como reportero; RLuc es el gen que codifica para la Renilla
luciferase, que actia como control interno; HAV IRES es el IRES del VHA de la cepa wild type
adaptada a cultivo; promoter CMV es el promotor de Citomegalovirus; Ampicillin R es un gen
de resistencia a Ampicilina; Mscl es el sitio de restriccion para la enzima Mscl que deja
extremos romos; Kpnl es el sitio de restriccion para la enzima Kpn/ que deja extremos
cohesivos.

68



3.2.7 Analisis de las cuasiespecies para cada uno de los
fragmentos de VP1 y VP3 de cada una de las cuatro

poblaciones en estudio

Los vectores bicistrénicos con los fragmentos de VP1 o de VP3
resultantes de las ligaciones, fueron dializados utilizando filtros de membrana
de 0.025 micrémetros (um) (Merck Millipore) durante 40 a 60 minutos, y con los
productos resultantes de la dialisis se hicieron electroporaciones en células
comerciales MegaX DH10B™ T17 Electrocomp™ Cells (Invitrogen). El
protocolo que se realizd para llevar a cabo las electroporaciones se detalla a
continuacion:

- Descongelar las células electrocompetentes MegaX DH10B™ T17

(Invitrogen) en hielo.

- Poner en hielo durante 20 minutos cubetas de electroporacion de 1
milimetro de ancho y de un volumen de 100 ul (Eppendorf).

- Poner en hielo durante 20 minutos las ligaciones dializadas.

- Mezclar 20 yl de células electrocompetentes + 10 pl de producto de
ligacion dializado.

- Introducir la mezcla de células electrocompetentes-ligacion en la
respectiva cubeta de electroporacion, y dejar la cubeta en hielo.

- Poner a electroporar las céulas en un electroporador modelo 2510 de

Eppendorf con un voltaje de 1800 V.

- Anadir 1 ml de medio de recuperacion (Invitrogen).
- Pasar todo el contenido de la cubeta de electroporacién a un tubo de 10

ml, y dejar en agitacion a 37°C durante 60 minutos.

- Sembrar placas de Petri con medio LB agar y con 100 ug/ml de

Ampicilina a razéon de 100 ul de células electroporadas-medio de

recuperacion.

- Dejar las placas incubando a 37°C overnight.

Se seleccionaron colonias de cada uno de los fragmentos para cada una
de las 4 poblaciones en estudio, con el fin de analizar la cuasiespecie a partir
de unos 50 clones aproximadamente, y se las puso a crecer en medio LB
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liquido a 37°C overnight. Seguidamente, se realizd la extraccion plasmidica o
miniprep de las colonias que se pusieron a crecer utilizando el kit comercial
NucleoSpin® Plasmid (Macherey-Nagel), y siguiendo el protocolo que se detalla
a continuacion:

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

- Centrifugar los tubos de 10 ml con el crecimiento bacteriano a 11000 g
durante 1 minuto. Descartar el sobrenadante.

- Lisis celular: anadir 250 pl de Buffer A1 (provisto en el kit) y resuspender
utilizando vortex.

- Lisis celular: afadir 250 uyl de Buffer A2 (provisto en el kit). Mezclar
suavemente invirtiendo los tubos 6 a 8 veces. Incubar a temperatura
ambiente durante 5 minutos.

- Lisis celular: afadir 300 uyl de Buffer A3 (provisto en el kit). Mezclar
suavemente invirtiendo los tubos 6 a 8 veces.

- Clarificacion del lisado: centrifugar los productos lisados a 11000 g
durante 10 minutos a temperatura ambiente.

- Unién de ADN: introducir una columna NucleoSpin® Plasmid (provista en
el kit) en un tubo colector de 2 ml (provisto en el kit). Decantar 750 ul del
sobrenadante obtenido en el paso anterior, y centrifugar a 11000 g
durante 1 minuto a temperatura ambiente. Descartar el flujo recolectado
en el tubo colector.

- Lavado de la membrana de silice: anadir 500 pl de Buffer AW pre-
calentado a 50°C en el interior de la columna. Centrifugar a 11000 g
durante 1 minuto a temperatura ambiente. Descartar el flujo recolectado
en el tubo colector.

- Lavado de la membrana de silice: afadir 600 uyl de Buffer A4 en el
interior de la columna. Centrifugar a 11000 g durante 1 minuto a
temperatura ambiente. Descartar el flujo recolectado en el tubo colector.

- Secado de la membrana de silice: centrifugar a 11000 g durante 2
minutos a temperatura ambiente. Descartar el tubo colector.

- Elucion del ADN: introducir la columna en un microtubo de centrifuga

estéril de 1.5 ml. Anadir 50 pl de Buffer AE (provisto en el kit) en el
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interior de la columna e incubar a temperatura ambiente durante 1
minuto. Centrifugar a 11000 g durante 1 minuto a temperatura ambiente.
Recoger el eluido.

- Guardar los eluidos a -20°C.

Posteriormente, se llevaron a cabo electroforesis en gel de agarosa al
0.8% para comprobar las extracciones plasmidicas, y ver si se habian
incorporado los insertos correspondientes, utilizando como marcador de peso
molecular el GeneRuler™ 1 Kb (Thermo Scientific) que va desde 250 a 10000
pb.

Finalmente, se llevé a cabo una reaccion de secuenciaciéon de aquellos
vectores que parecian tener el inserto al observar las electroforesis. La
reaccion de secuenciacion consté de las siguientes etapas:

1) Se realizé la siguiente mezcla de reaccion por cada muestra:
- 486 pl de agua destilada libre de DNasa/RNasa (Gibco®, Life

Technologies™)

- 0.64 pl de la dilucién 1:20 del primer (ya sea el positivo o el negativo) a
una concentracion de 100 uM

- 1.5 pl de Dilution buffer (Applied Biosystems)

- 1 pl del reactivo sequencing mix del kit Big Dye Terminator v3.1 Cycle

Sequencing (Applied Biosystems)

2) Se afiadid a la mezcla de reaccidn 2 pl de la miniprep del vector con el
inserto correspondiente, obteniendo asi un volumen final de 10 pl.

3) El volumen final se incubé:
- 96°C durante 2 minutos (desnaturalizacion inicial)
- 25 ciclos de 96°C / 10 segundos, 50°C / 5 segundos y 60°C / 4 minutos
(desnaturalizacion, hibridacion y extension, respectivamente), en el

termociclador GeneAmp PCR system 2700, de Applied Biosystems.

4) Al producto resultante de la incubacion se le afiadié 10 yl de agua destilada
libre de DNasa/RNasa (Gibco®, Life Technologies™).
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5) Los productos se enviaron a secuenciar al laboratorio de Genomica del
Parque Cientifico de la Universidad de Barcelona. La secuenciacion se llevo a
cabo en un secuenciador automatico de ADN, ABI Prism 377.

Todos los vectores recombinantes se secuenciaron en ambas direcciones, con
el primer SNCR2+ y el primer FLuc- (ver Tabla 3), los cuales se unen al IRES
de la cepa pHM175 43c del VHA (posiciones 346 a 365), y al gen de FLuc
(posiciones 130 a 108) respectivamente, con el fin de evitar cualquier
discrepancia que pudiera interferir con la lectura y posterior analisis de las

secuencias obtenidas.

SOLUCION NECESARIA:

Medio LB:

Peptona o triptona...........cooooiii 10 g/l
Extracto de levadura.............cceveiiiiiieiiin. 54/l
NACH ... 10 g/l
Agar (si se preparan placas de Petri)................ 15 g/l
En agua Milli-Q.

Esterilizar por autoclave 15 minutos.
Conservar a 4°C.

3.2.8 Analisis de la velocidad de traduccion de los diferentes
clones obtenidos de los fragmentos de VP1 y VP3: traduccién a

nivel de cuasiespecies

A partir de los diferentes clones o vectores recombinantes obtenidos
para los fragmentos de VP1 y VP3 que constituian las diferentes
cuasiespecies, se realizaron transfecciones en células FRhK-4 y se llevaron a
cabo las medidas de las actividades de bioluminiscencia de FLuc y RLuc en
cada clon. Estas actividades serian una medida de la tasa o velocidad de
traduccién de los clones y de las poblaciones estudiadas. Para normalizar los
datos obtenidos se utilizo la relacion FLuc/RLuc. Para cada clon se hizo este
analisis al menos 3 veces de forma independiente con 2 réplicas cada vez y

para cada una de las condiciones de silenciamiento celular estudiadas. Esto
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significa un minimo de 36, 54, 90 y 126 analisis para cada una de las
luciferasas por poblacién, en los casos de aquellas con 2, 3, 5y 7 clones para

analizar, respectivamente.

3.2.8.1 Transfeccion de células FRhK-4

Previo a la realizacién del protocolo de transfeccion, se obtuvo una alta
concentracion de ADN de cada uno de los diferentes clones de VP1 y de VP3,
utilizando el kit de midiprep llamado PowerPrep™ HP Plasmid Purification
Systems (Origene), siguiendo el protocolo que se detalla a continuacion:

- Poner a crecer en un microtubo de centrifuga 1ml de medio LB liquido +
100 pyg/ml de ampicilina con 1-2 colonias resultantes de una siembra en
placas de Petri, con los productos de las minipreps que poseen el
inserto deseado, a 37°C durante 3 horas.

- Poner a crecer en un matraz de Erlenmeyer de 1000 ml, 100 ml de
medio LB liquido + 100 pg/ml de ampicilina con el ml de cultivo que se
obtuvo en el paso previo, a 37°C en agitacion overnight.

- Equilibrar la columna para la realizacion de la midiprep: afadir 10 ml de
Equilibration Buffer (provisto con el kit). Permitir que la solucion pase a
través de la columna por gravedad.

- Aislamiento de células: centrifugar el crecimiento bacteriano obtenido
overnight en tubos de centrifuga, a 4000 g durante 15 minutos a
temperatura ambiente. Descartar el sobrenadante.

- Suspension celular: anadir 4 ml de Cell Suspension Buffer conteniendo
RNasa A (provisto con el kit) al precipitado obtenido en el paso anterior.
Re-suspender las células hasta que se vea una solucion homogénea.

- Lisis celular: afadir 4 ml de Cell Lysis Solution (provisto con el kit) a la
solucion del paso anterior. Mezclar suavemente invirtiendo los tubos
tapados 5 veces, e incubar a temperatura ambiente durante 5 minutos.

- Neutralizar: anadir 4 ml de Neutralization Buffer (provisto con el kit) a la
solucion del paso anterior. Mezclar suavemente invirtiendo los tubos
hasta que la mezcla sea homogénea. Centrifugar a 15000 g durante 10

minutos a temperatura ambiente.
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Cargar la columna: pipetear el sobrenadante del paso anterior en el
interior de la columna previamente equilibrada, y permitir que la solucién
pase a través de la columna por gravedad.

Lavar la columna: lavar la columna 2 veces con 10 ml de Wash Buffer
(provisto con el kit) cada vez. Permitir que la solucion pase a través de la
columna por gravedad.

Elucion del ADN plasmidico: eluir el ADN unido a la columna afiadiendo
5 ml de Elution Buffer (provisto con el kit). Permitir que la solucion pase
a través de la columna por gravedad.

Precipitacion del ADN plasmidico: afadir 3.5 ml de isopropanol al eluido
obtenido en el paso anterior. Mezclar y centrifugar a 15000 g durante 30
minutos a 4°C. Descartar el sobrenadante cuidadosamente y lavar el
precipitado de ADN con 3 ml de etanol 70%. Centrifugar a 15000 g
durante 5 minutos a 4°C. Descartar cuidadosamente el sobrenadante y
dejar secar el precipitado a temperatura ambiente durante 30 minutos.
ADN purificado: disolver el precipitado del paso anterior con 200 pl de
TE Buffer (provisto con el kit).

Guardar las midipreps a -20°C.

El protocolo de transfeccion que se seguia se detalla a continuacion:

Preparar placas de 96 pocillos con células FRhK-4, 24 horas antes de
realizar la transfeccidn, ya que se requiere de un 70-90% de confluencia
de las células.

Cuantificar el vector a transfectar. Para cuantificar se utilizo el
Espectrofotometro NanoDrop® ND-1000.

Poner a temperatura ambiente el vector a transfectar, medio Opti MEMI
(Gibco®, Life Technologies™) y el reactivo de transfeccion X-treme
GENE HP DNA Transfection Reagent (Roche).

Anadir 1 ug del vector a transfectar en 100 pl de medio Opti MEMI en un
eppendorf estéril y mezclar suavemente.

Anadir 4 ul del reactivo de transfeccion X-treme GENE HP DNA

Transfection Reagent al medio con el vector y mezclar suavemente.
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Incubar el complejo reactivo de transfeccion:vector por 15 minutos a
temperatura ambiente.

Eliminar el medio de las placas y hacer 2-3 lavados con PBS.

Anadir el complejo gota a gota a las células a razon de 25 pl por pocillo.
Incubar las placas a temperatura ambiente por 30 minutos.

Anadir 60 yl de medio Opti MEMI por pocillo, con la cantidad de AMD
apropiada, de ser necesaria. Se realiz6 con 0.0 ug/ml, 0.05 yg/mly 0.20
pug/ml de AMD para cada clon.

Dejar las placas a 37°C en una atmosfera enriquecida con 5% de CO;
durante 24 horas.

3.2.8.2 Medicién de las actividades bioluminiscentes de Firefly luciferase

Y Renilla luciferase

El protocolo que se siguid para la medicidn de las actividades

bioluminiscentes de FLuc y RLuc se detalla a continuacion:

Poner todos los reactivos del kit Dual-Glo® Luciferase Assay System
(Promega) a temperatura ambiente.

Sacar del incubador con CO, las placas donde se llevd a cabo la
transfeccion.

Medida de la actividad bioluminiscente de Firefly luciferase: afiadir 80 pl
de Dual-Glo® Luciferase Reagent en cada pocillo y mezclar.

Recuperar todo el contenido del pocillo y colocarlo en un tubo de
ensayo, y esperar al menos 10 minutos para hacer la medida en el
lumindbmetro Lumat LB 9507 (Berthold Technologies). La emisién de luz
se media en un intervalo de 10 segundos.

Medida de la actividad de Renilla luciferase: afiadir 80 pl de Dual-Glo®
Stop & Glo® Reagent (reactivo preparado en el momento) en el tubo de
ensayo y mezclar.

Esperar al menos 10 minutos para hacer la medida en el luminémetro
Lumat LB 9507 (Berthold Technologies). La emision de luz se media en
un intervalo de 10 segundos.

Calcular la ratio FLuc/RLuc para cada clon en todas las condiciones

analizadas.
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3.2.9 Secuenciaciéon masiva de los fragmentos de VP1y VP3

Con el fin de poder calcular las proporciones de cada tipo de fragmento
de VP1 y VP3 estudiados, correspondientes a distintos individuos de las
poblaciones, y asi poder aproximarnos un poco mas a la realidad de la
composicién de la cuasiespecie, se analizd por secuenciacion masiva las
distintas poblaciones, y luego se ajustaron los resultados obtenidos de
traduccion con dichas proporciones.

Se realizd la extraccion de ARN de las 4 poblaciones en estudio
utilizando el kit NucleoSpin® RNA Virus (Macherey-Nagel) (ver apartado 3.2.3
del presente Capitulo). Posteriormente se llevo a cabo la RT de los fragmentos
de VP1 y VP3 siguiendo un protocolo similar al detallado en el apartado 3.2.4.1
del presente Capitulo, y utilizando los primers VP1_masiva (-) y VP3_masiva
(-), respectivamente (ver Tabla 4). A partir de la RT obtenida se realizaron las
PCR correspondientes utilizando los primers VP1_masiva (+) y VP1_masiva (-)
(ver Tabla 4) para el fragmento de VP1, y los primers VP3_masiva (+) y
VP3_masiva (-) para el fragmento de VP3 (ver Tabla 4), y siguiendo un
protocolo similar al detallado en el apartado 3.2.4.2 del presente Capitulo. Es
importante destacar que los 4 primers llevan afiadido en su secuencia el primer
universal de M13, que es necesario para la construccion de la libreria y para la
posterior adiciéon de identificadores de secuencias. Después de realizadas
ambas PCR se llevé a cabo la purificacion por banda de cada una de ellas
utilizando el kit High Pure PCR Product Purification (Roche) (ver apartado 3.2.5
del presente Capitulo), para obtener la banda lo mas pura posible.
Posteriormente se realizé una precipitacion con etanol para poder obtener una
concentracion final de 20 ng/ul (protocolo estandarizado por Francisco Pérez-
Rodriguez como parte del trabajo experimental de su tesis doctoral titulada
“Estrategias replicativas del virus de la hepatitis A y mejora del rendimiento en
la produccidn de antigeno vacunal’). Finalmente, los productos obtenidos se
enviaron al laboratorio de Enfermedades Hepaticas del Dr. Josep Quer, en el
Instituto de Investigacion del Hospital Vall d’'Hebron, para llevar a cabo la

secuenciacion masiva, utilizando la plataforma 454/GS Junior (Roche).
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Tabla 4._Primers utilizados para hacer la RT-PCR de los fragmentos de VP1 y VP3, a partir de
las cuales se realizé la secuenciacion masiva. En negrita y cursiva se observa la secuencia del
primer universal de M13 introducido en cada uno de los primers.

Primer Secuencia
VP1_masiva (+) 5 GTTGTAAAACGACGGCCAGTAAAGTRCCTGAGACATTTCCTG 3’
VP1_masiva (-) 5 CACAGGAAACAGCTATGACCCAGTGCTCCAGACACAGC 3’
VP3_masiva (+) 5 GTTGTAAAACGACGGCCAGTGAGAAATGAATTTAGGGTCAG 3’
VP3_masiva (-) | 5 CACAGGAAACAGCTATGACCGGGAAAAACTTGAAAATCAAAGAC 3’

3.2.10 Analisis estadistico

Para determinar si habia diferencias estadisticamente significativas en la
velocidad de traduccion entre los diferentes clones individuales, donde se tenia
un conjunto de datos pequefio, se utilizd el test t-Student. Pero cuando se
querian ver las diferencias entre las diferentes poblaciones en estudio entre si
en su conjunto, y se tenia por tanto una cantidad de datos muy grande y
repeticion de algunos de ellos, se hicieron intervalos de confianza (IC) con el
método de Bonferroni [Abdi, 2007], utilizando el software SageMath version
4.6.2. Los resultados de los diferentes estudios se expresaron como la media +
el error estandar.
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3.3 RESULTADOS

3.3.1 Uso de codones del VHA en las regiones de VP1 y VP3

estudiadas

Tal y como se ha comentado en apartados previos, el VHA es un virus
que replica lento y que produce poca cantidad de antigeno. Para comprender
un poco esta problematica, es importante destacar que el VHA posee un IRES
altamente ineficiente para dirigir la traduccidn, es incapaz de producir un
silenciamiento de la sintesis proteica de la célula hospedadora, y posee un uso
de codones altamente deoptimizado con respecto a la misma. Esta ultima
caracteristica tiene como consecuencia el evitar, en la medida de lo posible, la
competencia con la célula por los ARNt celulares. El VHA ademas de utilizar
codones raros que se aparean con ARNt poco frecuentes en la célula, también
utiliza algunos codones raros que son reconocidos por ARNt altamente
frecuentes. Estos ultimos, en condiciones de ausencia de silenciamiento
celular, son utilizados por la célula hospedadora en una alta frecuencia, lo cual
induce a que la probabilidad de incorporar estos tipos de ARNt por parte del
virus sea baja, y por tanto se los considera codones raros por competencia. En
cambio, en condiciones de silencimiento de la transcripcion celular
artificialmente inducido con AMD, la disminucion significativa del numero de
ARNmM de la célula hospedadora trae como consecuencia una reduccion de la
competencia con la célula por los ARNt, y por tanto, una mayor disponibilidad
principalmente de aquellos ARNt altamente frecuentes, para ser utilizados por
el VHA.

En la Figura 11 se muestra un diagrama para la region de VP1
analizada, en el cual los codones del virus se representan conforme al uso de
codones de la célula humana, segun una gradacién de colores. Esta gradacion
es distinta segun las condiciones del silenciamiento celular. En ausencia de
silenciamiento (sin AMD) la gradacion va del rojo, correspondiente a codones
raros de la célula, pasando por ocres, amarillo y verde palido hasta
nuevamente rojo en los codones raros por competencia que son aquellos

altamente frecuentes en la célula. En condiciones de silenciamiento celular la
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SIN AMD

B 0-15% [115-30% | 30-45% 45-60%  60-70%  70-80% [1|80-90% [ 90-100%

CON AMD

I0-15% I15-30% 30-45% 45-60% 60-70% 70-80% 80-90% 90-100%

Figura 11._Diagrama del uso de codones de la region de VP1 analizada correspondiente a la
cepa pHM175 43c, y conforme al uso de codones de la célula humana. El uso de codones se
representa segun una gradacion de colores dependiendo de la supuesta disponibilidad de los
ARNTt: en condiciones de no silenciamiento celular (sin AMD) habria poca disponibilidad, y en
condiciones de silenciamiento (con AMD) habria alta disponibilidad. En ausencia de
silenciamiento la gradacion va del rojo, correspondiente a codones raros de la célula, pasando
por ocres, amarillo y verde palido hasta nuevamente rojo en los codones raros por competencia
que son aquellos altamente frecuentes en la célula. En condiciones de silenciamiento celular la
gradacion de colores va del rojo, codon raro celular, al verde intenso, codén abundante celular.
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gradacion de colores va del rojo, codon raro celular, al verde intenso, coddn
abundante celular.

Asi, en condiciones de ausencia de AMD se ve claramente como los
colores dominantes son el rojo y las diferentes tonalidades de naranja, lo cual
indicaria y explicaria en parte el hecho de que el VHA tenga una baja tasa de
traduccion (ver Figura 11, sin AMD). En tanto, en condiciones de silenciamiento
celular, al eliminar en gran medida la competencia con la célula principalmente
por los ARNt altamente frecuentes, la situacion se vuelve mas favorable para el
virus. De esta manera, se puede ver que en el diagrama de uso de codones de
la regién de VP1 dominan los colores amarillo y verde, lo cual favoreceria a
una mayor tasa de traduccién (ver Figura 11, con AMD).

Por otra parte, en el diagrama de gradacion de colores para la region de
VP3 estudiada, se observa un patrén bastante similar al que se encuentra en la
region de VP1 (ver Figura 12). En condiciones de ausencia de AMD,
predominan ampliamente los colores rojo, naranja y ambar, lo cual indicaria
una tasa de traduccion reducida, hecho que contribuiria por tanto a la baja tasa
de produccion virica encontrada en el VHA en condiciones normales (ausencia
de silenciamiento celular) (ver Figura 12, sin AMD). En tanto, en presencia de
AMD la situacién cambiaria encontrandose un predominio de los colores
amarillo y verde, es decir, codones mediana y altamente frecuentes, lo cual
induciria a una mayor tasa de traduccion en comparacion a la observada en
condiciones de ausencia de AMD (ver Figura 12, con AMD).

Es importante destacar que tanto en la region de VP1 como en VP3 en
presencia de una concentracion de 0.20 pg/ml de AMD, los diagramas del uso
de codones segun una gradacion de colores mostrados en las Figuras 11y 12,
respectivamente, se intensificarian mas que en comparacion a la situacion
encontrada en presencia de 0.05 pyg/ml de AMD. Esto se atribuye a que en esta

ultima condicion el nivel de silenciamiento de la transcripcion celular es menor.
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SIN AMD
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Figura 12._Diagrama del uso de codones de la region de VP3 analizada correspondiente a la
cepa pHM175 43c, y conforme al uso de codones de la célula humana. El uso de codones se
representa segun una gradacion de colores dependiendo de la supuesta disponibilidad de los
ARNTt: en condiciones de no silenciamiento celular (sin AMD) habria poca disponibilidad, y en
condiciones de silenciamiento (con AMD) habria alta disponibilidad. En ausencia de
silenciamiento la gradacion va del rojo, correspondiente a codones raros de la célula, pasando
por ocres, amarillo y verde palido hasta nuevamente rojo en los codones raros por competencia
que son aquellos altamente frecuentes en la célula. En condiciones de silenciamiento celular la
gradacion de colores va del rojo, codon raro celular, al verde intenso, codén abundante celular.
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3.3.2 Estudio de la velocidad de traduccién a nivel de
cuasiespecies en dos regiones de la capside de cuatro

poblaciones del VHA

Con el fin de estudiar la velocidad de traduccién en regiones de las
proteinas estructurales de VP1 y VP3, en las poblaciones LO, FO.05LA, FO.2LA
y HM175-HP del VHA, se obtuvieron cuasiespecies moleculares para cada una
de las 2 regiones de cada una de las poblaciones en estudio, clonadas en un
vector bicistronico. Las proporciones de clones obtenidas en las cuasiespecies
moleculares de cada una de las 4 poblaciones en estudio, se ajustaron con los
datos obtenidos por secuenciacién masiva, para asi poder aproximarnos un

poco mas a la composicién de la cuasiespecie real de cada una de ellas.

3.3.2.1 Traduccidén de las cuasiespecies de VP1

En las cuasiespecies moleculares de la regién de VP1 se encontré una
diversidad de 14 clones o haplotipos diferentes, denominados A1 a A14,
teniendo en cuenta las 4 poblaciones en estudio. Algunos clones no eran
especificos de una poblacion particular, sino que se encontraban en mas de
una de las poblaciones estudiadas (ver Figura 13). Esto es coherente con el
hecho de que el origen comun a todas las poblaciones en estudio es la cepa
wild type del VHA adaptada a replicar en cultivo celular (pHM175 43c). En la
Tabla 5 se pueden ver las caracteristicas de los 14 clones aislados, entre las
cuales se incluyen los cambios que poseen los mismos con respecto a la cepa
pHM175 43c, las posiciones de los cambios dentro de la proteina VP1, y si
esos cambios inducen la aparicion de un codén de mayor, menor o igual
frecuencia (+, -, =, respectivamente), respecto al uso de codones de la célula
humana (ver Tabla 1). Se considera que cambia la frecuencia del nuevo codon
respecto al que se encontraba en pHM175 43c, al diferir en al menos un 10%

en su frecuencia.
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Tabla 5._Diferentes clones encontrados en las cuasiespecies de la regién de VP1. Cambio codén es
con respecto a la cepa wild type adaptada a cultivo celular (pHM175 43c); porcentaje frecuencia
hace referencia al porcentaje en el cual se encuentra el codén en la célula humana (ver Tabla 1); aa
es aminoacido; +, -, =, representan que el nuevo codon en el clon se encuentra en una mayor, menor
o igual frecuencia en la célula humana, respectivamente, considerando que cambia su frecuencia al
diferir en al menos un 10% con respecto al codén que habia en pHM175 43c.

Clon Cambio codén y porcentaje | Posicion en Cambio
frecuencia VP1 (aa) frecuencia
M (44%) G(GGT) > G(GGA) (67%) 219 +
A2 (61%) I(ATT) > I(ATC) (100%) 198 +
(44%) G(GGT) > G(GGA) (67%) 219 +
(100%) S(AGC) > T(ACC) (100%) 197 =
A3 (75%) D(GAT) > N(AAT) (73%) 216 =
(44%) G(GGT) > G(GGA) (67%) 219 +
(100%) I(ATC) > V(GTC) (53%) 85 -
A (61%) I(ATT) > V(GTT) (34%) 146 -
(44%) G(GGT) > G(GGA) (67%) 219 +
A5 (61%) I(ATT) > V(GTT) (34%) 146 =
(44%) G(GGT) > G(GGA) (67%) 219 +
(100%) I(ATC) = V(GTC) (53%) 85 -
AG (26%) L(TTG) > F(TTC)(100%) 123 +
(61%) I(ATT) > V(GTT) (34%) 146 -
(44%) G(GGT) = G(GGA) (67%) 219 +
(26%) L(TTG) > F(TTC) (100%) 123 +
A7 (61%) I(ATT) > V(GTT) (34%) 146 =
(44%) G(GGT) > G(GGA) (67%) 219 +
(100%) I(ATC) > V(GTC) (53%) 85 -
(26%) L(TTG) > F(TTC) (100%) 123 +
A8 (61%) I(ATT) > V(GTT) (34%) 146 -
(44%) G(GGT) > S(AGT) (50%) 163 =
(44%) G(GGT) > G(GGA) (67%) 219 +
(26%) L(TTG) > F(TTC) (100%) 123 +
A9 (61%) I(ATT) > V(GTT) (34%) 146 =
(100%) D(GAC) > D(GAT) (75%) 180 =
(44%) G(GGT) > G(GGA) (67%) 219 +
(65%) H(CAT) > H(CAC) (100%) 82 +
(100%) I(ATC) > V(GTC) (53%) 85 -
AMO (26%) L(TTG) > F(TTC) (100%) 123 +
(61%) I(ATT) > V(GTT) (34%) 146 -
(19%) V(GTA) > V(GTT) (34%) 162 +
(44%) G(GGT) > G(GGA) (67%) 219 +
(100%) I(ATC) > V(GTC) (53%) 85 -
A1 (61%) I(ATT) > V(GTT) (34%) 146 =
(19%) V(GTA) > V(GTT) (34%) 162 +
(44%) G(GGT) > G(GGA) (67%) 219 +
(100%) F(TTC) = F(TTT) (70%) 131 -
M2 (61%) I(ATT) > V(GTT) (34%) 146 -
(44%) G(GGT) > G(GGA) (67%) 219 +
(26%) L(TTG) > F(TTC) (100%) 123 +
A3 (61%) I(ATT) > V(GTT) (34%) 146 =
(44%) G(GGT) > G(GGA) (67%) 219 +
(100%) D(GAC) > D(GAT) (75%) 220 =
(95%) S(TCC) > S(TCT) (71%) 76 -
(78%) P(CCT) > P(CCC) (100%) 110 +
M4 (61%) I(ATT) > V(GTT) (34%) 146 -
(100%) A(GCC) > V(GTC) (53%) 157 -
(44%) G(GGT) > G(GGA) (67%) 219 +
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Segun la cuasiespecie molecular clasica se encontr6 mayor
heterogeneidad o complejidad en la poblacién FO.05LA, en la cual se
encontraron 7 clones o haplotipos diferentes. En tanto, las cuasiespecies del
resto de la poblaciones eran de una complejidad similar, encontrando en cada
una de ellas 5 clones diferentes (ver Figura 13).

Al observar la Tabla 5 se puede ver que todos los clones aislados
comparten un cambio con respecto a la cepa pHM175 43¢, que es a un codon
mas frecuente en la posicidon 219, donde se pasa de un coddén con una
frecuencia en la célula humana de 44%, a otro con una del 67%.

Para incrementar el numero de secuencias de los individuos estudiados,
y asi poder aproximarnos un poco mas a las cuasiespecies reales de cada una
de las poblaciones en estudio, se analizaron las regiones estudiadas de las
poblaciones por secuenciacion masiva. Se ajustaron los resultados obtenidos
con esta técnica, con los obtenidos previamente en las cuasiespecies
moleculares clasicas para el analisis de la velocidad de traduccién (ver Figura
13). Contrastando los resultados obtenidos, se vio que para la regién de VP1
estudiada habia una coincidencia altamente significativa entre los clones o
haplotipos encontrados en las cuasiespecies moleculares y los encontrados por
secuenciacion masiva, en cada una de las 4 poblaciones en estudio (ver Tabla
6). Por lo tanto, esto permiti6 que fuese posible realizar el analisis de la
velocidad de traduccidon de las cuasiespecies en su conjunto, asi como de los
diferentes clones individuales de cada una de las poblaciones, teniendo en
cuenta practicamente todas las variantes posibles, ya que en todos los casos

se pudo analizar un numero de secuencias igual o superior al 90%.

Tabla 6._Resultados obtenidos con la secuenciacion masiva para el fragmento de VP1.

Numero de | Numero de | Secuencias | Secuencias | Porcentaje de
Poblaciéon | haplotipos haplotipos totales totales secuencias
obtenidos® | analizados” | obtenidas® | analizadas® analizadas
LO 13 5 3740 3370 90
FO.05LA 10 7 3120 3063 98
FO.2LA 5 5 2860 2860 100
HM175-HP 7 5 3212 3131 97

@ Por secuenciaciéon masiva
b g . L
Andlisis de la velocidad de traduccién
° Ajuste de los analisis de la velocidad de traduccion con los resultados de secuenciacion masiva
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Figura 13._Proporciones de los clones obtenidos para las cuasiespecies de L0, F0.05LA,
FO0.2LA y HM175-HP de la region de VP1. Ofros, hace referencia al porcentaje de clones o
haplotipos a los que no se les pudo analizar su velocidad de traduccién por no haberlos
obtenido en las cuasiepecies moleculares clasicas.

Al analizar los resultados obtenidos por secuenciacion masiva (ver Tabla

6) se vio que las cuasiespecies mas heterogéneas eran las correspondientes a

LO y FO.05LA con 13 y 10 haplotipos encontrados, respectivamente, seguidas
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de HM175-HP y FO.2LA con 7 y 5 haplotipos, respectivamente. Los resultados
obtenidos son coherentes con el hecho de que en un ambiente con un alto
grado de silenciamiento celular inducido artificialmente con AMD, el numero de
células viables se reduce significativamente (como ha sido detallado en
apartados previos), por tanto sélo aquellos clones muy adaptados son capaces
de sobrevivir. En cambio en condiciones de ausencia y de silenciamiento
celular moderado, el ambiente no es tan restrictivo, habiendo un mayor
porcentaje de células viables y asi permitiendo la co-existencia de una mayor
variabilidad de haplotipos.

Algo interesante a destacar en la distribucion de los diferentes clones de
cada cuasiespecie analizada (ver Figura 13), ademas de la presencia (como se
comentd previamente) de algunos clones en mas de una poblacién, es ver
como el clon A1 que es el mayoritario en LO, practicamente se pierde en
FO.05LA (se encuentra sélo en un 1%), y se pierde completamente en FO.2LA,
que son las 2 poblaciones que derivan de LO. Asimismo, se ve claramente el
cambio en el patron de distribucion de las cuasiespecies de FO.05LA y FO.2LA,
con respecto a LO, donde algunos clones que eran muy minoritarios en LO se
vuelven mas abundantes en F0.05LA y FO0.2LA como A en ambas
poblaciones, y A5 en FO.05LA. Ademas se observa la emergencia de nuevos
clones como A6 en ambas poblaciones, y también A7, A8 y A9 en FO.05LA y
A0, M1y M2 en FO.2LA. Por otra parte, pero no menos interesante es que en
HM175-HP, la poblacion resultante del molecular breeding entre FO.05LA y
FO.2LA, el clon A7 es el dominante con un 89%. Este ultimo clon se seleccion6
claramente de la poblacion parental FO.05LA, donde se encontraba en un 26%,
ya que estaba ausente en FO.2LA (se discutira este caso mas adelante).

Con el proposito de conocer la tasa o velocidad de traduccién de las
diferentes poblaciones del VHA, se midieron las actividades de
bioluminiscencia de las 2 luciferasas (Firefly o FLuc y Renilla o RLuc) presentes
en los vectores bicistronicos en los cuales fueron clonadas las regiones de VP1
de las 4 poblaciones en estudio, y que diferian entre si en el uso de codones.

En primer lugar se analizaron los porcentajes de bioluminiscencia
obtenidos en presencia de 0.05 y 0.20 ug/ml de AMD, en comparacion a los
resultados obtenidos en ausencia de AMD para ambas luciferasas estudiadas,
en el vector bicistronico de estudio (G1RC) en ausencia de los respectivos
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fragmentos de VP1 clonados en el mismo (ver Figura 14). Se encontré una
clara inhibicion dosis dependiente de la concentracion de AMD presente, de la
actividad tanto para la bioluminiscencia de Renilla como la de Firefly. Para la
bioluminiscencia de Renilla se obtuvo un valor medio del 43 * 12% en
presencia de 0.05 pg/ml de AMD, y del 1 + 1% en presencia de 0.20 ug/ml de
AMD, respecto a los valores en ausencia de AMD. En el caso de la
bioluminiscencia de Firefly se obtuvo un valor medio del 49 + 16% en presencia
de 0.05 pyg/ml de AMD, y del 6 + 1% en presencia de 0.20 yg/ml de AMD,
respecto a los valores en ausencia de AMD. Por lo tanto, se concluye que hay
un paralelismo entre el comportamiento de las bioluminiscencias de Renilla y
Firefly.

En cuanto a las 4 poblaciones en estudio, la bioluminiscencia de Renilla
también se vio claramente inhibida siguiendo un patron dosis dependiente de la
concentracion de AMD, con valores de medias que oscilan entre 25 a 38% en
presencia de 0.05 pg/ml de AMD, y entre 3 a 6% en presencia de 0.20 yg/ml de
AMD entre las poblaciones, en relacidn a los valores en ausencia de AMD. En
lo que respecta a la bioluminiscencia de Firefly, también se vio una inhibicion
de la misma en presencia de AMD, pero no tan significativa como se observo
para RLuc. En condiciones de 0.05 pg/ml de AMD se obtuvieron valores de
medias entre 46 a 57%, y en presencia de 0.20 pg/ml de AMD de 29 a 53%
entre las poblaciones, con respecto a los valores en ausencia de AMD (ver
Figura 14). En estos casos no existe paralelismo entre el comportamiento de
las bioluminiscencias de Renilla 'y Firefly.

Estos resultados sugeririan que algun factor estaria afectando el
comportamiento de FLuc en presencia del fragmento de VP1. Es decir, si su
bioluminiscencia solo dependiera de la tasa de transcripcion, su valor deberia
caer respecto a los valores en ausencia de AMD, en las mismas proporciones
en las que caen los valores de bioluminiscencia de Renilla, o incluso mas ya
que podria ocurrir que algunos transcritos que se inician en el promotor del
citomegalovirus se aborten antes de transcribir completamente el gen de FLuc.
Esta hecho se ve claramente para el vector G1RC en ausencia de inserto, pero

no en presencia de inserto.
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Figura 14._Porcentajes de bioluminiscencia de las luciferasas Renilla y Firefly en presencia de
0.05 y 0.20 pg/ml de AMD, con respecto a sus respectivos valores obtenidos en ausencia de
AMD. Estas luciferasas se encuentran en el vector bicistronico de trabajo (G1RC) que posee
clonado, justo antes del gen codificante para Firefly luciferase, la regiéon de VP1
correspondiente a los respectivos haplotipos de LO, FO.05LA, FO.2LA y HM175-HP. Se analizé
también los porcentajes de bioluminiscencia de las respectivas luciferasas para el vector
bicistronico de trabajo sin inserto.

89



Por tanto, lo que podria estar influyendo en las actividades
bioluminiscentes de Firefly en presencia de AMD seria la secuencia de VP1
clonada justo antes del gen FLuc, la cual estaria modulando la velocidad de
traduccion de la misma, ya que como se vio anteriormente en la Figura 11, esta
region tiene un uso de codones donde domina la tonalidad amarillo-verde en
presencia de AMD, y los colores naranja-rojo en ausencia de AMD.

