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Miocarditis
Definicion

La miocarditis es un proceso inflamatorio del miocardio en el que se observan células
infiltradas asociadas a necrosis y/o degeneracion de los miocitos adyacentes (Spotnitz y Lesch
2006); estas lesiones difieren de las tipicas del infarto por carecer de la secuencia que caracteriza
a la necrosis miocéardica isquémica. Asimismo, el curso evolutivo se discrimina segun se trate de
una primera biopsia (miocarditis con o sin fibrosis, miocarditis limite, no miocarditis) o de las
subsiguientes (miocarditis en curso, en resolucién o resuelta) (Aretz, Billingham y col. 1987).
Mas recientemente, aunque todavia pendiente su aceptacién, se ha propuesto una segunda
clasificacion que distingue tres formas de cardiomiopatia inflamatoria (es decir, miocarditis
asociada a disfuncion cardiaca): idiopatica, autoinmune e infecciosa, diagnosticadas en base a
parametros histoldgicos, inmunoldgicos e inmunohistoquimicos (D'Ambrosio, Patti y col. 2001).
Cabe aclarar que la distribucion del infiltrado inflamatorio puede ser focal, multifocal o difuso; la
naturaleza del infiltrado linfocitica, mixta, eosinofilica o de células gigantes; y la fibrosis

perivascular, intersticial, de reemplazo o endocéardica (Aretz, Billingham y col. 1987).

Epidemiologia

El hecho de que frecuentemente la miocarditis sea subclinica imposibilita saber cual es
exactamente su historia natural y explica, quizas, porque gran parte del conocimiento
epidemiolégico proviene de estudios postmortem (Haas 2001). Estos estudios muestran que la
miocarditis es una causa mayor (aproximadamente 20%) de muerte subita e inesperada en
adultos, predominantemente varones, y menores de 40 afios (Basso, Calabrese y col. 2001). En
relacién con el agente causal, también se ha sugerido que aproximadamente el 1,5% de las
infecciones enterovirales y el 20% de las infecciones chagasicas se evidenciaria por miocarditis.
Por otro lado, pareceria ser mucho mas frecuente en nifios que en adultos (Feldman y McNamara
2000).

Etiologia
Una gran variedad de infecciones, drogas, toxinas y enfermedades sistémicas
autoinmunes pueden asociarse a miocarditis (Kumar, Fausto y col. 2004), aunque en la practica
la causa de la mayoria de los casos observados permanece desconocida ya que se hace dificil
establecer una relacién fehaciente entre cuadro clinico y diagnoéstico etioldgico, especialmente
cuando los agentes implicados son virus. Si bien en Latinoamérica la etiologia chagasica no cabe
ser ignorada, son precisamente los virus los agentes causales méas frecuentemente involucrados,
3
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particularmente los coxsackie B (CVB) (Gomez y Berria 1988), siendo estos la causa mas
frecuente de miocarditis en jovenes y neonatos (Esfandiarei y McManus 2008).

Con el propésito de asociar en forma mas precisa al agente etiolégico con miocarditis, se ha
propuesto utilizar una modificacion de los criterios establecidos originalmente por Lerner &
Wilson (Perrone y Gomez 2003): 1) alta asociacion, con demostraciéon de presencia del agente
etioldgico en tejidos cardiacos por aislamiento del agente o deteccion de sus antigenos o
deteccion de su genoma; 2) mediana asociacion, con aislamiento o deteccidon de su genoma de
fauces/heces u otro tejido y concomitante ascenso de anticuerpos IgG en muestras seriadas de
sueros o0 hallazgo de anticuerpos IgM; y 3) baja asociacién, con aislamiento de fauces/heces o
ascenso de anticuerpos IgG o evidencia de anticuerpos IgM. En el pasado, los criterios de alta
asociacion solamente se podian cumplir en forma esporadica ya que, con excepcién de los casos
pediatricos, es excepcional el aislamiento de virus a partir del tejido miocardico. La razén podria
atribuirse a que los virus més frecuentemente involucrados como agentes etiologicos replican
brevemente en el miocardio y por lo tanto resulta excepcional su aislamiento a partir del mismo.
Por otro lado, a menos que se trate de brotes epidémicos en casos pediatricos, resultan discutibles
aquellos diagnosticos fundamentados en mera recuperacion del virus de fauces o heces, porque
para los enterovirus el tracto digestivo es precisamente su habitat bajo condiciones de infeccion
inaparente. En igual forma, la demostracion de presencia o ascenso de anticuerpos especificos en
suero puede ser debida a una infeccion subclinica y simultanea a la miocarditis pero sin relacion
causa-efecto con la misma. Mas recientemente, el empleo de técnicas moleculares aplicadas a
muestras de biopsias cardiacas ha posibilitado revelar presencia viral por la demostracion de sus
acidos nucleicos. Recurriendo a métodos como hibridacién in situ 0 PCR (RT-PCR en el caso de
virus ARN), se ha logrado detectar presencia de genoma viral en aproximadamente el 50% de los
casos estudiados de miocarditis aguda y en un porcentaje menor en el caso de miocarditis cronica
o cardiomiopatia dilatada (CMD) (Baboonian, Davies y col. 1997; Rey, Lambert y col. 2001). Es
importante resaltar que la mayoria de los estudios mencionados no han incluido secuenciacién
del acido nucleico detectado, y por lo tanto no demuestran en forma inequivoca la presencia del
agente etioldgico involucrado. Asimismo, aunque resultdé muy sugestivo que se mostrara
evidencia inmunohistoquimica de proteina enteroviral VP1 en tejidos cardiacos de pacientes con
miocarditis aguda o CMD, estos hallazgos pueden ser cuestionados ya que la proteina viral llego
a detectarse aln en ausencia de genoma viral (Li, Bourlet y col. 2000). La carencia de resultados
uniformes y reproducibles con respecto a la presencia de genoma viral en el tejido cardiaco de
pacientes con miocarditis cronica y/o CMD, indica que se requieren estudios adicionales bajo

condiciones mas cuidadosas Y estrictas.
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Patogenia

La patogenia de la miocarditis puede variar acorde al agente etiologico. En el caso de

miocarditis viral, por ser los CVB los més frecuentemente involucrados, serdn tomados como
modelo. Los CVB, como otros enterovirus, generalmente ingresan al cuerpo por la ruta oral y
multiplican inicialmente en la mucosa y submucosa del aparato digestivo. A continuacion, ocurre
una viremia “menor” con invasion subsiguiente del sistema reticulo endotelial. Alli ocurre una
replicacion viral que puede ser causa de una viremia “mayor” que permitiria al virus alcanzar el
tejido cardiaco. Més del 95% de los individuos infectados con enterovirus controlan la infeccion
con anterioridad a la viremia “mayor” desarrollando una infeccion asintomatica, atin cuando la
eliminacién del virus por materia fecal persista por semanas (Pallansch y Roos 2001).
Los mecanismos moleculares involucrados en la patogénesis de la miocarditis son poco
conocidos y/o controversiales (Bowles y Towbin 2000), dado que habria evidencias tanto de lisis
viral directa como del sistema inmune contribuyendo a la patologia (Spotnitz y Lesch 2006).
Gran parte del conocimiento actual al respecto se basa en el estudio de modelos experimentales
como el de MV murina inducida por CVB3, que produce una MV aguda que puede progresar a
CMD en ciertas cepas de ratones susceptibles (Rose, Wolfgram y col. 1986; Esfandiarei y
McManus 2008). La infeccion murina, por inoculacion intraperitoneal de CVB, se caracteriza
por una replicacion viral temprana en pancreas que correlaciona con la viremia, seguida de
replicacion y necrosis focal de cardiomiocitos con infiltracion linfocitaria (Gomez, Lascano y
col. 1991) y posterior fibrosis cardiaca (Gomez, Castagnino y col. 1992). EI modelo murino de
MV inducida por CVB comparte muchos parametros bioldgicos de la enfermedad cardiaca aguda
y cronica humana y muestra que las alteraciones cardiopatoldgicas resultan tanto de efectos
virales directos (Ej. lisis celular) asi como también de reacciones del huésped (Ej. respuesta
inmune) en los tejidos cardiacos (Gauntt y Huber 2003)

La importancia de la lisis viral directa tiene sustento en la observacion de una extensa
replicacion viral temprana en el miocardio (Gomez, Lascano y col. 1991; Klingel, Hohenadl y
col. 1992) y en la severa MV desarrollada en ratones inmunodeficientes (SCID) inoculados con
CVB3 (Chow, Beisel y col. 1992). En este contexto, el receptor celular CAR vy el correceptor
DAF tendrian un importante papel en la patogenesis temprana de la MV/CMD inducidas por
CVB, ya que influirian en el tropismo viral (Selinka, Wolde y col. 2004). Por otra parte, en cepas
de ratones que desarrollan MV crénica, se observo persistencia del ARN viral en las células
infectadas aun sin la produccion de virus infeccioso (Klingel, Hohenadl y col. 1992). Esta

persistencia podria desencadenar una respuesta inmune que contribuiria a la enfermedad
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(Kandolf, Sauter y col. 1999; Calabrese y Thiene 2003), ya que tanto la respuesta humoral como
celular estan asociadas con la progresion de la MV hacia la CMD (Furukawa, Kobuke y col.
2001).