Posteriormente, se utilizaron las actividades bioluminiscentes como una
medida de la tasa de traducciéon de las poblaciones analizadas, y para
normalizar los datos obtenidos se utilizo la relacion FLuc/RLuc. De esta forma,
utilizando esta metodologia se analizaron todos los clones posibles para la
region de VP1, con el fin de obtener una medida de la tasa de traduccién de la
cuasiespecie en su conjunto para la region estudiada y de las 4 poblaciones
analizadas. Se vio que en ausencia de AMD, la tasa de traduccién era
practicamente la misma para todas las poblaciones, no observandose
diferencias estadisticamente significativas entre ellas utilizando el método de
Intervalos de Confianza al 90% (IC 90%; ver Figura 15). Sin embargo, en
condiciones de shut-off de la transcripcion celular, la tasa de traduccion de la
cuasiespecie de la poblacion HM175-HP era superior al resto y dosis
dependiente de la cantidad de AMD utilizada, siendo mas relevante el
incremento observado en 0.20 uyg/ml de AMD (ver Figura 15).

A pesar de que los valores de las tasas de traduccion medias de las
diferentes cuasiespecies no son significativamente distintos en la mayoria de
casos (como todas las poblaciones en ausencia de AMD; entre LO, FO.O5LA y
FO.2LA en condiciones de 0.05 y 0.20 pg/ml de AMD; y entre FO.05LA y
HM175-HP en condiciones de 0.05 pg/ml de AMD), la composicion de
individuos de las respectivas cuasiespecies no es la misma. Por tanto, tener en
cuenta solamente el valor medio de las tasas de traduccion de las
cuasiespecies para comparar las poblaciones entre si, puede conducir a una
interpretacion erronea, ya que individuos con diferente velocidad de traduccion
pueden llevar a la obtencion de un mismo valor medio de tasa de traduccion a
nivel poblacional. Es por esta razén, que se analizaron los valores de
FLuc/RLuc correspondientes a los diferentes haplotipos en funcion de su
frecuencia en la poblacion (ver Figuras 16, 17 y 18).
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Figura 15._Tasa de traduccion de las cuasiespecies de las poblaciones LO, FO.05LA, FO.2LA y
HM175-HP en la region de VP1, en condiciones de ausencia, 0.05 pg/ml y 0.20 pg/ml de AMD.
Las N corresponden al niumero de secuencias analizadas para cada una de las poblaciones.
Las diferencias estadisticamente significativas utilizando el método de Intervalos de Confianza
al 90% (IC al 90%) entre las cuasiespecies de diferentes poblaciones en una misma condicién
de shut-off de la transcripcion celular, se senalan utilizando el criterio de letras a=ab; ab=b;
a#b.

En la Figura 16, donde se observa la composicion de las 4
cuasiespecies en condiciones de ausencia de AMD, se puede observar que el
valor de la media de la tasa de traduccion de LO y FO.2LA es practicamente el
mismo (0.142 + 0.001 y 0.143 + 0.001, respectivamente). Sin embargo, el valor
correspondiente a FO.05LA es un poco superior al de las anteriores (0.151 +
0.001), y el de HM175-HP es incluso mayor a todas (0.167 + 0.001). Al analizar
el panel correspondiente a LO se vio que habia un clon ampliamente
mayoritario (A1) que seria el responsable del valor de la media de traduccion
obtenida, a pesar de la existencia de clones minoritarios en la poblacion con
valores de tasa de traduccion un poco superiores al valor de la media (A3, AMd y
AS) (ver Figura 16).

91
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Numero de clones

Figura 16._Tasa de traduccion expresada como la relacion FLuc/RLuc de los diferentes clones
de la region de VP1 que componen las cuasiespecies de las poblaciones L0, F0.05LA, FO.2LA
y HM175-HP en presencia de 0.00 ug/ml de AMD. La linea punteada sefala el valor medio de
la tasa de traduccion de la respectiva cuasiepecie.
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En el panel correspondiente a F0.05LA se vio que el segundo clon
dominante de su cuasiespecie (A7) posee una tasa de traduccion superior al
resto de los integrantes de la misma (A1, A4, A5, A6, A8 y A9), lo que trae como
consecuencia que el valor de la media de velocidad de traduccion de esta
cuasiespecie sea algo superior a los valores de LO y FO.2LA (ver Figura 16).

Con respecto a FO.2LA se vio que sus 2 clones mayoritarios (A6 y A4)
poseen una tasa de traduccion similar entre si, y serian por tanto los principales
responsables del valor de la media de tasa de traduccion obtenida (ver Figura
16). En el caso de HM175-HP se vio que tanto su clon mayoritario (A7) como
algunos de sus clones minoritarios (A13 y A14) poseen una tasa de traduccion
superior a la mayoria de los clones de las otras poblaciones. Esto explicaria
que el valor de la tasa de traduccion media de esta poblacidn sea superior a la
de las otras poblaciones, aunque las diferencias no sean estadisticamente
significativas (ver Figura 16).

En condiciones de 0.05 yg/ml de AMD (ver Figura 17), se observd un
patron similar al observado en ausencia de AMD, pero aqui las diferencias
entre las cuasiespecies son mas evidentes. La tendencia observada de
HM175-HP hacia una mayor tasa de traduccion en ausencia de AMD, se ve
mas claramente en condiciones de silenciamiento celular moderado con un
valor de 0.606 = 0.002, que es significativamente superior a los valores de LO
(0.233 £ 0.001) y FO.2LA (0.230 + 0.001), y superior a F0.05LA (0.336 + 0.003),
aunque no de forma significativa. Esto ultimo seria debido a que el segundo
clon mayoritario en FO.05LA (A7), con una alta tasa de traduccion, es el clon
mayoritario en HM175-HP (91%) (ver Figura 17).

Por otra parte, en condiciones de silenciamiento celular alto (ver Figura
18), todas las tasas de traduccion medias de las cuasiespecies y de sus clones
individuales, aumentan debido a una mayor disponibilidad de la maquinaria
traduccional y/o de los recursos de la célula para el virus. Sin embargo, en la
poblaciéon HM175-HP el aumento es significativo, alcanzando valores de media
de traduccion de la cuasiespecie de 2.886 + 0.006, en comparacién a los
valores obtenidos de 1.372 + 0.004, 1.561 + 0.017 y 1.158 £ 0.009, para LO,
FO.05LA y FO.2LA, respectivamente.
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Figura 17._Tasa de traduccion expresada como la relacion FLuc/RLuc de los diferentes clones
de la region de VP1 que componen las cuasiespecies de las poblaciones L0, F0.05LA, FO.2LA
y HM175-HP en presencia de 0.05 pg/ml de AMD. La linea punteada sefala el valor medio de
la tasa de traduccion de la respectiva cuasiepecie.
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Figura 18._Tasa de traduccion expresada como la relacion FLuc/RLuc de los diferentes clones
de la region de VP1 que componen las cuasiespecies de las poblaciones L0, F0.05LA, FO.2LA
y HM175-HP en presencia de 0.20 yg/ml de AMD. La linea punteada sefiala el valor medio de
la tasa de traduccion de la respectiva cuasiepecie.
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Por tanto, se observé claramente la tendencia de HM175-HP a traducir a
una mayor velocidad en la regién de VP1 estudiada, lo cual ayudaria a explicar,
al menos en parte, el hecho de que sea una poblacién de rapido crecimiento.

El tener en cuenta solamente los valores de las medias de traduccion de
las cuasiespecies en su conjunto, puede llevar a conclusiones sesgadas y en
muchos casos erroneas, y ello se observa también con el analisis de los
intervalos de confianza del valor real de la tasa media de traduccion. Un
ejemplo muy claro es lo que ocurre entre las cuasiespecies de las poblaciones
FO.05LA y HM175-HP en condiciones de 0.05 ug/ml de AMD (ver Figura 19). Si
bien se vio una diferencia relevante en la altura de las barras correspondientes
a las respectivos valores de las medias de FLuc/RLuc de las poblaciones
FO.05LA y HM175-HP (ver Figura 15), no se observé que estos valores fueran
estadisticamente diferentes utilizando el método de IC 90%, como se comentod
previamente. Sin embargo, es importante resaltar que hay un porcentaje
superior al 90% de las secuencias que componen la cuasiespecie de HM175-
HP (clones A7, A3 y AM4), que contribuyen a que el intervalo en el cual estaria
el valor de la tasa media de traduccién real de dicha cuasiespecie sea amplio
ya que poseen una alta tasa de traduccidn. La mayoria de estos datos de
HM175-HP no se superponen con el intervalo de posibles valores en el cual
pueda estar el valor de la media real de la cuasiespecie de FO.05LA (ver Figura
19). Aunque, debido a que el clon A7 que es el que posee una mayor tasa de
traduccion, que se encuentra representado en un 26% dentro de la
cuasiespecie de F0.05LA, induce a la expansién de la tasa de traduccion de
esta poblacion hacia valores altos, ocasionando un cierto grado de
superposicion entre los intervalos de confianza de F0.05LA y HM175-HP. De
esta forma, el hecho de que en el valor de las medias de estas 2 cuasiespecies
no se observen diferencias estadisticamente significativas, no implica que no
existan diferencias entre ambas cuasiespecies al tener en cuenta todos los
haplotipos que la componen, asi como sus proporciones, y no solamente las

medias totales de las poblaciones.
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Figura 19._Intervalos de Confianza para las cuasiespecies de F0.05LA y HM175-HP en
presencia de 0.05 ug/ml de AMD. Las rectas dentro de los intervalos representan el valor medio
del intervalo respectivo. FLuc/RLuc es la relacién utilizada como medida de la tasa de
traduccion; p es la probabilidad de que el valor real de la media de velocidad de traduccion se
encuentre en el intervalo correspondiente. Con una probabilidad del 68.5% podemos decir que
las medias de las dos poblaciones son diferentes (punto de corte entre ambos graficos), pero el
anadlisis estadistico utilizado requiere un IC del 90% para considerar que las medias son
significativamente distintas.

De forma complementaria, en la Tabla 7 se puede ver la composicion de
cada una de las cuasiespecies en estudio de la region de VP1 segun la
velocidad de traduccién de sus clones respecto a la media de clones de LO. Se
vio como en presencia de 0.05 pg/ml de AMD tanto en la cuasiespecie de
FO.0O5LA como de HM175-HP hay porcentajes de clones (26 y 95,
respectivamente) que tienen una tasa de traduccion significativamente superior
a la media de clones de LO. En tanto, en el resto de los clones de dichas
cuasiespecies y en el 100% de los correspondientes a LO y FO0.2LA, no se
encontraron diferencias significativas con respecto a la media de clones de LO.
A su vez, en presencia de 0.2 uyg/ml de AMD los porcentajes de clones que en
0.05 pg/ml de AMD tenian una tasa de traduccién significativamente superior

se mantienen, pero sus valores de FLuc/RLuc aumentan debido a una mayor
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disponibilidad de recursos y/o de la maquinaria traduccional de la célula. En la
poblacién FO.2LA en 0.2 ug/ml de AMD, se encontré también un 4% de clones
que tienen una tasa de traduccion significativamente superior a la media de
clones de LO. Ademas, se encontr6 que en las cuasiespecies de las
poblaciones de LO, FO.05LA y FO.2LA hay un porcentaje de clones que
traducen a una velocidad significativamente inferior a la media de LO,

determinado casi exclusivamente por el clon A.

Tabla 7._Composicién de las cuasiespecies en estudio de la regién de VP1 segun la velocidad
de traduccion expresada como la media * error estandar, respecto a la media de los clones de
LO. =, +, - hace referencia a si los valores de las medias de traducién de los clones no son
diferentes significativamente, son significativamente superiores, o significativamente inferiores,
con respecto a la media de clones de LO, respectivamente.

[AMD] FLuc/RLuc | FLuc/RLuc
mi Poblacién % Clones | respecto a | (media * error Clones®
HY media LO estandar)
_ A, A2, A3,
LO 100 = 0.233 + 0.001 M. A5
74 = 0.230 + 0.001 A6, M, A5,
FO.05LA A1, A8, A9
0.05 26 + 0.632 +0.183 A7
— A6, A4, A0,
FO.2LA 100 = 0.230 + 0.001 M1, M2
5 = 0.231 £ 0.001 A2, A6
HM175-HP
95 + 0.592 + 0.064 A7, M3, M4
L0 96 = 1.410 £ 0.090 | A1, A2, A3, A5
4 - 0.337 + 0.080 MM
50 = 1.378 £ 0.079 A6, A5, AM
FO0.05LA 26 + 2.978 + 0.335 A7
0.20 24 0.374 + 0.156 M, A8, A9
72 = 1.394 £ 0.153 A6, A0, AM12
FO.2LA 4 T 1.956 £ 0.304 A1
24 - 0.337 + 0.080 MM
5 = 1.523 £ 0.067 A2, A6
HM175-HP
95 + 2.953 + 0.193 A7, M3, M4

¥ Orden segtin abundancia en la poblacion

Estos resultados estarian sugiriendo que no todos los clones se

benefician, en términos de velocidad de traduccion, de tener una mayor
disponibilidad de los recursos y/o de la maquinaria traduccional de la célula.
Este hecho podria explicarse, al menos en parte, por el uso de codones que

poseen, lo cual estaria modulando sus respectivas tasas de traduccion.
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3.3.2.2 Traduccion de las cuasiespecies de VP3

En lo que respecta a las cuasiespecies moleculares obtenidas para la
region de VP3 se encontrd una diversidad de 9 clones o haplotipos diferentes,
denominados 61 a 89, teniendo en cuenta las 4 poblaciones en estudio. Tal y
como ocurrié con las cuasiespecies de la region de VP1, algunos clones no
eran especificos de una poblacién particular, sino que se encontraban en mas
de una de las poblaciones estudiadas (ver Figura 20). En la Tabla 8 se pueden
ver las caracteristicas de los 9 tipos de clones aislados, en las cuales se
incluyen los cambios que poseen los mismos con respecto a la cepa wild type
adaptada a cultivo celular pHM175 43c, las posiciones de los cambios dentro
de la proteina VP3, y si esos cambios inducen la aparicion de un codén de
mayor, menor o igual frecuencia (+, -, =, respectivamente), respecto al uso de
codones de la célula humana (ver Tabla 1), considerandose que cambia la
frecuencia del nuevo codon respecto al que se encontraba en pHM175 43c, al
diferir en al menos un 10% en su frecuencia.

Se encontré que las cuasiespecies moleculares mas heterogéneas o
complejas eran las correspondientes a FO.05LA y HM175-HP, en la cuales se
encontraron 5 clones o haplotipos diferentes en cada una. En la cuasiespecie
de la poblacion LO se encontraron 3 haplotipos diferentes, y al igual que en la
region de VP1, la cuasiespecie mas homogénea era la correspondiente a
FO0.2LA con tan sdélo 2 haplotipos diferentes (ver Figura 20).

Al observar la Tabla 8 se puede ver que todos los clones aislados
comparten 3 cambios con respecto a la cepa pHM175 43c, que se localizan en
las posiciones 91, 106 y 113. En el caso de la posicion 91 se vio un cambio a
un codon mas frecuente donde se pasa de un codon con una frecuencia en la
célula humana del 29%, a otro con una del 64%. En las otras 2 posiciones los
cambios eran a codones menos frecuentes, pasando de un codén con una
frecuencia del 100% a uno con una del 33%, y de un coddn con una frecuencia

del 67% a otro con una del 44%, en las posiciones 106 y 113, respectivamente.
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Figura 20._Proporciones de los clones obtenidos para las cuasiespecies de L0, F0.05LA,
FO0.2LA y HM175-HP de la region de VP3. Ofros, hace referencia al porcentaje de clones o
haplotipos a los que no se les pudo analizar su velocidad de traduccion, por no haberlos
obtenido en las cuasiepecies moleculares clasicas.
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Tabla 8._Diferentes clones encontrados en las cuasiespecies de la region de VP3. Cambio codon es con
respecto a la cepa wild type adaptada a cultivo (pHM175 43c); porcentaje frecuencia hace referencia al
porcentaje en el cual se encuentra el codén en la célula humana (ver Tabla 1); aa es aminoacido; +, -, =,
representan que el nuevo codon en el clon se encuentra en una mayor, menor o igual frecuencia en la
célula humana, respectivamente, considerando que cambia su frecuencia al diferir en al menos un 10%
con respecto al codén que habia en pHM175 43c.

Cambio codén y porcentaje | Posicion en Cambio
Clon
frecuencia VP3 (aa) Frecuencia
(100%) E(GAG) > A(GCG) (25%) 12 -
01 (29%) T(ACG) > K(AAA) (64%) 91 +
(100%) Q(CAG) = Q(CAA) (33%) 106 -
(67%) G(GGA) > G(GGT) (44%) 113 -
(100%) E(GAG) > A(GCG) (25%) 12 -
(65%) H(CAT) = Y(TAT) (66%) 50 =
02 (29%) T(ACG) > K(AAA) (64%) 91 +
(100%) Q(CAG) = Q(CAA) (33%) 106 -
(67%) G(GGA) > G(GGT) (44%) 113 -
(100%) E(GAG) > A(GCG) (25%) 12 -
(100%) I(ATC) = I(ATT) (61%) 46 -
03 (29%) T(ACG) > K(AAA) (64%) 91 +
(100%) Q(CAG) = Q(CAA) (33%) 106 -
(67%) G(GGA) > G(GGT) (44%) 113 -
(100%) E(GAG) > A(GCG) (25%) 12 -
(100%) I(ATC) = T(ACC) (100%) 46 =
04 (29%) T(ACG) > K(AAA) (64%) 91 +
(100%) Q(CAG) = Q(CAA) (33%) 106 -
(67%) G(GGA) > G(GGT) (44%) 113 -
(100%) E(GAG) > G(GGG) (68%) 12 -
05 (29%) T(ACG) > K(AAA) (64%) 91 +
(100%) Q(CAG) = Q(CAA) (33%) 106 -
(67%) G(GGA) > G(GGT) (44%) 113 -
(100%) Q(CAG) = R(CGG) (92%) 33 =
(65%) E(GAA) > E(GAG) (100%) 34 +
(64%) K(AAA) > K(AAG) (100%) 37 +
(55%) T(ACT) = A(GCT) (67%) 49 +
06 (70%) F(TTT) > F(TTC) (100%) 85 +
(29%) T(ACG) > K(AAA) (64%) 91 +
(100%) Q(CAG) = Q(CAA) (33%) 106 -
(68%) C(TGT) 2> S(AGT) (50%) 109 -
(67%) G(GGA) > G(GGT) (44%) 113 -
(29%) T(ACG) > K(AAA) (64%) 91 +
o7 (100%) Q(CAG) = Q(CAA) (33%) 106 -
(67%) G(GGA) > G(GGT) (44%) 113 -
(100%) E(GAG) > A(GCG) (25%) 12 -
(29%) T(ACG) > K(AAA) (64%) 91 +
08 (100%) Q(CAG) = Q(CAA) (33%) 106 -
(68%) C(TGT) 2> S(AGT) (50%) 109 -
(67%) G(GGA) > G(GGT) (44%) 113 -
(100%) E(GAG) > A(GCG) (25%) 12 -
(100%) I(ATC) = T(ACC) (100%) 46 =
89 (29%) T(ACG) > K(AAA) (64%) 91 +
(100%) Q(CAG) = Q(CAA) (33%) 106 -
(68%) C(TGT) 2> S(AGT) (50%) 109 -
(67%) G(GGA) > G(GGT) (44%) 113 -
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Para incrementar el numero de secuencias de los individuos estudiados,
y asi poder aproximarnos un poco mas a la composicion de las cuasiespecies
reales de cada una de las poblaciones en estudio para la region de VP3, se
analizaron las poblaciones por secuenciacion masiva, tal y como se hizo
también para la region de VP1. Se ajustaron los resultados obtenidos con esta
técnica, con los obtenidos previamente en las cuasiespecies moleculares
clasicas para el analisis de la velocidad de traduccion (ver Figura 20).
Contrastando los resultados obtenidos, se vio que para la region de VP3
estudiada habia también (al igual que en VP1) una coincidencia altamente
significativa entre los clones o haplotipos encontrados en las cuasiespecies
moleculares y los encontrados por secuenciacion masiva, en cada una de las 4
poblaciones en estudio (ver Tabla 9). Por lo tanto, esto permitié que fuese
posible realizar el analisis de la velocidad de traduccién de las cuasiespecies
en su conjunto, asi como de los diferentes clones individuales de cada una de
las poblaciones, teniendo en cuenta practicamente todas las variantes posibles,
ya que en todos los casos se pudo analizar un numero de secuencias igual o

superior al 91%.

Tabla 9._Resultados obtenidos de la secuenciacion masiva para el fragmento de VP3.

Nimero de | Numero de | Secuencias | Secuencias | Porcentaje

Poblaciéon | haplotipos haplotipos totales totales secuencias

obtenidos® | analizados” | obtenidas® | analizadas® | analizadas
LO 4 3 7893 7826 99
FO.05LA 9 5 7482 6835 91
FO.2LA 2 2 7418 7418 100
HM175-HP 5 5 6918 6918 100

@ Por secuenciaciéon masiva
bp g . .
Andlisis de la velocidad de traduccién
° Ajuste de los analisis de la velocidad de traduccion con los resultados de secuenciacion masiva

Al observar los resultados obtenidos por secuenciacion masiva (ver
Tabla 9) se encontré que las cuasiespecies mas heterogéneas eran las
correspondientes a FO.05LA y HM175-HP con 9 y 5 haplotipos diferentes
encontrados, respectivamente, seguidas de LO y FO.2LA con 4 y 2 haplotipos,
respectivamente. Estos resultados para F0.2LA estan en acuerdo también, tal y
como se vio para la region de VP1, con el hecho de que en un ambiente muy

restrictivo, como lo es un alto grado de silenciamiento celular, sélo un grupo de
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clones muy adaptados son capaces de sobrevivir. En cambio, en condiciones
de ausencia y de silenciamiento celular moderado, al no ser el ambiente tan
restrictivo, permite la co-existencia de una mayor variabilidad de haplotipos.

En cuanto a la distribucion de los diferentes clones de la region de VP3
de cada cuasiespecie analizada (ver Figura 20), se vio que a pesar de que
algunos clones se encontraban en mas de una poblacién como ocurria en las
cuasiespecies de VP1, el patron de distribucibn de los clones en las
poblaciones era bastante diferente a VP1. Se vio que 01, el clon dominante de
LO (95%), se encontraba en un 21% en FO0.05LA y en un 90% en HM175-HP,
mientras estaba ausente en F0.2LA. Asimismo, a diferencia de lo que ocurria
con la region de VP1, los clones minoritarios de LO (62 y 83) no se encontraron
en las poblaciones F0.05LA y F0.2LA, las cuales derivan de LO. Sin embargo,
se observo la emergencia de nuevos clones como 65 y 87 tanto en la poblacién
de FO.05LA como de FO.2LA, y también 84 y 86 en FO.05LA. Por otra parte, en
cuanto a la poblacion HM175-HP se vio que ademas de su clon dominante, se
encontraba el clon 84, seleccionado a partir de la poblacion FO.05LA ya que es
la unica que lo posee. También se observo la emergencia de los clones
minoritarios 68 y 69 (2% y 1%, respectivamente), los cuales estan ausentes en
las otras poblaciones, y la presencia minoritaria del clon 63 (1%) el cual
también fue encontrado en la poblacion LO. Por tanto, este ultimo clon podria
representar un ejemplo de lo que se denomina memoria de cuasiespecie.

Es importante destacar que al observar las distribuciones de clones de
las diferentes cuasiespecies de VP1 y VP3, resulta intuitivo pensar (aunque no
se puede asegurar porque solo se tienen regiones discretas del genoma por
separado) que muy probablemente las secuencias correspondientes al clon A7
en VP1 y al clon 81 en VP3, formarian parte de un mismo genoma/individuo.
Este individuo seria seleccionado a partir de la poblacion FO.05LA para obtener
una nueva poblacién de rapido crecimiento, ya que en FO.05LA A7 y 61 se
encuentran en unas proporciones del 26% y 21%, respectivamente, y en
HM175-HP se encuentran en unas proporciones del 89% y 90%,
respectivamente.

Con el fin de estudiar la tasa o velocidad de traduccion de las diferentes
poblaciones del VHA, se midieron las actividades de bioluminiscencia de las 2
luciferasas (Firefly o FLuc y Renilla o RLuc) presentes en los vectores
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bicistronicos en los cuales fueron clonadas las regiones de VP3 de las 4
poblaciones en estudio, y que diferian entre si en el uso de codones.

En primer lugar se analizaron los porcentajes de bioluminiscencia

obtenidos en presencia de 0.05 y 0.20 ug/ml de AMD, en comparacion a los
resultados obtenidos en ausencia de AMD para ambas luciferasas estudiadas,
en el vector bicistronico de estudio (G1RC) en ausencia de los respectivos
fragmentos de VP3 clonados en el mismo (ver Figura 21). Tal y como se
comentd en el apartado 3.3.2.1 del presente Capitulo, se encontré que tanto en
la bioluminiscencia de Renilla como en la de Firefly, habia una clara inhibicion
dosis dependiente de la concentracion de AMD presente, con un valor medio
del 43 + 12% en presencia de 0.05 yg/ml de AMD, y del 1 + 1% en presencia
de 0.20 yg/ml de AMD para RLuc, con respecto a 0.00 yg/ml de AMD. En el
caso de FLuc se obtuvo un valor medio del 49 £ 16% en presencia de 0.05
pug/ml de AMD, y del 6 £ 1% en presencia de 0.20 pg/ml de AMD, con respecto
a 0.00 pyg/ml de AMD. Estos resultados permiten establecer un paralelismo
entre el comportamiento de las bioluminiscencias de Renilla'y Firefly.
En lo que respecta a las 4 poblaciones en estudio, se vio un patrén similar al
observado para la region de VP1. En la bioluminiscencia de Renilla también se
vio una clara inhibicion dosis dependiente de la concentracion de AMD
presente, con valores de medias que oscilan entre 26 a 30% en presencia de
0.05 pg/ml de AMD, y entre 2 a 3% en presencia de 0.20 yg/ml de AMD entre
las poblaciones, con respecto a 0.00 yg/ml de AMD. En lo que respecta a la
bioluminiscencia de Firefly, también se vio una inhibicion de la misma en
presencia de AMD, pero no tan significativa como se observo para RLuc. En
condiciones de 0.05 yg/ml de AMD se obtuvieron valores de medias entre 58 a
63%, y en presencia de 0.20 uyg/ml de AMD de 40 a 46% entre las poblaciones,
con respecto a 0.00 pg/ml de AMD (ver Figura 21). En estos casos el
paralelismo entre el comportamiento de las bioluminiscencias de Renilla y
Firefly no es evidente.

De la misma forma que sucedié con los resultados obtenidos con la
region de VP1 clonada, los datos obtenidos con las regiones de VP3 sugeririan
que algun factor estaria afectando el comportamiento de FLuc en presencia del
fragmento de VP3.
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Figura 21._Porcentajes de bioluminiscencia de las luciferasas de Renilla y Firefly en presencia
de 0.05 y 0.20 pg/ml de AMD, con respecto a sus respectivos valores obtenidos en ausencia de
AMD. Estas luciferasas se encuentran en el vector bicistronico de trabajo (G1RC) que posee
clonado, justo antes del gen codificante para Firefly luciferase, la region de VP3
correspondiente a los respectivos haplotipos de L0, F0.05LA, FO.2LA y HM175-HP. Se analizé
también los porcentajes de bioluminiscencia de las respectivas luciferasas para el vector
bicistronico de trabajo sin inserto.
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Por tanto, lo que podria estar influyendo en las actividades
bioluminiscentes de Firefly en presencia de AMD seria el uso de codones que
posee la secuencia de VP3 clonada justo antes del gen FLuc, el cual modularia
la velocidad de traduccion de la misma, ya que como se vio anteriormente en la
Figura 12, esta region tiene un uso de codones donde dominan los colores
amarillo y verde en presencia de AMD, y los colores amarillo y rojo en ausencia
de AMD.

Posteriormente, se utilizaron las actividades bioluminiscentes de Firefly y
Renilla como una medida de la tasa de traduccion de las poblaciones
analizadas, y para normalizar los datos obtenidos se utilizo6 la relacidon
FLuc/RLuc. De esta forma, utilizando esta metodologia se analizaron todos los
clones posibles para la region de VP3, con el propédsito de obtener una medida
de la tasa de traduccion de la cuasiespecie en su conjunto para la region
estudiada de las 4 poblaciones analizadas. Se vio que tanto en ausencia de
AMD, como a niveles moderados y altos de shut-off de la transcripcidon celular
(0.05 pg/ml y 0.20 pg/ml de AMD, respectivamente), no habian diferencias
estadisticamente significativas, utilizando el método de IC al 90%, entre las
tasas de traduccidon de las cuasiespecies de todas las poblaciones, dentro de
cada una de las condiciones estudiadas (ver Figura 22).

Es importante destacar que los valores de las tasas de traduccion
registrados para las 4 poblaciones en estudio eran significativamente mas
bajos en la region de VP3 que en VP1, del orden de 10 veces menos, tanto en
ausencia de AMD como en presencia de la misma a concentraciones de 0.05 y
0.20 pg/ml.

A pesar de que los valores de las tasas de traduccion medias de las
diferentes cuasiespecies no eran significativamente distintos entre si en una
condicion de silenciamiento celular determinada, la composicion de individuos
de las respectivas cuasiespecies no era la misma. Por tanto, analogamente a
como se hizo para las cuasiespecies correspondientes a la region de VP1, y
para no realizar interpretaciones sesgadas en cuanto a las velocidades de
traduccidn, se hicieron graficos donde se analizaron los valores de FLuc/RLuc
correspondientes a los diferentes haplotipos en funcion de su frecuencia en la
poblacion, para cada una de las condiciones de silenciamiento celular

estudiadas (ver Figuras 23, 24 y 25).
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Figura 22._Tasa de traducciéon de las cuasiespecies de las poblaciones de L0, F0.05LA,
FO0.2LA y HM175-HP en la region de VP3, en condiciones de ausencia, 0.05 yg/mly 0.20 pug/ml
de AMD. Las N corresponden al nimero de secuencias analizadas para cada una de las
poblaciones. Las diferencias estadisticamente significativas utilizando el método del IC al 90%
entre las cuasiespecies de diferentes poblaciones en una misma condicién de shut-off de la
transcripcion celular, se sefialan utilizando el criterio de letras a=ab; ab=b; a#b.

En la Figura 23, donde se observa la composicion de las 4
cuasiespecies en condiciones de ausencia de AMD se puede observar que el
valor de la media de la tasa de traduccion es similar en todas, con valores de
0.013 £ 0.001 para LO y HM175-HP, 0.014 + 0.001 para F0.05LA y 0.012 +
0.001 para F0.2LA. Sin embargo, al analizar los paneles de LO y HM175-HP, se
encontré que si bien en ambas poblaciones el clon mayoritario es 81 ya que se
encuentra en un 96% y 90%, respectivamente, y por tanto es el responsable
casi exclusivo de los valores de las medias de traduccion obtenidos, también
estas cuasiespecies estan integradas por otros clones. En LO hay 2 tipos de
clones que poseen una tasa de traduccion superior al valor de la media de
traduccién de la poblacién (62 y 63), y en HM175-HP hay 2 tipos de clones con

tasas de traduccion mayor (63 y 89) y 2 con tasas de traduccion menores (64 y
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08), con respecto al valor de la media de la poblacién. En FO.05LA, no hay
ningun clon que se encuentre en un porcentaje muy elevado, y por tanto, el
valor de la media de traduccion de la poblacidn es bastante equivalente al de
todos sus clones individuales que son 064, 61, 685, 86 y 67 (siguiendo el orden
de abundancia en la poblacion) (ver Figura 23). En cuanto a FO.2LA hay un
haplotipo que se encuentra en un 99% (87), y por tanto es el responsable del
valor medio de traduccidn obtenido, a pesar, de que el haplotipo que se
encuentra en una proporcion del 1% (85) tiene una mayor tasa de traduccion
(ver Figura 23).

En condiciones de 0.05 yg/ml de AMD (ver Figura 24), se observd un
patrén bastante similar al observado en ausencia de AMD, pero las tasas de
traduccion eran un poco superiores, obteniéndose valores de 0.024 + 0.001
para LO y FO.2LA, 0.029 + 0.001 para F0.05LA y 0.023 + 0.001 para HM175-
HP. Al igual que en ausencia de AMD, en LO el clon dominante 61 traduce
como el valor de la media de la poblacion, y los clones minoritarios (62 y 63)
tienen una mayor tasa de traduccion respecto al valor de la media de la
poblacion (ver Figura 24). En FO.05LA hay una mezcla de diferentes clones con
distintas tasas de traduccion, donde su clon mayoritario (64) tiene una tasa de
traduccidn igual al valor de la media de la poblacion, mientras que los clones
01 y 87 tienen tasas de traduccién menores, y los clones 85 y 66 tienen tasas
de traduccion mayores, con respecto al valor medio de la poblacion. En cuanto
a FO.2LA, su clon mayoritario (67) tiene una tasa de traduccion igual al valor de
la media de la poblacion y su clon minoritario (85) tiene una tasa de traduccion
mayor. Por ultimo, en la poblacion HM175-HP el clon mayoritario (81) tiene una
tasa de traduccion igual a la media de la poblacion, 3 clones minoritarios tienen
tasas de traduccion superiores al valor de la media de la poblacion (83, 64 y
09) y otro clon minoritario (68) tiene una tasa de traduccién similar a la media

de la poblacion (ver Figura 24).

108



0.00 ug/ml AMD

0,02

802 o1 |LO

FLuc/RLuc
(media * error estandar)
[

0,01 |

0 2000 4000 6000 8000

0,02 -

............ e Fo.0O5LA

001 97 0L o4

FLuc/RLuc
(media * error estandar)

0 2000 4000 6000 8000

0,02 -

. | FO.2LA

0,01 -

FLuc/RLuc
(media * error estandar)
X 3|

0 2000 4000 6000 8000

0,02 o5

HM175-HP

0,01 19894

FLuc/RLuc
(media * error estandar)
oo
D
O

0 2000 4000 6000 8000

Numero de clones

Figura 23._Tasa de traduccion expresada como la relacion FLuc/RLuc de los diferentes clones
de la region de VP3 que componen las cuasiespecies de las poblaciones L0, F0.05LA, FO.2LA
y HM175-HP en presencia de 0.00 ug/ml de AMD. La linea punteada sefiala el valor medio de
la tasa de traduccion de la respectiva cuasiepecie.
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Figura 24._Tasa de traduccion expresada como la relacion FLuc/RLuc de los diferentes clones
de la region de VP3 que componen las cuasiespecies de las poblaciones L0, FO.05LA, FO.2LA
y HM175-HP en presencia de 0.05 pg/ml de AMD. La linea punteada sefiala el valor medio de
la tasa de traduccion de la respectiva cuasiepecie.
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En condiciones de silenciamiento celular alto (ver Figura 25), las tasas
de traduccion de los clones individuales aumentaron, y por tanto también lo
hicieron las correspondientes a las medias de las cuasiespecies, obteniéndose
valores de tasas de traduccion a nivel poblacional de 0.245 + 0.001 para LO y
FO0.2LA, 0.263 + 0.001 para F0.05LA y 0.244 + 0.001 para HM175-HP. En las 4
cuasiespecies, sus respectivos clones dominantes poseian una tasa de
traduccion igual al valor de la tasa de traduccion media de su respectiva
cuasiespecie. A su vez, tanto en LO como en FO0.2LA, el resto de sus clones
tenian tasas de traduccion superiores al valor de la media de traduccion de sus
respectivas poblaciones. En FO0.05LA el clon 65 tenia una tasa de traduccion
mayor, y los clones 61, 66 y 87 tenian tasas de traduccion inferiores al valor de
la tasa de traduccion media de la poblacion (ver Figura 25). Finalmente,
HM175-HP tenia 2 clones (83 y 64) que traducian a una tasa superior, 1 clon
(69) que traducia a una tasa inferior, y otro (68) a una tasa similar al valor de la
tasa media de traduccidn de la poblacion (ver Figura 25). De este modo, si bien
el valor de la tasa de traduccion a nivel poblacional de FO.05LA, es ligeramente
superior en las 3 condiciones de silenciamiento celular estudiado en
comparacion a las otras poblaciones, estas diferencias no son significativas.
Por otra parte, es interesante destacar el hecho de que la poblacién HM175-HP
haya seleccionado como clon dominante a 61 en lugar de 67, que posee una
tasa de traduccion muy similar (se retomara este caso en el préximo Capitulo
donde se analiza el efecto de 3 mutaciones en el IRES). Por lo tanto, en la
region de VP3, a diferencia de lo que ocurre en la region de VP1, se puede

considerar que todas las poblaciones traducen a una misma velocidad.
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Figura 25._Tasa de traduccion expresada como la relacion FLuc/RLuc de los diferentes clones
de la region de VP3 que componen las cuasiespecies de las poblaciones L0, F0.05LA, FO.2LA
y HM175-HP en presencia de 0.20 yg/ml de AMD. La linea punteada sefala el valor medio de
la tasa de traduccion de la respectiva cuasiepecie.
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Complementariamente, en la Tabla 10 se puede ver la composicién de
cada una de las cuasiespecies en estudio de la region de VP3 segun la
velocidad de traduccién de sus clones respecto a la media de clones de LO. Se
vio que en presencia de 0.05 ug/ml de AMD, la mayoria de los clones tienen
una velocidad de traduccion que no es significativamente diferente a la de la
media de los clones de LO. Sin embargo, en las cuasiespecies de F0.05LA,
FO.2LA y HM175-HP se vio que un 30%, 1% y 1% de los clones,
respectivamente, mostraban una velocidad de traduccion significativamente
superior. A su vez, en la cuasiespecie correspondiente a HM175-HP se vio que
un 2% de clones poseian una tasa de traduccion significativamente inferior a la
media de clones de LO. No obstante, es importante destacar que si bien existen
diferencias significativas entre las tasas de traduccién de algunos clones y la
media de clones de LO, en la Tabla 10 se puede ver que estas diferencias no
son muy relevantes.

En cambio, en un estudio analogo pero en presencia de 0.20 yg/ml de
AMD, todos los clones a excepcién de un 1% presente en la cuasiespecie de
HM175-HP (89) poseen tasas de traduccion similares a la media de clones de
LO, no encontrando diferencias estadisticamente significativas entre ellas (ver
Tabla 10). Estos datos estarian sugiriendo la existencia de una especie de
optimizacion u homogeneizacion en las tasas de traduccion de los diferentes
clones, probablemente debido a sus respectivos usos de codones, a pesar de
que existan pequefas variaciones nucleotidicas entre ellos.

Por otra parte, es interesante destacar el hecho de que en la poblacién
FO.05LA en presencia de 0.05 yg/ml de AMD, habia un 30% de clones (65 y
06) que tenian unas tasas de traduccion significativamente superiores a la
media de traduccién de los clones de LO. En tanto, los mismos clones en
presencia de 0.20 yg/ml de AMD, mostraban tasas de traduccion similares a la

media de traduccion de los clones de LO.
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Tabla 10._Composicion de las cuasiespecies en estudio de la region de VP3 segun la
velocidad de traduccidon expresada como la media + error estandar, respecto a la media de los
clones de LO. =, +, - hace referencia a si los valores de las medias de traduccion de los clones
no son diferentes significativamente, son significativamente superiores, o significativamente
inferiores, con respecto a la media de clones de L0, respectivamente.

[AMD] FLuc/RLuc | FLuc/RLuc
mi Poblacién % Clones | respecto a | (media * error Clones®
Hg media LO estandar)
LO 100 = 0.024 + 0.001 91, 62, 63
70 = 0.027 + 0.002 04, 61, 67
F0.05LA
30 + 0.034 +0.003 05, 06
99 = 0.024 + 0.002 07
0.05 FO.2LA
1 + 0.032 + 0.004 05
97 = 0.024 + 0.002 01, 64, 63
HM175-HP 1 + 0.031 + 0.002 89
2 - 0.022 + 0.001 08
LO 100 = 0.245 + 0.001 91, 62, 63
_ 04, 61, 65,
F0.05LA 100 = 0.263 + 0.001 06, 67
0.20 FO.2LA 100 = 0.245 £ 0.001 07, 05
99 = 0.245+0.002 | ©1,64,88,
HM175-HP 83
1 - 0.162 + 0.012 09

¥ Orden segtin abundancia en la poblacion

3.3.3 Efecto del

velocidad de traduccion

uso de codones en la modulacion de la

Con el fin de estudiar el efecto del uso de codones en la modulacion de
la velocidad de traduccion de los clones de las poblaciones del VHA en estudio,
se comparé la tasa de traduccion expresada como la relacién FLuc/RLuc de la
media de los clones de LO (ya que a partir de esta poblacién se obtuvo el resto
de las poblaciones) y la de clones individuales de las diferentes poblaciones,
tanto para la regién de VP1 como para VP3, y en condiciones de ausencia,
0.05 pg/mly 0.20 ug/ml de AMD.

Para comprender el efecto de cambios puntuales en el uso de codones
en lo que respecta a la modulacién de la velocidad de traduccion, es importante
tener en cuenta todo el contexto en el cual se produce el cambio. Por esta
razon, se hicieron las Figuras correspondientes al uso de codones para las
regiones de VP1 y VP3 segun una gradacién de colores, donde ademas se

incluye para cada coddn su porcentaje de uso en la célula humana, las cargas
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electrostaticas de los aa que codifican y todos los cambios que se han
registrado en los diferentes clones obtenidos (ver Figuras 26 y 27). Es
interesante destacar que en ausencia de AMD, al haber competencia con la
célula, aquellos codones altamente abundantes se traducirian a una baja
velocidad en el virus, ya que son altamente utilizados por la célula. En cambio,
en presencia de AMD la competencia con la célula disminuye
considerablemente, y por tanto aumentaria la velocidad de traduccion de los
codones viricos altamente utilizados por la célula. Estos efectos se pueden
observar en las Figuras 14 y 21, donde la bioluminiscencia de Firefly en los
vectores con fragmentos gendmicos del VHA es superior a los vectores sin
fragmento, sobretodo en condiciones de alto silenciamiento celular comparado
a condiciones sin silenciamiento. Ademas la bioluminiscencia de Firefly en
condiciones de silenciamiento versus no silenciamiento es significativamente
mayor que la bioluminiscencia de Renilla. Ello sugiere que los fragmentos del
genoma del VHA en ausencia de silenciamiento frenan la tasa de traduccion
del gen FLuc debido a la gran abundancia de codones raros por competencia
(ver Figuras 26 y 27). En tanto, en condiciones de silenciamiento celular,
muchos de estos codones van a ser traducidos mas eficientemente (ver
Figuras 26 y 27), y por ende van a incrementar la traduccion de FLuc.

Otro factor importante de la modulacion de la tasa de traduccion, es la
presencia de regiones ricas en codones que codifiquen aminoacidos cargados
positivamente, ya que pueden interaccionar con las paredes del tunel de salida
del ribosoma y enlentecer la salida de la proteina recientemente sintetizada
hacia el exterior del mismo. Ademas, la presencia de estructuras en el ARNm
pueden influir de forma negativa en la tasa de traduccion. Estos factores
moduladores van a ser analizados en los siguientes subapartados.

Por otra parte, con el fin de conocer la ubicacion de los fragmentos
analizados de las proteinas de VP1 y VP3 y de los cambios mas relevantes en
la modulacion de la tasa de traduccion de las respectivas regiones, se adapto
la imagen de un protomero del VHA, recientemente publicado por Wang y
colaboradores en el afio 2015 (ver Figura 28), y en ella se sefialaron tanto los
fragmentos de las regiones estudiadas como las posiciones mas relevantes en

la modulacion de sus respectivas tasas de traduccién.
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Figura 26._Diagrama del uso de codones de la regién de VP1 correspondiente a la cepa
pHM175 43c, en ausencia y presencia de AMD. Se representa con una gradacion de colores
dependiendo de las frecuencias de los codones segun el uso de codones de la célula humana
(ver Figura 11). Los numeros en el interior de la secuencia corresponden a los porcentajes de
los respectivos codones segun el uso de codones de la célula humana. o,+,-, representan que
los aminoacidos que codifican los respectivos codones tienen carga neutra, positiva, negativa,
respectivamente. Con AMD, los numeros que se indican arriba de la secuencia estudiada
corresponden a las posiciones en donde se han encontrado cambios en los diferentes clones.
Por debajo de la secuencia analizada se representan los cambios que se han registrado
teniendo en cuenta todos los clones, y en su interior el porcentaje del nuevo codon.
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Figura 27._Diagrama del uso de codones de la region de VP3 analizada correspondiente a la
cepa pHM175 43c, en ausencia y presencia de AMD. Se representa con una gradacion de
colores dependiendo de las frecuencias de los codones segun el uso de codones de la célula
humana (ver Figura 12). Los ndmeros en el interior de la secuencia corresponden a los
porcentajes de los respectivos codones segun el uso de codones de la célula humana. o,+,-,
representan que los aminoacidos que codifican los respectivos codones tienen carga neutra,
positiva, negativa, respectivamente. Con AMD, los nimeros que se indican arriba de la
secuencia estudiada corresponden a las posiciones en donde se han encontrado cambios en
los diferentes clones. Por debajo de la secuencia analizada se representan los cambios que se
han registrado teniendo en cuenta todos los clones, y en su interior el porcentaje del nuevo
codon.
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Figura 28._Representacion de un protomero del VHA. En azul, verde y rojo se sefialan las
proteinas estructurales VP1, VP2 y VP3, respectivamente. Los colores celeste y rosado
corresponden a las regiones analizadas de VP1 y VP3, respectivamente. En amarillo aparecen
sefalados los diferentes cambios relevantes en la modulacion de las tasas de traduccion de las
regiones estudiadas. Los numeros en color negro corresponden a las posiciones de los
cambios relevantes en la region estudiada de VP1, y en blanco a las posiciones en la regién
estudiada de VP3. Imagen adaptada de Wang et al., 2015.

3.3.3.1 Deoptimizacion de codones: efecto de frenar o disminuir la tasa de

traduccion

El estudio de las tasas de traduccién de los diferentes clones puso de
manifiesto que cambios puntuales en el uso de codones que inducen la
aparicion de codones menos frecuentes, tienen como consecuencia la
disminucién de la tasa de traduccion, que sera en mayor o menor medida
dependiendo de la significancia de la pérdida de frecuencia y del contexto en el
cual tenga lugar el cambio. Algunos ejemplos de este tipo de situacion son los
clones M, A5 y M2 de VP1. En la Figura 29 se pueden ver las posiciones
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dentro de la region de VP1 en la cual se observan cambios en estos clones con
respecto a la cepa pHM175 43c, donde en color rojo y verde se sefialan si los
cambios inducen a la aparicion de un codon menos o mas frecuente,
respectivamente de acuerdo a pHM175 43c. También se incluyé el clon A1 que
es el que posee solamente un cambio con respecto a pHM175 43c, en la
posicion 219 y compartido por todos los clones.

na

VP1 (aa 68-255)

5z

76 82 85 110 123 131 146 157 162 163 180 197 198 216 219 220

pPHM175
43c

M
xR |
e —

—

Figura 29._Posiciones de los cambios en el uso de codones con respecto a pHM175 43c de
los clones A1, A4, A5 y M2 de VP1. En rojo y verde se sefialan aquellos cambios que inducen a
la aparicion de un coddén menos o mas frecuente, respectivamente, de acuerdo al que se
encontraba en pHM175 43c.

El clon A1 a pesar de poseer un cambio a un codén mas frecuente (ver
Tabla 7), muestra una cinética de traduccion similar a la de la media de clones
de LO en todas las condiciones analizadas, no encontrandose diferencias
significativas con la misma. Teniendo en cuenta que la posicion 219 no tiene un
rol significativo en la modulacion de la velocidad de traduccion, al momento de
analizar los diferentes clones nos vamos a centrar en las otras posiciones que
cambian. En cuanto a la tasa de traduccion expresada como FLuc/RLuc del
clon A5 se vio que en condiciones de 0.20 ug/ml de AMD, la presencia de un
cambio a un coddén menos frecuente en la posicion 146, donde se pasa de un
coddn con una frecuencia del 61% a otro con una del 34% (ver Tabla 5), induce
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una pequena disminucion de la velocidad de traducciéon en comparacion a la

media de los clones de LO (ver Figura 30).
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Figura 30._Tasa de traduccion expresada como FLuc/RLuc (media + error estandar) de los
clones M, A5 y M2 de VP1 y de la media de clones de LO en presencia de 0.00 pg/ml, 0.05
pg/ml y 0.20 yg/ml de AMD. Las gréficas se disponen en orden ascendente de la disminucion
de la tasa de traduccion.

El clon A2 ademas de tener el mismo cambio en la posicion 146 que el
clon A5, tiene otro en la posicidon 131 que induce un cambio de frecuencia del
100% al 70% (ver Tabla 5). Estos cambios inducen una mayor disminucién de
la tasa de traduccién en comparacion al clon A5 en presencia de 0.20 pg/ml de
AMD (ver Figura 30). Por lo tanto, podriamos decir que la disminucién de la
tasa de traduccion observada en este clon, vendria determinada por un efecto
aditivo de los 2 cambios a codones menos frecuentes que posee.

En cuanto al clon A4, ademas de tener el mismo cambio en la posicidén
146 que A5 y A12, posee otro cambio en la posicion 85 donde se pasa de tener
un coddn con una frecuencia del 100% a otro con una del 53% (ver Tabla 5).

Este cambio en la posicion 85 induce una clara y significativa (p<0.05)
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disminucién de la tasa de traduccion en comparacioén a la media de clones de
LO y en condiciones de silenciamiento celular alto (ver Figura 30). Al observar
el diagrama de uso de codones de la Figura 26 se puede ver que este cambio
se situa en una region enriquecida con codones altamente frecuentes (95 a
100%) en presencia de AMD, pero raros en ausencia de AMD por la
competencia existente con la célula. La caida de casi un 50% de frecuencia
enlenteceria significativamente la tasa de traduccidon de dicho codon,
intentando emular la situacion original, y de esta forma tendria un efecto
negativo en esta region de traduccion rapida. Ademas, es importante destacar
que la posicién 85 al estar cercana al inicio del fragmento en estudio, puede
tener efectos adversos relevantes en cuanto a velocidad de traduccion si es
que no hay algun tipo de compensacion posterior, ya que habrian pausas de
duracidn considerable en los ribosomas practicamente al comenzar la
traduccion.

Todos los cambios de codones registrados en los clones A4, A5 y A12
codifican para aa de igual carga electrostatica a los que habia previamente (ver
Figura 26). Esto es logico en el caso de la posicion 131 ya que tanto el codon
original como el mutado codifican para el mismo aa, pero en las otras 2
posiciones si hay cambio de aa, e igualmente se mantiene el mismo tipo de
carga. Por lo tanto, el rol de las cargas electrostaticas en la modulacion de las
tasas de traduccion en estos clones podria considerarse despreciable.

3.3.3.2 Optimizacion u optimizacion/deoptimizacion concomitante de

codones: efecto de aumento de la tasa de traduccion

El clon A2 ademas de poseer en la posicién 219 un cambio a un coddn
mas frecuente (como todos los clones aislados de la region de VP1), tenia en
la posicion 198 otro cambio que inducia a la aparicion de un coddn mas
frecuente (ver Figura 31), donde se pasaba de tener un coddén con una
frecuencia del 61% a otro con una del 100% (ver Tabla 5).
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Figura 31._Posiciones de los cambios en el uso de codones con respecto a pHM175 43c de
los clones A1, A2, A7, M3 y M4 de VP1. En rojo y verde se sefialan aquellos cambios que

inducen a la aparicién de un codén menos o mas frecuente, respectivamente, de acuerdo al
que se encontraba en pHM175 43c.

Al estudiar la tasa de traduccién de A2 se vio que en condiciones de 0.20
pug/ml de AMD su tasa era superior a los valores de la media de traduccion
obtenida para los clones de LO, pero esas diferencias observadas no
alcanzaban a ser estadisticamente significativas (ver Figura 32). A pesar de
que la frecuencia del nuevo cododn en la posicion 198 es claramente mayor a la
que habia antes, esto no se ve reflejado en un aumento significativo de la tasa
de traduccion del clon A2 con respecto a la media de clones de LO. Este hecho
podria explicarse porque el cambio se da en una region enriquecida en
codones de mediana y alta frecuencia (ver Figura 26), entonces al ser una
region de traduccion relativamente rapida en si, cambios en aumento de
frecuencia no tendrian consecuencias muy significativas, a diferencia de lo que
podria ocurrir si hubiera un cambio que ocasionase la aparicién de un codon
poco frecuente o raro. Por lo tanto, es relevante resaltar que ademas del
cambio puntual en un coddn, el contexto en el cual se encuentra posicionado

dicho cambio también es muy importante.
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Figura 32._Tasa de traduccion expresada como FLuc/RLuc (media + error estandar) de los
clones A2, A7, M3 y M4 y de la media de clones de LO en presencia de 0.00 pug/ml, 0.05 pg/ml
y 0.20 pg/ml de AMD. Las gréficas se disponen en orden ascendente del aumento de la tasa de
traduccion.

A su vez, se encontré que en algunos clones habian algunos cambios
de codones combinados que no solo equilibraban el efecto de la disminucion
de la tasa de traduccién inducida por codones menos frecuentes, sino que
también ocasionaban un incremento significativo de la misma, como se vio en
los casos de los clones A7, AM13 y A4 de VP1. En los 3 casos se observo que la
tasa de traduccion era significativamente superior (p<0.05) a la media de
clones LO tanto en condiciones de silenciamiento celular moderado como alto
(ver Figura 32). Tanto en el clon A7 como en el A13 se vio que la presencia de
un cambio a mayor frecuencia en la posicion 123, donde se pasa de tener un
coddn con una frecuencia del 26% a uno con una del 100%, jugaria un rol muy
importante en los valores de tasa de traduccion obtenidos. Asimismo, a pesar
de que ambos poseen un cambio a menos frecuente en la posicion 146,
carecen de la presencia de un cambio a menos frecuente en la posicion 85, el

cual en el apartado previo se ha visto que tiene un rol negativo en la tasa de
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traduccién. Por ello, tanto la presencia del cambio en la posicion 123 como la
ausencia del cambio en la posicion 85, contribuirian para conseguir los altos
valores de traduccion obtenidos. El clon A3 posee ademas un cambio a
menos frecuente en la posicidn 220 (ver Figura 31), donde se pasa de un
codon con una frecuencia del 100% a otro con una del 75% (ver Tabla 5). A
pesar de perder un 25% de frecuencia, la posicibn 220 se encuentra
precediendo a una region rica en codones de mediana frecuencia (ver Figura
26), por tanto el nuevo codon tendria valores de frecuencia similares a los
codones que van a traducirse posteriormente, por lo cual seria légico pensar
que esta pérdida de frecuencia no tuviera gran influencia en la tasa de
traduccion final. En cuanto al clon A14 se vio que ademas de poseer los
cambios a un codon mas frecuente en la posicion 219 y a uno menos frecuente
en la posicion 146 (que como se ha visto anteriormente no tienen un rol
significativo en la tasa de traduccion), tiene un cambio a mas frecuente en la
posicion 110 donde se pasa de un codon con una frecuencia del 78% a uno
con una del 100%. A su vez, también posee 2 cambios a menos frecuentes en
las posiciones 76 y 157 donde se pasa de frecuencia del 95% y 100% a 71% y
53%, respectivamente (ver Tabla 5). El cambio a menos frecuente en la
posicion 76 probablemente no tenga mucha influencia en la tasa de traduccion
obtenida, debido a que esta posicion se encuentra en una regién donde hay
varios codones de mediana-alta frecuencia (ver Figura 26), y una frecuencia
del 71% es considerada mediana-alta, por tanto no se esperarian grandes
cambios en la velocidad de traduccion. Sin embargo, el cambio a un coddn
mas frecuente que se observa en la posicién 110, si bien s6lo se aumenta en
un 22% la frecuencia en el nuevo codon, éste podria tener un efecto muy
importante contrarrestando en cierta medida las pausas ocasionadas por los
codones que se encuentran en las posiciones 111 y 113, donde ambos tienen
una frecuencia del 26% (ver Figura 26). Finalmente, en cuanto al cambio a un
codon menos frecuente en la posicion 157, teniendo en cuenta que la bajada
de frecuencia es considerable (casi un 50%) y ademas el cambio se da en una
region enriquecida con codones altamente frecuentes (100%) (ver Figura 26),
se esperaria que tuviera un efecto negativo en la tasa traduccién, tal y como
una sustitucion idéntica en la posicion 85 tenia. Pero sin embargo, teniendo en

cuenta el resultado de la relacion FLuc/RLuc del clon A14 indicaria que este
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cambio tendria poco efecto en su tasa de traduccion (ver Figura 32). Este
hecho podria explicarse por la posicion en la que se encuentra el cambio con
respecto al inicio de la traduccion del fragmento. Es decir, tal y como se vio
para la posicion 85 en varios clones, el hecho de aumentar el tiempo que tarda
el ribosoma en encontrar el ARNt correspondiente cerca del inicio de traduccion
del fragmento tendria efectos mas perjudiciales ya que impediria y/o retrasaria
la potencial traduccion por parte de otros ribosomas al comienzo, lo que tendria
una repercusion desfavorable en el resto del fragmento. De esta forma, al
observarse esta pérdida de frecuencia en una region avanzada del fragmento,
se esperaria que los efectos de la pausa generada por el ribosoma en esa
region, no afectaran tanto a la traduccion del resto del fragmento. De todas
formas, las conclusiones en clones con muchas mutaciones que pueden tener
efectos aditivos, compensatorios o sustractivos, son dificiles de explicar.

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos en este apartado se podria
decir que los clones A7, A3 y A4 de VP1 tienen un uso de codones adaptado
a traducir mas rapido, por lo que no resulta sorprendente que hayan sido
aislados principalmente en la cuasiespecie de la poblacion de crecimiento
rapido HM175-HP (ver Figura 13).

Al igual como ocurrié con los clones analizados en el apartado previo, en
todos los casos en los que los cambios en el uso de codones en los clones A2,
A7, M3 y A4 inducian a un cambio de aa, no se observaba un cambio en la
carga electrostatica del mismo en comparacidn al que se encontraba
previamente (ver Figura 26). Por lo tanto, se puede decir que las cargas
electrostaticas no serian un factor a tener en cuenta, a la hora de explicar la

tasa de traduccion obtenida en estos clones.

3.3.3.3 Deoptimizacion/optimizacién concomitante de codones: efecto de

recuperacion/ganancia de la tasa de traduccion perdida

En los clones A6, A0 y A11 de VP1, que presentan los 2 cambios a
codones menos frecuentes en las posiciones 85 y 146 (ver Figura 33), que
como se comentd en el apartado anterior inducen una disminucion significativa
de la tasa de traduccion, se vio que la presencia de cambios en otras

posiciones que conllevan a la aparicion de codones mas frecuentes, se asocian
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a un efecto compensatorio de la tasa de traduccion perdida (ver Figura 34). En
A6 y MO se recupera la velocidad de traduccion, pero en A11 se observa un

aumento de la misma.
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Figura 33._Posiciones de los cambios en el uso de codones con respecto a pHM175 43c de
los clones A1, A6, A0 y A11 de VP1. En rojo y verde se sefialan aquellos cambios que inducen

a la apariciéon de un codén menos o mas frecuente, respectivamente, de acuerdo al que se
encontraba en pHM175 43c.

El clon A6 ademas de tener los cambios en las posiciones 85, 146 y 219,
posee un cambio en la posicién 123 que induce a la aparicién de un codéon mas
frecuente (ver Figura 33), donde como se dijo en el apartado anterior, se pasa
de tener un codon con una frecuencia del 26% a otro con una del 100% (ver
Tabla 5). La ganancia de casi un 75% de frecuencia ayuda a contrarrestar el
efecto de los codones menos frecuentes en la tasa de traduccion e incluso
equilibra la misma hasta valores similares a los valores de la media de los
clones de LO, por tanto, se podria considerar como un efecto compensatorio
(ver Figura 34). Este efecto podria estar relacionado con la reduccion
considerable del tiempo de espera o pausa por parte del ribosoma, para
traducir el codén que se encuentra en la posicion 123. De esta manera, la tasa

de traduccién que pierde en unos sitios, la recupera en otro.
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Figura 34._Tasa de traduccion expresada como FLuc/RLuc (media + error estandar) de los
clones A6, A0 y A1 de VP1 y de la media de clones de LO en presencia de 0.00 pyg/ml, 0.05
pg/ml y 0.20 yg/ml de AMD. Las graficas se disponen en orden ascendente del nimero de
cambios respecto a pHM175 43c.

En cuanto al clon A1, se vio que ademas de los cambios en las
posiciones 85, 146 y 219, posee un cambio en la posicion 162 que induce a la
aparicion de un codon mas frecuente (ver Figura 33), donde se pasa de tener
un coddn con una frecuencia del 19% a otro con una del 34% (ver Tabla 5). A
pesar de que la frecuencia del nuevo coddn en la posicion 162 sigue siendo
relativamente baja, es capaz de contrarrestar el efecto de los cambios en las
posiciones 85 y 146 e incluso aumentar la tasa de traduccién de forma
significativa con respecto al valor de la media de los clones de LO en
condiciones de silenciamiento celular alto (ver Figura 34). Este efecto podria
deberse a la reduccion del tiempo de las pausas que los ribosomas deben
sufrir para la incorporacion de ARNt correctos, ya que la posicidon 162 se
encuentra en una region rica en codones de baja y mediana frecuencia (ver
Figura 26), sugiriendo un efecto local. Teniendo en cuenta los resultados
obtenidos con los clones A6 y A11 se podria decir que las pausas,
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entendiéndolas como el tiempo requerido para la incorporacion del ARNt
correcto por parte de los ribosomas para la traduccién de ciertos codones, son
factores muy importantes en la regulacion de la velocidad de traduccion.

Por otra parte, el clon A10 ademas de poseer los cambios en las
posiciones 85, 146 y 219 como A6 y A11, tenia también 3 cambios a codones
mas frecuentes en las posiciones 82, 123 y 162 (ver Figura 33). El cambio en la
posicion 123 era el mismo al encontrado en el clon A6 y el de la posicion 162
era el mismo al encontrado en el clon A11. El cambio en la posicion 82 inducia
pasar de tener un codén con una frecuencia del 65% a otro con una del 100%
(ver Tabla 5). De esta forma, a priori se pensaba que se iba a obtener una tasa
de traduccidén significativamente superior a la de la media de clones de LO, al
ver lo influyentes que eran los cambios a mas frecuentes en las posiciones 123
y 162 en contrarrestar los efectos de los cambios a codones menos frecuentes
en las posiciones 85 y 146 (clones A6 y A11). Sin embargo, se vio que la tasa
de traduccion del clon A10 era similar a la de la media de clones de LO, ya que
no se encontraron diferencias significativas entre ambos en ninguna de las
condiciones de silenciamiento celular analizadas (ver Figura 34). Estos
resultados nos sugeririan que si bien las posiciones 123 y 162 son importantes
para equilibrar el efecto en la tasa de traduccién de codones menos frecuentes,
el efecto de ellos no es aditivo, e incluso seria interferente. Asimismo, se podria
decir que probablemente el efecto del codon mas frecuente en la posicién 82
se vio eclipsado por el efecto del cambio a un codon menos frecuente en la
posicion 85, lo cual nos sugeriria de nuevo que el efecto de los diferentes
cambios de codones encontrados son a nivel local.

Tal y como ocurrio con los clones de los apartados anteriores, los
cambios en los clones A6, A10 y A11 de VP1 que inducen a un cambio de aa,
codifican para aa que tienen la misma carga electrostatica que el que era
codificado previamente. Por lo tanto, en estos clones el rol de las cargas
electrostaticas en la modulacion de las tasas de traduccion también podria
considerarse despreciable.
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3.3.3.4 Efecto rampa

En los clones aislados en las cuasiespecies correspondientes a VP3 se
observdé la caracteristica de que sus tasas de traduccidon eran
significativamente inferiores, del orden de 10 veces, en comparacion a las
encontradas en los clones correspondientes a la region de VP1. Este hecho
podria explicarse por la existencia de lo que se denomina “rampa” en el
fragmento de VP3, que es la presencia de un grupo de codones que se
aparean con ARNt no muy abundantes al comienzo de secuencias
codificantes. En nuestro caso estas rampas comprenderian los codones de las
posiciones 8, 9, 10 y 11 de cada uno de los clones de VP3, los cuales tienen
frecuencias entre 50 a 55% segun el uso de codones de la célula humana. En
cuanto al resto de la secuencia codificante de los clones 81 a 68, si bien se
encontraron algunos cambios en el uso de codones entre los diferentes clones
(ver Figura 35), estos no tuvieron un rol significativo a la hora de determinar sus
respectivas tasas de traduccion. Tanto en condiciones de ausencia como en
presencia de 0.20 ug/ml de AMD, no se observaron diferencias significativas
entre las tasas de traduccion de los diferentes clones (ver Figura 36). Sin
embargo, en presencia de 0.05 pg/ml de AMD se observaron algunas
pequefias diferencias significativas en algunos clones con respecto a la media
de clones de LO, tal como se muestra en la Tabla 10, en el apartado 3.3.2.2.
del presente Capitulo. No obstante, si bien en algunos casos las diferencias
eran significativas, las diferencias numéricas entre ellos eran pequenas. Por lo
tanto, teniendo en cuenta los resultados obtenidos de las tasas de traduccion
del fragmento de VP3, se puede decir que las mismas estan regidas y
moduladas por la presencia de rampas cercanas al inicio de la traduccion del
fragmento. Dicha rampa no se encuentra en la secuencia virica puesto que la
region codificante de VP3 no esta cerca del IRES, y por ello no se pueden
sacar conclusiones de relevancia bioldgica. Sin embargo, se puede anticipar
que ese cluster de codones poco abundantes en las posiciones 8 a 11 puede
ejercer una influencia in vivo aunque quizas no tan significativa como en el

caso de los clones.
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Figura 35._Posiciones de los cambios en el uso de codones con respecto a pHM175 43c de
los clones 61, 62, 63, 64, 65, 66, 67 y 68 de VP3. En rojo, amarillo y verde se sefialan aquellos
cambios que inducen a la aparicion de un codon menos, igual y mas frecuente,
respectivamente, de acuerdo al que se encontraba en pHM175 43c. En naranja se sefala la
ubicacion de la “rampa” que induce a un descenso generalizado de la tasa de traduccion.

En cuanto a la influencia sobre las tasas de traduccion que pudieran
tener las cargas electrostaticas de los nuevos aa codificados, como
consecuencia de los cambios en el uso de codones observado en los
diferentes clones, ésta podria considerarse practicamente inexistente. Si bien
en varias posiciones se observaron cambios en las cargas de los nuevos aa
codificados con respecto a los que eran codificados previamente, sélo en 2 de
ellas (posiciones 33 y 91) se codificaba para aa con carga positiva (ver Figura
27). Estos nuevos aa con carga positiva, al no encontrarse dentro de una
region rica en muchos aa con la misma carga, se considera que no tendrian un

rol significativo en la disminucion de las tasas de traduccion.
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Figura 36._Tasa de traduccion expresada como FLuc/RLuc (media + error estandar) de los
clones 61, 62, 63, 64, 65, 66, 67 y 68 de VP3, y de la media de clones de LO en presencia de
0.00 pg/ml, 0.05 pg/mly 0.20 pg/ml de AMD.
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3.3.3.5 Efecto de la estructura secundaria del ARN

Con el propésito de estudiar si la estructura secundaria del ARN puede
tener un rol en la modulacion de la velocidad de traduccion de los diferentes
clones analizados para las regiones de VP1 y VP3, se llevo a cabo el calculo
del P-num, asi como también la visualizacion de las estructuras secundarias y
la determinacién de la energia libre de Gibbs, para cada uno de los clones.
Estos analisis se realizaron utilizando el servidor mfold
(http://mfold.rna.albany.edu/?g=mfold). El pairing number o P-num es una
medida cuantitativa del nivel de promiscuidad de una base particular de
participar en apareamientos de bases en un conjunto de plegamientos
subdptimos. Si el P-num es un valor grande, el cual es un término relativo,
significa que la base en cuestidbn es promiscua en su asociacion con otras
bases. Por lo tanto, se dice que esta base esta “pobremente determinada”.
[Jaeger, et al., 1989; Zuker & Jacobson, 1998].

La energia libre de Gibbs o AG, es la suma de las energias libres
asociadas a todos los loops y apilamientos de bases en una estructura
secundaria. Cuanto mayor es el valor negativo de AG, mas estable es la
estructura [Zuker & Jacobson, 1998].

3.3.3.5.1 Efecto de los cambios del uso de codones en la estructura

secundaria del ARN del fragmento de VP1

En la Tabla 11 se detallan los valores de P-num medios teniendo en
cuenta todo el fragmento estudiado, asi como los valores de AG obtenidos para
las estructuras de cada uno de los diferentes clones de la region de VP1. Al
observar los valores de P-num obtenidos se ve que habria 2 grupos relativos
de valores, uno mas bajo (A3, A, A6, A8, A10, A11) y otro mas alto (A1, A2, A5,
A7, N9, M2, M3 y AM4). Ademas se vio que habria una cierta correlacion entre
el P-num y los valores de AG, donde el grupo de clones con un valor de P-num
relativamente mas bajo, se asocia en general con valores -AG relativamente un
poco mas altos. Y por el contrario, el grupo de clones con un valor
relativamente mas alto de P-num se asocia con valores -AG relativamente un
poco mas bajos (ver Tabla 11). Esto es coherente con el hecho de que cuanto

mas bajo es el P-num, mas estructurada se encuentra una estructura, sus
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bases son menos promiscuas a participar en apareamientos alternativos, y por

tanto es mas estable.

Tabla 11._Valores de P-num y de energia libre de Gibbs (AG) para los diferentes clones de la
region de VP1 estudiada.

CLON P-num (media) AG (kcal/mol)
M 20.2 -158.30
A2 20.8 -158.60
A3 18.6 -158.60
A 17.7 -160.30
A5 21.6 -158.60
A6 171 -159.50
A7 20.2 -157.80
A8 171 -158.80
A9 20.7 -155.90
AO 18.0 -159.50
AMA1 18.0 -160.30
A2 20.9 -157.10
M3 19.5 -157.70
AM4 20.3 -157.00

Con el fin de estudiar si habian diferencias en la visualizacién de las
estructuras secundarias entre clones pertenecientes a los diferentes grupos
relativos de P-num, se obtuvieron las imagenes correspondientes a los
fragmentos completos de la region VP1 de los clones A2 y A4 utilizando el
servidor m-fold (ver Figura 37A y B). Se vio que no hay diferencias relevantes
entre ambas estructuras, pero si se observo que difieren en cierto grado en la
region que se encuentra enmarcada en el extremo inferior izquierdo de las
respectivas imagenes (ver Figura 37A y B). Por lo tanto, se procedi6 a analizar
en mas detalle lo que ocurria en esa region, y se obtuvieron las imagenes
correspondientes para los clones A2 y A utilizando fragmentos de 51 nts que
incluian la regidon en conflicto (ver Figuras 37C y D). Una vez mas, no se

observaron diferencias significativas entre ambas estructuras ni en los valores
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de AG obtenidos que eran -6.00 y -6.90 para los fragmentos de 51 nts de A2 y
M, respectivamente.

Figura 37._Estructuras secundarias obtenidas para los clones A2 y A, utilizando el servidor
mfold. (A) Fragmento completo de VP1 del clon A2, AG= -158.60. La zona enmarcada dentro
del cuadrado corresponde a la region de conflicto con respecto al clon A4. (B) Fragmento
completo de VP1 del clon M, AG= -160.30. La zona enmarcada dentro del cuadrado
corresponde a la region de conflicto con respecto al clon A2. (C) Fragmento de 51 nts de VP1
del clon A2, correspondiente a la region de conflicto, AG= -6.00. (D) Fragmento de 51 nts de
VVP1 del clon A, correspondiente a la regién de conflicto, AG= -6.90. Los colores que se
observan en los paneles A y B corresponden a una gradacion de colores de los valores de P-
num para cada uno de los pares de bases, que va desde el color rojo hasta el negro, para
representar si estan “bien determinados” o “pobremente determinados”, respectivamente.

3.3.3.5.2 Efecto de los cambios del uso de codones en la estructura
secundaria del ARN del fragmento de VP3

En la Tabla 12 se detallan los valores de P-num medios teniendo en
cuenta todo el fragmento estudiado, asi como los valores de AG obtenidos para
las estructuras de cada uno de los diferentes clones de la region de VP3. Al
observar los valores de P-num obtenidos se vio, al igual que para la region de
VP1 estudiada, que habria 2 grupos relativos de valores, uno mas bajo (61, 62,
03, 64, 65, 87, 68 y 69) y otro mas alto (86). A diferencia de lo que se observo
en el apartado anterior con los clones de VP1, se vio que aquellos clones con
valores medios de P-num mas bajos se asociaban con valores de -AG
relativamente mas bajos, en comparacion al clon 86 que era el que presentaba
el valor de P-num medio mas alto (ver Tabla 12).
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Tabla 12._Valores de P-num y de energia libre de Gibbs (AG) para los diferentes clones de la
region de VP3 estudiada.

CLON P-num (media) AG (kcal/mol)
01 5.9 -92.50
02 5.7 -92.50
03 5.6 -92.50
04 6.2 -92.20
05 5.9 -92.50
06 7.6 -98.20
07 6.2 -92.50
68 5.5 -93.60
09 5.8 -93.30

Con el propdsito de ver si habian diferencias en la visualizacién de las
estructuras secundarias entre clones pertenecientes a los diferentes grupos
relativos de P-num, se obtuvieron las imagenes correspondientes a los
fragmentos completos de la region VP3 de los clones 61 y 66 utilizando el
servidor m-fold (ver Figura 38A y B). Nuevamente, se vio que no hay
diferencias importantes entre ambas estructuras, pero si se vio que difieren en
cierto grado en la regién que se encuentra enmarcada en el extremo superior
de las respectivas imagenes (ver Figura 38A y B). Por esta razon, se analizé en
mas detalle lo que ocurria en esa region, y se obtuvieron las imagenes
correspondientes para los clones 81 y 66 utilizando fragmentos de 71 nts que
incluian la regién en conflicto (ver Figuras 38C y D). A pesar de que se
observaron diferencias entre las estructuras de los fragmentos de 71 nts
correspondientes a los clones 81 y 86, no se obtuvieron diferencias relevantes
en los valores de AG, presentando valores de -20.90 y -24.00,

respectivamente.
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Figura 38._Estructuras secundarias obtenidas para los clones 81 y 66, utilizando el servidor
mfold. (A) Fragmento completo de VP3 del clon 81, AG=-92.50. La zona enmarcada dentro del
rectangulo corresponde a la regién de conflicto con respecto al clon 66. (B) Fragmento
completo de VP3 del clon 66, AG= -98.20. La zona enmarcada dentro del rectangulo
corresponde a la region de conflicto con respecto al clon 61. (C) Fragmento de 71 nts de VP3
del clon 61, correspondiente a la region de conflicto, AG= -20.90. (D) Fragmento de 71 nts de
VVP3 del clon 66, correspondiente a la region de conflicto, AG= -24.00. Los colores que se
observan en los paneles A y B corresponden a una gradacion de colores de los valores de P-
num para cada uno de los pares de bases, que va desde el color rojo hasta el negro, para
representar si estan “bien determinados” o “pobremente determinados”, respectivamente.

Teniendo en consideracién los resultados obtenidos de los analisis de
las estructuras secundarias en los apartados 3.3.3.5.1 y 3.3.3.5.2, nos
sugeririan que el rol de las estructuras secundarias presentes en los diferentes
clones estudiados seria poco significativo en la modulacion de las tasas de
traduccidon de dichos clones, ya que no se han encontrado diferencias
significativas entre los clones de un mismo fragmento. De esta forma, se
estaria dando énfasis a la existencia de un rol muy importante del uso de
codones de los fragmentos estudiados, en la modulacién de sus respectivas

tasas de traduccion.
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3.4 DISCUSION

Con respecto a las cuasiespecies obtenidas de las diferentes
poblaciones del VHA en estudio para la regiones de VP1 y VP3, se vio que el
efecto directo de la AMD en inhibir la transcripcion celular, e indirecto sobre los
pool relativos de ARNt (mayor disponibilidad para el virus), se reflejaba en las
proporciones de los diferentes clones que se aislaban en cada poblacion (ver
Figuras 13 y 20).

En cuanto al analisis de VP1, el hecho de que clones de mayor tasa de
traduccidn se hayan aislado principalmente en la cuasiespecie correspondiente
a HM175-HP (A7, A3, A14), no tiene una connotacion casual sino causal, ya
que resulta ser una poblacién de rapido crecimiento. Por lo tanto, observando
los resultados obtenidos, podemos decir que HM175-HP ha evolucionado para
traducir mas rapido que sus ancestros (F0.05LA y FO.2LA) en la region de VP1
(ver Figura 15y Tabla 7).