FASES DE LA MIOCARDITIS VIRAL MURINA
0 4 14 30 90 dias

Fase aguda

-Viremia Fase subaguda

-Incremento de virus en

cardiomiocito _Clearamce viral

-Darnio agudo a miocitos -Infiltracion de células sist Fase cronica

-Microcalcificacion local inmune. Células T y B

-Activacién de macrofagos -Anticuerpos neutralizantes -Ausencia de virus
-Células NK -Persistencia del ARN viral
l -Citoquinas proinflamatorias -Fibrosis
Liberacion de IL-1 -CMD
B — -Falla cardiaca

IL2, TNF-a e Inf-y

Figura 1. Fases de la miocarditis viral murina. Se resumen los principales eventos en funcion del tiempo.

Algunos investigadores han involucrado al mimetismo molecular, una situacion en la que
una respuesta inmune contra antigenos virales reacciona en forma cruzada contra antigenos del
tejido cardiaco (tal como ocurre en la fiebre reumética) (Rose y Hill 1996). Se ha observado que
en ciertas cepas de ratones la inmunizacién con miosina cardiaca (pero no de mausculo
esquelético) induce miocarditis (Pummerer, Luze y col. 1996). Existe alguna evidencia de que
anticuerpos monoclonales que neutralizan a CVB reaccionan con el musculo cardiaco, y que la
transferencia adoptiva de anticuerpos similares conduce a miocarditis (Gauntt, Arizpe y col.
1995). Por otro lado, en pacientes con miocarditis cronica que presentan anticuerpos Séricos
contra miosina cardiaca , la disfuncion es mas severa gue en aquellos que carecen de los mismos
(Lauer, Schannwell y col. 2000). Utilizando ratones DBA/2 infectados con CVB3, se involucro a
un autoanticuerpo IgG reaccionante contra tejido cardiaco, mientras que las células T CD8+
parecieron ser importantes en la patogénesis de miocarditis en ratones BALB/c (Huber, 1997).
Asimismo, la deplecién de linfocitos T CD8+, célula predominante en el infiltrado miocardico en
ratones BALB/c infectados, condujo a la desaparicion de miocitos apoptéticos e indujo la
expresion de ARNm de factor natriurético auricular, un marcador de CMD. Las diferencias
observadas entre ambas cepas murinas podrian resultar de que los linfocitos Th;,

preferencialmente activados en el caso de ratones BALB/c, podrian colaborar con las células T
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citoliticas CD8+, mientras que los linfocitos Th,, activados preferencialmente cuando se tratara
de ratones DBA/2, inducirian citoquinas que a su vez contribuirian a la activacion de la célula B
(Schwimmbeck, Huber y col. 1997).

En estudios con ratones knock out se ha observado que existe un marcado descenso en la
mortalidad y en el infiltrado inflamatorio en ratones que carecen de linfocitos T CD4" como de
CD8", sin que por ello se evidencien cambios en los titulos virales, aunque si un marcado
descenso en los niveles de factor de necrosis tumoral (TNF) miocardico (Opavsky, Penninger y
col. 1999). En este sentido, reviste particular interés el papel del TNF en la enfermedad
miocéardica inflamatoria, ya que dicho factor puede inducir apoptosis en cardiomiocitos y
provocar una menor eficiencia contractil miocardica per se; mas ain, se ha observado que
ratones transgénicos que sobreexpresan TNF bajo el control de promotores especificamente
cardiacos, desarrollan CMD (Kubota, McTiernan y col. 1997). Es evidente que en la fase inicial
de la enfermedad hay expresion de otras citoquinas ademas de TNF, las que entre otros efectos
pueden inducir expresion aberrante de moléculas de adhesion y del complejo mayor de
histocompatibilidad, asi como de sintasas de 6xido nitrico (Sharma, Coats y col. 2000). El 6xido
nitrico tiene un importante efecto depresor sobre el miocardio, y también un efecto inhibitorio
sobre la replicacion viral; ademas, puede inducir muerte por apoptosis en los cardiomiocitos
(Shimojo, Hiroe y col. 1999). Sin embargo, para algunos autores la apoptosis no pareceria
representar un mecanismo de importancia en la miocarditis cronica de origen viral o chagésico
(Rossi y Souza 1999). En cambio, resulté sorpresivo la comprobacion de CMD en ratones
transgénicos en que se habia introducido bajo el control de promotores cardiacos el genoma
mutado del virus CVB3, en forma tal que no pudieran sintetizarse particulas virales infecciosas
(Wessely, Klingel y col. 1998), y que por lo tanto simulaban la situacion de un corazén humano
en gue se hubiera detectado presencia de genoma viral en ausencia de virus infeccioso (como en
la miocarditis cronica o la CMD). Posteriores estudios in vitro demostraron que la proteasa
purificada 2A del CVB3, una proteina no estructural, clivaba a la molécula cardiaca distrofina
(Badorff y Knowlton 2004), una proteina que se encuentra frecuentemente mutada en las poco
frecuentes formas hereditarias de CMD. Mas aun, se observd que la infeccion tisular o en
cultivos celulares por CVB3 conducia al clivaje diferencial de distrofina, brindando mayor
soporte para un papel de la proteasa 2A en la patogénesis de la miocarditis y de CMD. Sin
embargo, el Oxido nitrico, que usualmente se encuentra en elevadas concentraciones en la
miocarditis y la CMD humana (Fukuchi, Hussain y col. 1998), inhibe el mencionado clivado,
resultando incierto, al menos por el momento, el papel patogenico del clivaje de distrofina por la
proteasa enteroviral (Badorff, Fichtlscherer y col. 2000).
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Mas tardiamente, un evento fundamental en la progresion del fallo cardiaco es la
remodelacion de la matriz extracelular (MEC) (Gomez, Castagnino y col. 1992). Los fibroblastos
desempefian un papel esencial tanto en la sintesis como en la remodelacion de la MEC cardiaca,
particularmente luego de su diferenciacién en miofibroblastos activos (Lijnen, Petrov y col.
2000). Estos cambios en la MEC se han correlacionado con la activacion mediada por CTGF
(connective tissue growth factor) liberado por miocitos infectados y células inflamatorias (Yun,
Shiny col. 2007). En este sentido, es interesante destacar que CVB puede replicar en fibroblastos
cardiacos sin inducir lisis y en forma persistente pero modificando la sintesis de algunas
citoquinas (Heim, Zeuke y col. 2000).

Resumiendo, el fallo cardiaco puede deberse a la accion citotoxica directa del agente
infeccioso, a la respuesta inmune generada, a la expresion focal de citoquinas o moléculas como
consecuencia de los dos hechos anteriores (Ej. TNF y 6xido nitrico), a la induccion de apoptosis
y a la remodelacion de la MEC. El papel del sistema inmune en la enfermedad inflamatoria
miocardica es sin duda complejo y todavia pobremente entendido. A pesar de la demostracién de
fendmenos autoinmunes en pacientes con miocarditis y CMD, no hay pruebas concretas de

patogénesis autoinmune en estas enfermedades ya sean de origen viral o parasitario.

Coxsackievirus B

Clasificacion

Los virus coxsackie (CV) pertenecen a la familia Picornaviridae cuya actual clasificacion
taxondmica, aceptada en el V111 reporte del comité internacional de taxonomia viral, ICTV 2004
(Stanway 2004), consta de nueve géneros: Aphthovirus, Cardiovirus, Enterovirus, Erbovirus,
Hepatovirus, Kobuvirus, Parechovirus, Rhinovirus, Teschovirus y dentro de esta clasificacion a
los enterovirus, género que incluye las especies poliovirus, los enterovirus humanos (cuatro

especies A-D) y los virus entéricos no humanos (Stanway, Brown y col. 2004).

Caracteristicas generales

Los CV deben su nombre a Coxsackie, ciudad cercana a Nueva York, donde se realiz6 su
primer aislamiento en 1948 por Daldorf y Sickles de las heces de un nifio enfermo con paralisis;
este aislamiento corresponderia luego a los virus tipo A; un afio después se aislaria de casos de
meningitis aséptica por Melnick y Shaw los de tipo B. Estos CV se hallan incluidos hoy dentro
de dos diferentes especies, los enterovirus humanos A y B, dentro de los cuales se hallan los CV
A y B, respectivamente. Esta clasificacion corresponde al fenotipo que exhiben estos virus

durante la infeccién que desarrollan en ratones lactantes, que resulta en una inflamacion y
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necrosis difusa en musculo esquelético (CVA) o una miositis focalizada y lesiones degenerativas
necroticas en el encéfalo, pancreas, grasa parda y miocardio (CVB). Por ultimo hay que
mencionar que los CVB se clasifican a su vez en los serotipos 1 al 6 (Pallansch y Roos 2001).

El género enterovirus comprende un ndmero grande de picornavirus de distribucion
mundial que utilizan el tracto entérico como el sitio primario de la replicacion, y por lo tanto, son
estables al pH &cido transmitiéndose por la via fecal-oral. Aunque la mayoria de las veces
producen infecciones asintomaticas, a veces pueden estar asociados a un amplio espectro de
enfermedades humanas, incluyendo: meningitis aséptica, mialgia/pleurodinia epidémica
(enfermedad de Bornholm), miocarditis/pericarditis, enfermedad generalizada del recién nacido,
herpangina, y enfermedad mano, pie, boca (Pallansch y Roos 2001). Con excepcion de

pancreatitis, raramente producen enfermedad del aparato gastrointestinal (Bruu 2002).