Una observacion no menor e importante a resaltar, es que se vio que
uno de los clones con mayor tasa de traduccion, el clon A7, se aislé también en
la cuasiespecie de la poblacién FO.05LA. En esta cuasiespecie el clon se
encontraba en una proporcion del 26%, y en la cuasiespecie de la poblacién
HM175-HP se encontré en una proporcidon del 89%, lo que indica sin lugar a
dudas que al realizar el molecular breeding fue seleccionado. Estos resultados
estan en acuerdo con experimentos realizados por De la Torre y Holland en el
afno 1990, donde trabajando con el virus de la estomatitis vesicular, también
otro virus ARN, observaron que variantes del virus que poseian un fitness
relativo significativamente superior dentro de una poblacion, podrian
encontrarse de cierta forma “escondidas” y suprimidas dentro de una
cuasiespecie compleja con un fitness relativo promedio mas bajo [De la Torre &
Holland, 1990]. No obstante, estos investigadores en condiciones de una m.o.i.
baja (un valor de 1), y una proporcion del clon con mayor fitness relativo de
aproximadamente un 10 % dentro de la poblacion, consiguieron que este clon
se volviera dominante en la poblacion luego de tan solo 5 pasajes. En cambio,
en condiciones de una m.o.i elevada (un valor de 100), y 10 % de proporcion,
su presencia habia disminuido significativamente de forma progresiva en la

poblacién al cabo de 5 pasajes. Situacion similar la obtuvieron también
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utilizando una m.o.i baja y una proporcion inicial del clon con mayor fitness del
1% [De la Torre & Holland, 1990]. Por lo tanto para permitir la emergencia y
dominancia de la variante fittest del virus (la que posee un mayor fitness en un
ambiente particular) en una poblacion, tiene que haber un escenario con ciertas
caracteristicas, ademas de tener una ventaja individual sobre el resto de los
individuos, cuando su presencia se ve suprimida por el resto de la poblacion.
De esta forma, para comprender la seleccion del clon A7 se hizo una analogia
entre los resultados obtenidos por estos investigadores y los encontrados en
nuestro trabajo. Al poner a replicar juntas las poblaciones FO.05LA y FO.2LA
para la obtencion de la poblacion HM175-HP, en una proporcion inicial de 1:1 'y
con una m.o.i total de 2 (m.o.i. de 1 de cada una de las 2 poblaciones
parentales), la cual es considerada una m.o.i baja, se pas6 de tener al clon con
mayor fitness relativo de la poblacion FO.05LA (A7) en una proporcion del 26%
a una proporcion del 13.6%. Por tanto, nuestra situacidon emularia bastante
bien las condiciones de m.o.i. baja y proporcién de aproximadamente un 10%
del clon con mayor fitness dentro de la poblacion, que son las Optimas que
encontraron de la Torre y Holland en sus experimentos, para permitir la
emergencia y dominancia del clon A7, y conseguir a su vez una nueva
poblacidn con un crecimiento mas rapido en comparacion con sus parentales.
Sin embargo, es probable que la poblacion FO0.2LA jugara algun rol en el
rescate del haplotipo A7 con 3 mutaciones en el IRES (el efecto de éstas se
estudiara en el proximo Capitulo) que estaba en una proporcién muy inferior.
Este aspecto sera objeto de estudio en la tesis de Francisco Pérez-Rodriguez.

En lo que respecta a las cuasiespecies de la region de VP3, se encontrd
un patrén totalmente diferente al observado en la region de VP1, donde no se
encontraron diferencias significativas entre las tasas de traduccion de las
diferentes poblaciones, en ninguna de las condiciones de silenciamiento celular
estudiadas (ver Figura 22). A su vez, en la mayoria de los casos tampoco se
encontraron diferencias significativas entre clones aislados en diferentes
poblaciones, y cuando las habia, las diferencias eran bajas (ver Tabla 10). Por
lo tanto, la regidn estudiada de VP3, no contribuiria de forma tan decisiva como
la regién de VP1 a que HM175-HP sea una poblacion de rapido crecimiento.

A pesar de que existen unas muy pocas excepciones, el codigo genético

se considera universal, lo cual significa que 2 organismos no importando qué
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tan evolutivamente distantes sean, van a utilizar siempre las mismas
combinaciones de codones para codificar los mismos aa. Ademas, el cédigo
genético es degenerado, lo cual trae como consecuencia la existencia de 61
codones que son utilizados para codificar los 20 aa estandar. Esto significa que
mientras la Metionina y el Triptéfano son codificados por un solo codon, cada
uno del resto de los 18 aa van a ser codificados por entre 2 a 6 codones
sinobnimos. Debido a que los codones sinbnimos no alteran la secuencia de aa
codificada, han sido histéricamente considerados como equivalentes e
intercambiables. De esta manera, mutaciones en el ADN que alteran el uso de
codones sinonimo son denominadas “mutaciones silenciosas”, y se asume
normalmente que son neutrales en los modelos de mutacién y seleccion
[Kimura, 1980; Hurst, 2002]. Sin embargo, en los ultimos afos un creciente
numero de evidencias han puesto de manifiesto que la eleccién de los codones
sinbnimos no es al azar, y que ademas puede afectar multiples aspectos de la
biogénesis de proteinas en diversos organismos, incluyendo los humanos
[Chaney & Clark, 2015]. ElI hecho de preferir la utilizacion de un codon
sindnimo sobre otro que codifique para el mismo aa, es un fendmeno conocido
como sesgo de uso de codones. Este sesgo es una caracteristica de cada
genoma y esta mantenido por un equilibrio entre mutacion, seleccion y deriva
geénica [Bulmer, 1991].

Existe extensa evidencia de que los codones sindbnimos son traducidos a
diferentes velocidades, debido principalmente a las diferentes concentraciones
celulares de los ARNt que los reconocen [lkemura, 1981; Soerensen &
Pedersen, 1991; Dong et al., 1996; Akashi, 2003; Man & Pilpel, 2007]. Es
generalmente aceptado que los codones mas abundantes se aparean con los
ARNt mas abundantes, y por tanto, normalmente existe una correlacion
positiva entre contenido de ARNt y uso de codones [Novoa & Ribas de
Pouplana, 2012]. En comparacion a los codones sindnimos mas frecuentes, los
codones sindnimos raros generalmente se aparean con los ARNt cognatos que
se encuentran en menor concentracidon o mediante interacciones débiles en la
tercera posicion (“wobble”) (ARNt near cognate). Por estas razones, los
codones raros son generalmente traducidos mas lentamente que los codones
abundantes [Chaney & Clark, 2015].
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La traduccién o sintesis de proteina es un proceso crucial para la
viabilidad y funcion celular; y debido a las diferentes concentraciones de ARNt
procede a una tasa no uniforme a lo largo de los transcritos. Esencialmente se
trata de un proceso de polimerizacidn que consiste de 4 fases: iniciacion,
elongacion, terminacion y reciclaje. La iniciacion ocurre cuando el ribosoma se
une al sitio de unidn del ribosoma, cercano al extremo 5 del ARNm que posee
la secuencia de codones a traducir. Durante la fase de elongacion, el ribosoma
permite el ensamblaje de la cadena polipeptidica afiadiendo un aa por cada
coddn y ciclo de elongacion, los cuales son transportados hacia el ribosoma
por los ARNt. La terminacion involucra la liberacién del péptido completo por
parte del ribosoma, cerca del extremo 3’ del ARNm, y finalmente el reciclaje es
la separacion del ribosoma y el ARNm para quedar disponibles para ser
utilizados en un nuevo ciclo de traduccion [Zouridis & Hatzimanikatis, 2008].

La tasa de traduccion tiene un rol muy importante en la fidelidad de la
traduccion y en el plegamiento de la proteina. Esta varia a lo largo de un dnico
transcrito debido a las pausas y paradas que sufre el ribosoma, conforme va
elongando la cadena polipeptidica [Shah et al., 2013]. Se entiende como pausa
al tiempo que tarda el ribosoma en encontrar el ARNt correcto, y como parada
a la cantidad de tiempo que desperdicia el ribosoma en una posicion particular
debido a la interferencia por un ribosoma adyacente, que le impide continuar
con la elongacion de la proteina [Shah et al., 2013]. Los mecanismos que
contribuyen a estos fendmenos son diversos, y dentro de ellos se incluye a la
estructura del ARNm. La velocidad de procesado del ribosoma esta
fuertemente modulada por la estabilidad del ARNm a nivel local y por la
presencia de motivos estructurales [Hunt et al., 2014]. Hace casi 3 décadas,
Kozak (1986) encontr6 que la insercion de oligonucledtidos disefiados para
crear estructuras tipo hairpin, previos al codon de iniciacién ATG podrian tener
una importante influencia en la velocidad de traduccion. Utilizando plasmidos
que codificaban para la proinsulina, cuando los hairpins requerian una energia
de AG= -30 kcal/mol no reducian la produccién de proinsulina. Sin embargo, un
hairpin con una estructura mas estable, con un AG= -50 kcal/mol, reducia en
un 85 a 95% la produccion de la misma [Kozak, 1986]. Posteriormente,
Babendure y colaboradores (2006) utilizando vectores bicistronicos que tenian
clonado los genes que codifican para las proteinas RFP (red fluorescent
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protein) y GFP (green fluorescent protein), encontraron que cuando la
estabilidad de un hairpin clonado justo antes del gen de GFP, se incrementaba
pasando de AG= -25 kcal/mol a AG= -35 kcal/mol, tenia como consecuencia un
descenso significativo en la eficiencia de traduccién de GFP. Ademas, cuando
el hairpin tenia una estabilidad de AG= -50 kcal/mol, se inhibia la traduccion de
GFP por completo [Babendure et al., 2006]. Teniendo en cuenta que en los
clones obtenidos tanto para la region de VP1 como para la region de VP3,
nunca se obtuvo una diferencia superior a AG= -6 kcal/mol entre las estructuras
secundarias de los diferentes clones de una misma region, se podria concluir
que la presencia de estructuras secundarias no explicarian las diferencias en
las tasas de traduccion obtenidas entre los diferentes clones.

Otro importante modulador de la tasa de traduccion es la proteina
naciente, la cual puede ocasionar una disminucion del movimiento del
ribosoma a través de interacciones con el tunel de salida del ribosoma [Hunt et
al., 2014; Tarrant & von der Haar, 2014]. Normalmente se asume que el tunel
de salida es neutro con respecto a las secuencias peptidicas que transitan por
él. Sin embargo, nuevos datos obtenidos de diferentes sistemas muestran que
el tunel de salida no puede ser neutro a las diferentes secuencias. Las cadenas
peptidicas contienen motivos de secuencia especiales, y cuando estas
secuencias efectoras se encuentran situadas en el tunel de salida de los
ribosomas que se encuentran traduciendo, pueden afectar dramaticamente
tanto la elongacion de la proteina como la terminacioén de la misma [Tenson &
Ehrenberg, 2002]. Sorprendentemente, cuando estos motivos efectores fueron
comparados, no se encontr6 mucha similitud de secuencia entre ellos. Sin
embargo, en muchos casos, dichos motivos contenian varios residuos
cargados positivamente que podian interaccionar con el esqueleto de
fosforibosas del ARN ribosomal, cargado negativamente, que forma parte de
las paredes del tunel, pero no se detectaron otras homologias. No obstante,
algunas caracteristicas funcionales comunes entre los péptidos nacientes
pudieron ser identificadas. Entre ellas se encuentra el hecho de que en todos
los casos conocidos, los péptidos con motivos efectores actuan en cis y por
tanto sélo afectan a aquellos ribosomas donde estan siendo sintetizados. Otra
caracteristica es que la mayoria de las secuencias efectoras dan lugar a
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paradas de los complejos ribosomales tanto en la fase de elongacion como de
terminacién de la sintesis proteica [Tenson & Ehrenberg, 2002].

Por otra parte, existe evidencia experimental de que las tasas a las
cuales son incorporados los aa, son variables. Se ha visto que la incorporacion
del aa Prolina a la cadena peptidica naciente es de 3 a 6 veces mas lenta en
comparacion al resto de los 19 aa, debido a la naturaleza inusual del residuo
ciclico que posee, el cual limita la formacion de la estructura secundaria de la
proteina. Por lo tanto, motivos ricos en poliprolinas conducirian a paradas
traduccionales [Chevance et al., 2014].

Teniendo en consideracion que tanto la presencia de regiones ricas en
aa cargados positivos como la existencia de regiones ricas en poliprolinas
pueden alterar de forma negativa la tasa de traduccion del ARNm, se
analizaron las secuencias de los diferentes clones obtenidos tanto para la
region de VP1 como de VP3. Se vio que en ambas regiones estudiadas habia
presencia de aa con carga positiva, pero éstos se encontraban de forma
aislada y no inmersos en regiones ricas en aa cargados positivamente. De
hecho, ninguno de los cambios de aa registrados en los diferentes clones de la
region de VP1 inducian a la aparicién de un aa con carga positiva (ver Figura
26). En cuanto a los clones de la region de VP3, si bien el cambio compartido
por todos ellos en la posicion 91 inducia a la aparicion de un aa con carga
positiva, éste se encontraba en una region rica en aa con carga neutra (ver
Figura 27). También se vio que el cambio en la posicion 33 del clon 86 inducia
a la aparicion de un aa con carga positiva, pero nuevamente este aa se
encontraba en un region rica en aa con carga neutra y negativa (ver Figura 27).
Ademas, se observo la ausencia de motivos ricos en poliprolinas tanto en la
region de VP1 como en la de VP3 estudiadas. Por lo tanto, ante la ausencia de
motivos ricos en cargas positivas y/o de poliprolinas, podemos concluir que
estos factores no participarian en la modulacién de las tasas de traduccion
obtenidas para los diferentes clones.

Otro factor clave en la modulacion de la tasa de traduccién es el uso de
codones. Las concentraciones celulares de ARNt isoaceptores varian
sustancialmente entre codones sindénimos lo cual sugiere que la tasa de
traducciéon puede ser modificada por la eleccion de codones [Hunt et al., 2014].

Los codones raros han sido histéricamente considerados como levemente
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deletéreos debido a sus bajas tasas de traduccion y precision [Bulmer, 1991].
Muchos investigadores asumen que la evolucion ha favorecido a los codones
abundantes en general, y que al no ser la presién selectiva negativa lo
suficientemente fuerte para eliminar completamente todos los codones raros,
algunos continuan siendo incorporados como resultado de la deriva mutacional
[Bulmer, 1991]. Sin embargo, los codones raros sinGnimos no se encuentran
distribuidos aleatoriamente a lo largo de las secuencias codificantes; de hecho
tienden a agruparse en clusters dentro de las secuencias codificantes de
proteinas de la mayoria de las especies [Clarke & Clark, 2010]. Este hecho
conduce a la hipotesis de que los codones raros se encontrarian bajo seleccion
positiva en ciertas regiones debido a roles funcionales, como su influencia en el
plegamiento proteico. Sin embargo, debido a la baja precision traduccional, los
codones raros estarian bajo seleccidn negativa en regiones codificantes
funcionalmente importantes [Clarke & Clark, 2010]. A su vez, secuencias
altamente expresadas tienden a estar codificadas por codones abundantes, lo
cual conduce a la hipotesis de que los codones abundantes estarian bajo una
fuerte seleccidn positiva en genes altamente expresados debido a sus rapidas
tasas de traduccion, conduciendo asi a una mayor eficiencia de la produccion
proteica [Gouy & Gautier, 1982].

La presencia de regiones enriquecidas en codones raros cercanas al
extremo 5’ de muchas secuencias codificantes, ha sido observada en muchas
especies incluyendo Escherichia coliy Saccharomyces cerevisiae [Tuller et al.,
2011]; asi como también en virus como lo es el virus West Nile [Ma et al,,
2014]. Estas regiones son denominadas “rampas” y debido a que cuando el
ribosoma llega a traducir estas regiones, la cadena polipeptidica naciente aun
no ha salido del ribosoma, se considera que su funcién no estaria relacionada
con la regulacion del plegamiento co-traduccional. Sin embargo, su presencia
tendria la funcion de optimizar el espaciamiento entre ribosomas en el ARNm, y
prevenir asi la existencia de atascos de ribosomas (ver Figura 39) [Tuller et al.,
2011]. La reduccidn de atascos es beneficiosa en varios aspectos. En primer
lugar, se reduce la cantidad total de tiempo que los ribosomas son
secuestrados en un transcrito particular. En segundo lugar, la existencia de
muchos ribosomas atascados en codones poco frecuentes, ocasiona que éstos

se encuentren mayor tiempo sobre el transcrito, incrementando asi la
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probabilidad de liberaciones espontaneas de los ribosomas del ARNm. En
tercer lugar, la sintesis de proteinas abortivas podria ocurrir debido a colisiones
entre ribosomas atascados, por tanto, las rampas serian ventajosas en prevenir
aborciones espontaneas dependientes de colisiones. En cuarto lugar, pero no
menos importante, las rampas podrian limitar al inicio de los transcritos la
mayoria de las aborciones que tienen lugar. Esto seria muy beneficioso para
disminuir los costos de energia (ATPs) y de las materias primas como lo son
los ARNt cargados, si las aborciones tuvieran lugar en una region avanzada del
transcrito [Tuller et al., 2010]. A pesar de que la existencia de rampas al inicio
de un transcrito incrementaria el tiempo de la traduccion al comienzo, esto se
compensaria con un incremento global en la eficiencia de la sintesis proteica
[Fredrick & Ibba, 2010].
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Figura 39._Efecto de la presencia de una “rampa” o regién enriquecida en codones poco
frecuentes cercano al extremo 5’ de un ARNm. Imagen adaptada de Fredrick & Ibba, 2010.

Los resultados obtenidos en las tasas de traduccion para los diferentes
clones de la region de VP3, estarian en concordancia con la existencia de
estas “rampas”, al inicio de sus extremos 5’. La region con 4 codones con
frecuencias de 50 a 55% en las posiciones 8 a 11 de la proteina de VP3,
ejemplificarian una rampa (ver Figura 35). A pesar de encontrar pequenas
variaciones entre las secuencias de nucledtidos de estos clones, se vio que
presentaban una homogeneizacion en los valores de sus tasas de traduccion
en las diferentes condiciones de silenciamiento celular estudiadas, no
encontrando diferencias significativas en la mayoria de los casos (ver Figura
36). Esta “rampa” seria artificial ya que el fragmento de VP3 estudiado no se

encuentra en el extremo 5 del ARN virico, pero confirma la teoria del efecto
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‘rampa” en la velocidad de traduccion. Sin embargo, es evidente el efecto que
estos codones podrian tener en ocasionar una pausa importante durante la
traduccion del ARNm viral.

Por otra parte, ademas del enriquecimiento de codones raros en el
extremo 5’, algunas especies muestran un enriquecimiento de codones raros
en el extremo 3’ de secuencias codificantes. En comparaciéon con los codones
raros en el extremo 5, estos codones raros en el extremo 3’ han sido menos
estudiados en la literatura. No obstante, se considera que serian beneficiosos
al permitir un tiempo adicional para que se lleve a cabo el plegamiento co-
traduccional previo a la terminacion y liberacion de la cadena polipeptica
naciente [Clarke & Clark, 2010].

En el ribosoma existe una clara division de tareas entre sus 2
subunidades. La pequefia se encarga principalmente de codificar la
informacion genética, mientras que la subunidad grande es la responsable de
la elongacion y liberacion de la proteina que sintetiza [Ramakrishnan, 2002]. La
sintesis de proteina ocurre en el sitio activo peptidiltransferasa ubicado en la
subunidad mayor del ribosoma. La proteina naciente para salir al exterior debe
atravesar el tunel de salida del ribosoma, ubicado también en la subunidad
mayor del ribosoma, el cual posee un diametro de unos 10 nm. Este tunel limita
la conformacién de los 30 a 40 aa recientemente sintetizados de la proteina
naciente, y debido a que su diametro es pequefo, no permite que la cadena
naciente adopte una estructura terciaria, aunque si es lo suficientemente ancho
como para permitir la conformacion de una a-hélice (ver Figura 40) [Woolhead
et al., 2004]. Una vez que la cadena naciente tiene una longitud superior a 30 a
40 aa, su extremo N-terminal emerge a la superficie del ribosoma, donde las
restricciones conformacionales se reducen significativamente. De esta forma, el
extremo N-terminal de la cadena polipeptidica tiene la oportunidad de
comenzar a plegarse antes de que aparezca su extremo C-terminal. Las
pausas/paradas transitorias que sufren los ribosomas le permiten a las
proteinas nacientes la libertad de plegarse, o facilitar la interaccion con
chaperonas o proteinas reguladoras, sin la interferencia de las regiones de las
proteinas que se traducen posteriormente (ver Figura 40) [Parmley & Huynen,
2009].
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Numerosos estudios han demostrado que la sustitucion de codones
sinbnimos poco frecuentes por otros mas frecuentes inhibe la funcién de
proteinas especificas, probablemente debido a que no se forma la estructura
funcional nativa [Komar et al., 1999; Kimchi-Sarfaty et al., 2007; Chaney &
Clark, 2015]. Un ejemplo clasico es el gen que codifica para la cloranfenicol
acetiltransferasa (CAT) en Escherichia coli. La secuencia codificante wild type
de CAT contiene 2 clusters largos de codones raros, donde se vio que el
reemplazo de uno de ellos por codones sinbnimos mas frecuentes, resulté en
una traduccidn mas rapida de CAT, pero su actividad especifica se habia
reducido en un 20%. Esto estaria sugiriendo que alguna region de la secuencia
traducida de CAT con codones mas frecuentes, adopta una estructura distinta
a la estructura nativa funcional [Komar et al., 1999]. Otro ejemplo, es lo que
sucede en humanos, donde una mutacion “silenciosa” o sinébnima en el gen
MDR1, provoca un plegamiento diferencial de la glicoproteina que codifica,
afectando la especificidad de sustrato. Esto indicaria que el cambio de
conformacion es causado por un desajuste entre traduccion y plegamiento
[Kimchi-Sarfaty et al., 2007].

Nascent chain

W Rare codons

Common codons

Figura 40._Los codones raros o poco frecuentes inducirian pausas transitorias de los
ribosomas, necesarias para modular el plegamiento co-traduccional de la proteina naciente.
Imagen extraida de Chaney & Clark, 2015.

Teniendo en cuenta lo que se ha expresado anteriormente, es

importante destacar que la adaptacién del uso de codones a la disponibilidad
de los ARNt, debe encontrar un equilibrio critico entre la tasa de traduccion y el
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correcto plegamiento de las proteinas para conseguir un fitness elevado. Es
por esta razén que para el VHA se ha propuesto la existencia de una cinética
de traduccion del tipo fine-tuning [Aragonés et al., 2010], donde hay una
combinacion de codones raros y abundantes, en la cual el estratégico uso de
codones raros, provoca la existencia de pausas mas largas durante la
traduccidén, las cuales permiten que el segmento ya traducido de la proteina
pueda plegarse en ausencia de cualquier tipo de interferencia que pueda
causar el segmento de la proteina que aun no se ha traducido [Gingold &
Pilpel, 2011]. De hecho, cuando se puso el VHA a replicar en presencia de
silenciamiento celular inducido artificialmente con AMD, en vez de obtenerse
una optimizacién de su uso de codones, se obtuvo una re-deoptimizacion para
seguir manteniendo esa sintonizacién fina en su tasa de traduccion, entre
codones abundantes y raros [Aragonés et al., 2010].

El uso de codones de los virus, es un claro ejemplo de cémo los genes
se adaptan a las necesidades de expresion. El hecho de que los virus
requieran de la maquinaria traduccional, asi como de todos los recursos de la
célula hospedadora para su expresion, trae como consecuencia que muchos
virus a lo largo de su evolucién hayan adquirido diversos mecanismos que le
permitan explotar el uso de codones del hospedador. Las secuencias
codificantes de algunos virus, particularmente aquellas que requieren de una
alta expresion, poseen un sesgo en el uso de codones similar al que posee su
organismo hospedador [Bahir et al., 2009]. Sin embargo, hay otros virus como
es el caso del VHA, que posee un uso de codones altamente deoptimizado.
Ademas el VHA posee un IRES poco eficiente, que combinado con el uso de
codones deoptimizado tiene como consecuencia una baja produccion proteica
(ver Figura 41A). Asimismo, tal y como se comenté anteriormente para el
ejemplo del gen que codifica para CAT, la sustitucion de codones poco
frecuentes por codones abundantes en el genoma del VHA, induciria a un
aumento en la produccidon proteica, pero éstas no tendrian el plegamiento
adecuado, lo cual se traduciria probablemente en una disminucion del numero
de particulas infecciosas (ver Figura 41B). Esto estaria en acuerdo con la re-
deoptimizacion del uso de codones del VHA que se observd en presencia de
AMD.
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Figura 41._Uso de codones del VHA. (A) En condiciones normales (ausencia de silenciamiento
celular), el IRES ineficiente y el uso deoptimizado de codones inducen a una baja produccién
proteica pero plegada correctamente. (B) En condiciones de silenciamiento celular, un IRES
ineficiente y un uso de codones optimizado inducirian a un aumento en la sintesis proteica pero
con un plegamiento no adecuado.

Por otra parte, otro hecho que también pone de manifiesto el rol crucial
del uso de codones del VHA en la modulacién de su tasa de traduccién, es que
el plegamiento de su capside es independiente de la actividad de algunas
proteinas chaperonas muy comunes en otros picornavirus [Geller et al., 2007].
Aragonés vy colaboradores (2010), estudiaron el efecto que tenia la
geldanamicina, un inhibidor de la chaperona Hsp90 en el VHA y en poliovirus,
utilizando concentraciones crecientes dede 0 a 1 uyM de la misma. Como
resultado se obtuvo que el titulo infeccioso del VHA no se veia afectado por la
presencia de concentraciones crecientes de geldanamicina, mientras que el de
poliovirus se vio severamente afectado [Aragonés et al., 2010].

Recientemente, Gorochowski y colaboradores (2015) han publicado la
primera evidencia de una fuerte relacién sinérgica entre 2 factores, que de
forma separada influencian la tasa de traduccion tanto en organismos
procariotas como eucariotas. Sus estudios mostraron una clara relacion entre la
abundancia de ARNt y la estructura secundaria local del ARNm, mantenida a
través de la eleccion de codones a lo largo de los genomas de Escherichia coli
y Saccharomyces cerevisiae. Encontraron que regiones del ARNm con un alto
contenido de estructuras secundarias, estaban codificadas por codones que se
apareaban con ARNt altamente abundantes; mientras que regiones con un
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bajo contenido de estructuras secundarias, eran codificadas por codones que
se apareaban con ARNt poco abundantes. Teniendo en cuenta que ambos
factores por separado influencian significativamente las tasas de elongacion de
la traduccion, la relacion observada sugeriria la existencia de un frade-off o
compensacion entre ambos factores [Gorochowski et al., 2015]. La regién P1
(secuencia codificante de las proteinas estructurales) del VHA es muy rica en
codones poco abundantes. El 30% de ellos se encuentran en zonas muy
estructuradas del ARN [Sanchez et al., 2003b], lo cual induciria una pausa
importante del ribosoma, mientras el 70% restante se encuentran en zonas
menos estructuradas, lo cual estaria en acuerdo con la propuesta del frade-off.

Para finalizar, podemos concluir que la modulacion de la tasa de
traduccidn en los diferentes organismos es un proceso extremadamente
complejo, en el cual participan numerosos factores con el fin de obtener
aquellas tasas que mejor se adapten a las necesidades de cada uno teniendo

en cuenta sus respectivas limitaciones.
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3.5 CONCLUSIONES

X/
L X4

La poblacion HM175-HP tiene una mayor tasa de traduccion en la region
de VP1 que sus ancestros y que la poblacién de LO.

La presencia de tan solo 1 o 2 codones poco frecuentes pueden producir
una disminucién significativa de la tasa de traduccion, que tendra un
efecto mayor o menor dependiendo del contexto de secuencia en el cual

se encuentran.

La presencia de codones abundantes puede equilibrar el efecto de los
codones menos frecuentes a través del incremento de la tasa de

traduccidn en regiones concretas.

La posicion de los codones poco frecuentes/abundantes y el contexto en
el cual se encuentran, tiene un rol muy importante en la modulacién de

la tasa de traduccion, y el efecto que producen es localizado.

El uso de codones del VHA es un factor crucial en la modulacion de su
tasa de traduccion, observandose esto de forma mas significativa en la
region de VP1. Esto sugiere un rol clave en permitir la generacion de
una capside altamente compacta, gracias a la correcta combinacion de
codones abundantes y poco frecuentes que permiten un plegamiento
adecuado. Por lo tanto, esto le permitiria al VHA tener un alto nivel de
persistencia en el ambiente, y de supervivencia a las condiciones
extremas a las que se enfrenta en su ciclo entero-hepatico; asi como
también ser lo suficientemente flexible como para permitir la

desencapsidacion de su material genético, e iniciar su ciclo biolégico.
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4. CAPITULO 2:
Efecto de tres mutaciones del
IRES sobre la velocidad de
traduccién en regiones de la
capside de poblaciones del virus
de la hepatitis A






4.1 ANTECEDENTES

Las estructuras que ahora conocemos como elementos IRES, fueron
originalmente descritas hace casi 3 décadas en el genoma de ARN de
picornavirus. Pelletier y Sonenberg en 1988, demostraron que la region 5’NCR
de poliovirus era capaz de dirigir una iniciacion interna de sintesis proteica
dentro de un ARNm bicistronico sintético. Estos autores utilizaron el término de
“pista de aterrizaje de ribosomas” (ribosome landing pad) para este elemento.
Estudios analogos utilizando la region 5’NCR del virus de la encefalomiocarditis
(EMCV) reportados por Jang y colaboradores en 1988, acufiaron el término de
sitio interno de entrada de ribosoma o IRES, el cual ha sido utilizado
generalmente desde entonces [Belsham, 2009].

Teniendo en cuenta las secuencias de nucledtidos, las caracteristicas
estructurales y los requerimientos para una 6ptima actividad, se ha realizado
una clasificacion en 3 tipos de IRES dentro de los picornavirus. El Tipo I, que
son los IRES que poseen los enterovirus, como lo son poliovirus, rhinovirus y
coxsackievirus; el Tipo IlI, que es el IRES presente en cardiovirus (como
EMCV), aphthovirus (como FMDV), parechovirus y algunos erbovirus; y el Tipo
lll, el cual podemos encontrar solamente en el VHA [Borman et al., 2001;
Sweeney et al., 2012]. Una caracteristica compartida por estos 3 tipos de IRES
es la presencia cerca del extremo 3 de un segmento de polipirimidinas,
localizado en las proximidades de un codon AUG.

Ademas, se ha propuesto la existencia de un cuarto tipo de IRES dentro
de los picornavirus, que fue caracterizado primariamente en teschovirus
porcino y carece de un segmento significativo de polipirimidinas como poseen
los otros 3 tipos. También se encuentra un IRES similar en kobuvirus porcino,
en miembros de teschovirus, sapelovirus, senecavirus, tremovirus vy
avihepatovirus. Este cuarto tipo de IRES comparte ciertas caracteristicas
estructurales y funcionales con los elementos IRES del virus de la hepatitis C y
de los pestivirus, miembros de la familia Flaviviridae [Pisarev et al., 2004].
Recientemente, Sweeney y colaboradores (2012) propusieron la existencia de
un quinto tipo de IRES en miembros de kobuvirus, salivirus y paraturdivirus
dentro de la familia Picornaviridae. Estos poseen 4 dominios denominados de |

a L y requieren de factores de iniciacion unicos [Sweeney et al., 2012].
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Los elementos IRES dirigen una iniciacion interna de la sintesis proteica
de un modo cap-independiente. Este proceso es mecanicamente bastante
diferente del mecanismo estandar cap-dependiente, utilizado en los ARNm
celulares. Todos los ARNm celulares citoplasmaticos tienen una estructura cap
(m’GpppG) en el extremo 5, a la cual se une el factor de iniciacién de la
traduccién elF4E, el cual a su vez es parte del complejo elF4F, el cual incluye
ademas al factor elF4A (una helicasa de ARN), y el elF4G que actua como un
“‘andamio de proteinas” (protein scaffold). A través de multiples interacciones
proteina-proteina, este complejo proteico actua como una especie de puente
entre el ARNm vy la subunidad ribosomal 40S. Luego, el complejo de factores
de iniciacion y la subunidad menor del ribosoma, migran a lo largo del ARNm
hasta encontrar el codon de iniciacion AUG, y es en este punto donde la
subunidad 60S del ribosoma se une para formar asi el ribosoma completo,
entonces los factores de iniciacion son liberados y comienza la formacion del
polipéptido [Pestova et al., 2007].

La presencia de un IRES en el ARN viral tiene multiples consecuencias
para la biologia del virus. Entre ellas se encuentra el hecho de que el ARN viral
no requiere de una estructura cap, para ser reconocido eficientemente por la
maquinaria de traduccion celular. De hecho, el ARN de los picornavirus tiene
unido covalentemente en su extremo 5’ un péptido pequefio codificado por el
virus, llamado VPg, fruto del proceso de replicacion. Por otra parte, las regiones
5’NCR de muchos picornavirus también contienen una variedad de otros
elementos estructurales, incluyendo por ejemplo una estructura en hoja de
trébol (cloverleaf) en el extremo 5 de los genomas de enterovirus, y la
presencia de pseudolazos o pseudonudos (pseudoknots) dentro de las
secuencias de cardiovirus y aftovirus. También, la presencia de un IRES le
permite a muchos picornavirus inhibir la sintesis proteica de la célula
hospedadora, mediante el bloqueo de la iniciacion de la traduccidn cap-
dependiente, sin comprometer la sintesis proteica viral, siendo esto muy
importante para contrarrestar los mecanismos de defensa del organismo
hospedador, como por ejemplo la induccion de interferon [Belsham, 2009]; asi
como evitando cualquier tipo de competencia por los recursos y magquinaria

traduccional de la célula [Bedard & Semler, 2004].
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Los picornavirus poseen una region 5’NCR larga (600 a 1300 nts),
sumamente estructurada y con varios codones AUG no auténticos para iniciar
la traduccién previos al coddén de inicio, que podria imposibilitar un escaneo o
scanning por parte de los ribosomas. Teniendo en cuenta estas caracteristicas
y la ausencia de una estructura cap en el extremo 5, se acepta que la
iniciacion de la traduccidon en los picornavirus es a través de un mecanismo
cap-independiente, donde la subunidad ribosomal 40S reconoce una
secuencia, una estructura de ARN, o un complejo ribonucleoproteico dentro de
la region 5’NCR y se inicia la traduccion en el codon de inicio auténtico.
Durante la infeccion por poliovirus, rhinovirus humano o coxsackievirus, las
proteinasas virales 3C y 2A clivan varias proteinas celulares, incluyendo el
factor de iniciacion de la traduccién elF4G, el cual causa un rapido shut-off de
la traduccion dependiente de cap, quedando asi la maquinaria celular
disponible casi en exclusividad para llevar a cabo los procesos virales [Bedard
& Semler, 2004]. Por otra parte, el FMDV posee una proteina lider (L), la cual
se sabe que es requerida para el clivaje de elF4G que inhibe la traduccion
dependiente de cap durante una infeccion [Devaney et al., 1988]. En contraste,
EMCYV no utiliza el clivaje de factores de iniciacion de la traduccién para hacer
un silenciamiento de la traduccion de la célula hospedadora, sino que
alternativamente activa un represor traduccional, 4E-BP1, que inhibe la
traduccion dependiente de cap al unirse a la subunidad de unién a cap, el
factor elF4E [Gingras et al., 1996]. Por el contrario, el VHA tiene un
comportamiento unico entre los picornavirus ya que no es capaz de realizar un
shut-off de la traduccion celular durante la infeccidn, y se ha demostrado que el
VHA requiere de un elF4G intacto para llevar a cabo su traduccion [Borman &
Kean, 1997].

La regiéon 5’NCR del VHA tiene una longitud de unos 735 nts, y es la
region mas conservada del genoma. Esta region esta involucrada tanto en la
replicacion como en la iniciacion de la traduccién del virus. Predicciones de
plegamiento y analisis bioquimicos mostraron que esta region forma una
estructura secundaria muy ordenada y compleja, que contiene una regién rica
en pirimidinas y un IRES de una longitud aproximada de 450 nts, que posee
entre 10 y 12 tripletes AUG precediendo al codon de iniciacion auténtico de la
traduccién. El IRES permite la iniciacion de la traduccion del genoma viral de
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un modo cap-independiente, como fue mencionado anteriormente. La mayor
parte del conocimiento que se tiene de la actividad del IRES del VHA es
derivado de estudios realizados con la cepa de referencia HM175, y sus
variantes adaptadas a cultivo celular. Estos experimentos, han puesto de
manifiesto que el VHA posee la mas baja actividad en la iniciacion de la
traduccién IRES dependiente entre los picornavirus [Brown et al., 1994;
Borman et al., 1997b]. Estas caracteristicas han sido atribuidas a una muy baja
afinidad de la regién 5’NCR por los factores de traduccién. La hipétesis de que
el lento crecimiento del VHA en cultivo celular podria estar relacionado con su
ineficiente traduccion, es apoyada por la emergencia de mutaciones en la
region 5’NCR en cepas adaptadas a cultivo celular, en donde su replicacion se
ve aumentada [Day et al., 1992; Mackiewicz et al., 2010].

En 1991, Brown vy colaboradores determinaron parcialmente la
estructura secundaria de la region 5’NCR del VHA, y realizaron un modelo
basandose en la identificacion de sustituciones nucleotidicas covariantes (ver
Figura 42). Posteriormente, la estructura fue refinada aplicando modelos
termodinamicos y con los resultados de experimentos en los cuales se
examinaba el efecto de RNasas especificas de simple y doble cadena en ARN
sintéticos [Brown et al., 1991]. El modelo de la estructura final contiene 6
estructuras secundarias principales denominadas dominios | a VI, comenzando
desde el extremo &' de la region 5NCR (ver Figura 42). Los dominios | y |l
tienen una estructura primaria relativamente conservada. El dominio | (nts 1 a
41) es probable que forme una estructura en horquilla en el extremo 5 del
genoma. En la estructura del dominio Il (nts 42 a 98) se ha predicho la
existencia de posibles pseudoknots. En el dominio Ill (nts 99 a 323) se ha
definido la existencia de una estructura en “tallo-bucle” (stem-loop). Luego, en
los dominios IV y V (nts 324 a 692) se han identificado 2 grandes estructuras
en stem-loop. En el dominio IV se pueden observar multiples loops internos y
una estructura en forma de trébol; y en el dominio V hay largas hélices y un
brazo en stem-loop que podria formar un pseudoknot. Finalmente, el dominio
VI se extiende desde la base U-706 hasta el AUG-11, el cual puede iniciar la
pauta de lectura [Brown et al., 1991].

Unos afos mas tarde, Brown y colaboradores encontraron que

transcritos bicistronicos con la ausencia de los dominios | y Il, traducian con la
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misma eficiencia que transcritos bicistronicos conteniendo la region completa
de 5'NCR en el espacio intercistrénico. Esto sugiere que los primeros 150 nts
no contribuyen a la actividad del IRES y podrian cumplir un rol minoritario, si es
que lo tienen, en la traduccion. Sin embargo, mutantes a los que se les habia
deleccionado un fragmento mayor (hasta el nt 257), traducian de una forma
mucho menos eficiente que los transcritos conteniendo la secuencia completa
de 5’NCR, y que aquellos a los que se les habian deleccionado los primeros
150 nts. Por lo tanto, el limite 5’ del IRES se encontraria dentro del dominio II.
Estos investigadores observaron también que la deleccion de cualquier
segmento de los dominios Ill, IV y V, suprimia la traduccién en los transcritos
bicistronicos. Por ultimo, utilizando constructos bicistronicos con delecciones
cerca del extremo 3’ de la region 5’NCR, encontraron que el limite 3’ del IRES
del VHA estaria muy cercano a los codones de inicio de la traduccion
auteénticos [Brown et al., 1994].

Recientemente, en nuestro laboratorio se han detectado 3 mutaciones
en el IRES: U359C, U590C y U726C, que aparecen en un 0.72% en la
poblaciéon de FO0.05LA y en aproximadamente un 90% en la poblacion de
crecimiento rapido o HM175-HP (tesis doctoral en preparacion, de Francisco
Pérez-Rodriguez), y estan ausentes en las poblaciones de LO y FO.2LA (para
su ubicacion, ver Figura 42). Se observdo que la actividad del IRES en
presencia de estas 3 mutaciones se incrementaba de forma significativa, en
comparacion con el IRES en ausencia de estas mutaciones.