Caracteristicas estructurales

Como los otros picornavirus, los CVB poseen un diametro aproximado de 30 nm, una
densidad de flotacién en CsCl de 1,33-1,34 g/cm®, su 4cido nucleico constituye 29% del peso del
virion, son de estructura icosahédrica sin envoltura lipidica y la capside esta compuesta por 60
subunidades o capsémeros, cada uno de los cuales esta compuesto 4 proteinas estructurales (VP1
a VP4). Dada la simetria icosaédrica de estos virus, sus caracteristicas estructurales se muestran
en base a esta simetria (Figura 2). Brevemente, un icosaedro regular es un poliedro de 20 caras
(triangulos equilateros) y 12 vértices pentagonales, tiene 6 ejes de simetria de orden 5 (fivefold
axis): rectas que unen los vértices opuestos del solido; 10 ejes de simetria de orden tres (threefold
axis): las rectas que unen los baricentros de cada par de caras opuestas; y 15 ejes de simetria de
orden 2 (twofold axis), rectas que unen los centros de aristas opuestas. Dado esta regularidad se
puede definir una subunidad minima y no simétrica que repetida 60 veces de cémo resultado la
estructura completa, la subunidad asimétrica, esta usualmente esta definida y limitada por un eje
de simetria 5, dos ejes de orden 3 y uno eje de orden 2 (Baker, Olson y col. 1999).

Las 8 hojas beta que forman cada proteina de la capside (VP) tejen una estructura de cufia
con loops (bucles) que las conectan. Estos loops adornan la superficie de la particula y dan la
morfologia y antigenicidad distintivos de la subunidad. En muchos picornavirus, los sitios
antigénicos neutralizantes estan situados en los loops BC de VP1 y de VP3 y en el loop EF de
VP2. Estos loops pueden acomodar aminoacidos adicionales sin afectar en demasia la capside
(Blichen-Osmond 2006).


http://es.wikipedia.org/wiki/Poliedro
http://es.wikipedia.org/wiki/Tri%C3%A1ngulo_equil%C3%A1tero
http://es.wikipedia.org/wiki/Eje_de_simetr%C3%ADa
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mostrando las VPs sobre la que se resalta la subunidad asimétrica (triangulo celeste) para mostrar su relacién
espacial en la estructura. B: subunidad estructural (capsémero) vista desde la superficie exterior mostrando
el arreglo del encaje de VP1 (azul), VP2 (verde) y VP3 (rojo) en diagrama de cintas. C: diagrama de cintas del
protémero visto desde el interior de la capside, mostrando el arreglo de VP1, VP2, VP3 y VP4 (amarillo).
Figuras realizadas en el software Chimera usando como modelo CVB3 (Muckelbauer, Kremer y col. 1995).

En la Figura 3 se observa el modelo obtenido por difraccion de rayos X de la estructura
viral. Sobre el eje simetria de orden 5 se observa una saliente prominente en forma de estrella en
CVB, en comparacion con el Poliovirus 1 que es caracterizado por una estructura de meseta en
forma de estrella amplia (Figura 3). Asimismo, este eje de simetria esta rodeado de una depresion
conocida como “caiién” (en inglés, canyon), que es el sitio de union al receptor CAR (del inglés,
human coxsackievirus and adenovirus receptor). En el piso, el cafién posee una conexién con
una estructura denominada pocket (bolsillo), la cual contiene un factor de naturaleza lipidica.
Otros motivos importantes en la superficie son las elevaciones conocidas como puff y el beta

knob y una depresién marcada sobre el eje simetria 2 (Muckelbauer, Kremer y col. 1995).

CVB3

Figura 3. Esquema de la superficie exterior de CVB y su comparacion con PV/M (cepa Moloney). Forma de
las estructuras de la superficie en escala de grises, correspondiendo a los grises mas claros a los maximos de la
distancia radial, y en negro a los minimos de la distancia radial. Se muestra la relacion comparada de las
estructuras de CVB3 (izquierda) con respecto a PV1 (derecha) donde en esta Gltima, se muestra la subunidad
asimétrica (triangulo blanco) y sus ejes de simetria 2, 3 y 5. Se puede apreciar la diferencia en el eje de
simetria 5 y la marcada depresion (cafion) en el eje de simetria 2 de CVB (Muckelbauer, Kremer y col. 1995).
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Organizacion genémica

El genoma de los CVB es una molécula de ARN individual de simple cadena y polaridad
positiva. EI genoma se halla unido por su extremo 5' a una proteina Illamada VPg (del inglés,
virion protein genome linked), la cual esta unida covalentemente por un motivo 5'-uridililato.
VVPg posee entre 22 y 24 aa, siendo no requerida para la infectividad del ARN, ni su ausencia la
reduce. Cabe destacar que esta proteina también se halla en la hebra negativa intermediaria por lo
cual se sospecha que podria desemperiar la funcién de cebador (Racaniello 2001).

El patron de organizacion del genoma es comun a todos los picornavirus (Figura 4). El
genoma posee dos regiones no codificantes. La estructura 5' no traducida ¢ 5°UTR (del inglés,
untranslated region), no codificante, larga (742 nucle6tidos) y altamente estructurada, con 5 0 6
motivos (bucles y tréboles) que estan implicados tanto en la traduccién como en la replicacion
(Gamarnik y Andino 1998; Andino, Boddeker y col. 1999). Esta region controla tanto la
replicacion, como la traduccién del genoma ya que contiene el IRES entre los nucle6tidos 432 al
639 (del inglés, internal ribosomal entry site), un elemento que dirige la traduccion por unién del
ribosoma (Schmid y Wimmer 1994). La otra region no codificante 3' 6 3’UTR, es més corta, y
posee 3 bucles estructurales y una cola de poliA que si es removida el ARN esencial para el
potencial infeccioso, e implicada en el control de la sintesis de ARN (Brown, Cornell y col.
2005).

La regién traducida posee un Unico marco de lectura abierto, ORF (del inglés, open
reading frame) (Figura 4), que da origen a una poliproteina de 220 kDa que es co 0 post
traduccionalmente clivada de modo autocatalitico y dara origen a 11 proteinas funcionales, y
algunas intermediarias, del proceso autoproteolitico. Esta region se haya subdividida segun la
proteinas a las que da origen. La region P1 codifica las proteinas estructurales de la capside VP1-
4. Las regiones P2 y P3, codifican proteinas no estructurales cuya funcion es el procesamiento de
la poliproteina (2Apro, 3Cpro, 3CDpro) y la replicacion del genoma (2B, 2C, 3AB, 3BVPg,
3CDpro, 3D) (Racaniello 2001).

11
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Figura 4. Organizacion genomica de los CVB. Arriba, el ARN viral donde se destacan las regiones no
codificantes y su estructura. Se marca la posiciéon del marco de lectura abierto del genoma viral (el esquema
no respeta las proporciones de tamafios de las regiones). Abajo, mapa del ARN viral, y en particular del ORF
del genoma de los CV, donde se muestran las regiones codificantes (P1,P2 y P3), el de los productos de clivado
de la poliproteina codificada, con sus principales funciones asociadas.

Ciclo de replicacion
Varios son los pasos en los que se puede dividir el ciclo de replicacion de los CVB,

incluyendo a) union a receptor y/o co-receptores (Bergelson, Mohanty y col. 1995; Bergelson,
Cunningham y col. 1997); b) internalizacion del virus; c) desnudamiento del ARN viral; d)
traduccion del ARN; e) procesamiento de la poliproteina; f) replicacion del ARN viral; Q)
ensamblaje de las particulas virales; y h) lisis celular y liberacion de particulas virales

(Racaniello 2001). Estos pasos estan esquematizados en la Figura 5.
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Figura 5. Eventos del ciclo de replicacién viral en una célula hospedadora. Principales acontecimientos
intracelulares de la replicacion viral desde la entrada hasta la liberacién de nuevas particulas virales.

Los CVs como cuasiespecies

El mecanismo de evolucién y seleccion genética de los CV esta enmarcado en la teoria de
las cuasiespecies. Los virus ARN en general poseen altas tasas de error en la replicacion viral y
es por esto que poseen una inestabilidad intrinseca en la informacion genémica y por lo tanto del
fenotipo (Domingo, Martin y col. 2006). De esta manera, un determinado genoma de CVB en
realidad representa la secuencia consenso de un grupo de genomas de una poblacion sobre la que
se ejerce la presion de seleccidn del ambiente, ya que las cuasiespecies virales son distribuciones
dindmicas de genomas virales no idénticos pero si relacionados (mutantes o recombinantes)
sujetos a continuos procesos de variacién genética, competicion y seleccion, que actGan como
unidad frente a la seleccion (Domingo, Martin y col. 2008).
Finalmente, el éxito evolutivo de una poblacion depende de 2 componentes: aquellos de los que
depende la supervivencia, y de aquellos de los que depende la generacidn de progenie viable, y
ambos son caracteres del fenotipo, que en conjunto se denomina fitness (Domingo, Martin y col.
2006).
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Receptores celulares

Es un hecho aceptado que los virus necesitan, en su gran mayoria, de receptores celulares
especificos para iniciar la infeccion de la célula huésped. Estos receptores son los que
mayormente explican los tipos celulares susceptibles a la infeccion y el rango de especies del
huésped (Fields 2001). Con respecto a los CVB, se encuentran descriptos dos receptores: CAR
(del inglés, coxsackievirus adenovirus receptor) (Bergelson, Cunningham y col. 1997) y DAF
(del inglés, decay accelerating factor o CD-55) (Bergelson, Mohanty y col. 1995; Shafren, Bates
y col. 1995).

CAR es una proteina de membrana, de 46 kDa, miembro de la superfamilia de las
inmunoglobulinas, que posee 2 dominios extracelulares (D1 y D2), 1 dominio transmembrana y
1 citoplasmatico y se halla ampliamente distribuida en diversos tejidos, asociada a las uniones
estrechas (tight juntions) (Freimuth, Philipson y col. 2008). En particular, en el corazén, se
detecta principalmente a nivel de los discos intercalares (Selinka, Wolde y col. 2004) y aunque
no esta bien definida su funcién celular, podria tener un rol de sefializacion en la célula cardiaca
(Lim, Xiong y col. 2008). Ademas, se ha observado que la expresion de esta molécula en
musculo esquelético disminuye con la edad (Nalbantoglu, Pari y col. 1999).

En lo que respecta a CAR como receptor viral, esta proteina es usada por varios
adenovirus y por todos los CVB, uniéndose estos a su dominio apical D1, pero de diferente
manera (Figura 7). Con respecto a la unién a los CVB, CAR se une a la region del cafion
desplazando en teoria al factor alojado en el bolsillo lo que produciria una desestabilizacion y
posible apertura de la cépside (He, Chipman y col. 2001). En este mismo sentido a sido
demostrado que la unién a CAR induce la formacion de particulas A en contraste con DAF, que
no las produce (Freimuth, Philipson y col. 2008). Es de hacer notar que CAR esta altamente
conservado entre diversas especies (Freimuth, Philipson y col. 2008).

El otro receptor putativo DAF es una proteina reguladora del complemento anclada a
membrana por glicofosfatidilinositol. DAF se halla en la superficie de la mayoria de las células a
fin de protegerlas de la activacion inespecifica tanto en la via clasica como de la alternativa del
complemento (Miwa, Maldonado y col. 2007). La estructura de DAF esta compuesta por 4
dominios de repeticiones de consenso cortas, SCR (del ingles, short consensus repeats), tanto en
humano como en roedores (Miwa y Song 2001). Esta molécula es usada como receptor por
varios CVB (Shafren, Bates y col. 1995) y también por echovirus (Racaniello 2001) pero se ha
demostrado ultimamente que en el modo de unirse al receptor difiere (Hafenstein, Bowman y
col. 2007).
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Estudio del complejo virus receptor por Cryo-EM

En las ultimas décadas, los avances en las técnicas de microscopia electronica (EM) han
permitido la investigacién de complejos virus-receptor. Por un lado, el desarrollo de la EM a
bajas temperaturas (Cryo-EM), ha posibilitado la preservacion de estructuras fragiles, que
sumado a el desarrollo de algoritmos computacionales efectivos para procesar microfotografias
electronicas, han permitido producir estructuras tridimensionales (3D) con un méaximo de
resolucion de 6 A (Baker, Olson y col. 1999). Ademas, el uso complementario de esta técnica
con la estructura obtenida por difraccion de rayos X permite la reconstruccion estructural de
complejos bioldgicos, que no serian posibles de obtener por cristalizacion, haciendo posible el
estudio de la estructura de complejos compuestos por virus icosaédricos y los receptores
celulares permitiendo describir mecanismos moleculares a nivel estructural (Rossmann,
FumioArisaka y col. 2007).

En esta técnica, las muestras se hallan en medio acuoso vitrificado a temperatura de etano
o0 propano liquido, mantenido en temperaturas cercanas al punto de congelacion del mismo, en
un entorno refrigerado por nitrégeno liquido (aprox. -160 Celsius). Las muestras, al no estar
tefiidas, poseen muy bajo contraste cuando se hallan en foco, por lo que la obtenciéon de
imagenes se realiza desenfocando la muestra para obtener un refuerzo en el contraste. Es por esto
que, la magnificacion, el desenfoque estimado, la dosis de radiacion electrénica, asi como la
funcién de transferencia y contraste (CTF) del microscopio usado, es informacién necesaria para
la posterior reconstruccion 3D. Una vez tomadas las microfotografias, el esquema de trabajo
antes de la reconstruccion incluye la seleccién y digitalizacion a alta resolucion de las
microfotografias, la seleccién de las imagenes individualizando particulas, y normalizando el
brillo/contraste entre ellas, removiendo el ruido, para asi luego estimar la resolucion. Los
siguientes pasos, ya dentro de la reconstruccion computacional propiamente dicha, son obtener
las imagenes centradas y estimar la orientacién en el espacio de las particulas, para luego
corregir ambos parametros hasta llegar a valores precisos, y combinar la informacion de un
numero grande de iméagenes para obtener la estructura 3D (Baker, Olson y col. 1999)
imponiéndole geometria icosahédrica asumida (Rossmann, FumioArisaka y col. 2007). Es un
procesamiento iterativo en que se va refinando la estructura en el transcurso de los ciclos hasta

llegar a la estructura final.
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Figura 6. Etapas para obtener una reconstruccién Cryo-EM. Diagrama que resume los pasos a seguir para
obtener y validar una reconstruccion Cryo-EM, desde las tomas microfotograficas hasta la obtencion de la
estructura 3D.

Con el empleo de la Cryo-EM, se han estudiado las interacciones estructurales de los
CVB (Muckelbauer, Kremer y col. 1995) con sus receptores, tanto CAR (He, Chipman vy col.
2001), como DAF (Hafenstein, Bowman y col. 2007) y, mediante el uso de software, precisar las
regiones de union al receptor tanto en 3D como mapeando sus huellas en diagramas de superficie
(roadmaps) (Pettersen, Goddard y col. 2004; Xiao y Rossmann 2006). Con respecto a la unién a
CAR (A-B), los CVB emplean, como ya se ha descripto, la region del “cafion”, que es una
depresion que rodea el eje de simetria pentagonal (Muckelbauer, Kremer y col. 1995), para
unirse al dominio apical D1 del ligando CAR. El “caiion” se halla casi centrado en la unidad
asimétrica, por lo que en la union al receptor participan todas las proteinas externas de la capside
(VP1, 2 y 3), de las que se pueden inferir varias interacciones ionicas entre residuos
aminoacidicos de CVB y CAR. Se especula que la unién de CAR induce un cambio en el piso
del “candon” que hace que se libere el factor alojado en la estructura hidrofobica pocket
(Hafenstein, Bowman y col. 2007). Existe la especulacion de que al estar este lugar de unién en

el fondo del “candn”, lo hace inaccesible a los anticuerpos, y de esta manera, la generacion de
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virus mutantes que escapan a los anticuerpos, pueden conservar el sitio de union a CAR
(Rossmann, FumioArisaka y col. 2007).

En el analisis por Cryo-EM, la union de DAF a los CVB muestra que DAF yace en la superficie,
recostandose en forma cruzada a través de la unidad asimétrica, interaccionando con regiones
elevadas pero no con el “canén”. Mas especificamente, aunque la huella sobre la superficie viral
cruza toda la unidad asimétrica, al parecer la afinidad se debe mayoritariamente al SCR2

interaccionando en la region del puff (Figura 7 C-D).

Figura 7. Complejos virus-receptor de CVB elucidados por reconstruccion Cryo-EM. A: reconstruccion del
complejo CVB3 (gris)-CAR (rojo) obtenido por Cryo-EM donde se observan los dominios de CAR D1y D2.
B: se observa D1 en el sitio de unién dentro del cafion (la unidad asimétrica se marca como un triangulo en
amarillo). C: reconstruccion del complejo CVB3(azul)-DAF(gris) obtenido por Cryo-EM (la unidad
asimétrica se marca como un triangulo en negro). D: pentadmero en cuya superficie se muestra el esqueleto de
Ca de DAF (amarillo).

Determinantes moleculares de patogenicidad de los CVB
Usando variantes del CVB3 desarrolladas en cultivos de tejidos, se ha asociado el
nucleétido (nt) 234 de la region 5'UTR: U en el CVB cardiovirulento y C en el avirulento (Tu,
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Chapman y col. 1995). Sin embargo, estudios posteriores demostraron que este nt dificilmente
sea un determinante de cardiovirulencia ya que varios aislamientos de CVB3 de pacientes
presentan U en la posicion 234, independientemente de las diferencias en sus propiedades
cardiovirulentas (Gauntt y Pallansch 1996). Por otro lado, se sugiere la existencia de varios
determinantes de cardiovirulencia en la region 5' UTR (Dunn, Chapman y col. 2000). En el caso
de CVB1, se ha observado que los nts 117 a 161 afectan la virulencia, medida por DLs, de
ratones recién nacidos (Rinehart, Gomez y col. 1997). Mas recientemente, se ha descripto que los
nts 573 y 579 también afectarian la virulencia (Zhong, Li y col. 2008). Otros estudios hallaron
que una Unica mutacién en la posicion 165 de la proteina de cépside VP2, fue critica para la
cardiovirulencia (Knowlton, Jeon y col. 1996) y que el nt 2916 fue importante para la
patogenicidad de CVB3 (Cameron-Wilson, Pandolfino y col. 1998). Es claro que la
cardiopatogenicidad puede depender de mdltiples determinantes presentes en el genoma. La
identificacion de estos sitios, el conocimiento de la importancia relativa respecto al fenotipo
viral, y la asociacion de los mismos con mecanismos patogénicos concretos aguardan mas

investigaciones sobre el tema.