Por lo tanto, estas mutaciones fueron introducidas en los clones de VP1
y VP3 previamente obtenidos, para poder estudiar si se modificaba
(aumentaba, disminuia o0 no cambiaba) la velocidad de traduccién de los
distintos haplotipos.
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Figura 42._Modelo de la estructura secundaria de la region 5NCR del VHA. Se pueden
observar los 6 dominios que la componen denominados del I-VI. La regiéon que aparece dentro
del rectangulo corresponderia al IRES, donde se encuentran los codones de iniciacion
auténticos de la traduccion AUG-11 y AUG-12, los cuales estan subrayados. Las flechas azules
sefalan las posiciones en las que se encuentran las 3 mutaciones del IRES que le confieren
una mayor actividad: U359C, U590C y U726C (tesis doctoral en preparaciéon, de Francisco
Pérez-Rodriguez). Imagen adaptada de Brown et al., 1991.
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4.2 MATERIALES Y METODOS

4.2.1 Introduccién de las mutaciones U359C, U590C y U726C en
el IRES del VHA, de los haplotipos de VP1 y VP3

Para estudiar el efecto que tenian las mutaciones U359C, U590C y
U726C, sobre la velocidad de traduccion de regiones de la capside del VHA, se
introdujo cada una de ellas de forma independiente a través de 3 rondas de
PCR diferentes en los IRES del VHA, presentes en cada uno de los diferentes
haplotipos de VP1 y VP3.

4.2.1.1 Introduccion de la mutacion U359C

Los pasos que se llevaron a cabo para introducir la mutacion U359C

(T359C) y comprobar el éxito de la insercion, se detallan a continuacion:

(i) PCR para introducir la mutacion U359C (T359C). Se realizé de la siguiente
manera:
1) Conformacion de la siguiente mezcla de reaccion por cada muestra:
- 37 ul de agua destilada libre de DNasa/RNasa (Gibco®, Life
Technologies™)
- 5 ul de Buffer PfuUltra 1l 10X concentrado (Agilent Technologies)
- 1 plde dNTP’s mix 25 mM cada uno
- 2 pylde MgSO4 (Roche) 25 mM
- 1 yl de los primers Fwd T359C y Rev T359C (ver Tabla 13) a una
concentracion 10 uM. Fueron disefiados siguiendo las recomendaciones
especificadas en el manual del kit QuikChange® Site-Directed

mutagenesis (Stratagene).

1 pl de la ADN polimerasa PfuUltra Il HS (Agilent Technologies).

2) A la mezcla de reaccion se le anadio 2 pl del vector con el inserto
correspondiente a cada uno de los haplotipos a una concentraciéon de 5 a 30
nanogramos (ng). Se obtuvo un volumen final de 50 pl.
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3) El volumen final se incubé:
- 94°C durante 5 minutos (desnaturalizacion inicial)
- 20 ciclos de 95°C / 30 segundos, 62°C / 2 minutos y 72°C / 2 minutos
(desnaturalizacion, hibridacion y extension, respectivamente)

- 72°C durante 10 minutos (extension final)

Las incubaciones se realizaron en el termociclador GeneAmp PCR system
2700, de Applied Biosystems. Los productos resultantes de la PCR se

almacenaron a 4°C.

(ii) Tratamiento de los productos obtenidos por PCR con la enzima Dpnl a una
concentracion de 10 U/pl (Thermo Scientific), con el objetivo de digerir el vector
de ADN molde metilado, y quedarnos s6lo con el vector de ADN no metilado
que posee la mutacidn introducida en el IRES. El protocolo de la digestion con
Dpnl que se realizaba se detalla a continuacion:
1) Realizar la siguiente mezcla de digestion por cada muestra:

- 2 ul de Buffer Tango 10X (Thermo Scientific)

- 1 pl de enzima Dpnl (10 U/ul) (Thermo Scientific)

- Vector ADN (producto de PCR) en una concentracion de 0.5-1 ug

- Agua destilada libre de DNasa/RNasa (Gibco®, Life Technologies™)

hasta un volumen final de 20 pl.

2) Mezclar suavemente y realizar una centrifugacion por 5 segundos.

3) Incubar a 37°C durante 2 horas.

(iii) Purificacion de los productos resultantes de la digestiéon con Dpnl utilizando
el kit comercial de purificacion High Pure PCR Product Purification (Roche)
(para el protocolo, ver apartado 3.2.5 del Capitulo 1).

(iv) Con los vectores purificados que poseian presuntamente la mutacion
T359C se hicieron electroporaciones en células comerciales MegaX DH10B™
T1R Electrocomp™ Cells (Invitrogen), y posterior siembra en placas de Petri,

siguiendo el protocolo que se detallo6 en el apartado 3.2.7 del Capitulo 1.
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Respecto al protocolo detallado en el Capitulo 1, se introdujeron 2
modificaciones menores: se utilizd 10 uyl de células electrocompetentes por
muestra en vez de 20 pul, y 500 pl de medio de recuperacion por muestra en

vez de 1 ml.

(v) Selecciéon de 3 a 4 colonias de cada uno de los vectores bicistronicos
recombinantes a los que se les habia introducido presuntamente la mutacion

T359C, y crecerlas en medio LB liquido a 37°C overnight.

(vi) Miniprep de los cultivos utilizando el kit comercial NucleoSpin® Plasmid
(Macherey-Nagel), siguiendo el protocolo que se detall6 en el apartado 3.2.7

del Capitulo 1.

(vii) Reaccion de secuenciacion de las minipreps obtenidas, siguiendo el
protocolo que se detallé en el apartado 3.2.7 del Capitulo 1. Se utilizaron los
primers Fwd IRES mut y primer Rev IRES mut (ver Tabla 13) de forma
independiente, a una concentracion de 100 pM. Se secuenciaron ambas
direcciones para evitar cualquier discrepancia que pudiera interferir con la

lectura y posterior analisis de las secuencias obtenidas.

4.2.1.2 Introduccion de la mutacién U590C

Para la introduccion de la mutaciéon U590C (T590C) y comprobacion del
éxito de la insercion, se siguieron los pasos detallados en el apartado 4.2.1.1
del presente Capitulo, los cuales fueron llevados a cabo para la introduccion de
la mutacidn U359C (T359C). Los primers utilizados para la realizacion de la
PCR fueron Fwd T590C new y Rev T590C new (ver Tabla 13), afladiendo 1 pl
de cada uno de ellos a una concentracion de 25 pM, los cuales fueron
disefiados siguiendo las recomendaciones de Liu & Naismith, 2008. EI molde
de ADN utilizado para la realizacién de la PCR era el vector con el inserto
correspondiente y la mutacion T359C en el IRES previamente introducida, en
una concentraciéon de 2 a 10 ng. La incubacion que se llevo a cabo para la
realizacion de la PCR fue:

- 95°C durante 5 minutos (desnaturalizacion inicial)
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- 12 ciclos de 95°C / 1 minuto, 58.7°C / 1 minuto y 72°C / 15 minutos
(desnaturalizacion, hibridacion y extension, respectivamente)
- 55.8°C /1 minuto

- 72°C / 30 minutos (extension final)

Al igual que para la mutacion U359C (T359C) la secuenciacién de las
minipreps obtenidas se realizé utilizando los primers Fwd IRES mut y Rev IRES
mut (ver Tabla 13).

4.2.1.3 Introduccion de la mutacién U726C

Para la introduccion de la mutaciéon U726C (T726C) y comprobacion del
éxito de la insercion, se siguieron los pasos detallados en el apartado 4.2.1.1
del presente Capitulo, los cuales fueron llevados a cabo para la introduccion de
la mutacidn U359C (T359C). Los primers utilizados para la realizacion de la
PCR fueron Fwd T726C new y Rev T726C new (ver Tabla 13) para los clones
de VP1, y los primers Fwd T726C VP3 y Rev T726C new (ver Tabla 13) para
los clones de VP3, disefiados siguiendo las recomendaciones de Liu &
Naismith, 2008. En las correspondientes PCR se afiadio 1 yl de cada uno de
los integrantes de las parejas de primers respectivas, a una concentracion de
25 uM. El molde de ADN utilizado para la realizacion de las PCR era el vector
con el inserto correspondiente y las mutaciones T359C y T590C en el IRES
previamente introducidas, en una concentracion de 2 a 10 ng. La incubacion
qgue se llevo a cabo para la realizacion de las PCR fue:

- 95°C durante 5 minutos (desnaturalizacion inicial)
- 12 ciclos de 95°C / 1 minuto, 56.6°C / 1 minuto y 72°C / 15 minutos

(desnaturalizacion, hibridacion y extension, respectivamente)

- 47.1°C /1 minuto
- 72°C / 30 minutos (extension final)

Al igual que para la mutaciones U359C (T359C) y US90C (T590C), la

secuenciacion de las minipreps obtenidas se realizé utilizando los primers Fwd
IRES mut y Rev IRES mut (ver Tabla 13).
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Tabla 13._Primers utilizados para introducir las mutaciones U359C (T359C), U590C (T590C) y
U726C (T726C) en 3 rondas de PCR donde en negrita y subrayada se observa la mutacién que
se quiere introducir; y los primers utilizados para comprobar la presencia de las mismas.

Primer Secuencia
Fwd T359C 5 CACCTTGCAGTGTTAACTCGGCTTTCATGAATCTCTTTG 3’
Rev T359C 5 CAAAGAGATTCATGAAAGCCGAGTTAACACTGCAAGGTG 3’

Fwd T590C new 5 CCTCTCTGTGCTCGGGGCAAACATCATTTGGCCTTAAATGG 3

Rev T590C new | 5 cCCGAGCACAGAGAGGTCTGGAATTAAGCCTAAAGACAGCCC 3’

Fwd T726C new 5 TTTTCCTCATTCTCAAATAATAATGGCCTTTCCTGAATTG 3’
Fwd T726C VP3 5 TTTTCCTCATTCTCAAATAATAATGGCCATGATGAGAAATG 3’
Rev T726C new 5 TATTTGAGAATGAGGAAAAACCTAAATGCCCCTGAGTACC 3
Fwd IRES mut 5 TTCTGTCTTCTTTCTTCCAGG 3’
Rev IRES mut 5 TTCTCCAGGTTTCAATTCAGG 3’

4.2.2 Medidas de la velocidad de traduccion de los diferentes
haplotipos obtenidos para VP1 y VP3 con las mutaciones
U359C (T359C), U590C (T590C) y U726C (T726C) del IRES

A partir de los diferentes clones o vectores recombinantes obtenidos
para los fragmentos de VP1 y VP3 de las cuasiespecies de las 4 poblaciones
en estudio (LO, FO.05LA, FO.2LA y HM175-HP), a los cuales se les introdujo las
3 mutaciones en el IRES (T359C, T590C y T726C), se realizaron
transfecciones en células FRhK-4 siguiendo todos los pasos que se detallan en
el apartado 3.3.8.1 del Capitulo 1. Posteriormente, se llevaron a cabo las
medidas de las actividades de bioluminiscencia de FLuc y RLuc en cada clon
siguiendo los pasos especificados en el apartado 3.3.8.2 del Capitulo 1. Para
cada clon se realizaron estos analisis al menos 3 veces de forma
independiente, con 2 réplicas cada vez y para cada una de las condiciones de
silenciamiento celular estudiadas. Esto significa un minimo de 36, 72, 90 y 126
analisis para cada una de las luciferasas por poblacién, en los casos de
aquellas con 2, 4, 5y 7 clones para analizar, respectivamente.

4.2.3 Analisis estadistico

Se realizé tal y como se indico en el apartado 3.2.10 del Capitulo 1.
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4.3 RESULTADOS

4.3.1 Estudio del efecto de tres mutaciones del IRES en la
velocidad de traduccion a nivel de cuasiespecies en dos

regiones de la capside de cuatro poblaciones del VHA

Con el objetivo de estudiar si la presencia de las mutaciones del IRES
(U359C, U590C y U726C) modifican el efecto del uso de codones en la
velocidad de traduccién, fueron introducidas en los clones previamente
analizados en el estudio de la traduccion de las cuasiespecies en las regiones
de VP1 y VP3 en las 4 poblaciones del VHA en estudio (ver apartado 4.2.1 del
presente Capitulo). Si bien las 3 mutaciones fueron introducidas en todos los
clones tanto de VP1 como de VP3, los resultados de las tasas de traduccion
correspondientes a los clones A3 y A13 de la region de VP1, y al clon 82 de la
region de VP3, no fueron tenidos en cuenta en los diferentes analisis a lo largo
de este Capitulo. Con dichos clones se obtuvieron resultados incoherentes con
valores extremos, y fueron considerados outliers. Al igual que en el Capitulo 1,
para ajustar las proporciones de cada una de las cuasiespecies se tuvieron en

cuenta los resultados obtenidos con la secuenciacion masiva.

4.3.1.1 Traduccion de las cuasiespecies de VP1

Con el proposito de conocer la tasa o velocidad de traduccién de las
diferentes poblaciones del VHA en presencia de las mutaciones en el IRES, se
midieron las actividades de bioluminiscencia de 2 luciferasas (Firefly o FLuc 'y
Renilla o RLuc). Estas luciferasas estaban presentes en los vectores
bicistronicos en los cuales se habian clonado los haplotipos de VP1 de las 4
poblaciones en estudio que diferian entre si en el uso de codones, y a los que
posteriormente se les afadié las mutaciones en el IRES.

En primer lugar se analizaron los porcentajes de bioluminiscencia
obtenidos en presencia de 0.05 y 0.20 ug/ml de AMD, en comparacion a los
resultados obtenidos en ausencia de AMD para ambas luciferasas estudiadas,
en el vector bicistronico de estudio (G1RC) en ausencia de los respectivos
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fragmentos de VP1 clonados en el mismo, pero en presencia de las
mutaciones en el IRES (ver Figura 43).

Se encontré que tanto en la bioluminiscencia de Renilla como en la de
Firefly, al igual que ocurria en ausencia de las mutaciones del IRES, habia una
clara inhibicion dosis dependiente de la concentracion de AMD presente. Para
la bioluminiscencia de Renilla se obtuvo un valor medio del 28 + 4% en
presencia de 0.05 pg/ml de AMD, y del 1 + 1% en presencia de 0.20 ug/ml de
AMD, respecto a 0.00 yg/ml de AMD. En el caso de la bioluminiscencia de
Firefly se obtuvo un valor medio del 14 + 3% en presencia de 0.05 ug/ml de
AMD, y del 1 £ 1% en presencia de 0.20 ug/ml de AMD, respecto a 0.00 pg/ml
de AMD (ver Figura 43). La inhibicion de la bioluminiscencia de ambas
luciferasas era superior, en presencia de las mutaciones del IRES en el vector
sin inserto que en ausencia de las mismas. Probablemente, las mutaciones
sean las responsables de la mayor inhibicion observada.

En cuanto a las 4 poblaciones en estudio, en la bioluminiscencia de
Renilla también se vio una clara inhibicion dosis dependiente de Ia
concentracion de AMD presente, con valores de medias que oscilan entre 19 a
35% en presencia de 0.05 pg/ml de AMD, y entre 3 a 5% en presencia de 0.20
pug/ml de AMD en las poblaciones de LO, FO.05LA y FO.2LA, con respecto a
0.00 pg/ml de AMD. Para la poblacion HM175-HP se obtuvieron valores un
poco mas elevados, con un valor medio de 56 + 25% en presencia de 0.05
pug/ml de AMD, y de 30 + 24% en presencia de 0.20 pg/ml de AMD, respecto a
0.00 pg/ml de AMD. En lo que respecta a la bioluminiscencia de Firefly,
también se vio una inhibicion de la misma en presencia de AMD, pero no tan
significativa como se observé para RLuc y FLuc del vector bicistronico sin
inserto, un patrén similar al que se habia observado en ausencia de las
mutaciones del IRES. En condiciones de 0.05 pg/ml de AMD se obtuvieron
valores de medias entre 23 a 45%, y en presencia de 0.20 pg/ml de AMD de 12
a 26% en las poblaciones de LO, FO.05LA y FO.2LA, respecto a 0.00 ug/ml de
AMD (ver Figura 43). Al igual que ocurrio con la bioluminiscencia de Renilla, en
HM175-HP se obtuvieron valores un poco mas elevados en comparacion al
resto de las poblaciones. En presencia de 0.05 ug/ml de AMD se obtuvo un
valor medio de 68 + 17%, y en presencia de 0.20 uyg/ml de AMD se obtuvo un
valor medio de 35 £ 11%, respecto a 0.00 uyg/ml de AMD (ver Figura 43).
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Figura 43._Porcentajes de bioluminiscencia de las luciferasas Renilla y Firefly en presencia de
0.05 y 0.20 pg/ml de AMD con respecto a sus respectivos valores obtenidos en ausencia de
AMD. Estas luciferasas se encuentran en el vector bicistronico de trabajo (G1RC) que posee
clonada la region de VP1 correspondiente a los respectivos haplotipos de L0, FO0.05LA, F0.2LA
y HM175-HP, justo antes del gen codificante para Firefly luciferase, y con las 3 mutaciones del
IRES. Se analizé también los porcentajes de bioluminiscencia de las respectivas luciferasas
para el vector bicistronico de estudio sin inserto.
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Sin embargo, el efecto del uso de codones del fragmento de VP1 en la
modulacién de la traduccidn de FLuc en condiciones de silenciamiento
respecto no silenciamiento celular no era tan evidente.

Posteriormente, se utilizaron las actividades bioluminiscentes de Firefly y
Renilla como una medida de la tasa de traduccion de las poblaciones
analizadas, y para normalizar los datos obtenidos se utilizo6 la relacidon
FLuc/RLuc. En condiciones de ausencia de AMD, se encontr6 que las 4
poblaciones en estudio presentaban diferencias estadisticamente significativas
entre si, utilizando IC al 90%, siendo estas diferencias claramente mas
relevantes en las poblaciones de FO0.05LA y HM175-HP (ver Figura 44), a
diferencia de lo que ocurria en ausencia de las mutaciones del IRES donde no
habian diferencias significativas entre las poblaciones. Entre las poblaciones de
LO y FO.2LA si bien existen diferencias significativas, éstas son pequefias ya
que se obtuvieron valores de tasa de traduccion de 0.182 + 0.001 y 0.154 +
0.001, respectivamente, como valores de media + error estandar.

En lo que respecta a las tasas de traduccion medias obtenidas en
condiciones de silenciamiento de la transcripcion celular, se vio que tanto en
condiciones de 0.05 pg/ml como de 0.20 uyg/ml de AMD, la tasa de traduccion
de la poblacién de F0.05LA era significativamente superior a las de LO y
FO.2LA, tanto utilizando IC 90% como IC 99% (ver Figura 44). Ademas, se vio
que su valor también era significativamente superior a los valores obtenidos
para la misma poblacién en ausencia de las mutaciones (ver Figura 15). Con
las mutaciones en el IRES se obtuvieron valores de 3.279 + 0.092 y 8.953 *
0.243, en presencia de 0.05 y 0.20 pug/ml de AMD, respectivamente, y en
ausencia de las mutaciones se habian registrado valores de 0.336 + 0.003 y
1.561 £ 0.017, en presencia de 0.05 y 0.20 pg/ml de AMD, respectivamente.
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Figura 44._Tasa de traduccion en presencia de las 3 mutaciones en el IRES (U359C, U590C y
U726C) de las cuasiespecies de las poblaciones de LO, F0.05LA, FO.2LA y HM175-HP en la
region de VP1, en condiciones de ausencia, 0.05 pg/ml y 0.20 yg/ml de AMD. Las N
corresponden al niumero de secuencias analizadas para cada una de las poblaciones. Las
diferencias estadisticamente significativas utilizando el método de Intervalos de Confianza al
90% (IC 90%) entre las cuasiespecies en una misma condicion de shut-off de la transcripcion
celular, se senalan utilizando el criterio de letras a=ab; ab=b; a#b; etc;...

En cuanto a la poblacion HM175-HP, se observd una situacion similar,
pero en este caso la media de ésta era significativamente superior a todas las
poblaciones tanto utilizando IC 90% como IC 99%, por tanto, no hay duda
alguna de su mayor tasa de traduccion en esta regidn (ver Figura 44). A su vez,
se vio que su valor también era significativamente superior, a los valores
obtenidos para la misma poblacion en ausencia de las mutaciones del IRES.
Con las mutaciones en el IRES se obtuvieron valores de 11.315 £ 0.044 y
30.096 + 0.117, en presencia de 0.05 y 0.20 ug/ml de AMD, respectivamente, y
en ausencia de las mutaciones se habian registrado valores de 0.606 + 0.002 y
2.886 + 0.006, en presencia de 0.05 y 0.20 pg/ml de AMD, respectivamente.
Entre las poblaciones de LO y FO.2LA en presencia de las mutaciones del IRES

no se observaron diferencias significativas entre ellas, en ambos ambientes
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con silenciamiento celular. En comparacién a los valores obtenidos para estas
poblaciones en ausencia de las mutaciones del IRES, para ambas poblaciones
no se encontraron diferencias significativas en condiciones de 0.05 ug/ml de
AMD. En condiciones de 0.20 pg/ml de AMD para F0.2LA tampoco se
encontraron diferencias significativas, pero para LO si, aunque las diferencias
no eran muy relevantes.

Con el fin de analizar la contribucion que hacen cada uno de los clones
de una misma cuasiespecie a los valores de las medias poblacionales
obtenidos, se hicieron graficos donde se analiza la composicion de cada una
de las diferentes cuasiespecies. Se graficaron los valores de FLuc/RLuc de
cada uno de los clones segun su proporcion en las poblaciones, para cada una
de las condiciones de silenciamiento celular estudiadas (ver Figuras 45, 46 y
47).

En la Figura 45, donde se observa la composicion de las 4
cuasiespecies en condiciones de ausencia de AMD, se vio que tanto para la
poblacion LO como para FO0.2LA, sus clones dominantes A1 y A6,
respectivamente, son los principales responsables de los valores de las medias
poblacionales obtenidas, ya que sus tasas de traduccién son practicamente
idénticas a ellas. El resto de los clones que componen estas cuasiespecies,
poseen valores de FLuc/RLuc que oscilan cercanas al valor de sus respectivas
medias poblacionales. Para la poblacion F0.05LA, se vio que el claro
responsable de tener un valor de media superior a LO y FO.2LA es el clon A7,
que es el segundo clon dominante en la poblacion FO.05LA. Debido a que el
resto de los clones que componen la cuasiespecie de F0.05LA tienen valores
de FLuc/RLuc significativamente mas bajos a los encontrados en A7, conlleva a
que el valor de la media no sea mas alto (ver Figura 45). En cuanto a la
poblacion HM175-HP, el valor de su tasa media de traduccién esta
determinado casi en exclusividad por su clon dominante A7, y una menor
colaboracion del clon minoritario A14, los cuales tienen tasas de traduccién
ampliamente superiores a las obtenidas para el resto de los clones de la
cuasiespecie (ver Figura 45).
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En condiciones de 0.05 yg/ml de AMD (ver Figura 46), se observd un
patron similar al observado en ausencia de AMD, pero aqui las diferencias
entre las cuasiespecies son mas relevantes. Las mayores tasas de traduccion
obtenidas en ausencia de AMD por parte de F0.05LA y HM175-HP, en
condiciones de silenciamiento celular moderado se incrementan aun mas. En
HM175-HP es donde se da el incremento mas significativo, ya que
practicamente la totalidad de sus haplotipos traducen a una elevada velocidad
en comparacion al resto de los clones.

Por otra parte, en condiciones de silenciamiento celular alto (ver Figura
47), todas las tasas de traduccion medias de las cuasiespecies como de sus
clones individuales, aumentan debido a una mayor disponibilidad de recursos y
de la maquinaria traduccional de la célula para el virus. Sin embargo, en la
poblacion HM175-HP es nuevamente donde mas relevante es el aumento,
consiguiendo un valor de media de traduccion de la cuasiespecie superior a 30.
De este modo, al igual que ocurrié con los resultados obtenidos en ausencia de
las mutaciones del IRES, se observa claramente la tendencia de HM175-HP de
traducir a una mayor velocidad en la regién de VP1, lo cual ayudaria a explicar,
al menos en parte, el hecho de que sea una poblacién de rapido crecimiento.

En la Tabla 14 se muestra la composicion de cada una de las
cuasiespecies en estudio de la region de VP1 en presencia de las mutaciones del
IRES, segun la velocidad de traduccion de sus clones respecto a la media de
clones de LO. Se vio que en presencia de 0.05 pg/ml de AMD las cuasiespecies
de LO, FO.05LA y HM175-HP presentaban un 14%, 26% y 98% de clones,
respectivamente, con una tasa de traduccion significativamente superior a la
media de clones de LO. Ademas, los valores de las tasas de traduccion de dichos
clones con mayor traduccion en FO0.05LA y HM175-HP, dominados
principalmente por el clon A7, eran ampliamente superiores al clon A2,
responsable exclusivo de la tasa de traduccidn incrementada en la cuasiespecie
de LO (ver Tabla 14). En casi el resto de los clones, no se encontraron diferencias
significativas con respecto a la media de clones de LO. El porcentaje de clones
con una mayor, menor o igual tasa de traduccion con respecto a la media de
clones de LO, es bastante similar al encontrado en ausencia de las mutaciones

del IRES, en un ambiente con silencimiento celular moderado (ver Tabla 7).
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Figura 46._Tasa de traduccién expresada como la relaciéon FLuc/RLuc en presencia de las 3
mutaciones del IRES de los diferentes clones de la region de VP1 que componen las
cuasiespecies de las poblaciones LO, F0.05LA, FO.2LA y HM175-HP, en condiciones de 0.05
pg/ml de AMD. La linea punteada sefnala el valor medio de la tasa de traduccién de la
respectiva cuasiepecie.
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Por otro lado, en presencia de 0.20 pyg/ml de AMD, con una mayor
disponibilidad de recursos y de la maquinaria traduccional de la célula para el
virus, los clones A7 (FO.05LA y HM175-HP) y A4 (HM175-HP), siguen
traduciendo a una mayor velocidad que la media de clones de LO, y de forma
extraordinariamente elevada (valores superiores a 30) (ver Tabla 14). En la
poblacién FO.2LA, se detectd el clon A1 (4% del total) con una tasa de
traduccidn significativamente superior a la media de clones de LO. Sin
embargo, su valor de FLuc/RLuc es casi 30 veces inferior a los valores
obtenidos para A7 y A14. El resto de los clones traducen con tasas similares a
la media de clones de LO, a excepcion de porcentajes minoritarios en FO.05LA
(2%) y FO.2LA (7%) que tienen una tasa de traduccion inferior (ver Tabla 14).

Tabla 14._Composicion de las cuasiespecies en estudio de la regién de VP1 en presencia de
las 3 mutaciones del IRES segun la velocidad de traduccidon expresada como la media % error
estandar, respecto a la media de los clones de LO. =, +, - hace referencia a si los valores de las
medias de traducién de los clones no son diferentes significativamente, son significativamente
superiores, o significativamente inferiores, con respecto a la media de clones de LO,
respectivamente.

[AMD] FLuc/RLuc FLuc/RLuc
mi Poblacién % Clones | respecto a | (media * error Clones®
HY media LO estandar)
0 86 = 0.224 + 0.013 M, M, A5
14 + 0.318 + 0.009 A2
73 = 0.226 £ 0.010 | A6, M, A5,
M, A8
FO.05LA 26 + 11.818 + 0.285 AT
0.05 1 0.050 + 0.005 A9
93 = 0.234 £ 0.008 | A6, A4, M1,
FO.2LA A2
7 - 0.160 + 0.009 A0
2 = 0.248 + 0.007 A6
HM175-HP
98 + 11.488 £ 0.281 | A7, A2, M4
_ M, A2, A3,
LO 100 = 0.792 + 0.001 A A5
72 = 0.933+0.060 | A6, A4, A5, A1
F0.05LA 26 + 31.402 + 1.000 AT
0.20 2 0.416 + 0.044 A8, A9
. 89 = 0.949 £ 0.053 | A6, A4, M2
FO.2LA + 1.122 + 0.038 M1
. 0.453 + 0.017 A0
5 = 0.768 + 0.042 A2, A6
HM175-HP
95 + 31.462 + 1.004 A7, M4

¥ Orden segtin abundancia en la poblacion
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Estos resultados estarian sugiriendo que las mutaciones en el IRES
tienen un efecto desigual en los clones, dependiendo principalmente del uso de
codones que presenten.

4.3.1.2 Traduccion de las cuasiespecies de VP3

Con el propésito de estudiar la velocidad de traduccion de las diferentes
poblaciones del VHA en estudio en la region de VP3, y en presencia de las 3
mutaciones del IRES, se midieron las actividades de bioluminiscencia de las 2
luciferasas (Firefly y Renilla) presentes en los vectores bicistronicos de trabajo.
En éstos estaban clonados ademas, los haplotipos de VP3 que diferian entre si
en el uso de codones, y a los que posteriormente se les habia introducido las 3
mutaciones en el IRES.

Tal y como se comento en el apartado 4.3.1.1 del presente Capitulo, en
el vector bicistronico de estudio (G1RC) en ausencia de los respectivos
fragmentos de VP3 y en presencia de las 3 mutaciones del IRES, se encontro
que tanto la bioluminiscencia de Renilla como la de Firefly, eran inhibida de
forma dosis dependiente de la concentracién de AMD presente (ver Figura 48).

En cuanto a las 4 poblaciones en estudio, la bioluminiscencia de Renilla
también se vio claramente inhibida de forma dosis dependiente de la
concentracion de AMD presente, con valores de medias que oscilan entre 15 a
23% en presencia de 0.05 pg/ml de AMD, y entre 0.5 a 2% en presencia de
0.20 yg/ml de AMD entre las poblaciones, con respecto a 0.00 ug/ml de AMD.
En lo que respecta a la bioluminiscencia de Firefly, también se vio una
inhibicion de la misma en presencia de AMD, pero no tan significativa como las
respectivas bioluminiscencias de Renilla, ni como la que se observo para la
bioluminiscencia de Firefly del vector bicistronico sin inserto y con las
mutaciones del IRES. En condiciones de 0.05 yg/ml de AMD se observaron
valores de bioluminiscencia de Firefly de entre 41 a 56%, y en presencia de
0.20 pg/ml de AMD de 8 a 31% en las 4 poblaciones en estudio (ver Figura 48),
con respecto a 0.00 pg/ml de AMD.
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Figura 48._Porcentajes de bioluminiscencia de las luciferasas Renilla 'y Firefly en presencia de
0.05 y 0.20 pg/ml de AMD con respecto a sus respectivos valores obtenidos en ausencia de
AMD. Estas luciferasas se encuentran en el vector bicistronico de trabajo (G1RC) que posee
clonada la region de VP3 correspondiente a los respectivos haplotipos de L0, FO0.05LA, F0.2LA
y HM175-HP, justo antes del gen codificante para Firefly luciferase, y con las 3 mutaciones del
IRES. Se analizé también los porcentajes de bioluminiscencia de las respectivas luciferasas
para el vector bicistronico de estudio sin inserto.
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Posteriormente, se utilizaron las actividades bioluminiscentes de Firefly y
Renilla como una medida de la tasa de traduccién de las poblaciones analizadas
en la region de VP3 y en presencia de las 3 mutaciones en el IRES,
normalizando los datos obtenidos con el calculo de la relacion FLuc/RLuc. De
esta forma, utilizando esta metodologia se analizaron todos los clones posibles
para la region de VP3 en presencia de las 3 mutaciones del IRES, con el fin de
estudiar si el tener un IRES mas eficiente modificaba las tasas de traduccion
obtenidas en esta regidon en ausencia de las mutaciones.

En condiciones de ausencia de AMD no se observaron diferencias
significativas entre las diferentes poblaciones al utilizar IC 90% (ver Figura 49),
tal y como se habia observado en el Capitulo 1 en ausencia de las mutaciones. A
su vez, tanto en presencia como en ausencia de las mutaciones se obtuvieron
valores de la traduccion media de las cuasiespecies entre 0.012 a 0.014 para
todas las poblaciones (ver Figuras 22 y 49). En condiciones de silenciamiento
celular moderado y con las 3 mutaciones del IRES, se obtuvo que la poblacién
FO.2LA tenia tasas de traduccion significativamente inferiores (0.026 + 0.001) a
las correspondientes a las poblaciones de LO y HM175-HP (0.044 + 0.001 y
0.043 + 0.001, respectivamente). Sin embargo, no se encontraron diferencias
significativas con respecto a FO0.05LA (ver Figura 49). No obstante, en
comparacion a las medias de las tasas de traduccion obtenidas en ausencia de
las mutaciones, tanto para F0.05LA como para F0.2LA, no se encontraron
diferencias significativas (ver Figuras 22 y 49). Sin embargo, para LO y HM175-
HP si se encontraron diferencias significativas, siendo los valores encontrados en
presencia de las mutaciones superiores (0.044 + 0.001 y 0.043 = 0.001,
respectivamente) a los encontrados en ausencia de las mutaciones del IRES
(0.024 £ 0.001 y 0.023 + 0.001, respectivamente). En tanto, en presencia de 0.20
pug/ml de AMD se observo un patron similar al encontrado en presencia de 0.05
pug/ml de AMD, donde el valor de FO.2LA era significativamente inferior (0.182 +
0.001) a los encontrados en LO y HM175-HP (0.339 £ 0.001 y 0.333 + 0.001,
respectivamente), mientras no se encontraron diferencias significativas con
respecto a FO.05LA (ver Figura 49). Sin embargo, en comparacién a las medias
de las tasas de traduccion obtenidas en ausencia de las mutaciones, no se

encontraron  diferencias  significativas entre los respectivos valores
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correspondientes a cada una de las poblaciones, en un ambiente con

silenciamiento celular alto.
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Figura 49._Tasa de traduccién en presencia de las 3 mutaciones en el IRES (U359C, U590C y
U726C) de las cuasiespecies de las poblaciones de L0, F0.05LA, FO.2LA y HM175-HP en la
region de VP3, en condiciones de ausencia, 0.05 pg/ml y 0.20 pg/ml de AMD. Las N
corresponden al nimero de secuencias analizadas para cada una de las poblaciones. Las
diferencias estadisticamente significativas utilizando el método de Intervalos de Confianza al
90% (IC 90%) entre las cuasiespecies en una misma condicién de shut-off de la transcripcion
celular, se sefalan utilizando el criterio de letras a=ab; ab=b; a#b.

Es importante destacar que si bien en condiciones de silencimiento
celular existen diferencias entre los valores de las medias de las tasas de
traduccidn de algunas cuasiespecies, éstas estan muy lejos de semejarse a las
diferencias encontradas al analizar la region de VP1 (ver Figura 49). Sin
embargo, se observo una tendencia por parte de LO y HM175-HP a tener una
mayor velocidad de traduccion en la regién de VP3 en comparacion a FO.05LA
y FO.2LA, viéndose incrementada en presencia de 0.20 pg/ml de AMD.

A pesar de que las tasas de traduccion medias en la regiones de VP3 y

en presencia de las mutaciones en el IRES entre las poblaciones, no eran
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significativamente distintas en la mayoria de los casos para una condicion de
silenciamiento celular determinada, la composicion de individuos de sus
respectivas cuasiespecies no era la misma. Por tanto, analogamente a como
se hizo para las cuasiespecies correspondientes a la regién de VP1, se
desglosé la composicidon de cada una de las diferentes cuasiespecies y se
analizaron los valores de FLuc/RLuc de cada uno de los clones que las
componen, para cada una de las condiciones de silenciamiento celular
estudiadas (ver Figuras 50, 51y 52).

En la Figura 50, donde se observa la composicion de las 4
cuasiespecies en condiciones de ausencia de AMD, se puede observar que el
valor de la media de la tasa de traduccion es similar en todas. Ademas, se vio
que para las cuasiespecies de LO, FO.2LA y HM175-HP, los valores de sus
respectivas tasas medias de traduccion estan determinados casi en
exclusividad por sus clones dominantes, 81 (99%), 67 (99%) y 61 (90%),
respectivamente. Sin embargo, estas cuasiespecies también incluyen clones
minoritarios, como 63 en L0, 65 en FO.2LA y 64, 68, 69 y 63 en HM175-HP.
Estos clones poseen valores de tasas de traduccion que oscilan alrededor de
los valores de sus tasas medias poblacionales correspondientes. En el caso de
FO.05LA, no hay un clon ampliamente dominante como ocurre en las otras
poblaciones. Por tanto, su valor de la tasa de traduccion media de la poblacion
esta determinado por una contribucion mas equitativa de todos los clones que
componen dicha cuasiespecie, 64, 81, 65, 66 y 67, siendo la contribucién de
los 3 primeros un poco mayor, ya que son los que se encuentran en una mayor
proporcion en la poblacion.

En presencia de 0.05 pg/ml de AMD, se observd un patron bastante
similar al encontrado en ausencia de la misma para cada una de las diferentes
poblaciones (ver Figura 51). Sin embargo, los valores de las tasas medias de
traduccion eran significativamente superiores, siendo mas elevados en LO y
HM175-HP. Los clones dominantes en LO, FO0.2LA y HM175-HP siguen
traduciendo con unas tasas practicamente idénticas a las medias de sus

respectivas poblaciones.
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Figura 50._Tasa de traduccién expresada como la relacién FLuc/RLuc en presencia de las 3
mutaciones del IRES de los diferentes clones de la region de VP3 que componen las
cuasiespecies de las poblaciones LO, F0.05LA, F0.2LA y HM175-HP, en condiciones de 0.00
pg/ml de AMD. La linea punteada sefala el valor medio de la tasa de traduccion de la

respectiva cuasiepecie.
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Figura 51._Tasa de traduccién expresada como la relacién FLuc/RLuc en presencia de las 3
mutaciones del IRES de los diferentes clones de la region de VP3 que componen las
cuasiespecies de las poblaciones LO, F0.05LA, F0.2LA y HM175-HP, en condiciones de 0.05
pg/ml de AMD. La linea punteada sefiala el valor medio de la tasa de traduccion de la

respectiva cuasiepecie.
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En cuanto a los clones minoritarios de las poblaciones, se encontraron
algunas variaciones con respecto a sus comportamientos sin AMD. Por
ejemplo, el clon minoritario 83 en LO, traduce a una tasa inferior a la media
poblacional pero no significativa, mientras traducia a una tasa superior a la
media en ausencia de AMD. También los clones minoritarios 64 y 68 de
HM175-HP traducen a una tasa significativamente inferior a la media
poblacional en presencia de 0.05 pg/ml de AMD, pero no en ausencia. En tanto
para FO.05LA, se observa una mezcla de tasas de traduccion, donde algunas
son inferiores (64, 65 y 67) y otras superiores (81 y 66) al valor de la media
poblacional (ver Figura 51), mientras que en ausencia la traduccion de 61 y 85
coincidia con el valor de la media.

Por otra parte, en presencia de 0.20 pg/ml de AMD, nuevamente se
observd un patrén similar a 0.00 pg/ml y 0.05 pg/ml de AMD, aunque los
valores de FLuc/RLuc registrados tanto para las medias poblacionales como
para los clones individuales, eran claramente y significativamente superiores a
los registrados en las otras condiciones de silenciamiento celular estudiadas
(ver Figura 52). Siendo esto debido basicamente a una mayor disponibilidad de
recursos y de la maquinaria traduccional celular en beneficio del virus. A su
vez, es interesante resaltar el hecho de que durante el molecular breeding en
0.05 pg/ml de AMD se seleccion6 el clon 61 (21% de la poblacion FO.05LA) con
una tasa de traduccion sin mutaciones del IRES del 0.023 + 0.001 y no el clon
07 (6% en FO.05LA y 99% en FO0.2LA) con una tasa de traduccion similar de
0.024 + 0.002. Sin embargo, lo que diferencia 61 de 67 es su mayor velocidad
de traduccion en presencia de las mutaciones del IRES (0.044 £+ 0.006 y 0.026
+ 0.002, respectivamente). De esta forma, se pone en evidencia nuevamente,
la tendencia de HM175-HP a tener una mayor velocidad de traduccion en la
region de VP3 estudiada, aunque no a los niveles que se observaron en la
region de VP1. Asimismo, se vio que la tendencia de la poblacion FO.2LA
seleccionando como clon ampliamente dominante a 67, es a disminuir su
velocidad de traduccion.

Es importante destacar que a diferencia de la situacion encontrada para
las regiones de VP1 en ausencia o presencia de las mutaciones del IRES, en la
region de VP3 no hay un clon cuya tasa de traduccion destaque ampliamente
sobre el resto de los clones.
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Figura 52._Tasa de traducciéon expresada como la relacién FLuc/RLuc en presencia de las 3
mutaciones del IRES de los diferentes clones de la region de VP3 que componen las
cuasiespecies de las poblaciones LO, F0.05LA, FO0.2LA y HM175-HP, en condiciones de 0.20
pg/ml de AMD. La linea punteada sefala el valor medio de la tasa de traduccion de la
respectiva cuasiepecie.
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De forma complementaria, en la Tabla 15 se puede ver la composicién
de cada una de las cuasiespecies en estudio de la region de VP3 en presencia
de las mutaciones del IRES, segun la velocidad de traduccion de sus clones
respecto a la media de clones de LO. Se vio que tanto en presencia de 0.05
pg/ml como de 0.20 yg/ml de AMD, ninguno de los clones tenia una tasa de
traduccion significativamente superior a la media de los clones de LO. Esto se
explicaria porque el clon 81, el clon mayoritario de LO, fue el unico de los
clones de la region de VP3 que se beneficio por la presencia de las mutaciones
en el IRES tanto en 0.05 pg/ml (ver Figuras 24 y 51) como en 0.20 pyg/ml (ver
Figuras 25 y 52) de AMD. En 0.05 pg/ml de AMD tenia valores de 0.023 %
0.001 y 0.044 £ 0.006 en ausencia y presencia de las mutaciones del IRES,
respectivamente, y en 0.20 ug/ml de AMD tenia tasas de traduccion de 0.243 +
0.018 y 0.340 £ 0.038 en ausencia y presencia de las mutaciones del IRES,
respectivamente. A diferencia de los valores de las tasa de traduccién de los
haplotipos de la region de VP1 que se beneficiaban con la presencia de las
mutaciones en el IRES (A7 y A4), el incremento de la tasa de traduccion del
clon 61 conseguida en presencia de las mutaciones no es semejante.
Asimismo, se vio que en las tasas de traduccion de la mayoria de los clones de
FO.05LA y HM175-HP, tanto en 0.05 pg/ml como en 0.20 pg/ml de AMD, no
eran significativamente distintos a la media de clones de LO, lo cual se
explicaria principalmente debido a la presencia dominante del clon 81. Por otra
parte, se encontré que todos los clones de F0.2LA en ambas condiciones de
silenciamiento celular, tenian tasas de traduccion significativamente inferiores a
la media de clones de LO, lo cual indica la tendencia de esta poblacién a
traducir mas lento, y es coherente con lo observado en la Figura 49. Sin
embargo, no se encontraron diferencias significativas entre las tasas medias de
traduccidn de esta poblacion en presencia y ausencia (ver Tabla 10) de las
mutaciones del IRES, ni en 0.05 pg/ml ni en 0.20 pyg/ml de AMD. También se
vio que un 24% de los clones de F0.05LA en ambas condiciones de
silencimiento celular, tenian tasas de traduccion significativamente inferiores a

la media de clones de LO (ver Tabla 15).

187



Tabla 15._Composicion de las cuasiespecies en estudio de la regién de VP3 en presencia de
las 3 mutaciones en el IRES, segun la velocidad de traduccion expresada como la media +
error estandar, respecto a la media de los clones de LO. =, +, - hace referencia a si los valores
de las medias de traduccion de los clones no son diferentes significativamente, son
significativamente superiores, o significativamente inferiores, con respecto a la media de clones
de LO, respectivamente.

[AMD] FLuc/RLuc | FLuc/RLuc
ml Poblacién % Clones | respecto a | (media % error Clones?®
Hg media L0 estandar)
LO 100 = 0.044 + 0.001 01, 63
76 = 0.037 £ 0.004 04, 61, 66
FO.05LA
0.05 24 - 0.028 + 0.001 05, 67
FO.2LA 100 - 0.026 + 0.001 07, 65
~ 01, 64, 08,
HM175-HP 100 = 0.043 £ 0.001 09, 63
LO 100 = 0.339 + 0.001 01, 63
76 = 0.295 £ 0.055 04, 61, 66
FO.05LA
0.20 24 - 0.158 + 0.013 05, 67
: FO.2LA 100 - 0.182 + 0.001 07, 65
98 = 0.335+0.040 61, 64, 69,
HM175-HP 063
2 - 0.206 + 0.028 08

 Orden seguin abundancia en la poblacion

Sorprendentemente, un porcentaje de haplotipos de la poblacion
FO.05LA mostraron un comportamiento distinto en cuanto a la tasa de
traduccién en presencia de un IRES mas o menos activo. Mientras que con un
IRES menos eficiente el 30% de los haplotipos de la poblacion mostraban una
tasa de traduccion mayor a LO, con un IRES mas eficiente un 24% de los
haplotipos traducian mas lentamente. Ello se asocia a una respuesta diferencial
de los haplotipos 85, 66 y 687 a la eficiencia del IRES (ver Tablas 10 y 15). Algo
similar pero en sentido opuesto, ocurria con un pequefio porcentaje de
haplotipos en HM175-HP (ver Tablas 10 y 15). Todos estos datos estarian
sugiriendo nuevamente la existencia de una fina sintonizacion entre eficiencia

de IRES y uso de codones.
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4.3.2 Efecto de las tres mutaciones del IRES sobre la
modulacién de la velocidad de traduccién llevada a cabo por el

uso de codones

Para comprender el efecto que pudieran tener las mutaciones en el
IRES sobre los cambios en el uso de codones observados, y por consiguiente
en los valores de las tasas de traduccion obtenidas, es muy importante tener
en cuenta el contexto en el cual se observan los cambios en el uso de
codones. Por esta razon, se decidio volver a incluir en el presente Capitulo las
Figuras correspondientes al uso de codones en presencia de AMD, para la
region de VP1 y VP3 segun una gradacion de colores, que fueron previamente
incluidas en el Capitulo 1 (ver Figura 53).

4.3.21 Efecto de las mutaciones del IRES sobre haplotipos con
traduccion disminuida por deoptimizacion de codones: compensacion del

descenso de la tasa de traduccion

En el Capitulo 1 se vio que los clones A, A5 y A2 habian adquirido
cambios puntuales que inducian a una disminucién de sus tasas de traduccion,
en comparacion a la tasa de traduccién media de los clones de LO. En cuanto a
la tasa de traduccion expresada como FLuc/RLuc del clon A5, se vio que en
ausencia de las mutaciones del IRES y en condiciones de 0.20 ug/ml de AMD,
la presencia de un cambio a un codén menos frecuente en la posicion 146 (ver
Figura 54), donde se pasa de un codon con una frecuencia del 61% a otro con
una del 34%, inducia una pequefia disminucion de la velocidad de traduccion
en comparacion a la media de los clones de LO. En presencia de las
mutaciones del IRES se observé una compensacion de dicha disminucién de la

tasa de traduccion (ver Figura 55).
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Figura 53._Diagrama del uso de codones de la region de VP1 (panel superior) y VP3 (panel
inferior) analizada correspondiente a la cepa pHM175 43c, en presencia de AMD. Se
representa con una gradacion de colores dependiendo de las frecuencias de los codones
segun el uso de codones de la célula humana. Los numeros que se indican arriba de la
secuencias estudiadas corresponden a las posiciones en donde se han encontrado cambios en
los diferentes clones. Por debajo de las secuencias analizadas se representan los cambios que
se han registrado teniendo en cuenta todos los clones y en su interior el porcentaje del nuevo
codon. Los numeros en el interior de la secuencia corresponden a los porcentajes de los
respectivos codones segun el uso de codones de la célula humana. o,+,-, representan que los
aminodacidos que codifican los respectivos codones tienen carga neutra, positiva, negativa,

respectivamente.
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Figura 54._Posiciones de los cambios en el uso de codones con respecto a pHM175 43c de
los clones A2, M4, A5, A6, A7, A0, A1, A2 y A4 de VP1. En rojo y verde se sefialan aquellos
cambios que inducen a la aparicién de un codén menos o mas frecuente, respectivamente, de
acuerdo al que se encontraba en pHM175 43c.

En cuanto al clon A12, que ademas de tener el mismo cambio en la
posicion 146 que el clon A5, tiene otro en la posicion 131 (ver Figura 54) donde
se pasa de tener un codon con una frecuencia del 100% a otro con una del
70%, se vio que en ausencia de las mutaciones del IRES inducian a una mayor
disminucién de la tasa de traduccién en comparacién al clon A5, en presencia
de 0.20 yg/ml de AMD. En presencia de las mutaciones del IRES, se observo
de nuevo una recuperacion de la tasa de la traduccion (ver Figura 55).

El clon A, como se ha dicho en el Capitulo anterior, posee el mismo
cambio en la posicion 146 que A5 y A2, pero posee también otro cambio en la
posicion 85 (ver Figura 54) donde se pasa de un coddn con una frecuencia del
100% a otro con una del 53%. Este clon en ausencia de las mutaciones del
IRES y en condiciones de silenciamiento celular alto, mostraba una significativa
disminucién de la tasa de traducciéon en comparacién a la media de clones de
LO. Sin embargo, en presencia de las mutaciones del IRES se vio una
sorprendente recuperacion de la tasa de traduccion perdida (ver Figura 55).
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Figura 55._Tasa de traduccion expresada como FLuc/RLuc (media + error estandar) en
ausencia y presencia de las mutaciones del IRES de los clones A, A5 y A2, y de la media de
clones de LO en presencia de 0.00 pg/ml, 0.05 pg/mly 0.20 pg/ml de AMD.

Los resultados obtenidos indicarian un efecto positivo de las mutaciones

del IRES en haplotipos con usos de codones que tienden a una mayor

deoptimizacion.
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4.3.2.2 Efecto de las mutaciones del IRES sobre haplotipos que
incrementan la tasa de traduccién por efecto del uso de codones: mayor

incremento de la tasa de traduccion

En ausencia de las mutaciones del IRES, se encontré que en algunos
haplotipos habian cambios de codones combinados que no solo equilibraban el
efecto de la disminucion de la tasa de traduccion inducida por codones menos
frecuentes, sino que también ocasionaban un incremento significativo de la
misma, como en los casos de A7 y A4 de la region de VP1. En ambos casos,
se observé que la tasa de traduccion era significativamente superior a la media
de clones de LO tanto en condiciones de silenciamiento celular moderado como
alto. En el clon A7 se vio que la presencia de un cambio a mayor frecuencia en
la posicién 123 y la ausencia de un cambio a menos frecuente en la posicion
85 (ver Figura 54), eran determinantes para el valor de la tasa de traduccion
obtenida en ausencia de las mutaciones del IRES, a pesar de poseer un
cambio a menos frecuente en la posicion 146. En presencia de las mutaciones
del IRES, los valores de la tasa de traduccion de este clon en todas las
condiciones de silenciamiento celular estudiadas, se incrementaron
sorprendentemente en comparacion a las observadas en ausencia de las
mutaciones (ver Figura 56).

El clon A4 posee un cambio a menos frecuente en la posicion 146, un
cambio a mas frecuente en la posicion 110 donde se pasa de un coddn con
una frecuencia del 78% a uno con una del 100%, y 2 cambios a menos
frecuentes en las posiciones 76 y 157, donde se pasa de frecuencia del 95% y
100% a 71% y 53%, respectivamente (ver Figura 54). Para este clon tanto en
ausencia como en presencia de las mutaciones del IRES, se consiguiéo un
efecto similar al obtenido para el clon A7, en cuanto a los valores de sus tasas
de traduccion (ver Figura 56).

Estos resultados se explicarian por la existencia de una especie de fine-
tuning entre IRES y uso de codones. La combinacion de un IRES mas eficiente
con un uso de codones mas optimizado, tanto por la presencia de codones
mas frecuente como por la ausencia de cambios que induzcan a la presencia

de codones poco frecuentes y por tanto a disminuciones significativas de la
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tasa de traduccion, tiene como consecuencia un aumento muy significativo de

la tasa de traduccion.
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Figura 56._Tasa de traduccion expresada como FLuc/RLuc (media + error estandar) en
ausencia y presencia de las mutaciones del IRES de los clones A7 y A4, y de la media de
clones de LO en presencia de 0.00 pg/ml, 0.05 pg/mly 0.20 pg/ml de AMD.

Por tanto, se podria decir que las mutaciones del IRES correlacionarian
con la seleccion traduccional. Es decir, favorecen el aumento de la tasa de
traduccion de aquellos clones que optimizan mas, o lo que es o mismo,
favorecerian a aquellos clones que en ausencia de las mismas habian

evolucionado para traducir a una mayor velocidad.

4.3.2.3 Efecto de las mutaciones del IRES sobre haplotipos con
traduccion aumentada por optimizacion de codones: disminucién de la

tasa de traduccion

No siempre las mutaciones del IRES inducen un incremento de la tasa
de traduccién cuando existe optimizacion de codones. El clon A2 poseia un
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cambio a un codon mas frecuente en la posicion 198 (ver Figura 54), donde se
pasaba de tener un coddn con una frecuencia del 61% a otro con una del
100%. En ausencia de las mutaciones del IRES, la tasa de traduccion de este
clon en condiciones de 0.20 pg/ml de AMD era superior a los valores de la
media de traduccién obtenida para los clones de LO, pero esas diferencias
observadas no alcanzaban a ser estadisticamente significativas. En tanto, en
presencia de las mutaciones del IRES, se vio una disminucion significativa del
valor de la tasa de traduccidn, respecto a los valores de la media de traduccién
de los clones de LO (ver Figura 57). Una explicacion plausible seria el hecho de
la existencia de 2 codones muy raros (12% de uso), a una distancia de tan sélo
4 y 10 codones en la direccion de traduccion (ver Figura 53). El aumento de la
tasa de traduccion por actividad del IRES podria provocar un efecto de
colisiones de ribosomas.

Estos resultados nos sugeririan que las mutaciones del IRES tendrian
un efecto positivo en aquellos haplotipos con usos de codones que optimizan,
siempre y cuando esa optimizacion le permitiera conseguir tasas de traduccion

significativamente superiores a la media de clones de LO en ausencia de las

mutaciones.
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Figura 57._Tasa de traduccion expresada como FLuc/RLuc (media + error estandar) en
ausencia y presencia de las mutaciones del IRES del clon A2 y de la media de clones de LO en
presencia de 0.00 yg/ml, 0.05 pg/mly 0.20 yg/ml de AMD.
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4.3.2.4 Efecto de las mutaciones del IRES sobre haplotipos que
deoptimizan y optimizan concomitantemente su uso de codones
obteniendo un efecto compensatorio de la tasa de traduccién:

disminucion de la tasa de traduccion

En ausencia de las mutaciones en el IRES, se encontré que no sdlo los
codones menos frecuentes, sino que también cambios a codones mas
frecuentes cumplian un rol en la modulacion de la tasa de traduccién. Se vio
que los clones A6, A10 y A11, los cuales poseian los 2 cambios a codones
menos frecuentes en las posiciones 85 y 146, que inducian a una disminucion
significativa de la tasa de traduccion, tenian también cambios en otras
posiciones a codones mas frecuentes, que inducian a un efecto de
compensacion de la tasa de traduccion perdida.

El clon A6 ademas de tener los cambios a menos frecuentes en las
posiciones 85 y 146, poseia un cambio en la posicion 123 que induce la
aparicion de un codon mas frecuente (ver Figura 54), donde se pasa de un
coddn con una frecuencia del 26% a otro con una del 100%. En ausencia de
las mutaciones del IRES, la ganancia de casi un 75% de frecuencia ayuda a
contrarrestar el efecto de los codones menos frecuentes en la tasa de
traduccién, alcanzando valores similares a la media de los clones de LO (ver
Figura 58). En presencia de las mutaciones del IRES no se observé cambio
alguno en la tasa de traduccion respecto a la media de clones de LO, y por
tanto, se puede concluir que existia el mismo efecto de compensacion de
codones (ver Figura 58).

En cuanto al clon A11, ademas de los cambios en las posiciones 85 y
146, posee un cambio en la posicién 162 que induce a la aparicion de un codén
mas frecuente (ver Figura 54), donde se pasa de un codon con una frecuencia
del 19% a otro con una del 34%. En ausencia de las mutaciones del IRES, este
cambio le permite al clon contrarrestar el efecto de los cambios en las
posiciones 85 y 146, e incluso aumentar su tasa de traduccién de forma
significativa con respecto al valor de la media de los clones de LO, en
condiciones de silenciamiento celular alto. En presencia de las mutaciones del

IRES, se obtuvo también una tasa de traduccion superior a la media de clones
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de LO, pero no tan significativo como en ausencia de las mutaciones (ver
Figura 58).
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Figura 58._Tasa de traduccion expresada como FLuc/RLuc (media + error estandar) en
presencia de las 3 mutaciones en el IRES de los clones A6, A10 y A11 y de la media de clones
de LO en presencia de 0.00 pyg/ml, 0.05 pyg/mly 0.20 ug/ml de AMD.

Por otra parte, el clon A10 ademas de poseer los cambios en las
posiciones 85 y 146 como A6 y A11, tenia también 3 cambios a codones mas
frecuentes en las posiciones 82, 123 y 162 (ver Figura 54), donde el cambio en
la posicidn 123 era el mismo al encontrado en el clon A6 y el de la posicion 162

era el mismo al encontrado en el clon A11. En tanto, el cambio en la posicidon
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82 inducia a pasar de un coddén con una frecuencia del 65% a otro con una del
100%. En ausencia de las mutaciones del IRES se vio que su tasa de
traduccién era similar a la de la media de clones de LO, en todas las
condiciones de silenciamiento celular analizadas. En cambio en presencia de
las mutaciones del IRES, se vio una clara y significativa caida en su tasa de
traduccidén, en comparacion al valor de la tasa media de traduccion de los

clones de LO (ver Figura 58).

4.3.2.5 Efecto de las mutaciones del IRES cuando existe un efecto rampa
en las tasas de traduccién: neutralidad o bajada de la tasa de traduccién

En ausencia de las mutaciones del IRES, los clones aislados en las
cuasiespecies correspondientes a VP3 tenian tasas de traduccién que eran
significativamente inferiores, del orden de 10 veces menores en comparacion a
las encontradas en los clones correspondientes a la region de VP1. Este hecho
se explicaria por la existencia de lo que se denomina “rampa” (ver Figura 59).
La “rampa” es la presencia de un grupo de codones que se aparean con ARNt
menos abundantes al comienzo de secuencias codificantes, y en VP3 se
ejemplificaria por los codones ubicados en las posiciones 8 a 11 (ver Figura
59). Es importante recordar que los clones 61, 63, 64, 65, 66, 67 y 068
comparten un cambio a un codon mas frecuente en la posicion 91, y 2 cambios
a codones menos frecuentes en las posiciones 106 y 113 (ver Figura 59). En
ausencia de las mutaciones del IRES, se vio que dichos clones poseian tasas
de traduccién similares o un poco superiores a la media de la tasa de
traduccién de los clones de LO (ver Figuras 60 y 61). En cambio, en presencia
de las mutaciones del IRES se encontréo un patrén un poco diferente. Los
clones 81, 63 y 64 presentaban tasas de traduccion similares o un poco
inferiores a la media de clones de LO (ver Figura 60), mientras que para los
clones 85, 66, 67 y 68 se obtuvieron tasas de traduccion significativamente
inferiores a la media de clones de LO (ver Figura 61).
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Figura 59._Posiciones de los cambios en el uso de codones con respecto a pHM175 43c de
los clones 61, 63, 64, 65, 66, 67 y 68 de VP3. En rojo, amarillo y verde se sefialan aquellos
cambios que inducen a la aparicion de un codon menos, igual y mas frecuente,
respectivamente, de acuerdo al que se encontraba en pHM175 43c. En naranja se sefiala la
ubicacion de la “rampa” que induce a un descenso generalizado de la tasa de traduccion.

Para los clones 61, 63 y 64, los valores de tasa de traduccion obtenidos
se podrian explicar por la presencia de un cambio a un codén menos frecuente
en la posicion 12, donde se pasa de un codon con una frecuencia del 100% a
uno con 25% (ver Tabla 8). Este codon menos frecuente seria como una
intensificacion de la “rampa”, que en presencia de IRES eficiente reduciria en la
posicion 31, la probabilidad de colisiones de ribosomas debido a la presencia
de un cododn poco frecuente (26% de uso) (ver Figura 53).

Los clones 65, 66 y 67 carecen del codén con una frecuencia del 25%
en la posicion 12 (ver Tabla 8), donde en su lugar 66 y 67 poseen un codén
con una frecuencia del 100%, y 65 posee uno con una frecuencia del 68%.
Estos usos de codones favorecerian la existencia de colisiones de ribosomas,
ya que después de la posicion 12 hay una zona rica en codones de mediana y
alta frecuencia, antes del codén de baja frecuencia en la posicion 31 (ver
Figura 53).
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En cuanto al clon 68, si bien posee en la posicién 12 el codon con una

frecuencia del 25%, que deberia evitar colisiones ribosomales y asi evitar una

caida en la traduccion como en 81, 63 y 64, también posee otro cambio a un

codon menos frecuente en la posicion 109 (ver Figura 59). De forma altamente

probable, las pausas en la traduccidn en las posiciones 106, 109 y 113 serian

las responsables de la disminucion de la tasa de traduccion con respecto a la

media de traduccion de los clones de LO.
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Figura 60._Tasa de traduccion expresada como FLuc/RLuc (media + error estandar) en
ausencia y presencia de las 3 mutaciones del IRES de los clones 61, 63 y 64, en condiciones
de 0.00 pg/ml, 0.05 pg/ml y 0.20 pyg/ml de AMD. También se afiadi6 la media de clones de LO
sin y con las mutaciones del IRES, respectivamente.
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Figura 61._Tasa de traduccion expresada como FLuc/RLuc (media + error estandar) en
ausencia y presencia de las 3 mutaciones del IRES de los clones 65, 66, 67 y 68, en
condiciones de 0.00 pg/ml, 0.05 yg/ml y 0.20 yg/ml de AMD. También se afiadié la media de
clones de LO sin y con las mutaciones del IRES, respectivamente.
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A pesar de detectar cambios en las tasas de traduccion en presencia de
las mutaciones del IRES, estos cambios no eran tan relevantes como los
encontrados en la region de VP1, siendo las tasas de traduccién de los clones
de VP3 significativamente mas bajas que las encontradas en VP1, tanto en
presencia como en ausencia de las mutaciones.

Asi, como conclusion general se podria hipotetizar que las
disminuciones de las tasas de traduccidén en presencia de las mutaciones del
IRES, serian debidas a la existencia de colisiones (impedimento del paso de un
ribosoma por otro) y/o colas de ribosomas (colisiones multiples), debido a una
mayor tasa de iniciacion de la traduccion. Estas colisiones y colas de
ribosomas, aumentarian los tiempos de traduccién, y podrian inducir a que
algunos ribosomas se liberasen de forma espontanea del ARNm que estan
traduciendo. Estas situaciones estarian favorecidas por un aumento de la
densidad de ribosomas sobre el ARNm debido a la existencia de un IRES mas
eficiente, la presencia de varios codones poco frecuentes y por el hecho de
introducir cambios de codones a mas frecuentes cercanos a codones poco

frecuentes.
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4.4 DISCUSION

Los elementos IRES son los responsables de dirigir la iniciacion interna
de la traduccion en el ARN de todos los miembros de la familia Picornaviridae,
asi como también de otros virus de ARN como hepacivirus, pestivirus,
dicistrovirus, retrovirus, y algunos virus de ARN que infectan plantas vy
protozoarios. Estos elementos estan bien diferenciados en términos de
secuencia nucleotidica, estructura de ARN y requerimientos de factores que
actuan en trans [Martinez-Salas et al., 2015]. Los elementos IRES actuan a
través de una combinacion de dominios estructurales, organizados de un modo
complejo que permiten interacciones estructurales terciarias y que inducen una
orientacion espacial correcta de aquellos motivos especificos que van a
interaccionar con el ribosoma. A su vez, la interaccién IRES-ribosoma requiere
también del reconocimiento de motivos especificos, por parte de los factores
del hospedador [Fernandez-Miragall et al., 2009].

El VHA posee el IRES con la actividad mas baja entre los picornavirus.
Estudios de comparacion entre el IRES del VHA y el del EMCV, demostraron
que el IRES de este ultimo tiene una actividad 25 veces superior a la del IRES
del VHA, en dirigir la iniciacion de la traduccion. Este resultado es
probablemente debido a que el IRES del EMCV es capaz de unir los factores
de traduccion celulares de forma mas eficiente que el VHA, ya que la
traduccion dirigida por el IRES de este ultimo se vio inhibida en presencia del
IRES del EMCV [Brown et al., 1994; Schultz et al., 1996].

La hipdtesis de que el lento crecimiento del VHA en cultivo celular
estaria relacionado con una traduccion ineficiente por parte de su IRES, ha
sido demostrada experimentalmente con la emergencia de mutaciones en la
region 5’NCR, en variantes adaptadas a cultivo celular de la cepa HM175, las
cuales tenian una influencia positiva, aumentando la replicacion viral. Las
variantes del VHA HM175/p16 y HM175/p35, adaptadas a replicar en cultivos
celulares continuos de células de rindbn de mono verde africano (BS-C-1)
presentaron la sustitucion de una A por G en la posicion 152 de su genoma, y
la deleccion de uno o dos residuos U dentro de una region corta de oligo-U en
las bases 203 a 207. También, en estas 2 variantes del VHA encontraron una

tercera mutacion que es una sustitucién de una U por una G en la posicién 687.
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Probablemente, la mutacién en la posicion 152 al estar ubicada previo al inicio
del elemento IRES cumpliria un rol menos importante en incrementar la
traduccién en células BS-C-1. Sin embargo, al estar presente en ambas
variantes adaptadas a cultivo celular, sugeririan que podrian tener un rol en la
adaptacion a replicar en cultivo celular [Day et al., 1992; Schultz et al., 1996].
No obstante, este aumento en la replicacion se observé en cultivos continuos
de células BS-C-1, las cuales son derivadas de riidn de mono verde africano, y
no se vio en ceélulas FRhK-4, las cuales como se ha comentado en apartados
anteriores son derivadas de rifidn fetal de mono Rhesus [Day et al., 1992].
Tampoco se observd un aumento en la replicacion de estas variantes
adapadas a cultivo en presencia de las mutaciones en la region 5NCR
mencionadas anteriormente, en células Huh7 (derivadas de carcinoma
hepatocelular humano, y permisivas para la replicacion del VHA), y en lisados
de reticulocitos de conejo in vitro [Schultz et al., 1996]. Por lo tanto, las
mutaciones en la regiéon 5’NCR actuarian en un modo célula-especifico. Esto
estaria en acuerdo con lo que Borman y colaboradores (1997) posteriormente
observaron, donde los elementos IRES mostraban una actividad diferencial
dependiendo del tipo celular, siendo la composicion de los factores celulares
que se unian al IRES los responsables de la eficiencia de traduccion [Borman
et al., 1997b].

Por otra parte, Mackiewicz y colaboradores (2010) encontraron que las
mutaciones G a A en la posicion 324,y C a T en la posicion 372 en un IRES
proveniente de una cepa aislada de una hepatitis A aguda, aumentaban la
actividad del mismo con respecto a otros IRES de cepas aisladas de hepatitis A
agudas y también de hepatitis A fulminantes en células Huh7, aunque no de
una forma muy significativa [Mackiewicz, et al., 2010]. En otros virus también se
han observado efectos beneficiosos de mutaciones en el IRES, sobre los
niveles de traduccion. Un ejemplo de esto es la seleccidn de 2 mutaciones en
el IRES del EMCV, que permite mejorar la eficiencia de una construccion
bicistronica de flavivirus. Se vio que las mutaciones de U a Ay de Aa C, en las
posiciones 769 y 771 del IRES de EMCV adquiridas luego de algunos pasajes
en cultivo celular, eran capaces de incrementar en un orden de 7 a 9 veces la

expresion de las proteinas de superficie prM y E del virus de la encefalitis
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transmitido por garrapatas en células BHK-21 (células de riibn bebé de
hamster) [Orlinger et al., 2007].

Sin embargo, no siempre las mutaciones en el IRES conllevan a efectos
beneficiosos. Por ejemplo, la presencia de mutaciones en el IRES de poliovirus
son capaces de atenuar la neuropatogenicidad del mismo, como lo es el caso
de la cepa de poliovirus 1 presente en las vacunas Sabin contra la poliomelitis.
Esta posee un cambio en la posicion 480 de su IRES, que tiene como
consecuencia un descenso dramatico de su capacidad para replicar en células
neuronales [Gromeier et al., 1996]. Otro ejemplo, son los cambios de U a C en
las posiciones 255 y 278 en el IRES de una cepa aislada de una hepatitis A
aguda, que indujeron a una dramatica reduccion de la actividad del mismo en
células Huh7 [Mackiewicz, et al., 2010].

Las 3 mutaciones del IRES U359C, U590C y U726C del VHA, son
capaces de inducir una mayor tasa de traduccion y ello es beneficioso para
nuestros intereses de conseguir una poblacion del VHA de replicaciéon rapida.
Se vio que estas mutaciones en cuestion causaban un aumento de la tasa de
traduccidén de algunos haplotipos de poblaciones del VHA adaptadas a crecer
en células FRhK-4. Se observé que las mutaciones U359C, U590C y U726C en
el IRES influenciaban positivamente, y de forma muy significativa la traduccion
de aquellos clones cuya tasa de traduccion ya se habia visto previamente
favorecida en ausencia de las mutaciones. Es decir, aquellos clones que
habian evolucionado para obtener una combinacion 6ptima de codones poco
frecuentes y abundantes, que les permitiera traducir de una forma mas rapida.
De esta manera, en condiciones de silenciamiento celular moderado (0.05
pug/ml de AMD), el clon A7 de la region de VP1 presente en las poblaciones de
FO.05LA (26%) y HM175-HP (89%) pas6 de tener una tasa de traduccion
expresada como la media % error estandar de 0.632 £ 0.183 en ausencia de las
mutaciones, a una de 11.818 £ 0.285 en presencia de las mismas. A su vez, el
clon A14 aislado en la poblacion HM175-HP (1%) paso6 de valores de 0.424 +
0.059 en ausencia de mutaciones, a tener un valor de 13.358 + 0.717 en
presencia de las mismas. Estas diferencias se volvieron aun mas relevantes en
un ambiente con alto grado de silenciamiento celular (0.20 pg/ml de AMD)
debido a un mayor aumento de los recursos y de la maquinaria traduccional de

la célula disponibles para el virus. Para los clones A7 y A4 se obtuvieron
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valores de la tasa de traduccion de 2.978 + 0.335 y 2.486 % 0.295,
respectivamente, en ausencia de las mutaciones del IRES, y valores de 31.402
+ 1.000 y 37.414 + 1.391, respectivamente, en presencia de las mismas. Sin
embargo, en practicamente el resto de los clones de la region de VP1, estas 3
mutaciones en el IRES no tuvieron mucho efecto. En 0.20 pg/ml de AMD en
presencia de las mutaciones del IRES, para algunos haplotipos se vio un efecto
de recuperacion de las tasas de traduccion disminuidas, para otros no tuvieron
ningun efecto, y para unos pocos se vio una disminucién de las tasas de
traduccion. A nivel poblacional, en LO en presencia de 0.20 yg/ml de AMD y
con las 3 mutaciones del IRES, la tasa de traduccion era significativamente
mas baja (0.792 + 0.001) que en ausencia de las mutaciones (1.372 = 0.004).
En el caso de la poblacidon FO.2LA, si bien el valor de la media en presencia de
las mutaciones (0.920 + 0.003) era mas bajo que en ausencia de las mismas
(1.158 £ 0.009), la variabilidad existente en dicha cuasiespecie hizo que las
diferencias no resultaran significativas. En los casos de F0.05LA y HM175-HP
debido a que ambas poseian el clon A7, y HM175-HP también a A14, tuvo
como consecuencia que las medias de las tasas de traduccidn en presencia de
las mutaciones del IRES fueran significativamente superiores (8.953 + 0.243 y
30.096 + 0.117, respectivamente), que en ausencia de las mutaciones (1.561 +
0.017 y 2.886 £ 0.006, respectivamente).

En cuanto a la region de VP3 estudiada, se observé un patrén un poco
diferente al encontrado en la region de VP1. Algunos clones presentaban tasas
de traduccion similares a la media de traduccién de los clones de LO, mientras
otros tenian tasas de traduccion inferiores. Las diferencias en las tasas de
traduccidn encontradas en los clones de VP3 no eran semejantes a las
encontradas en la region de VP1, debido al efecto “rampa” en los constructos.
Sin embargo, se vio que tanto la poblacion LO como HM175-HP, tenian tasas
medias de traduccion superiores a las poblaciones de FO.05LA y FO.2LA en
0.05 pg/ml de AMD, y mas incrementadas aun en 0.20 pyg/ml de AMD,
principalmente debido a la presencia del clon 81. Este clon se vio beneficiado
por la presencia de las mutaciones del IRES, en comparacion a su tasa de
traduccidn obtenida en ausencia de las mismas. Esto pone en evidencia la
tendencia de HM175-HP a tener una mayor tasa de traduccion tanto en VP3
como en VP1.
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Los clones tanto de la regiéon de VP3 como de VP1 que se vieron
desfavorecidos por la presencia de las 3 mutaciones, corroborarian el hecho de
que al VHA no le confiere ninguna ventaja tener un IRES mas eficiente, si
simultaneamente no ha optimizado el uso de codones (ver Figura 62A).
Asimismo, tampoco seria beneficioso optimizar toda la secuencia codificante
sin mantener las pausas necesarias para permitir un correcto plegamiento, ya
que si bien se produciria mas proteinas, éstas no tendrian la conformacion
adecuada y por tanto perderian sus funciones o parte de ellas (ver Figura 62B).
Por lo tanto, el uso de codones adquirido por los clones A7 y A4 en VP1 y 61
en VP3, serian los 6ptimos para obtener un beneficio significativo de las 3
mutaciones del IRES.

Figura 62._(A) IRES mas eficiente y un uso deoptimizado de codones inducen a una baja
produccion proteica pero plegada correctamente; asi como también hay secuestro de
ribosomas. (B) IRES mas eficiente y un uso optimizado de codones inducen a un aumento en
la sintesis proteica pero sin el plegamiento adecuado y por tanto con pérdida de funcién.

Estos resultados obtenidos sugeririan que las mutaciones del IRES
correlacionarian con la seleccion traduccional de codones. Es decir, tendrian
un efecto positivo en aquellos individuos que habian optimizado sus usos de
codones adquiriendo codones abundantes y disminuyendo la presencia de
codones pocos frecuentes. Sin embargo, es importante destacar que en
conjunto la optimizacién de codones e IRES, no tenia un efecto perjudicial en la
eficiencia de produccién virica, indicando que existia un correcto plegamiento

de la capside. Por lo tanto, también la seleccion por una fina sintonia de la
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traduccién jugd un rol importante en la seleccion de HM175-HP. La
secuenciacion masiva de la region 5’NCR de la poblacion HM175-HP y de las
cepas parentales FO.05LA y FO0.2LA, permitieron trazar el origen del nuevo
IRES en FO0.05LA (tesis doctoral de Francisco Pérez-Rodriguez, en
preparacion). Ello sugiere que individuos haplotipo A7/81/IRES eficiente
presentes en F0.05LA, fueron seleccionados en el proceso de molecular
breeding.

La desventaja de tener un IRES mas eficiente en algunos haplotipos
tanto de VP1 como de VP3, podria explicarse por el hecho de que se
reclutarian ribosomas a intervalos cortos de tiempo, lo cual combinado con
paradas transitorias de los mismos en la region codificante podria ocasionar
colisiones, asi como también colas o amontonamientos de ribosomas. Por
tanto, esto traeria como consecuencia el hecho de que muchos ribosomas
estarian secuestrados en pocas moléculas de ARN [Mitarai et al, 2008].
También, es importante tener en cuenta que cuanto mas avanzadas se
encuentran las regiones de traduccién lenta en la secuencia codificante, mas
largas seran las colas o amontonamientos de ribosomas (colisiones multiples),
y por tanto mas desventajoso sera para el virus (ver Figura G63A).
Contrariamente, cuanto mas cerca al inicio de la traduccion se encuentran las
regiones de traduccién lenta, la probabilidad de formacion de colas de
ribosomas disminuye considerablemente, optimizandose la traduccion posterior
a la zona de traduccién lenta (ver Figura 63B). Esto quedaria muy bien
ejemplarizado en el caso de la posicion 12 en VP3 y 85 en VP1 en las
construcciones bicistronicas.

Por otra parte, las paradas transitorias de los ribosomas podrian
ocasionar que algunos de los ribosomas se liberasen de forma espontanea de
la cadena de ARN que estan traduciendo, generando proteinas truncadas, lo
cual implicaria un gasto energético y de recursos innecesario [Mitarai et al.,
2008].

208



B

e g g

Figura 63._(A) Cuando las regiones de traduccion lenta, simbolizadas con un triangulo rojo, se
encuentran lejanas al sitio de inicio de la traduccion, se favorece la formacion de colas de
ribosomas o colisiones multiples, repercutiendo negativamente en la eficiencia de traduccion.
(B) Cuando las regiones de traduccion lenta se encuentran proximas al sitio de inicio de la
traduccion, la probabilidad de Ila existencia de colas de ribosomas disminuye
considerablemente, optimizandose la traduccion en la zona posterior a la zona de traduccidn
lenta.

Para finalizar, es importante resaltar que el hecho de que el VHA posea
un IRES ineficiente no deberia ser considerado una desventaja, sino que seria
el resultado de la evolucion de este virus para optimizar su sistema de
traduccion/replicacién, de acuerdo a sus necesidades. De esta forma, la
estrategia del VHA de tener una lenta traduccion/replicacion contribuiria a la
modulacion de la respuesta antiviral de la célula, al pasar desapercibido por
ésta, manteniendo asi los sitios existentes de replicacion y permitiendo el inicio
de nuevos sitios. Es por esta razéon que su baja produccion viral se veria
compensada, y se aseguraria la existencia de un reservorio de variantes,
necesario para la adaptabilidad de la poblacién viral frente a cambios en el
ambiente [Pinto et al., 2007].
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4.5 CONCLUSIONES

X/
£ %4

Las mutaciones U359C, U590C y U726C en el IRES, modifican el efecto

del uso de codones en las tasas de traduccion.