Estudios previos no publicados

Obtencidn de una variante patogénica de CVB1 a partir de una no patogénica

Se parti6 de un clon de ADNc infeccioso de CVB1 (PN14), gentilmente cedido por el Dr.
A. Nomoto, Universidad de Tokio (lizuka, Yonekawa y col. 1991). Luego de obtener virus
infeccioso (CVBL1N) por trascripcion in vitro y transfeccion del ARN resultante en células Hela,
se estudiaron las propiedades patogénicas del virus por inoculacion intraperitoneal (ip) en
diversas cepas de ratones endocriados jovenes. Los resultados obtenidos indicaron que CVBL1N,
independientemente de la dosis utilizada, induce muy poca, si alguna, patologia en corazon y
pancreas (

Figura 9), que son los tejidos mas frecuentemente afectados en ratones de este grupo
etario. A fin de obtener una variante mas patogenica, se inocularon varios ratones
inmunodeficientes (SCID) con CVBIN y 8 semanas posinoculacion (pi), se realizaron
aislamientos virales del corazon de estos animales. Se identificO una variante (denominada

CVB1Nm) que poseia un fenotipo distinto en ensayos de placa de células HeLa (Figura 8).
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Figura 8. Arriba, esquema que resume la obtencién de la nueva variante CVB1INm. Abajo, detalle
de las diferencias en el fenotipo de CVB1N y CVB1Nm en el ensayo de placas sobre células Hela

Esta variante fue posteriormente inoculada en ratones inmunocompetentes a fin de
verificar su patogenicidad, observandose que inducia pancreatitis y miocarditis agudas (

Figura 9) con relativa baja mortalidad (20%) en ratones jovenes (3 semanas de edad)
C3H/HeJ. A los 5 dias pi, se detectaron aproximadamente 10" UFP/g (unidades formadoras de
placas de virus por gramo de tejido) en el pancreas y el corazén de ratones inoculados con
CVBINM, en contraste con los menos de ~10° UFP/g registrados con CVBIN en ambos

Organos.
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Corazon

CVBINm

Figura 9. Histopatologia a los 10 dpi de ratones C3H/HeJ infectados a los 21 dias de edad. Mientras
los cortes provenientes de animales inoculados con CVB1N son normales, los provenientes de los
inoculados con CVB1NmM muestran pancreatitis acinar severa y miocarditis multifocal. Se muestran
secciones representativas hematoxilina y eosina (fotografia a 250X).

Clonado de CVB1NmM

La variante viral CVB1INm fue purificada por aislamiento de placas por dos veces
consecutivas. A partir del segundo aislamiento por placa se produjo un stock viral a partir del
cual se purificaron viriones y se aislé el ARN. Utilizando un panel de primers seleccionados se
amplificaron mediante RT-PCR regiones del genoma parcialmente superpuestas, que
comprenden los nts 1-3448, 1-6550 y 4916-polyA. Estos fragmentos de ADNc fueron clonados
en pGEM-T (Promega) siguiendo las instrucciones del fabricante. Luego por diversos cortes y
empalmes con enzimas de restriccién, regiones gendémicas virales de CVB1Nm fueron agregadas
dentro del esqueleto del clon de CVB1 (PN14) para obtener clones quimericos, como se indica
en la Figura 10. Brevemente el plasmido pGEMT (1-3448) fue digerido secuencialmente usando
Clal, Kpnl y EcoRlI. Los fragmentos de interés se purificaron de a uno y se ligaron en un intento
para la obtencién de pC69-805 (Figura 10). A esta construccion inicial C69-805 se le reemplazo
la region entre los nts. 251-6365, con la region equivalente de CVB1Nm clonada en el pGEM 1-
6550, usando para ello con enzimas de restriccién con Unico sitio de corte dentro del genoma
(Sful-BstEII).
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Figura 10. Esquemas del clon infeccioso PN14, de los plasmidos obtenidos del clonado de fragmentos de
CVB1Nm en pGEMT, y de los dos clones obtenidos, pC69-805 y pC69-6365. El diagrama de flechas muestra

los fragmentos de los que se obtuvo primero pC69-805 y a partir de este pC69-6365.
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Estrategia para la caracterizacion de los determinantes

genomicos de patogenicidad del virus CVB1

Como estrategia inicial a fin de descubrir que mecanismos moleculares estan
involucrados en el cambio de un virus Coxsackie B no miocarditico a uno miocarditico, se tomé
como modelo de estudio el serotipo CVBL1. De las distintas cepas de CVB1, se escogié una
variante que era la Unica que contaba con un clon infeccioso y secuencia conocida en ese
momento. Con dicho clon infeccioso, se procedidé a la obtencion de virus infeccioso y a la
caracterizacion del fenotipo correspondiente, tal como se detalld en la Introduccion. El virus
CVB1, clonado en el laboratorio del Dr. Nomoto, y denominado aqui CVB1N, induce muy poca
patologia tanto en pancreas como en corazon luego de su inoculacion en ratones de 21 dias. Por
lo tanto, lo que se precisaba ahora era un virus que fuera significativamente mas patogénico en
dichos érganos y no fuera muy distinto. Un aislamiento clinico tendria demasiada diversidad en
su secuencia nucleotidica aun cuando fuera un serotipo CVB1 ya que la tasa de mutacion de los
virus ARN suele ser de 1 cada 100 a 1000 nucleétidos copiados. La aproximacion que se utilizd
fue realizar una inoculacion en ratones SCID con CVBIN vy luego seleccionar aislamientos de
placas con distintos fenotipos para verificar su patogenicidad en ratones normales. De esta forma
se obtuvo la variante CVB1Nm, que era significativamente mas patogénica. Posteriormente, el
virus fue purificado y 3 segmentos del ADNc resultante de la RT-PCR fueron clonados en
vectores pPGEMT.

Habiéndose obtenido una variante con distintas propiedades patogénicas, derivada de la
anterior, y estando la misma clonada en su totalidad, podian iniciarse entonces los estudios
necesarios para conocer su secuencia nucleotidica y para revelar que segmentos de ese genoma
eran los responsables de los cambios en el fenotipo observado.

Los objetivos particulares del presente trabajo se centran en la identificacion de las
regiones del genoma del CVB1 donde se produjeron cambios gendmicos entre estas variantes
intratipicas, la generacidn de virus recombinantes entre dichas variantes, el estudio replicativo ex
vivo e in vivo de los virus con el objeto del evidenciar regiones responsables del cambio de
fenotipo y la busqueda de determinantes de patogenicidad en dichas regiones. También se
efectuara un analisis estructural de la capside viral usando estructuras ya elucidadas de virus
altamente relacionados para evaluar posibles mecanismos involucrados en estos cambios y se

estudiara el rol de los receptores virales a tal fin.
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Capitulo 1. Estudios genémicos

Consecutivo a la clonacién del genoma de CVB1Nm, se procedié a la secuenciacion del
mismo para conocer la secuencia nucleotidica completa del genoma de CVB1Nm, a fin de
comenzar a elucidar que mutaciones pudiesen estar implicadas en el cambio del fenotipo con
respecto CVBI1N, y por ende de los mecanismos que podrian estar involucrados. La obtencion de
la secuencia también permitio poder analisis por alineamiento con secuencias de otros
enterovirus ya conocidas, y en particular de otros CVB, con el fin de realizar estudios

comparativos. A continuacion se presentan los resultados obtenidos y el anlisis de los mismos.

1.1 Obtencion y comparacion del genoma de CVB1Nm con CVB1N

La secuencia completa de CVBINmM fue determinada utilizando diversos primers
(detallados en Materiales y Métodos) a partir de los clones originales pGEMT 1-3448, pGEMT
1-6550 y pGEMT 4916-PoliT. Los cambios nucleotidicos observados fueron todos confirmados
en la cadena complementaria y en la secuenciacion de pC69-6365 a fin de descartar artefactos
propios de la polimerasa empleada en la reaccion de secuenciacion. Una vez obtenidas todas las
secuencias, las mismas fueron ensambladas y comparadas con la secuencia de CVBI1N. Se
observaron 23 cambios de nucledtidos entre ambas variantes representando una diferencia de 0.
3% respecto del genoma de CVBIN.

El anélisis de estas mutaciones revela 12 cambios en la secuencia de amino&cidos de la
poliproteina, de los cuales 1 es debido a la insercion de un codon, 5 son mutaciones silenciosas
en la region que codifica la poliproteina viral y 5 son mutaciones en la region 5UTR. De
particular interés son las 2 mutaciones ubicadas en el stem loop Il de la regién 5'UTR, 8 de la
region P1 que codifica para la cépside viral y 3 de la regién que codifica la polimerasa viral
(Tabla 1).
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Tabla 1. Diferencia en la secuencia genémica entre CVB1N y CVB1Nm. Se muestra en forma resumida las
diferencias nucleotidicas y las aminoacidicas predichas entre CVB1IN y CVB1Nm.
Diferencias nucleotidicas

Regién genémica Viral — nt* TS

CVBIN aminoacidicos °
5’ UTR 35 )
5 UTR 118 U
5 UTR 133 U
5’ UTR 184 c _
5" UTR 606 A
VP4 888 c
— o1 A -V, 60
— e v D—E, 165
VP3 1836 G
- = A NCT, 60
— 172 A R—G, 79
— 2090 A N—T, 80
— 2110 ) L, 107
— 2024 © E—Q, 125
VP1 2850 C
s 291 A T—A, 155
— 51 A N—S, 274
2B 3816 U
2B 3873 A
— B Vo1, 78
= 0953 G C—Y, 351
= I SC AR, 444

(a) Posiciones nucleotidicas referidas a CVBL1N. (b) Cambios para la proteina viral madura.