Estas mutaciones benefician de forma muy relevante a aquellos
haplotipos, los cuales en ausencia de éstas, habian previamente

evolucionado para traducir significativamente mas rapido.

Estas mutaciones tienen un efecto positivo en los haplotipos que
presentan deoptimizacion del uso de codones, permitiendo recuperar la

tasa de traduccion disminuida.

Dichas mutaciones tienden a disminuir la traduccién de aquellos
haplotipos que conseguian una tasa de traduccién normal por efectos
compensatorios de optimizacion/deoptimizacién local de codones.

En la poblacion HM175-HP las 3 mutaciones del IRES en combinacion

con un uso de codones optimizado le permite traducir de una forma

significativamente mas rapido.
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5. CAPITULO 3:
Estudio de las caracteristicas
biolégicas de una poblacion de
rapido crecimiento del VHA en
relacion a su uso de codones






5.1 ANTECEDENTES

Tal y como fue mencionado en apartados anteriores, el VHA presenta un
uso de codones altamente sesgado, y en muchos casos hasta opuesto al de su
célula hospedadora, lo cual se conoce como uso de codones deoptimizado. A
pesar de la ausencia de mecanismos de induccion del silenciamiento celular, y
teniendo un IRES muy ineficiente, el VHA es capaz de sintetizar sus proteinas
adaptando su uso de codones, de forma que se asocien a los ARNt celulares
menos abundantes (ya sea porque se encuentran en baja concentracion o
porque son altamente utilizados por la célula, y por ello en baja disponibilidad
para el virus), resultando asi en una baja tasa de replicacion [Aragonés et al.,
2010]. Por tanto, con este uso de codones naturalmente deoptimizado, el rol de
la seleccion traduccional (seleccion de codones para una traduccion rapida y
eficiente) perfilando el sesgo en el uso de codones del VHA no parece obvio.

Durante la sintesis proteica del VHA, el plegamiento de la proteina tiene
lugar a medida que se va traduciendo y la cadena polipeptidica va
abandonando el ribosoma, es decir, es un proceso co-traduccional, y por lo
tanto, requiere de un mecanismo que coordine ambos procesos de traduccion y
plegamiento [Fedorov & Baldwin, 1997]. Se ha propuesto que la velocidad de
traduccidn podria ser uno de estos mecanismos, y seria regulada a través del
efecto de estructuras secundarias del ARNm y/o de las combinaciones
adecuadas de codones abundantes y raros en el ARNm [Komar, 2009]. Los
codones abundantes acostumbran a asociarse con aquellos ARNt que se
encuentran en altas concentraciones, y de esta manera contribuyen tanto a la
eficiencia de la traduccion como a la precision [Gingold & Pilpel, 2011]. Por el
contrario, los codones raros se traducen mas lentamente, y son considerados
codones de baja fidelidad debido a que aumenta la probabilidad de que sea
incorporado un ARNt erroneo, mientras el complejo traduccional espera a que
el ARNt apropiado que se encuentra en bajas concentraciones, se situe en el
sitio A del ribosoma [Gingold & Pilpel, 2011]. En este sentido, las posiciones
mas importantes, es decir, aquellas mas sensibles a errores durante la
traduccion, suelen estar codificadas por codones abundantes de alta fidelidad.
De hecho, la tendencia de la seleccidon natural a lo largo de la evolucion, ha

sido la de usar codones abundantes de alta fidelidad en aquellas posiciones en
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las que una mutacion generaria un cambio en la estructura de la proteina, que
resultaria en un plegamiento incorrecto de ésta [Zhou et al., 2009]. Por otra
parte, los codones raros jugarian un rol importante en el control de la velocidad
de traduccion, ya que las agrupaciones de codones raros inducen paradas
transitorias del complejo traduccional, a la espera de que el aminoacil-ARNt
entre en el sitio A del ribosoma. Estas pausas durante la traduccion ayudarian
a dirigir el proceso de plegamiento de la proteina, el cual como se comentod
previamente es co-traduccional, ya que permitiria el plegamiento secuencial e
independiente de los diferentes dominios de la cadena polipeptidica, a medida
que ésta va emergiendo del ribosoma [Yang & Nielsen, 2008]. Existen diversos
ejemplos que demuestran que los codones raros tienen un rol importante en el
control de la velocidad de traduccion, en los cuales cualquier cambio de éstos
por codones mas frecuentes, puede afectar el plegamiento de la proteina y por
tanto, alterar su funcion. Por ejemplo, la sustitucidn de codones raros por
codones mas abundantes en los genes de Escherichia coli o Saccharomyces
cerevisiae tiene como resultado una traduccién mas rapida, pero las proteinas
que se sintetizan presentan unas actividades especificas reducidas [Zhang et
al., 2009]. También, se ha descrito que una mutacion silenciosa en el gen
humano MDR1, conocido como ABCB1, provoca un plegamiento diferencial de
la proteina que codifica, la glicoproteina transportadora de membrana P,
afectando la insercion de ésta en la membrana, indicando que el cambio de
conformacion es causado por un desajuste entre traduccion y plegamiento
[Kimchi-Sarfaty et al., 2007].

La region P1 del genoma del VHA que codifica para las proteinas
estructurales de la capside, presenta agrupaciones de codones raros altamente
conservados, y situados estratégicamente en los extremos C-terminal de las
proteinas. La necesidad de mantener estas agrupaciones de codones raros
con el objetivo de asegurar el correcto plegamiento de la proteina, podria
contribuir a la baja variabilidad de la capside del VHA. Por tanto, estas
restricciones estructurales existentes en la capside podrian ser una de las
causas de la no emergencia de nuevos serotipos, a pesar de que el virus
replique siguiendo una dinamica de cuasiespecies [Sanchez et al., 2003c;
Aragonés et al., 2008].
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Por otra parte, estudios realizados con la finalidad de re-optimizar el uso
de codones del VHA, han sugerido que la adaptacién del uso de codones a la
disponibilidad de ARNt necesita encontrar un equilibrio entre la velocidad de
traduccién y el correcto plegamiento de las proteinas, con tal de que el virus
alcance un fitness adecuado [Aragoneés et al., 2010]. En estos estudios, el VHA
replicaba en diferentes condiciones de shut-off celular, gracias a la accion de la
AMD, y se observaba una pérdida significativa del fitness como una respuesta
inmediata del virus al nuevo ambiente, con una mayor disponibilidad de ARNt
(ver Figura 64). La recuperacion del fitness se daba posteriormente durante el
proceso de adaptacion (ver Figura 64), y se asociaba a una re-deoptimizacion
en el uso de codones y no a una optimizacion como se esperaba en estas
condiciones de menor competencia entre el virus y la célula [Aragoneés et al.,
2010]. Como esta re-deoptimizacion se observaba especificamente en la
region que codifica para las proteinas de la capside, afectando sobretodo a los
codones raros del virus que son utilizados de forma abundante por la célula,
estos resultados sugieren una sintonizacion fina de la cinética de traduccion,
como un mecanismo de seleccion inherente al sesgo en el uso de codones de
esta region [Aragones et al., 2010]. De esta forma, estos resultados son un
claro ejemplo de la dinamica de evolucion de la Reina Roja, donde el VHA ha
evolucionado para re-adaptar su uso de codones a las condiciones cambiantes
del ambiente celular, con el fin de recuperar su fitness original.

Recientemente, se ha demostrado que en diferentes poblaciones del
VHA adaptadas a replicar en diferentes condiciones de silenciamiento celular,
el cambio que ocurre en el uso de codones influye directamente en el
plegamiento de las proteinas estructurales. Esto se ha puesto en evidencia al
observar algunas propiedades fisicas de la capside. Asi, durante la adaptacion
a niveles altos de silenciamiento celular, se observé una tendencia general
hacia la pérdida del fenotipo altamente estable del VHA en condiciones de
elevada temperatura, bajo pH y presencia de sales biliares. Ademas, también
se han registrado cambios en los valores de las infectividades especificas y en
procesos que involucran el inicio del ciclo replicativo, como pueden ser la union

al receptor y el tiempo de desencapsidacion [Costafreda et al., 2014].
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Figura 64._Adaptacion del VHA a replicar en diferentes condiciones de AMD. (Panel A) LO es
la poblacion adaptada a replicar en ausencia de AMD; (Panel B) F0.05LA es la poblacion
replicando en presencia de 0.05 pg/ml de AMD; (Panel C) FO.2LA es la poblaciéon que se dejo
replicando 65 pasajes en 0.05 yg/ml de AMD y luego se lo puso a replicar en presencia de 0.20
pg/ml de AMD; (Panel D) ROA es el pasaje 85 de la poblacion FO0.05LA transferida a
condiciones de ausencia de AMD; (Panel E) R0.05A es el pasaje 65 de la poblacion F0.2LA
transferida a condiciones de 0.05 yg/ml de AMD. Imagen adaptada de Aragones et al., 2010.

En el presente trabajo se estudid las caracteristicas bioldgicas que

presenta la poblacion del VHA de rapido crecimiento o HM175-HP, como

consecuencia principalmente del uso de codones que posee.
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5.2 MATERIALES Y METODOS

5.2.1 Linea celular

La linea celular utilizada a lo largo de todos los estudios es la FRhK-4
(para mas informacion ver apartado 3.2.1 en el Capitulo 3).

5.2.2 Poblacion de estudio

La poblacion del VHA que se utilizo en todos los estudios realizados fue
la HM175-HP (para mas informacion ver apartado 3.2.2 en el Capitulo 3).

5.2.3 Cuantificacién del titulo infeccioso de las suspensiones
del VHA: calculo de la TCIDs¢/ml

La cuantificacion del titulo virico infeccioso de las diferentes
suspensiones del VHA se realizaba segun el calculo de la TCIDsg, que se
define como la dosis virica que provoca la destruccion del 50% de las
monocapas celulares infectadas. Para realizar esta titulacion se infectaban
monocapas de células FRhK-4 en placas de 96 pocillos, y el protocolo que se
seguia era el siguiente:

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

- Inocular en la placa diluciones seriadas 1:10 en PBS de la suspension
virica a titular. Se inoculaba una columna (8 pocillos) por cada dilucién,
afadiendo 20 pl a cada pocillo. Como control negativo se afiadia el
mismo volumen de PBS a los 8 pocillos de una columna de la placa.

- Incubar la placa a 37°C durante 60 minutos en una atmédsfera
enriquecida con un 5% en CO..

- Adadir el medio post-infeccion, de igual composiciéon que el medio de
crecimiento pero con un 2% de SFBI.

- Incubar a 37°C durante 11 dias.
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- Realizar las lecturas de presencia/ausencia de efecto citopatico (ECP)
para cada pocillo inoculado de la placa a los 8 a 9 dias, y efectuar una
lectura adicional y definitiva a los 11 dias.

- Calcular la TCIDsp segun la formula descrita en el método de Behrens-
Karber [Karber, 1931], y que se detalla a continuacion:

LogTCIDso = I, + 1/2d - 1 £ (p; + 1)

donde:

Ir es el logaritmo en base 10 de la dilucién mas alta que da el 100% de ECP,
es decir, la destruccion de las 8 réplicas.

d es el logaritmo de la serie dilucional.

pi es la proporcion tanto por 1 de respuesta positiva en las diluciones con ECP

en menos de las 8 réplicas.

De esta manera, y teniendo en cuenta que el volumen de inoculo era de 20 pl,
se obtenia la cuantificacion del titulo viral de las suspensiones expresado como
la dosis infecciosa que provoca la destruccién del 50% de las monocapas

celulares por mililitro (TCIDso/ml).

5.2.4 Obtencién de suspensiones concentradas del VHA

Con el fin de obtener stocks viricos concentrados, se utilizaba el método
descrito por Bishop y colaboradores en 1994, con algunas pequenas
modificaciones:

- Infectar monocapas confluentes de células FRhK-4 crecidas en frascos
T-175 cm?. La infeccién se realizaba de la misma forma como se ha
detallado en el apartado 3.2.2.1 del Capitulo 3.

- Incubar durante 5 a 6 dias a 37°C, hasta la aparicién de los primeros
signos del ECP.

- Tripsinizar el o los frascos con tripsina-EDTA al 0.25 y 0.02% (p/v),

respectivamente, recuperando inicialmente en un recipiente estéril el
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medio post-infeccion que se utilizara para bloquear la accion de la
tripsina.

Centrifugar el medio post-infeccion (MEM 2% SFBi) con la fraccion
celular obtenida a 3000 g durante 20 minutos.

Descartar el sobrenadante y resuspender la fraccion celular en 10 ml de
MEM 0% SFBi. Centrifugar a 3000 g durante 20 minutos.

Descartar el sobrenadante y resuspender la fraccion celular en tampon
isotonico Tris-Cloruro sodico (tampon NT) a razén de 500 pl por frasco.
Lisar las membranas celulares mediante la adicion de detergente
Nonidet P40 a una concentracion final del 1% (v/v) (10 pl por cada ml).
Mixotubar vigorosamente e incubar 30 minutos a temperatura ambiente.
Centrifugar a 2000 g durante 5 minutos para eliminar los nucleos
celulares.

Transferir el sobrenadante de la centrifugacion a nuevos microtubos
estériles y centrifugar a 14000 g durante 5 minutos, para eliminar otros
restos celulares.

Recuperar el sobrenadante y guardarlo a -80°C.

SOLUCIONES NECESARIAS:

MEM 0% SFBi:

L-Glutamina (400 MM)..........uuiiiiiiiiiiiiiieiiieeeeee, 4 mM
NEAA (100X).ceiiieeeeeeiiieeee e 1X
HEPES (1 M), 15 mM
Bicarbonato (7.5% (P/V))....uuuummmmimiiiiiiiiiiiin. 2% (viv)
Penicilina/Estreptomicina............. 100 U/m1/100 pg/ml

En MEM 1X con sales de Earle autoclavado 15 minutos.
Suplementar en condiciones de esterilidad.

Tampon NT:

Tris-HCI (10 MM).cooveeiei e 01219
NaCl (100 MM).....uuiiieieiiiie e 0.584 g
En 100 ml de agua Milli-Q.

pH 7.4.

Esterilizar en autoclave durante 15 minutos.
Conservar a temperatura ambiente.
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5.2.5 Anadlisis de la productividad virica mediante una curva

one-step growth

Para estudiar la productividad y eficiencia de la poblacion HM175-HP se

realizé la técnica de one-step growth. El protocolo que se llevd a cabo se

detalla a continuacion:

Preparar monocapas confluentes de células FRhK-4 en placas de 6
pocillos (5 ml de células/pocillo). Preparar tantas placas como tiempos a
analizar; en nuestro caso se analizaron 6 tiempos (12, 24, 48, 72, 120 y
168 horas).

Infectar las monocapas con la poblacion HM175-HP con una m.o.i. de 5,
a razon de 200 pl/pocillo.

Incubar las placas a 37°C durante 60 minutos en una atmdsfera
enriquecida con un 5% en CO,, para que se lleve a cabo la adsorcion de
los virus.

Anadir el medio post-infeccion con un 2% de SFBiy 0.05 uyg/ml de AMD,
a razon de 5 ml/pocillo, y volver a poner las placas a 37°C en una
atmésfera enriquecida con 5% de CO..

Al tiempo correspondiente (12, 24, 48, 72, 120 y 168 horas) se congela
la placa a -80°C, para luego una vez alcanzado todos los tiempos a
estudiar obtener los respectivos extractos celulares.

Lisar las células mediante 3 ciclos de congelaciéon (-80°C) /
descongelacion (37°C).

Centrifugar el cultivo lisado a 4000 g durante 20 minutos para obtener
una suspension virica libre de restos celulares.

Cuantificar los virus infecciosos en las diferentes suspensiones viricas
recogidas a cada uno de los tiempos a analizar, utilizando el calculo de
la TCIDs (ver apartado 5.2.3 del presente Capitulo).

Realizar un grafico de la TCIDso/ml en funcion de los tiempos

analizados.

Este estudio se realizdé 3 veces de forma independiente, realizando 2 réplicas

en cada caso.
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5.2.6 Analisis del reconocimiento de la poblacion HM175-HP

por anticuerpos monoclonales

El reconocimiento de la poblacion HM175-HP por los anticuerpos
monoclonales K34C8 y K24F2 (adquiridos en Commonwealth Serum
Laboratories (Victoria, Australia) dirigidos contra el sitio inmunodominante, y el
H7C27 (cedido por el Dr. R. Decker de Abbot Laboratories, lllinois, Estados
Unidos), dirigido contra el sitio de wunidn a glicoforina A (proteina
transmembrana, altamente glicosilada, presente en los eritrocitos), se analiz6
mediante un ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay) de captura. En
dicho ensayo, el VHA se capturaba con un suero convalesciente, HCS-2
(cedido por el Dr. R. Lluna del Hospital Militar de Barcelona, Espafia) con el
cual previamente se habia sensibilizado la placa, y se detectaba mediante los
MAbs K34C8, K24F2 o H7C27. El protocolo que se seguia se detalla a
continuacion:

- Afdadir a una placa de 96 pocillos (Sarstedt) de base chata 50 pl/pocillo
del anticuerpo policlonal HCS-2 diluido 1:10000 en tampdén de
recubrimiento o coating buffer. Dejar incubando durante una noche a
4°C.

- Realizar 3 lavados con 50 pl/pocillo de tampdn de ELISA.

- Bloquear la placa con 50 pl/pocillo de tampdn de ELISA e incubar a
37°C durante 1 hora.

- Realizar 3 lavados con 50 pl/pocillo de tampdn de ELISA.

- Adadir 50 upl/pocillo de la suspension virica concentrada (para su
obtencion ver apartado 5.2.4 del presente Capitulo), e incubar a 37°C
durante 2 horas. En cada ensayo se realizaban 8 réplicas por cada MAD.

- Realizar 3 lavados con 50 pl/pocillo de tampdn de ELISA.

- Adadir 50 pl/pocillo del MAb diluido en tampon de ELISA e incubar a
37°C durante 3 horas. Los MAbs K34C8 y H7C27 se utilizaban a una
dilucion 1:10000, en cambio el MAb K24F2 a una dilucion 1:250. Todos
los MAbs eran de ratén.

- Realizar 3 lavados con 50 pl/pocillo de tampdn de ELISA.

- Afadir 50 pl/pocillo del anticuerpo policlonal anti-IgG de ratén (Sigma®)
conjugado con peroxidasa, diluido 1:10000 en tampon de ELISA
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(siguiendo las instrucciones del fabricante). Incubar a 37°C durante 1
hora.

- Realizar 3 lavados con 50 pl/pocillo de tampdn de ELISA.

- Adadir 50 pl/pocillo de la solucién de revelado, tampon citrato-OPD (1,2,
fenilendiamina) e incubar a 37°C hasta la aparicion de color
(aproximadamente 10 minutos).

- Neutralizar la reaccion cromogénica con 25 pl/pocillo de acido sulfurico 1
M.

- Lectura de la absorbancia a 492 nm con un lector automatico ASYS
UVM 340.

Todas las incubaciones con la excepcion de la incubacion cuando se afadio la
solucion de revelado, se hicieron en un recipiente cerrado con una tapa con
agua en su interior para mantener la humedad. Este ensayo se realizé 3 veces

de forma independiente.

SOLUCIONES NECESARIAS:

Tampdn de Recubrimiento:

NACO3. .. 15 mM
NAHCO3..cc e 35 mM
En agua Milli-Q.

pH 9.6.

Conservar a 4°C durante un maximo de 15 dias.

Tampdn de ELISA:

B S A 3 mg/ml
Tween 20.......oooiiiiiiiie 0.05% (viv)
En PBS.

Conservar a -20°C.

Tampdn citrato:

(;itrato SOAICO. e, 30 mM
ACIAO CItrICO. . e, 20 mM
En agua Milli-Q.

Conservar a -20°C.
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Tampon citrato-OPD:

H202 (30%) e e 0.1% (v/v)
En tampon citrato.
Uso inmediato.

5.2.7 Analisis de las propiedades fisicas de la capside

Con el fin de estudiar la resistencia de la capside de la poblacion
HM175-HP del VHA, el virus fue incubado a alta temperatura, a pH acido y en
presencia de sales biliares. El tratamiento a alta temperatura se realizo
incubando el virus a una temperatura de 61°C durante 5 minutos; el de pH
acido se realizo incubando el virus a 37°C durante 1 hora a pH de 2; y para el
tratamiento con sales biliares, el virus se incubé a 37°C con 1% de sales
biliares (Bile salts mixture, Sigma®) durante 4 horas. Como control se utilizaba
la misma poblacion viral que en el caso de los diferentes tratamientos, pero en
este caso soOlo era sometida a incubacion a 37°C, sin ningun tipo de
tratamiento, durante los tiempos correspondientes.

Posteriormente a las diferentes incubaciones, se cuantificaba el titulo
viral infeccioso de la poblacion, segun el método de la TCIDsg que se detallé en
el apartado 5.2.3 del presente Capitulo. Comparando las cuantificaciones de la
poblacion con y sin tratamiento, se calculaban las caidas de los titulos después
de los respectivos tratamientos, expresandolas como Log1o(Ni/Ng), donde Ng
era el titulo infeccioso sin tratamiento, y N; era el titulo infeccioso después del
tratamiento. Los diferentes tratamientos se realizaron 3 veces de forma

independiente.

5.2.8 Analisis de la eficiencia de unién al receptor

El estudio de la eficiencia de union al receptor de la poblacion HM175-
HP se realizé cuantificando los virus infecciosos que quedaban en el
sobrenadante 60 minutos después de que la poblacién de estudio se inoculase
sobre monocapas de FRhK-4. El protocolo que se seguia se detalla a
continuacion:

- Preparar monocapas confluentes de células FRhK-4 en placas de 24
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pocillos (1 ml de células/pocillo).

- Aspirar con pipeta el medio de crecimiento de los pocillos e infectar las
monocapas con la poblacion HM175-HP a razon de 200 pl/pocillo
utilizando una m.o.i. de 1. Se hicieron 4 réplicas de la poblacién de
estudio.

- Inmediatamente de afadido el virus en los pocillos, se toman alicuotas
de 20 pl de cada una de las réplicas, lo cual corresponderia a tiempo O
minutos, y se pone a incubar la placa a 37°C durante 60 minutos en una
atmésfera enriquecida con un 5% en COa.

- Luego de transcurridos los 60 minutos tomar una nueva alicuota de 20 pl
de cada una de las réplicas.

- Cuantificar los virus infecciosos en las diferentes alicuotas recogidas
utilizando el calculo de la TCIDsy (ver apartado 5.2.3 del presente
Capitulo).

- Comparar los niveles de virus infecciosos obtenidos a los tiempos 0 y 60

minutos, para calcular el porcentaje de virus unido al receptor.

Este estudio se realizoé 3 veces de forma independiente.

5.2.9 Analisis de la cinética de desencapsidacién

Para los estudios de la cinética de desencapsidacion se utilizaba la
técnica clasica del rojo neutro [Crowther & Melnick, 1961]. Esta técnica se basa
en hacer replicar el virus en presencia de rojo neutro, de manera que las
particulas viricas que se producen contienen rojo neutro en el interior de la
capside. De esta manera, los virus se vuelven fotosensibles ya que a la luz
visible el rojo neutro sufre una reaccion de fotoxidacion que dana el genoma
del virus. Pero solamente son fotosensibles hasta el momento en que tiene
lugar la desencapsidacion del ARN, porque a partir de este momento el rojo
neutro queda diluido en el citoplasma de la célula, y entonces el ARN puede
continuar el ciclo replicativo con normalidad. A continuacion se detalla el
protocolo que se siguio:

- Preparar monocapas confluentes de células FRhK-4 en frascos de
cultivo de 25 cm?.
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Decantar el medio de crecimiento de los frascos e infectar la monocapa
con la poblacion HM175-HP con una m.o.i. de 1.

Incubar los frascos infectados a 37°C durante 60 minutos para permitir la
adsorcion del virus a las células.

Incorporar el medio post-infecciéon con un 2% de SFBi, con 0.05 pg/ml
de AMD y un 0.001% de rojo neutro (Neutral Red Solution, Sigma®).
Tapar los frascos infectados con papel de aluminio e incubar a 37°C
durante 7 dias.

Lisar las células mediante 3 ciclos de congelacion (-80°C) /
descongelacion (37°C), manteniendo siempre los frascos protegidos de
la luz.

En una habitacidon oscura, iluminada s6lo con luz roja, pasar los lisados
a tubos de 10 ml y taparlos con papel de aluminio.

Centrifugar el cultivo lisado a 4000 g durante 20 minutos para obtener
una suspension virica libre de restos celulares.

En una habitacion oscura, con ayuda de una luz roja, inocular placas de
96 pocillos con diluciones seriadas 1:10 en PBS de la suspensién virica
de HM175-HP, tal y como se describio para el calculo de la TCIDsg en el
apartado 5.2.3 de este Capitulo. Como control negativo se afadia el
mismo volumen de PBS a los 8 pocillos de una columna en cada placa.
Incubar las placas a 37°C durante 60 minutos en una atmdsfera
enriquecida con un 5% en COg, y tapadas con papel de aluminio, para
qgue se de la adsorcién de los virus.

En una habitacion oscura, afnadir el medio post-infeccién con un 2% de
SFBi y volver a poner las placas tapadas con papel de aluminio a 37°C
en una atmésfera enriquecida con 5% de CO..

Exponer las placas bajo la luz blanca durante 15 minutos a los tiempos
de 1, 3, 6, 12 y 24 horas después de la inoculacion, teniendo en cuenta
que inicialmente se infectaban tantas placas como tiempos a analizar.
Como control se infectaba una placa que se mantenia siempre tapada y
protegida de la luz hasta el momento de la lectura, y una placa que se
exponia a la luz a tiempo 0 hora.

Volver a poner las placas expuestas a la luz blanca a 37°C en una
atmosfera enriquecida con 5% de CO,, sin necesidad de taparlas con
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papel de aluminio.

- Dejar incubando las placas durante 11 dias.

- Realizar las lecturas de presencia/ausencia de ECP para cada pocillo
infectado a los 8 a 9 dias, y efectuar una lectura adicional y definitiva a
los 11 dias, momento en el que se consideraba que la lectura ya no
cambiaria.

- Calcular la TCIDsg en cada uno de los tiempos estudiados.

- Calcular el tiempo necesario para la desencapsidacién del 50% de los
virus (UTsp) a partir de la cinética de desencapsidacion de HM175-HP.

Este estudio se realizé 3 veces de forma independiente.

5.2.10 Analisis de la infectividad especifica

Para llevar acabo este analisis, se infectaban frascos de cultivo de T-25
cm? utilizando una m.o.i. de 1 de la poblacion HM175-HP, siguiendo el
protocolo detallado en el apartado 3.2.2.1 del Capitulo 3. Las monocapas
infectadas se incubaban 7 dias a 37°C, tiempo en el cual se recogian los
sobrenadantes sin lisar las células con 3 ciclos de congelacion /
descongelacion. Las infectividades especificas se determinaban utilizando el
titulo de virus infecciosos y genomas presentes en el sobrenadante de las
células infectadas a los 7 dias post-infeccidn. La cuantificacion de los virus
infecciosos, obtenida a través del calculo de la TCIDso/ml descrito en el
apartado 5.2.3 del presente Capitulo, se comparaba con la cuantificacion de las
copias gendmicas/ml, obtenida mediante la RT-PCR a tiempo real de la region
5'NCR de la poblacién HM175-HP. El protocolo de la RT-PCR a tiempo real de
la region 5’NCR era similar al descrito por Costafreda y colaboradores
[Costafreda et al., 2006], pero en este caso se utilizé el kit Platinum® qRT-PCR
ThermoScript™ One-Step System (Invitrogen).

La RT-PCR a tiempo real se llevd a cabo siguiendo los pasos que se
detallan a continuacion:

1) Conformacion de la siguiente mezcla de reaccion por cada muestra:
- 6.525 pl de agua destilada libre de DNasa/RNasa (Gibco®, Life

Technologies™)
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- 12.5 pyl de ThermoScript Reaction Mix 2X (Invitrogen) (concentracion
final 1X)

- 0.125 pl del primer HAV 68 (ver Tabla 16) a una concentracion de 100
MM (concentracion final 0.5 pM)

- 0.225 pl del primer HAV 240 (ver Tabla 16) a una concentracion de 100
MM (concentracion final 0.9 pM)

- 0.125 pyl de la sonda HAV 150 (-) (ver Tabla 16) a una concentracion de
50 uM (concentracion final 0.25 uM)

- 0.5 yl de Tag Enzyme Mix (Invitrogen)

2) A la mezcla de reaccion se le afadieron 5 pl del extracto de acidos

nucleicos, obteniendo asi un volumen final de 25 pl.

3) El volumen final se incubé:
- 55°C durante 60 minutos (realizacion de la RT)
- 95°C durante 5 minutos (desnaturalizacion inicial)
- 45 ciclos de 95°C / 15 segundos, 60°C / 1 minuto y 65°C / 1 minuto
(desnaturalizacion, hibridacion y extension, respectivamente), en el
termociclador de real-time Mx3000P (Stratagene). La fluorescencia se

media al final de cada ciclo.

Este estudio se realizé 3 veces de forma independiente.

La determinacién de la infectividad especifica en sobrenadante luego de
7 dias post-infeccion, sin forzar la lisis celular, servia como una estimacion del
numero de virus necesarios para llevar a cabo un ciclo infeccioso, y no como

una medida de los virus infecciosos producidos a partir de cada genoma.

Tabla 16._Primers y sonda utilizados para la realizaciéon de la RT-PCR a tiempo real de la
region 5’NCR.

Primer Secuencia

HAV 68 5 TCACCGCCGTTTGCCTAG 3’

HAV 240 5 GGAGAGCCCTGGAAGAAAG 3’
HAV 150 (-) 5 TTAATTCCTGCAGGTTCAGG 3’
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5.2.11 Analisis de la morfologia de las calvas

Con el objetivo de observar la velocidad de replicacion de la poblacién
HM175-HP, se realizé un ensayo de unidades formadoras de calvas o PFUs
(plaque forming unit), con la intencion de analizar la morfologia y
especialmente el tamafio de las calvas generadas por esta poblacion, ya que
en general, calvas mas grandes indican una mayor velocidad de replicacion. El
protocolo utilizado, descrito inicialmente por Cromeans y colaboradores
[Cromeans et al., 1987], era el siguiente:

- Preparar monocapas confluentes de FRhK-4 en placas de 6 pocillos (3
ml de células/pocillo).

- Aspirar con pipeta el medio de crecimiento de los pocillos e infectar las
monocapas con diluciones seriadas 1:10 en PBS de la poblacion
HM175-HP, a razén de 200 pl/pocillo. Se infectd con las diluciones 107 a
107 del virus y un pocillo con PBS como control negativo.

- Incubar las placas de 6 pocillos infectadas a 37°C durante 60 minutos
para permitir la adsorcion de los virus a las células.

- Adadir 3 ml/pocillo de medio post-infeccién conocido como “overlay” que
esta formado a partes iguales de medio MEM 2% SFBi 2X y agarosa 1%
(SeaPlaque® GTG® Agarose, Lonza) y de 1ml de MgCL; 1.3 M por cada
50 ml del medio descrito anteriormente (concentracion final 26 mM). Se
anadio también 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 atmdsfera enriquecida con 5% de
CO..

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

- Descartar el formaldehido con pipeta y retirar la capa de agarosa
(“overlay”).

- Teiir las calvas afiadiendo una solucién de cristal violeta a razén de 1 a
2 ml/pocillo y dejar tifiendo unos 30 minutos a temperatura ambiente.

- Descartar el cristal violeta con pipeta y lavar con agua destilada el

exceso de colorante.
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- Dejar secar las placas y medir el diametro de las calvas.

Este estudio se realizdé 2 veces de manera independiente, haciendo 2 réplicas

en cada caso.

SOLUCIONES NECESARIAS:

MEM 2% SFBi 2X:
Se prepara con sales de Earle y de la misma forma que el MEM 1X pero a una
concentracion 2X y se suplementa con:

SFBi i 4% (viv)
L-Glutamina (400 MM)..........uuiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeee, 8 mM
NEAA (100 X).nneieeiiie e 2X
HEPES (1 M), 30 mM
Bicarbonato (7.5% (p/V))....cccoviiiiiiits 4% (viv)
Penicilina/Estreptomicina........... 200 U/ml/200 pg/ml

En MEM 2X con sales de Earle autoclavado 15 minutos.
Suplementar en condiciones de esterilidad.

Agarosa 1%:

Se prepara una solucion 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.

MgCly:

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

Medio post-infeccion “overlay”:

Se mezcla a partes iguales el MEM 2% SFBi 2X y la agarosa al 1% con tal de
obtener MEM 2% SFBi 1X con un 0.5% de agarosa, y se afade el MgCl, 1.3 M
para tener una concentracion final de 26 mM de MgCl..

Solucién de cristal violeta:

Cristal violeta............ccoo i 1.3 g/l
Formaldehido 37%.......cccvvviviiiiiiiiiins 30% (v/v)
Alcohol isopropilico 95%.........cccccciiiiiiiinnnnee. 5% (viv)
En agua Milli-Q.

Diluir 1:2 antes de utilizar esta solucion.
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5.2.12 Analisis estadistico

Para determinar si habia diferencias estadisticamente significativas entre
los resultados obtenidos en los diferentes estudios con la poblacion HM175-
HP, y los resultados obtenidos previamente en nuestro laboratorio con las
poblaciones LO, FO.05LA, FO.2LA, R0O.05NA (F0.2LA transferida a multiplicar en
0.05 pg/ml de AMD luego de 5 pasajes) y R0.05A (FO.2LA transferida a
multiplicar en 0.05 ug/ml de AMD luego de 20 pasajes), se utilizé el test t-
Student. Los resultados de los diferentes estudios se expresaron como la

media * el error estandar.
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5.3 RESULTADOS

5.3.1 Origen de la poblacién de rapido crecimiento HM175-HP

Con el objetivo de seleccionar una poblacion de replicacion rapida, se
llevé a cabo un proceso de molecular breeding entre las poblaciones FO.05LA y
FO.2LA del VHA en células FRhK-4, en un ambiente con silenciamiento celular
moderado (0.05 pg/ml de AMD). De esta forma, al cabo de 30 pasajes se
obtuvo una poblacion con wuna produccidn virica expresada como el
Log1o(TClIDso/célula) de 2.27 + 0.07, la cual es significativamente superior
(p<0.05) a sus poblaciones parentales y a LO, que poseen valores que van
desde 1.39 a 1.64 Log1o(TClIDsg/célula) (ver Tabla 17), la cual se denomind
HM175-HP. Es importante aclarar que tanto en la Tabla 17 como en la mayoria
de los analisis llevados a cabo en este Capitulo, se realizaron comparaciones
entre la poblacion HM175-HP y las poblaciones de FO.05LA y FO.2LA por ser
las parentales y con LO porque es la poblacién original a partir de la cual se
obtuvo el resto de las poblaciones. Asimismo, se realizaron comparaciones
también con las poblaciones R0.05NA y RO0.05A que son la poblacion de
FO.2LA puesta a replicar nuevamente en condiciones de 0.05 ug/ml de AMD, al
cabo de 5 y 20 pasajes, respectivamente, ya que la poblacion HM175-HP se
obtuvo en un ambiente de silenciamiento celular moderado inducido por la

presencia de 0.05 pg/ml de AMD.

Tabla 17._Produccién virica expresada como la media * error estandar del
Log1o(TCIDsg/célula) de poblaciones del VHA. En negrita se sefiala el valor correspondiente a la
poblacién de rapido crecimiento o HM175-HP. Las diferencias estadisticamente significativas
(p<0.05) entre las poblaciones, se sefalan utilizando el criterio de letras a=ab; ab=b; a#b; etc,...

Poblacién Log1o(TCIDso/célula)
LO 1.43 +0.04 a
F0.05LA 1.64 +0.05a
FO.2LA 1.39+0.14 a
R0.05NA 0.85+0.25b
R0.05A 1.60+0.18 a
HM175-HP 2.270.07c

Para estudiar la velocidad de replicacion de la poblacion HM175-HP, se

realizdé una curva de one-step growth, midiendo los titulos virales expresados
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como la TCIDsg/ml a las 12 horas y 1, 2, 3, 5 y 7 dias post-infeccién, tal como
se detall6 en el apartado 5.2.5 del presente Capitulo. Los resultados obtenidos
se compararon con los obtenidos previamente para la poblacion de LO, que es
la poblacion adaptada a cultivo celular creciendo en ausencia de AMD (ver
Figura 65). Al observar los resultados de la one-step growth se vio claramente
como el titulo viral expresado como la TCIDse/ml, era superior para la poblacion
HM175-HP que para la poblacién LO, a lo largo de los diferentes dias en los
cuales se llevo a cabo el experimento. Ademas, se observd que la poblacion
HM175-HP llega antes a alcanzar su valor maximo de titulo viral,
consiguiéndolo a los 3 dias post-infeccidon, mientras que LO lo consigue a los 5
dias post-infeccion. Esta reduccién en los tiempos para la obtencién de un
mayor titulo viral es muy importante y util, ya que el VHA como se ha
comentado en apartados anteriores, es un virus que replica muy lento (dias en

vez de horas) y produce poca cantidad de antigeno.

108 - 3 ¢ 3

107 i

106 -

TCID5g/ml

10° 4 o— HM175-HP

—o— L0

T T T T T T T

0 1 2 3 4 5 6 7
Dias post-infeccién

Figura 65._Curva one-step growth en células FRhK-4 de las poblaciones HM175-HP y LO. Los
titulos viricos se expresan como la TCIDso/ml.

Como estudio complementario a la curva one-step growth, se realizé un
ensayo de unidades formadores de calvas o PFUs, con la intencion de analizar
su tamafo en el caso de la poblacion HM175-HP, ya que en general, calvas

mas grandes indican una mayor velocidad de replicacion. El resultado fue
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sorprendente, ya que se obtuvo una media de diametro de calvas de 1.07
0.05 cm en presencia de 0.05 ug/ml de AMD (ver Figura 66). Si bien este valor
se encuentra dentro de los rangos obtenidos para otros virus, esta muy lejos de
parecerse a los valores obtenidos para el VHA, principalmente al valor de 0.20
+ 0.02 cm de la poblacion de LO en ausencia de AMD (ver Tabla 18). A su vez,
todas las poblaciones comparadas tienen un mayor tamafo de calvas que LO,
tanto en presencia como en ausencia de AMD. También es interesante
destacar el hecho que en condiciones de shut-off celular inducido
artificialmente, la mayoria de las poblaciones comparadas presentaban unos
diametros de calvas significativamente superiores (p<0.05) a los diametros de
las calvas que generaban en ausencia de AMD.

05LA

0.61+0.04 cm 0.71+0.04 cm

HM175-HP

1.07£0.05 cm

Figura 66._Calvas generadas luego de la infeccion de células FRhK-4 con las poblaciones LO
(0.00 pg/ml de AMD), F0.05LA (0.05 pug/ml de AMD), F0.2LA (0.05 pg/ml de AMD) y HM175-HP
(0.05 pg/ml de AMD).
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Tabla 18._Diametro de las calvas (en centimetros) generadas por infecciones de células FRhK-
4 con poblaciones del VHA, en presencia de 0.05 pg/ml y ausencia de AMD, expresados como
la media % error estandar. En negrita se sefala el valor correspondiente a la poblacion HM175-
HP. Las diferencias estadisticamente significativas (p<0.05) entre las poblaciones se sefalan
utilizando el criterio de letras a=ab; ab=b; a#b; etc,... y en mindscula. Las diferencias
estadisticamente significativas (p<0.05) entre las condiciones de ausencia y presencia de AMD
para una poblaciéon determinada, se indican siguiendo el mismo criterio de letras pero en
mayuscula.