1.2 Comparacion con otros enterovirus y en particular con otros CVBs

Del anélisis de la secuencia entre CVBIN y 1Nm se intentd, en el caso del 5°UTR,
elucidar la frecuencia de aparicion de los nucleétidos de interés; en el resto, los cambios
aminoacidicos en la poliproteina a partir de alineamientos y busqueda en bibliotecas gendémicas
de acceso publico (NCBI). Luego se realiz6 el célculo de la entropia de Shannon (H(X)) para los
alineamientos de la poliproteina como score indicador de la conservacion de residuos en las

posiciones de interés.
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Para analizar la 5°UTR, se submiti6 la secuencia subgendémica completa de esta region y
utilizando la interfaz Blastn (NCBI), restringiendo la busqueda a Human enterovirus B
(taxid:138949), de la cual se obtuvieron 100 secuencias alineadas contra las que se compararon
las mutaciones, con excepcion al nt 35, en la que se hallé un nimero menor. En todas las
posiciones se encontraron secuencias correspondientes a todos los serotipos pertenecientes a

CVB, ademas de enterovirus B y echovirus altamente relacionados.

nt 133 AC

nt 606

U-A

I ¢
— ] » AU

VI VI <5

c U
B 0 110 U U 180

Figura 11. A: representacion de la estructura secundaria aceptada de la regién 5’UTR del genoma de los
CVBs, con la ubicacion de las mutaciones en los nucleétidos nt 35 y nt 606, y la delecion en el nt 184 en
CVB1Nm (asterisco). B: cambios nucleotidicos entre CVB1IN y 1Nm en el stem loop Il. Los graficos de areas
circulares muestran la frecuencia de aparicion, en alineamientos con otros enterovirus, de los nucle6tidos
especificados en esas posiciones, correspondiendo al negro para CVB1Nm, blanco para 1N y gris para otros
enterovirus.

En el nt 35, cuya posicion putativa corresponde al plegamiento secundario | cloverleaf, la
insercion de G, en CVB1Nm, es mayoritaria. En el caso de los nucle6tidos 118 y 133 en el stem
loop Il, los nts correspondientes al mutante (C y A, respectivamente) son mayoritarios frente a
las demas bases nucleotidicas encontradas. En contraste, los correspondientes a CVB1N (U en
ambas posiciones) son minoritarios. La delecion compensatoria de C en el nt 184 de CVB1Nm
no pudo ser encontrada en las bases de datos, donde aparecen muy conservadas entre los nt 181-
184 cuatro citocinas. Finalmente, en el nt 606, se hallaron la G correspondiente a INm y la A
presente en CVBL1N, esta Gltima con una frecuencia algo menor. Un resumen de estos resultados
se muestra en la Figura 11.

También se realizaron alineamientos con la secuencia aminoacidica codificada por la

region P utilizando la base de datos del NCBI, a fin de buscar la frecuencia de aparicién de los
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restos aminoacidicos correspondiente a 1IN y a 1Nm. La estrategia para ello fue utilizar
secuencias de 21 aa de forma que el residuo aminoacidico de interés estubiese centrado por 10 aa
flanqueantes. Se alinearon usando el modo “best suite” del algoritmo Blastp (protein-protein
Blast), restringiendo la busqueda a human enterovirus B (taxid:138949). En esta bUsqueda,
limitada a 100 secuencias, se encontraron todos los serotipos pertenecientes a coxsackievirus B,
ademés de enterovirus B y echovirus altamente relacionados y se alinearon dichas secuencias
aminoacidicas usando la interfaz Cobalt (NCBI). Luego, se realizd el céalculo de HN(X)
normalizada con respecto a la matriz de alineamienos, y de Hn(X) normalizada para cada
columna del alineamiento como se indica en Materiales y Métodos.

Se observo que de los residuos correspondientes a las posiciones VP1 80, VP1 107, VP1
125y VP3 79, los aa propios a CVBINm (T, L, Q y G, respectivamente) son mas frecuentes en
dichas posiciones, en comparacion con los de 1N (N, una delecion (-), E y R) (ver Tabla 2). Lo
contrario fue observado para la posicion VP1 155 y VP4 60, donde los residuos correspondientes
a CVB1INm (A y V, respectivamente) son minoritarios respecto de sus contrapartes en CVB1IN
(T y ). En las posiciones VP1 274, VP2 165 y VP3 60, los residuos aminoacidicos de 1IN y INm
se hallan con una frecuencia similar, aunque cabe resaltar que las posiciones VP2 165 y VP3 60

poseen alta variabilidad, como lo refleja HN(X).

1
Frecuencia
Residuo Hn(X) 09
(QVSIVI CvB1Nm

0,23 4 L 2 o 4
VP460 | 098 014 s N T
VP2165 D 006 081 ] ¢ VP3-60 L
VP360 N 005 0,75 05 | * :

_~P1-155 ]
VP379 R 002 0,44 TW ;
VPL N T | 041 7 :
80 006 |LIEEY os X |

VPL107 - 0,03 0,61 04 , | eiso
vei12s E 005 [RRIEEY o7 0 ) .'P}_;;)I.H.T.
VP1155 T 0,02 0,73 )

024 /
VP1274 N 040 08 /o ® * HD
sp7s v o9 [ 01 {vfheo " B0

/ - HNE) max
/ | |

B (c oo EEEEN N —
3D444 A 0,01 ﬂm 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12

#Caracteres

Tabla 2. Frecuencia de aparicion de restos aminoacidicos en las posiciones de interés, segun el alineamiento
obtenido con Blastp/Cobalt. Se indica la frecuencia hallada de los residuos correspondientes a cada variante
parental. La columna Hn(X) da los valores obtenidos para cada posicién de la funcion Entropia de Shannon
normalizada, para cada columna del alineamiento, referida a la cantidad de caracteres diferentes cuyo
maximo es 21 caracteres (20 aa y - delecion). El gréafico a la derecha muestra, para los residuos en la regién
P1, en rombos negros Hn(X) para cada posicion, y HN(X), cuadrados grises, donde la linea continua muestra
el limite maximo de la funcion HN(X).

30



Patogénesis molecular en un modelo experimental de miocarditis. Javier O. Cifuente
Resultados

)
VPI-107 ¢ VP1-125
1 5
L
34 Q
38
K
47
/ |
57
E
5
VP1-274 VP2-165 .
T 109 5 111
25 N
s 12 )
33 33
= K
6
S ‘3 K €
1 2 H
3
A
> O ¥ :
24 19
D
. o E 6
7
Vv
VP3-79 VP4-60 ’
S

2 13
R
2
G
16
E
46
G
85

Figura 12. Frecuencia de aparicion de restos aminoacidicos en las posiciones de interés, segun el alineamiento
obtenido con Blastp/Cobalt. En dichos diagramas se indican el aminoacido encontrado (letras) y debajo su
abundancia en base a las 100 secuencias alineadas. El residuo concordante a 1N, 1 Nm y a otros enterovirus,

se resalta respectivamente en blanco, negro y gris en el diagrama.
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A continuacion las secuencias aminoacidicas de CVB1N y CVB1Nm se alinearon con las
secuencias completas de otros CVBs y con el virus altamente relacionado SVDV, obtenidas de la
base taxonomica del NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/), con el programa
Vectors 10.1.1 usando el algoritmo Clustal X, del analisis de estos datos surge que dichas
mutaciones se encuentran mayoritariamente en regiones de alta variabilidad de la secuencia o
calientes, excepto VP3 79, VP1 274 y VP4 60. Siendo maés frecuentes los hallados en CVB1Nm
en el caso de VP3 79 y VP1 274, con excepcion de VP4 60 (Figura 13).
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Figura 13 Alineamientos de la poliproteina de CVB1N, 1INm y otros CVB usando el algoritmo ClustalX. La
posicion de las mutaciones se halla marcadas con una cufia sobre la cual se especifica la posicion aminoacidica
mutada.
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1.3 Discusion

Es aceptado que pocas diferencias gendmicas pueden llevar a cambios relevantes de
fenotipo en los virus ARN (Domingo, Martin y col. 2006). En el estudio de la secuencia de
CVBI1Nm se hallaron 23 diferencias con respecto a CVBI1N, de las cuales 5 no se consideran
relevantes porque son mutaciones silenciosas dentro del ORF. Las 18 diferencias restantes, de las
cuales una es una insercion, fueron analizadas ya que son candidatas a ser determinantes
patogénicos moleculares.

De particular interés son las mutaciones dentro de la region 5'UTR. La mutacion en el nt
35 se encuentra fuera de la region del IRES por lo que en principio no debiese afectar la
traduccion de la poliproteina, pero quizas pueda influenciar en la replicacion viral, como se ha
sugerido (Hunziker, Cornell y col. 2007). Auln asi, seria poco probable que sea un determinante
importante de patogenicidad ya que se ha encontrado que virus deletéreos del cloverleaf replican
y persisten in vivo (Kim, Tracy y col. 2005). De las 4 mutaciones restantes, 3 se encuentran en el
IRES, 2 de ellas ubicadas en el stem loop Il, y 1 entre el IRES y el coddn de inicio AUG. Esta
region se ha reportado como sitio poseedor de determinantes patogénicos en la infeccion por
CVB3 (Chapman, Ramsingh y col. 1997; Dunn, Chapman y col. 2000), y de virulencia en
ensayos con CVBL1 (Rinehart, Gomez y col. 1997; Zhong, Li y col. 2008). Del andlisis en
conjunto del 5°UTR, se puede concluir que los nucledtidos mas frecuentemente hallados en los
alineamientos se corresponden a los de CVB1Nm. Esto hace candidata a esta region de ser la
responsable del fenotipo atenuado de CVBIN, aunque ya se ha descrito, en estudios no
publicados previos, que esta regién no es responsable por si sola del fenotipo patogénico de
CVBINm.

La region P1, que codifica para la cépside viral, exhibe 9 diferencias en la secuencia
aminoacidica, codificadas por las 8 mutaciones y la insercion de 1 codon. En la literatura se ha
reportado que en esta region existen importantes determinantes de patogenicidad de CVB
(Knowlton, Jeon y col. 1996; Harvala, Kalimo y col. 2002; Stadnick, Dan y col. 2004; Harvala,
Kalimo y col. 2005). En nuestros alineamientos con otros enterovirus, se observa que | en la
posicion VP4 60 esta muy conservada, y podria suponerse a priori que el cambio I—V no seria
responsable del cambio en la virulencia de CVB1Nm. Esta afirmacion se basa en que la presion
de seleccion mantiene ciertas posiciones con baja variabilidad ya que estos residuos
aminoacidicos son beneficiosos para la propagacion del virus. La contracara de esta situacion es

G en VP3 79, la cual esta muy conservada, por lo que R—G contribuiria favorablemente,
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aplicando el mismo razonamiento. VP1 155 esta mayoritariamente conservada, lo que se
evidencia por el valor de Hn(X). En el caso de A, correspondiente a CVBINmM, es
frecuentemente hallada en dicha posicion, en cambio T, correspondiente a CVBI1N, es poco
frecuente. Un analisis similar es aplicable a VP1 107, ya que L es frecuentemente encontrada y
siendo ésta una posicién conservada segun los valores obtenidos de H(X), probablemente la
delecion en CVBIN reduzca el fitness. Analisis equivalentes son aplicables a los residuos
hallados en CVB1Nm en las posiciones VP1 80 y VP1 125, beneficiando a la variante CVB1Nm
vs. IN. En VP1 274 ambos residuos son frecuentemente hallados, con un valor intermedio de
variabilidad en la posicion, y por lo tanto N—S, seria poco probable que contribuya al cambio de
fenotipo. Las posiciones VP2 165, VP3 60 son las que se presentan muy poco conservadas,
siendo posiciones muy calientes con respecto a la variabilidad del virus, y a priori, es dificil
estimar su contribucién. En resumen, se podria decir que en la region P1, con ciertas
excepciones, los residuos encontrados en CVB1Nm son mas frecuentemente hallados en los
alineamientos que sus contrapartes de CVBIN, lo que puede ser un indicio de reversion de la
atenuacion.

Las mutaciones en la polimerasa viral 3D pueden dar como consecuencia una alteracion
en el proceso de replicacion. La tasa de error de copia, aunque elevada en los virus ARN, esta
finamente ajustada a una ventana de valores. De ser muy alta, el virus entra en una etapa de
“error catastrofe” en el cual el virus comienza a perder su informacién genética y la progenie
viral se halla sentenciada a la extincion, acorde a la teoria de las cuasiespecies (Domingo, Martin
y col. 2006) y comprobado en ciertos estudios (Pfeiffer y Kirkegaard 2003). Por otro lado, un
cambio en la polimerasa viral que lleve a una alta fidelidad en el proceso de copia puede llevar a
una disminucion en el fitness viral, siendo menos adaptable al entorno, como se ha mostrado
experimentalmente (Vignuzzi, Stone y col. 2005). En nuestro caso es obvio que nuestros virus se
hallan por debajo de la tasa de “error catastrofe”, solo por el hecho de haberlos podido propagar.
Sin embargo, pueden diferir en la tasa de error y por lo tanto en la adaptabilidad. Analizando las
3 mutaciones en la region que codifica la polimerasa viral 3D, se observa que estas posiciones se
hallan muy conservadas. En el caso de la posicion 3D-78, el cambio V—I es muy poco probable
ya que V esta muy conservado, lo que se veria como un cambio poco beneficioso para INm. A la
inversa, en las posiciones 3D-351 y 3D-444, los respectivos cambios C—Y y A—R, llevan a
residuos aminoacidicos muy conservados y por ende debiesen ser beneficiosos ya que son rasgos
mantenidos por la presion de seleccion. Sin embargo, considerando el virus recombinante C69-

6365, mutaciones son prescindibles para obtener el fenotipo patogénico de CVBINm.
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En este capitulo hemos analizado cuales podrian ser las regiones implicadas en el cambio
de fenotipo de CVBIN a CVB1Nm, e hipotetizado en base a la conservacion de residuos y la
frecuencia de los residuos hallados en alineamientos con otros virus, que cambios podrian ser
mejores candidatos a ser los determinantes de patogenicidad entre ambas variantes intratipicas.
En los proximos capitulos se mostraran los resultados de las estrategias utilizadas para tratar de
revelar su contribucion.
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Capitulo 2. Construccion de virus recombinantes

Para acotar aun mas que segmentos subgenomicos del virus CVB1Nm son responsables
del fenotipo de placa distinto y a cuales se debe la mayor patogenicidad observada luego de su
inoculacion en ratones, con respecto a CVBIN, se disefiaron virus recombinantes adicionales a
las variantes quiméricas previas. Se procedié al disefio de virus recombinantes donde diferentes
segmentos del genoma de CVBIN fueron reemplazados por segmentos equivalentes de

CVB1Nm, mediante la estrategia de utilizar enzimas de restriccion con sitio Unico de corte.

2.1 Construccion de nuevos virus recombinantes

Se obtuvieron cuatro nuevos clones infecciosos a partir de pN14 y las quimeras previas
pC69-6365 y pC69-805. Estos clones se digirieron con enzimas de restriccion que cortan en
sitios Unicos dentro de cada plasmido. Luego de la digestion los fragmentos de interés fueron
purificados y los mismos ligados entre si utilizando la enzima T4 polimerasa. Luego se
transformaron bacterias competentes a fin obtener el clon y en todos los casos las colonias fueron
chequeadas por PCR (usando primers descriptos en Materiales y Métodos). De esta manera se
construyeron pC932-2288 usando Clal y Bstz1717, pC3438-6365 usando EcoRV y BstEll, pC69-
1847 con Sful y Smal, y pC69-4318 utilizando Sful y Eagl.
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Figura 14. Esquema de la obtencion de nuevos clones infecciosos usando la estrategia de Unico sitio de corte.

Se muestran los plasmidos de partida usados para obtener los nuevos clones y se indican las enzimas de
restricciéon usadas a tal fin.
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2.2 Obtencion de los virus

Habiéndose obtenido ADN plasmidico de los respectivos clones, se procedié a la
digestion de los mismos utilizando Xbal, que posee un Unico sitio de corte detrds de la cola
PolyA (Figura 14). Los clones digeridos fueron utilizados para realizar transcripcion in vitro con
la enzima T7, cuyo promotor esta ubicado por delante del genoma viral. Los ARN resultantes
fueron transfectados utilizando dextrano sobre células HelLa y se mantuvieron en observacion a
la espera de la aparicion de efecto citopatico y el consecuente rescate de virus infeccioso. Se
obtuvieron un total de 4 virus recombinantes denominados C69-1847, C69-4318, C3438-6365 y
C932-2288, indicando la numeracion el nimero de los nucleétidos de la secuencia publicada de

CVBI1N reemplazados por el segmento equivalente de CVB1Nm.
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Figura 15. Esquema representativo de los virus recombinantes obtenidos. Los bloques blancos representan
secuencia genémica de CVBI1N mientras que los negros a CVB1Nm. Las enzimas de restriccidn utilizadas se
detallan arriba de cada segmento. En el esquema el signo (!) marca las posiciones con mutaciones relevantes,
segun fue hallado en la secuenciacién, en el 5’UTR o en la region del ORF que alteran la secuencia
aminoacidica en la poliproteina en CVB1INm. El signo (*) marca los virus originados a partir de las nuevas
construcciones.
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2.3 Discusion

Existen diversos trabajos que relacionan la region 5°UTR con el caracter patogénico de
los CVB vy en particular, con el fenotipo miocarditico como ya se ha comentado. De resultados
previos sabiamos que C69-805, que contiene el 5’UTR perteneciente a CVB1Nm, es un virus de
escasa patogenicidad, tanto en pancreas como en corazon. Sin embargo, no se puede aseverar que
esta region no influye significativamente en el fenotipo patogénico de CVB1INm, ya que la
misma podria ser necesaria para obtener el fenotipo patogénico completo, pero insuficiente per
se para que C69-805 provoque pancreatitis y/o miocarditis. Al respecto, Tracy y Gauntt han
comentado (Tracy y Gauntt 2008) que el SLII responsable del fenotipo patogénico de un CVB3,
confiere bajos niveles de patogenicidad al ser insertado en otro CVB3 no patogénico,
interpretando que factores gendmicos por fuera del SLII pueden mitigar el fenotipo patogénico
(Tracy y Gauntt 2008). Otra interpretacion plausible es que distintos determinantes patogénicos
en diferentes partes del genoma sinergizan. En este sentido se ha sugerido que, en el caso de
Polio, la interaccion entre el IRES y las proteinas VP pueden intervenir en el switch
traduccion/encapsidacion (Johansen y Morrow 2000), explicando entonces que cambios en una u
otra region podrian afectar dichas interacciones. Teniendo esta posibilidad en mente se decidio
virus recombinantes que contuvieran el 5’UTR mutado, ademas de otras regiones.