Poblacion Diametro de calva (cm) | Diametro de calva (cm)
en ausencia de AMD en presencia de AMD

LO 0.20 + 0.02 a A* 0.28 + 0.03 a B*
F0.05LA 0.53 + 0.03 b A* 0.61 + 0.04 bc A*
F0.2LA 0.50 + 0.04 b A* 0.71+0.04 c B*
R0.05NA 0.50 + 0.02 b A* 0.59 + 0.04 b B*
R0.05A 0.53 +0.03 b A* 0.55+0.06 b A*
HM175-HP 0.80+0.09cA 1.07 £ 0.05d B

* Valores extraidos de Costafreda et al., 2014.

5.3.2 Caracteristicas biolégicas de la poblacion de rapido

crecimiento del VHA en relacidon a su uso de codones

Desde un punto de vista molecular, analizando las secuencias consenso
de las poblaciones parentales (FO.05LA y FO.2LA), LO y HM175-HP, se vio que
la poblacién de rapido crecimiento poseia en su genoma una mezcla de
marcadores. Poseia 8 marcadores genéticos provenientes de FO0.05LA
distribuidos a lo largo de todo su genoma y 8 marcadores provenientes de LO,
de los cuales 7 eran compartidos con F0.05LA también. En tanto, no se
encontraron marcadores genéticos provenientes de FO0.2LA. Ademas en
HM175-HP se encuentran las 3 mutaciones en el IRES en las posiciones 359,
590 y 726 (de las cuales se hablé en el Capitulo 2) (ver Figura 67), y que le
confieren una mayor actividad al mismo. Las poblaciones FO.05LA y FO.2LA
difieren entre si en tan sélo 9 posiciones a lo largo de todo su genoma, lo cual

representaria aproximadamente un 0.2% de sus secuencias completas.
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Figura 67._Marcadores genéticos en las secuencias consenso de los genomas de las
poblaciones de LO, FO.05LA, F0.2LA y HM175-HP, que permiten diferenciarlas entre si. Imagen
adaptada de la tesis doctoral en preparacién de Francisco Pérez-Rodriguez.

Tal y como se estudid en los capitulos anteriores, al analizar las
cuasiespecies de LO, FO.05LA, FO.2LA y HM175-HP se encontr6 una
variabilidad de clones con diferentes cambios en el uso de codones para las
regiones de VP1 y VP3, siendo la variabilidad encontrada en VP1 mucho mas
relevante. A su vez, dentro de las 4 poblaciones estudiadas, fue en HM175-HP
donde se observaron diferencias significativas mas relevantes en sus tasas de
traduccion respecto a L0O. Por tanto, con el fin de saber si los cambios en el uso
de codones de HM175-HP, que le brindan una mayor tasa de traduccion,
pueden afectar el plegamiento de las proteinas estructurales y ocasionar
cambios en la conformacion de la capside, se estudiaron diversas
caracteristicas. En primer lugar, se analiz6 la estructura antigénica de la
poblacion HM175-HP mediante el reconocimiento con los anticuerpos
monoclonales K34C8 y K24F2, que reconocen un epitopo sélo presente en la
capside y el epitopo inmunodominante presente en la capside y protomeros,
respectivamente, y el H7C27, que interacciona con el sitio de union a la
glicoforina A (ver Tabla 19). Se encontr6 que los valores de reconocimiento por
parte del MAb H7C27 en HM175-HP, no presentaban diferencias significativas
(p>0.05) con respecto a LO y FO.2LA. Sin embargo, su reconocimiento (0.23 £
0.036) era significativamente inferior a los valores obtenidos para F0.05LA,
R0O.05NA y RO0.05A (0.37 %+ 0.005, 0.37 += 0.010 y 0.36 + 0.009,
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respectivamente). En cuanto al reconocimiento con el Mab K34C8, el valor
obtenido de 0.11 £ 0.031 para HM175-HP, era significativamente inferior al
resto de las poblaciones. Y en lo que respecta al reconocimiento por parte del
MAb K24F2, el 0.028 obtenido para HM175-HP fue
significativamente inferior (p<0.05) a los valores obtenidos para LO y F0.2LA,

valor de 0.13

pero no se encontro diferencias significativas con FO.05LA, R0.05NA y RO.05A.

Tabla 19._Reconocimiento de poblaciones del VHA por los anticuerpos monoclonales H7C27,
K34C8 y K24F2. Los valores se expresan como la media % error estdndar. En negrita se sefiala
el valor correspondiente a la poblacion HM175-HP. Las diferencias estadisticamente
significativas (p<0.05) entre las poblaciones se sefalan utilizando el criterio de letras a=ab;
ab=b; a#b; etc,...

Poblacién Absorbancia 492 | Absorbancia 492 | Absorbancia 492
nm de H7C27 nm de K34C8 nm de K24F2
LO 0.20 + 0.001 a* 0.22 + 0.001 a* 0.28 + 0.002 a*
F0.05LA 0.37 + 0.005 b* 0.89 + 0.030 b* 0.12 + 0.005 b*
FO.2LA 0.25 + 0.004 a* 0.25 + 0.002 a* 0.18 + 0.006 c*
R0.05NA 0.37 +0.010 b* 0.99 + 0.006 b* 0.12 + 0.002 b*
R0.05A 0.36 + 0.009 b* 1.02 + 0.004 b* 0.11 + 0.003 b*
HM175-HP 0.23 £ 0.036 a 0.11+0.031 ¢ 0.13+0.028 b

* Valores extraidos de Costafreda et al., 2014.

Teniendo en cuenta el hecho de que los clones encontrados en las
diferentes cuasiespecies poseen reemplazamientos de aa, podria explicar la
existencia de cambios en el reconocimiento por los diferentes MAbs entre las
poblaciones. Sin embargo, ninguno de los reemplazos de aa detectados estaba
localizado en los epitopos descritos para el VHA. Asimismo, el replicar en
condiciones de silenciamiento celular también podria afectar el plegamiento de
la capside. De hecho, la poblacién RO.05NA que proviene de FO.2LA luego de
replicar 5 pasajes en presencia de 0.05 yg/ml de AMD y es practicamente
idéntica a ella a nivel gendbmico, mostré un comportamiento muy diferente en
cuanto al reconocimiento por los diferentes anticuerpos en comparaciéon a
FO.2LA (ver Tabla 19). Por lo tanto, el plegamiento se veria influenciado por las
concentraciones de ARNt presentes, y por consiguiente de la duracién de las
pausas ribosomales durante la sintesis proteica.

Ademas, se calcularon las ratio entre el reconocimiento de los MAbs
H7C27 y K24F2, y entre K34C8 y K24F2, para normalizar las diferencias en la
produccion de antigeno entre las poblaciones, asi como también entre las
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variaciones interensayo (ver Tabla 20). Para la poblacién HM175-HP se vio que
la ratio H7C27/K24F2 era significativamente superior al resto de las
poblaciones, y que la ratio K34C8/K24F2 era similar a la encontrada en
RO.05NA, pero significativamente superior a LO, FO.05LA y FO.2LA, y
significativamente inferior a RO.05A (ver Tabla 20). Estos resultados nos
estarian indicando que a excepcién de LO, en el resto de las poblaciones el
epitopo H7C27 y en menor media el de K34C8 son mas accesibles que el de
K24F2.

Tabla 20._Ratio entre el reconocimiento de los MAbs H7C27 y K24F2 y entre K34C8 y K24F2.
Los valores se expresan como la media £ error estdndar. En negrita se sefiala el valor
correspondiente a la poblacion HM175-HP. Las diferencias estadisticamente significativas
(p<0.05) entre las poblaciones se sefalan utilizando el criterio de letras a=ab; ab=b; a#b; etc,...

Poblacién Ratio H7C27/K24F2 Ratio K34C8/K24F2
LO 0.702 + 0.010 a* 0.783 + 0.020 a*
FO0.05LA 3.001 + 0.070 b* 1.833 + 0.050 b*
FO.2LA 1.380 + 0.050 c* 1.397 + 0.050 c*
R0O.05NA 3.032 + 0.050 b* 2.045 + 0.050 d*
R0.05A 3.232 + 0.060 d* 2.300 + 0.060 e*
HM175-HP 3.930+0.170 e 2.090 £ 0.090 d

* Valores extraidos de Costafreda et al., 2014.

En segundo lugar, se analizd la estabilidad de la poblacion de rapido
crecimiento en condiciones extremas de temperatura (61°C durante 5 minutos),
pH (pH 2 durante 1 hora), y sales biliares (1% durante 4 horas). Los analisis se
llevaron a cabo calculando el Log+o de la reduccion entre los titulos infecciosos
antes y después del tratamiento, obtenidos segun el calculo de la TCIDsq (ver
apartado 5.2.3 del presente Capitulo) (ver Tabla 21). Al comparar los resultados
obtenidos de la poblacion HM175-HP con los previamente obtenidos para las
poblaciones parentales y LO, se observé que HM175-HP tiene una estabilidad
similar a la que posee la poblacién de LO, ya que no se encontraron diferencias
significativas (p>0.05) en las caidas de titulo virico en las 3 condiciones
extremas analizadas (ver Tabla 21).
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Tabla 21._Estabilidad de diferentes poblaciones del VHA en condiciones de alta temperatura,
pH acido y sales biliares. Las caidas del titulo virico en las diferentes condiciones se expresan
como el Logqo(Ni/Ng), donde Ny corresponde al titulo infeccioso antes del tratamiento, y N; al
titulo infeccioso después del tratamiento. Los valores se expresan como la media * error
estandar. En negrita se sefiala el valor correspondiente a la poblacion HM175-HP. Las
diferencias estadisticamente significativas (p<0.05) entre las poblaciones se sefalan utilizando
el criterio de letras a=ab; ab=b; a#b; etc,...

Poblacién 6_1 °C pH 2 1% sales biliares
5 minutos 1 hora 4 horas

LO -1.30 £ 0.15 a* -0.64 + 0.05 a* 0.12+0.11 a*
F0.05LA -1.50 + 0.25 a* -1.38 £ 0.11 b* -0.69 + 0.18 bc*
FO.2LA -2.60 + 0.10 b* -2.93+0.11c* -1.06 + 0.13 b*
R0.05NA -1.25 +0.25 a* -0.31 £ 0.04 d* -0.75 + 0.21 bc*
R0.05A -1.81 + 0.56 ab* -3.49 £0.10 e* -0.44 +0.03 c*
HM175-HP -1.21+0.08 a -0.46 £ 0.04 a 0.042 £ 0.04 a

* Valores extraidos de Costafreda et al., 2014.

Si bien a altas temperaturas solo se observaron diferencias significativas
de estabilidad entre todas las poblaciones con respecto a F0.2LA, siendo el
valor de caida de titulo de esta ultima mucho mayor que el resto, con un valor
de -2.60 + 0.10, en las otras 2 condiciones si se encontraron mas diferencias.
En presencia de pH 2, los fenotipos de LO y HM175-HP fueron los segundos
mas estables con una caida de -0.64 £ 0.05 y -0.46 + 0.04, respectivamente,
siguiendo al de la poblacion RO.05NA con un valor de -0.31 + 0.04. Ademas, en
esta condicion se vio que los fenotipos menos estables eran los
correspondientes a FO.2LA y R0.05A, con valores de -2.93 + 0.11 y -3.49
0.10, respectivamente (ver Tabla 21). En presencia de sales biliares el fenotipo
de LO era el mas estable junto al de HM175-HP en comparacion con el resto de
las poblaciones, no encontrandose una caida en sus titulos virales respectivos.
Por tanto, las sales biliares a una concentracion del 1% no tenian efecto
negativo en las capsides de LO y HM175-HP, pero si en el resto de las
poblaciones. Se encontré una vez mas que la poblacién F0.2LA tiene un
fenotipo poco estable, siendo en esta condicidn la que posee una mayor caida
de su titulo viral al tener un valorde -1.06 + 0.13 (ver Tabla 21).

En tercer lugar, con el fin de estudiar si los cambios observados en la
conformaciéon de la capside de la poblacion HM175-HP podian tener algun
efecto en el inicio del ciclo replicativo, lo cual colaborase a explicar una mayor
produccion viral, se llevaron a cabo algunos ensayos. Por un lado, se analizé la

capacidad de union al receptor de las células FRhK-4 de esta poblacion, y se la
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comparé con los valores previamente obtenidos para las poblaciones
parentales y LO (ver Figura 68).

Tal y como se puede observar en la Figura 68, la poblacion HM175-HP
posee una eficiencia de unidén al receptor del 45.21 + 8.91%, la cual es
significativamente inferior (p<0.05) a LO, FO.05LA, FO0.2LA y RO.05NA que
tienen eficiencias que van desde el 63.5 al 73.1%. Sin embargo, no se
encontraron diferencias significativas con la poblacién R0.05A.
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Figura 68._Porcentaje de union al receptor de células FRhK-4 de diferentes poblaciones del
VHA. Cada poblacién era inoculada en monocapas confluentes de células FRhK-4, y a tiempo
0 y 60 minutos se recogian y titulaban alicuotas de 20 pl de in6culo segun el método de la
TCIDso/ml. La diferencia en el titulo de virus infeccioso entre 0 y 60 minutos correspondia a los
virus que se habian unido al receptor. Las diferencias estadisticamente significativas (p<0.05)
entre las poblaciones se sefialan utilizando el criterio de letras a=ab; ab=b; a#b.

Por tanto, la mayor productividad viral observada en HM175-HP no se
puede explicar por una unidn al receptor mas eficiente, ya que su valor es
significativamente inferior al de sus parentales. No obstante, el cambio en el
uso de codones que posee con respecto a sus parentales, estaria influyendo
para que haya una pérdida de eficiencia en la union al receptor.

Otra caracteristica de la poblacion HM175-HP que se estudié fue su
eficiencia de desencapsidacion, ya que cambios en el plegamiento de las
proteinas de la capside podrian interferir en este proceso. Por tanto, con este
objetivo se llevd a cabo un ensayo para calcular el tiempo que necesitaba la

poblacion HM175-HP para conseguir la desencapsidaciéon del 50% de las
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particulas viricas (UTso), y se lo compard con los valores de las poblaciones
parentales y LO obtenidos previamente (ver Tabla 22).

Tabla 22._Tiempo necesario para conseguir la desencapsidacion del 50% de los virus (UTsp)
en diferentes poblaciones del VHA. Los valores se expresan como la media + error estandar.
En negrita se sefala el valor correspondiente a HM175-HP. Las diferencias estadisticamente
significativas (p<0.05) entre las poblaciones se sefalan utilizando el criterio de letras a=ab;
ab=b; a#b; etc,...

Poblacién UTso (horas)
LO 18.53 + 0.55 a*
F0.05LA 17.51 £ 1.76 a*
FO.2LA 8.18 + 2.79 b*
R0.05NA 12.10 + 1.09 bc*
R0.05A 14.11+£1.29 ¢*
HM175-HP 13.71+1.15¢

* Valores extraidos de Costafreda et al., 2014.

Tal y como se puede ver en la Tabla 21, la poblacion HM175-HP ha
evolucionado para tener un tiempo de desencapsidacién de 13.71 + 1.15 horas,
el cual es significativamente inferior (p<0.05) a los valores obtenidos para LO
(18.53 + 0.55) y FO.05LA (17.51 + 1.76). Este resultado podria compensar la
pérdida de eficiencia de union al receptor que posee HM175-HP en
comparacion a estas poblaciones, como se vio anteriormente. Por tanto, sélo
podria contribuir parcialmente al mayor titulo viral encontrado en HM175-HP.
Sin embargo, no se encontraron diferencias significativas con respecto a los
valores de UTsp de RO.05NA y RO0.05A; y el valor de HM175-HP fue
significativamente superior (p>0.05) al obtenido para FO0.2LA (8.18 + 2.79) en
condiciones de 0.20 pg/ml de AMD (ver Tabla 22). Este ultimo caso es
coherente y esperable, ya que una alta eficiencia de unién al receptor, en
combinacion con tiempos de desencapsidacibn mas cortos, permitiria su
supervivencia en condiciones de viabilidad celular reducida, como lo es en
presencia de 0.20 pg/ml de AMD.

Finalmente, a partir de las cuantificaciones de los virus infecciosos y las
copias genomicas en los sobrenadantes de cultivo de las células infectadas, se

calculo la infectividad especifica de la poblacion HM175-HP y se la compar6
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con las obtenidas para las poblaciones parentales y LO (ver Tabla 23). Se
entiende como infectividad especifica a la relacion entre el numero de
particulas infecciosas y el de particulas fisicas (genomas), lo cual también
puede interpretarse como el numero de particulas necesarias para llevar a

cabo un ciclo replicativo infeccioso.

Tabla 23._Infectividad especifica de diferentes poblaciones del VHA. Se calcula como el
numero de particulas viricas necesarias para llevar a cabo un ciclo replicativo. Los valores se
expresan como la media + error estandar. En negrita se sefala el valor correspondiente a
HM175-HP. Las diferencias estadisticamente significativas (p<0.05) entre las poblaciones se
sefalan utilizando el criterio de letras a=ab; ab=b; a#b.

Poblacién Infectividad especifica
LO 0.04 £ 0.01 a* 1125 a*
F0.05LA 0.07 £0.03 a* 114 a*
FO.2LA 0.04 £ 0.02 a* 1125 a*
R0.05NA 0.32+0.05 b* 1/3 b*
R0.05A 0.26 + 0.01 b* 1/4 b*
HM175-HP 0.25+0.05b 1/4 b

* Valores extraidos de Costafreda et al., 2014.

Analizando la Tabla 23, se ve que la poblacion HM175-HP posee un
valor de infectividad especifica de 0.25 * 0.05, el cual es significativamente
superior (p<0.05) a los valores obtenidos para LO (0.04 + 0.01) y las
poblaciones parentales FO0.05LA y FO0.2LA (0.07 £ 0.03 y 0.04 + 0.02,
respectivamente). Es decir, la relacion entre las particulas infecciosas y fisicas
pasaba de ser 1/25 en las poblaciones de LO y FO.2LA, y 1/14 en FOO5LA, a
valores de 1/4 en la poblacion HM175-HP. A su vez, no se encontraron
diferencias significativas entre las infectividades especificas de R0.05NA (1/3),
RO.05A (1/4) y HM175-HP (1/4). Por tanto, teniendo en cuenta que la
infectividad especifica nos informa de cuantas particulas viricas son necesarias
para completar un ciclo infeccioso, estos resultados estarian indicando que la
poblacion HM175-HP requiere de menos particulas viricas que sus poblaciones
parentales y que LO. De esta forma, estos resultados ayudarian a explicar en
parte, la mayor produccion virica que posee la poblacion HM175HP, que la

convierte en una poblacion de rapido crecimiento.
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5.4 DISCUSION

El lento crecimiento del VHA en cultivo celular (dias en vez de horas) y
la baja produccién de antigeno, tiene como consecuencia que las vacunas
existentes contra este virus, tengan un costo altamente elevado. Por esta
razon, durante los ultimos 10 afios, en nuestro laboratorio se ha venido
trabajando para obtener una poblacién de crecimiento rapido del VHA que
permitiese la obtencidon de una mayor produccion de antigeno viral. De esta
forma, se llevé a cabo un proceso de molecular breeding entre las poblaciones
FO.05LA y FO0.2LA del VHA, en células FRhK-4 con un ambiente de
silenciamiento celular moderado (0.05 pg/ml de AMD). El propésito de este
proceso era tratar de inducir algun evento de recombinacion y/o cooperacion
entre ambas poblaciones parentales, de modo que se seleccionara una
poblacién que adquiriese las caracteristicas ventajosas de cada una de ellas.
Esto seria, una alta eficiencia de unién al receptor que posee la poblacion de
FO.05LA (73.1 £ 3.6 %) y un tiempo de desencapsidacion relativamente bajo
para los estandares del VHA (12.10 + 1.09 horas), que posee la poblacion
FO.2LA cuando se la pone a multiplicar nuevamente en condiciones de 0.05
pg/ml de AMD (RO.05NA) [Costafreda et al., 2014]. De lo contrario, de no
conseguir recombinacién, intentar lograr que la poblacion F0.05LA se
beneficiase al comienzo de su ciclo infectivo de la poblacién FO.2LA en las
células co-infectadas con ambos virus, ya que al desencapsidar mas rapido,
empieza con la traduccion de su genoma antes. Esto permitiria que la
poblacion FO0.2LA produciese polimerasa antes de que FO0.05LA sintetice la
suya, y de esta manera poder obtener una mayor produccion viral por parte de
FO.05LA al utilizar en primera instancia la enzima producida por FO.2LA. Asi, al
cabo de 30 pasajes se obtuvo una poblacion de replicacion rapida que se
denominé HM175-HP, y que posee un valor de Log1o(TClIDso/célula) de 2.27 +
0.07 (ver Tabla 17). Este valor es significativamente superior a los obtenidos
para las poblaciones parentales FO.05LA (1.64 + 0.05) y FO.2LA (1.39 = 0.14),
asi como para la poblacion LO (1.43 + 0.04), y las poblaciones R0.05NA (0.85 +
0.25)y RO.05A (1.60 + 0.18) que corresponden a la poblacion FO.2LA puesta a
replicar nuevamente en condiciones de 0.05 pyg/ml de AMD al cabo de 5y 20
pasajes, respectivamente (ver Tabla 17). Estas 2 ultimas poblaciones fueron
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tenidas en cuenta a la hora de hacer comparaciones de las diferentes
caracteristicas, ya que la poblacion HM175-HP se obtuvo en un ambiente con
silenciamiento celular moderado.

Estos altos titulos virales relativos para la poblacion HM175-HP, estan
en acuerdo con los resultados obtenidos en el ensayo de unidades formadoras
de calvas. La poblacion HM175-HP fue la que presenté un mayor diametro de
calva, con un valor de 1.07 £ 0.05 cm en presencia de 0.05 pg/ml de AMD (ver
Figura 66 y Tabla 18), en comparacion a las poblaciones parentales, y
RO.05NA y R0.05A para las que se obtuvieron valores que oscilan entre los
0.55 a 0.71 cm, y mas significativamente aun con respecto a la poblacion LO
que soélo presentd un diametro de 0.28 + 0.03 cm (ver Tabla 18). Estos
resultados ponen en evidencia la importancia del silenciamiento celular en la
modulacién de las concentraciones relativas de los diferentes ARNt, lo cual
permite una mayor velocidad de traduccion dada la mayor disponibilidad de
ARNt, que conlleva por tanto a una mayor tasa de traduccién, y por ende de
replicacion.

Desde un punto de vista molecular, se vio que la poblacion HM175-HP
en su secuencia consenso ademas de las 3 mutaciones en el IRES que como
se vio en el Capitulo 2, le confieren a éste una mayor actividad para dirigir la
traduccién, poseia una mezcla de marcadores genéticos distribuidos a lo largo
de su genoma. Esta poblacion no posee marcadores genéticos provenientes de
la poblacion FO.2LA, pero si tiene 8 marcadores provenientes de F0.05LA, y 8
marcadores provenientes de LO (ver Figura 67). De los marcadores
provenientes de LO, 7 de ellos eran compartidos también por la poblacion
FO.05LA, por lo tanto se puede decir que la poblacibon HM175-HP es
genotipicamente muy similar a la poblacion parental FO.05LA. Estos resultados
estan en acuerdo con el hecho de que la poblacién de rapido crecimiento se
obtuvo a partir de la seleccion de un clon presente en la poblacién FO.05LA, tal
y como se comento en los 2 Capitulos previos.

A nivel de cuasiespecies, las poblaciones FO0.05LA, FO.2LA y HM175-HP
presentaban variabilidad respecto a LO en el uso de codones entre los
diferentes clones de regiones de proteinas estructurales, principalmente en la
region de VP1, tal como se detall6 en el Capitulo 1. En cuanto al
reconocimiento por los anticuerpos monoclonales H7C27, K34C8 y K24F2 se
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observaron variaciones en el reconocimiento de las capsides de las diferentes
poblaciones en estudio (ver Tablas 19 y 20). Estas observaciones sugeririan la
existencia de cambios en las estructuras de las capsides, causadas por los
distintos usos de codones de las diferentes poblaciones, y en especial HM175-
HP. El uso de codones de HM175-HP ha evolucionado para permitir una mayor
tasa de traduccion, en al menos las regiones de VP1 y VP3 estudiadas de su
genoma. Ademas, la presencia de AMD en el ambiente, y su influencia
indirecta en las concentraciones relativas de ARNt, tendria también un efecto
en los cambios en las estructuras de las capsides encontrados.

La patogénesis viral esta determinada en parte por la capacidad que
tiene el virus de propagarse hacia los 6rganos y células diana [Vignuzzi et al.,
2006]. Por lo tanto, el VHA para llevar a cabo su ciclo biolégico y la
consecuente infeccién, debe ser capaz de superar diferentes condiciones
adversas en el organismo hospedador. Estas serian, el pH acido presente en el
estomago durante la fase de entrada; factores de depuracion durante la fase de
viremia; y la accion de detergentes, particularmente las sales biliares durante
la fase de salida. Este fenotipo altamente resistente, que le permita sobrevivir a
las condiciones adversas s6lo puede ser conseguido gracias a la existencia de
una capside extremadamente cohesiva, obtenida por un correcto plegamiento,
lo cual también explicaria la alta persistencia del VHA en el ambiente [Abad et
al., 1994], y su transmision a través de agua de bebida y alimentos
contaminados [Bosch et al., 1991]. Por estas razones se analiz6 la estabilidad
de la poblacion HM175-HP en condiciones extremas de temperatura (61°C
durante 5 minutos), pH (pH2 durante 1 hora), y sales biliares (1% durante 4
horas). Sorprendentemente, se encontré que la poblacion HM175-HP posee un
fenotipo tan resistente como el de la poblacion LO (ver Tabla 21), no
encontrandose diferencias significativas, a pesar de que poseen diferencias
entre si en cuanto al reconocimiento de la capside por parte de los diferentes
MADbs utilizados. A excepciéon de la poblacion R0.05NA a pH2, las capsides de
LO y HM175-HP eran las mas resistentes en las 3 condiciones extremas
analizadas, siendo algo sensibles a 61°C durante 5 minutos, poco sensibles a
pH2 durante 1 hora y nada sensibles en presencia de 1% de sales biliares
durante 4 horas. Estos resultados estarian sugiriendo que si bien existen
diferencias en el uso de codones entre las poblaciones LO y HM175-HP, el
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plegamiento de la capside conseguido se podria considerar de cierta forma
equivalente, ya que ambas poblaciones poseen niveles de resistencia
similares. De esta forma, no s6lo hemos conseguido una poblacién del VHA
con una mayor tasa de replicacion, sino también con un fenotipo mas estable
gue sus poblaciones parentales.

El plegamiento de la capside contribuye no soélo al fithess o la
produccion de virus infecciosos, sino también a la infectividad especifica. Esta
ultima, se define como la relacion entre particulas infecciosas y particulas
fisicas, lo cual tal y como se ha comentado en apartados previos, se podria
interpretar como el numero de particulas requeridas para llevar a cabo un ciclo
infeccioso. Es generalmente aceptado que todos los virus ARN, y en particular
los picornavirus, poseen una infectividad especifica baja [Racaniello, 2007]. Se
ha sugerido que esta baja infectividad especifica seria debido a defectos
genéticos letales y/o ciclos infecciosos abortivos, donde fallos en cualquier
paso durante el ciclo infeccioso, pueden ocasionar ciclos abortivos [Mueller et
al., 2006]. Estos fallos podrian ser a nivel de unién al receptor, entrada viral y
desencapsidacion, iniciacion de la traduccion del genoma, elongacion de la
traduccion, replicacion del ARN, formacion de la capside, encapsidacion del
ARN, y maduracién de la capside. A su vez, la infectividad especifica es
dependiente del ambiente [Domingo et al, 2012], por lo tanto, no es
sorprendente encontrar variaciones en presencia de diferentes grados de
silenciamiento celular. En el caso de las poblaciones del VHA en estudio
mostraron infectividades especificas altas, siendo la correspondiente a la
poblaciéon HM175-HP significativamente mas elevada, en comparacion a LO y a
las poblaciones parentales, y no encontrandose diferencias significativas con
respecto a R0O.05NA y RO0.05A. Para las poblaciones de LO y FO.2LA se
requerian 25 particulas fisicas para completar un ciclo infeccioso, mientras que
para FO.05LA se necesitaban 14 particulas fisicas. En tanto para la poblacion
RO.05NA se requerian solo 3 particulas fisicas y para las poblaciones HM175-
HP y RO0.05A se necesitaban 4 particulas fisicas para completar un ciclo
infeccioso. La poblacion HM175-HP en condiciones de silenciamiento celular
moderado, seria eficiente en la desencapsidacion e iniciacion y elongacion de
la traduccion. A pesar de poseer mutaciones en 3C y 3D, éstas no parecerian
ser responsables del incremento significativo en la infectividad especifica de
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HM175-HP con respecto a sus parentales, puesto que las mutaciones
localizadas en 3C son compartidas por FO.05LA, FO.2LA y HM175-HP, y los 3
cambios presentes en 3D son compartidos por FO.05LA y HM175-HP. A su vez,
solo una de las mutaciones encontradas en 3D, la A39V, se encontraba cerca
de la mutacion F42L, que se asocia con un incremento de la replicacion del
ARN [Konduru & Kaplan, 2010]. Sin embargo, A39V al encontrarse en
FO.05LA, FO0.2LA y HM175-HP, no correlacionaria con los cambios de
infectividad especifica observados. El uso de codones deoptimizado que posee
el VHA contribuye a la baja tasa de traduccion y de replicacion, que le
permitiria al virus pasar desapercibido frente a las defensas antivirales
celulares. Esto podria contribuir también a la alta infectividad especifica que
presenta el VHA, a pesar de su uso de codones naturalmente deoptimizado,
que sugeriria la ausencia de infecciones abortivas debido a la respuesta
antiviral celular; en contraste a lo que ha sido sugerido para poliovirus [Mueller
et al., 2006]. Aunque la poblacidn HM175-HP al replicar mas eficientemente
seria detectada mas facilmente por la célula, lo que podria incidir en una mayor
respuesta anti-viral, dicha respuesta se anticipa ineficiente en condiciones de
silenciamiento celular.

Para finalizar y teniendo en cuenta los diferentes resultados obtenidos
en los estudios de las caracteristicas biologicas de HM175-HP, es interesante
destacar que si bien desde un punto de vista gendmico esta poblacion es mas
similar a la poblacién parental FO.05LA, y desde un punto de vista fenotipico se
comporta de un modo mas parecido a R0.05A, tiene la particularidad de tener
una mayor tasa de replicacion que ambas. Por lo tanto, la mayor produccion
virica se podria explicar por una co-evolucion entre el uso de codones y la
actividad del IRES (adquisicion de las mutaciones U359C, U590C y U726C),
donde una correcta combinacion de codones abundantes y raros, (tal y como
se vio en los Capitulos anteriores) seria lo que prevaleceria, permitiendo asi

una optimizacién en cuanto a su infectividad especifica.
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5.5 CONCLUSIONES

X/
o

Los cambios en el uso de codones de la poblacion HM175-HP traen
como consecuencia modificaciones de la estabilidad de la capside, que
la hacen semejante a la poblacién LO, y por ende, de mayor estabilidad
que las poblaciones parentales.

En la poblacion HM175-HP, la evolucién entre el uso de codones y la
mayor actividad del IRES como consecuencia de la incorporacion natural
de las mutaciones U359C, U590C y U726C, le permiten tener una mayor

una mayor infectividad especifica.
La combinacién de unidén al receptor mas desencapsidacion, podrian

tener solo un cierto rol en la obtencidn de la poblacion de rapido

crecimiento.
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Abstract: A universal vaccination program among preadolescents was implemented in
Catalonia, Spain, during the period of 1999-2013 and its effectiveness has been clearly
demonstrated by an overall significant attack rate reduction. However, reductions were not
constant over time, and increases were again observed in 2002—2009 due to the occurrence
of huge outbreaks. In the following years, in the absence of large outbreaks, the attack rate
decreased again to very low levels. However, an increase of symptomatic cases in the <5 age
group has recently been observed. This is an unexpected observation since children
younger than 6 are mostly asymptomatic. Such a long vaccination campaign offers the
opportunity to analyze not only the effectiveness of vaccination, but also the influence of
the circulating genotypes on the incidence of hepatitis A among the different age groups.
This study has revealed the emergence of genotype IC during a foodborne outbreak, the
short-lived circulation of vaccine-escape variants isolated during an outbreak among the
men-having-sex-with-men group, and the association of genotype IIIA with the increase
of symptomatic cases among the very young. From a public health perspective, two
conclusions may be drawn: vaccination is better at an early age, and the vaccination
schedule must be complete and include all recommended vaccine doses.
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Food-borne hepatitis A outbreaks may be prevented by subjecting foods at risk of virus contamination to moderate treatments
of high hydrostatic pressure (HHP). A pretreatment promoting hepatitis A virus (HAV) capsid-folding changes enhances the
virucidal effect of HHP, indicating that its efficacy depends on capsid conformation. HAV populations enriched in immature
capsids (125S provirions) are more resistant to HHP, suggesting that mature capsids (150S virions) are more susceptible to this
treatment. In addition, the monoclonal antibody (MAb) K24F2 epitope contained in the immunodominant site is a key factor for
the resistance to HHP. Changes in capsid folding inducing a loss of recognition by MAb K24F2 render more susceptible confor-
mations independently of the origin of such changes. Accordingly, codon usage-associated folding changes and changes stimu-
lated by pH-dependent breathings, provided they confer a loss of recognition by MAb K24F2, induce a higher susceptibility to
HHP. In conclusion, the resistance of HAV to HHP treatments may be explained by a low proportion of 150S particles combined
with a good accessibility of the epitope contained in the immunodominant site close to the 5-fold axis.

Received 23 May 2014 Accepted 5 August 2014

Published ahead of print 8 August 2014

Editor: K. E. Wommack

Address correspondence to Rosa M. Pinté, rpinto@ub.edu.

LD.and FJ.P-R contributed equally to this article.

Copyright © 2014, American Society for Microbiology. All Rights Reserved.
doi10.1128/AEM.01693-14

JVI

Journais ASM.org

Hepatitis A Virus Adaptation to Cellular Shutoff Is Driven by
Dynamic Adjustments of Codon Usage and Results in the Selection of
Populations with Altered Capsids
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ABSTRACT
Hepatitis A virus (HAV) has a highly biased and deoptimized codon usage compared to the host cell and fails to inhibit host pro-

tein synthesis. It has been proposed that an optimal combination of abundant and rare codons controls the translation speed
required for the correct capsid folding. The artificial shutoff host protein synthesis results in the selection of variants containing
mutations in the HAV capsid coding region critical for folding, stability, and function. Here, we show that these capsid muta-
tions resulted in changes in their antigenicity; in a reduced stability to high temperature, low pH, and biliary salts; and in an in-
creased efficacy of cell entry. In conclusion, the adaptation to cellular shutoff resulted in the selection of large-plaque-producing
virus populations.
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Hepatitis A is the most common infection of the liver worldwide and is fecal-orally
fransmitted. Itsincidence tends to decrease with improvements in hygiene conditions
but at the same time its severity increases. Hepatitis A virus is the causative agent of
acute hepatitisin humans and belongs to the Hepatovirus genus in the Picomavindae
family, and it has very unique characteristics. This article reviews sone molecular and
biological properties that allow the virus to live in a very quiescent way and to build
an extremely stable capsid that is able to persist in and out of the body. Additionally,
the relationship between the genomic composition and the structural and antigenic
properties of the capsid is discussed, and the potential emergence of antigenic
variants is evaluated from an evolutionary perspective.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Article history: Hepatitis A virus (HAV) is a hepatotropic member of the family Picornaviridae. HAV has several unique
Received 22 September 2010 biological characteristics that distinguish it from other members of this family. Recent and previous stud-
Received in revised form 21 January 2011 ies revealed that codon usage plays a key role in HAV replication and evolution. In this study, the patterns
Accepted 28 January 2011

of synonymous codon usage in HAV have been studied through multivariate statistical methods on 30
complete open reading frames (ORFs) from the available 30 full-length HAV sequences. Effective number
of codons (ENC) indicates that the overall extent of codon usage bias in HAV genomes is significant. The

Available online 4 February 2011

ﬁg‘::gssk virus relative dinucleotide abundances suggest that codon usage in HAV can also be strongly influenced by
Codon usage underlying biases in dinucleotide frequencies. These factors strongly correlated with the first major axis

Evolution of correspondence analysis (COA) on relative synonymous codon usage (RSCU). The distribution of the
HAV ORFs along the plane defined by the first two major axes in COA showed that different genotypes
are located at different places in the plane, suggesting that HAV codon usage is also reflecting an evo-
lutionary process. It has been very recently described that fine-tuning translation kinetics selection also
contributes to codon usage bias of HAV. The results of these studies suggest that HAV genomic biases are
the result of the co-evolution of genome composition, controlled translation kinetics and probably the
ability to escape the antiviral cell responses.
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Abstract Hepatitis A is the most common among all
hepatitis worldwide in spite of an efficient vaccine and
improved hygiene. Shellfish-borne outbreaks are still of
major concern causing hundreds of cases and huge eco-
nomical losses in the present context of global food trade.
Hepatitis A virus (HAV) is a unique picornavirus with
many differences in its molecular biology including both
its incapacity to induce the inhibition of the cellular protein
synthesis and a highly biased and deoptimized codon usage
with respect the cell. The final goal of this intriguing
strategy seems to be the need for a fine-tuning control of
the translation kinetics, particularly at the capsid coding
region, and the underlying mechanism is the use of a right
combination of common and rare codons to allow a regu-
lated ribosome traffic rate thus ensuring the proper protein
folding. Capsid folding is critical to warrant a high envi-
ronmental stability for a virus transmitted through the
fecal-oral route with long extracorporeal periods.

Keywords Hepatitis A - Picornavirus - Shellfish -
Bivalves - Food-borne outbreaks

Introduction

Four hundred years b.c., Hippocrates described an illness
characterized by episodes of jaundice that could probably
correspond to a viral hepatitis. Two thousand three hundred
years later, at the beginning of the twentieth century, the
term “infectious hepatitis” was defined and associated to a
kind of infectious jaundice occurring in epidemics. In the
early 1940s two separate entities were identified “infec-
tious” and “‘serum” hepatitis, and from 1965 to nowadays
the major etiological agents (hepatitis A, B, C, D and E
viruses) of viral hepatitis have been identified. While all
viral hepatitis are infectious the previously “infectious”
and “serum” terms refer to the mode of transmission. The
“infectious” type corresponds to those hepatitis transmitted
through the fecal-oral route, or enteric hepatitis, and the
“serum” hepatitis to those parenterally transmitted. The
enteric hepatitis includes two types: hepatitis A and E
which can be food borne and waterborne. The present
chapter will focus on both the disease and the etiological
agent of hepatitis A.
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