El virus recombinante C69-6365 carece de 2 de las mutaciones halladas (ambas en la
region que codifica la polimerasa viral 3D), y retiene completamente el fenotipo exhibido por
CVB1INm. Por esta razon dichas mutaciones no fueron contempladas como prioridad en la
construccion de nuevos virus recombinantes.

Las 4 construcciones nuevas, generadas a partir de clones preexistentes de CVB1, fueron
disefiadas para evaluar distintas regiones subgendmicas adicionales (C69-1847, C69-4318,
C3438-6365 y C932-2288).

En el caso de C69-4318 incluye el 5S’UTR vy la totalidad de las mutaciones halladas en la
region P1. En cambio C69-1847 también contiene el 5’UTR pero solo las mutaciones en VP4 y
VP2 de P1. Ambos nos permitirdn evaluar las mutaciones del 5’UTR con subregiones de P1.
C932-2288 contiene las mutaciones de VP2 y las de VP3, pero carece del 5S’UTR. Con C3438-
6365 que solo incluye la mutacion nt 6133, que cambia V—I en la polimerasa 3D, se evaluara

cual es el impacto de esta en el fenotipo.
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Capitulo 3. Analisis de las regiones gendmicas de CVBINmM

responsables del cambio de fenotipo ex vivo

Ciertas caracteristicas virales pueden ser estudiadas sobre células en cultivo. En
particular, en este capitulo se evaluan los cambios en el fenotipo de placa, las curvas de
crecimiento y la citotoxicidad inducida entre las variantes parentales y los virus recombinantes, a
fin de relacionar estos parametros con las regiones genomicas y las diferentes mutaciones que
comprenden. La finalidad de este estudio es poner en evidencia posibles cambios que
contribuyan a la patogenicidad, que en un modelo in vivo son de dificil deteccion o quedarian

enmascarados por factores del huésped tales como la respuesta inmune a la infeccion viral.

3.1 Fenotipo en placa sobre células HeLa.

Para evidenciar que fenotipo de placa exhiben los virus recombinantes descriptos en el
capitulo anterior, se procedid a ensayar la formacion de placas a las 48 hs pi sobre células HeLa.
Como control se utilizaron las variantes parentales. Como bien se puede apreciar, las nuevas
quimeras guardaron un fenotipo de placa en relacion con el 5’UTR que poseen. La quimera C69-
1847 que posee el 5’UTR de CVB1Nm exhibe fenotipo de placa grande y en contraparte C932-
2288 exhibe un fenotipo de placa diminuta, similar a CVB1N.

CVBIN CVBINm C69-805 C69-6365

Figura 16. Fenotipos de placa. Se muestran las diferencias en el fenotipo de placa que exhiben las variantes
parentales y los virus recombinantes. El fenotipo de placa correlacion6 con la region 5°UTR parental.
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3.2 Curva de crecimiento de un paso en células HeLa

Se estudid la velocidad de replicacion viral de los virus parentales y los virus
recombinantes quiméricos como uno de los pardmetros de virulencia. Para esto se realizaron
curvas de crecimiento en un solo paso sobre células Hela. Se observo que todos los virus replican
eficientemente en estas células. Sin embargo, se pudo apreciar que la velocidad de replicacion de
la variante CVB1Nm y de los virus recombinantes que incluyeron su 5'UTR, mostraron una
velocidad de replicacion mayor que CVBIN vy los virus recombinantes que conservaron el
5'UTR de CVBIN.
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Figura 17. Curva de crecimiento. Las curvas de crecimiento en un Unico paso fueron realizadas en HelLa para
las diferentes variantes parentales y los virus recombinantes. Se infectaron células HeLa a 10 MOI, y cada
hora pi se fueron cosechando monocapas celulares para analizar infectividad viral. Se puede inferir que el
5'UTR mutante correlaciona con el incremento en la tasa replicacion en células Hela.

3.3 Ensayo de citotoxicidad en células HeLa y RD

Para evidenciar el efecto citotoxico de las variantes virales se procedio a realizar el
ensayo para medir la viabilidad de células infectadas usando MTT. Para ello se infectaron lineas
celulares con 100 UFP, Hela y RD. La citoxicidad inducida por las variantes virales a las 16 hs
en células HelLa, fue mayor en aquellos virus que poseen el 5’UTR mutante. En el caso de
células RD, linea celular de progenie muscular humana, la citoxicidad no presento diferencias

significativas.
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Figura 18. HeLa y RD a las 16 y 24 hs de incubacidn, respectivamente. En las células HelL a se asocia el mayor
efecto citotoxico al 5’UTR de CVB1Nm. En contraste no se observa diferencias significativas en células RD.

3.4 Discusion

En este capitulo observamos el comportamiento ex vivo de los virus recombinantes y
parentales, CVBIN y CVB1Nm. Se estudio el fenotipo de placa para relacionarlo con las
regiones genémicas mutadas, y también como marcador de virulencia (Jimes y Jamison 1983), a
fin de correlacionar luego éste parametro con el caracter patogénico in vivo de estas variantes,
como otros autores han realizado (Zhang, Yousef y col. 1994). Hemos observado, al igual que
otros autores (Zhong, Li y col. 2008), que el cambio en el fenotipo de placa se debe a
determinantes en el 5’UTR. Otros autores han hallado que cambios en la region P1 también
pueden afectar dicho fenotipo (Ramsingh y Collins 1995). En nuestros ensayos el fenotipo de
placa obtenido esta relacionado con el 5°UTR que poseen los virus, correlacionando el fenotipo
de placa grande con el 5’UTR mutante de CVB1Nm, mientras que el fenotipo de placa pequefia,
similar a la de CVBIN, lo poseen los virus recombinantes con el 5’UTR original.

En el caso de la curva de crecimiento de un paso en células Hela, estas curvas
correlacionaron de igual manera con respecto a la velocidad de crecimiento. Se observo que los
virus que poseen el 5°UTR mutante generan 10 veces mas virus a las 6 hs pi que los que poseen
el 5’UTR de CVBIN.

Finalmente se estudio la citotoxicidad de los virus recombinantes y parentales sobre
células HelLa y células RD, un tipo celular que expresa muy bajos niveles de CAR. Los valores

mostraron que la citotoxicidad sobre células HelLa también esta relacionada con la presencia del
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5’UTR mutante; sin embargo esta relacion no es seguida por la citotoxicidad sobre células RD.
Las células RD fueron utilizadas con el fin de relacionar la citotoxicidad con uso de receptores,
sin embargo, no se puede inferir que los valores obtenidos sobre estas células este relacionado
con los mismos; probablemente otros factores intracelulares, como factores de inicio de
traduccion estén implicados (Bonderoff y Lloyd 2008).

En resumen, el 5’UTR correspondiente a CVBINmM, al ser comparado con el 5’UTR
perteneciente a CVB1N, aumenta en la tasa de replicacion viral, incrementa la citotoxicicidad y
correlaciona con el rasgo fenotipico de placa grande en los virus que lo contienen, al menos en

células Hela.
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Capitulo 4. Analisis de las regiones gendmicas de CVBINmM

responsables del cambio de fenotipo in vivo

Para estudiar el fenotipo de los virus quiméricos en el modelo murino se procedié a
evaluar la capacidad de replicar y de generar lesiones en 2 6rganos blanco de interés, el pancreas
y el corazon. A tal fin ratones C3H/HeJ de 21 dias de edad que fueron infectados por via

intraperitoneal con los CVBL1 parentales y recombinantes.

4.1 Replicacion viral en pancreas y corazon de ratones C3H/HeJ inoculados con virus
recombinantes a los 5 dpi.

Los animales fueron inoculados ip con 10* UFP del virus de interés. A los 5 dias pi, los
animales fueron sacrificados y los drganos fueron cosechados en condiciones asépticas para
verificar la infectividad viral. Se detectaron aproximadamente 10” UFP por gramo de tejido en el
pancreas y el corazén de ratones inoculados con CVBINm. En contraste, menos de 10° UFP/g
fueron registradas con CVB1N, C69-805 y C3438-6365. Las quimeras C69-1847 y C932-2288y

arrojaron valores de titulo intermedios como se muestra en Tabla 3

Tabla 3. Titulo viral (como Log 15 por gramo de tejido en pancreas y corazon
en ratonesC3H/HeJ infectados, sacrificados 5dpi.

Virus / Quimera | Titulo viral en pancreas | Titulo viral en corazén
CVBIN <2 <2
CVB1NmM 7.51£0.8 6.6+0.6 |
C69-805 <2 <2
C69-6365 7.2+0.4 6.4+0.4
C3438-6365 <2 <2
C69-4318 7.1+0.7 6.2+0.6
C 69-1847 4.1+0.5 <2
C 932-2288 3.6+0.6 <2

4.2 Histopatologia del pancreas y corazon de ratones C3H/HeJ inoculados con virus
recombinantes a los 10 dpi

Se procedid a inocular ratones de 21 dias de edad C3H/Hel ip tanto con las variantes
parentales, como con las quimeras generadas utilizando una solucién de PBS conteniendo 10*
UFP de virus. A los 10 dpi se sacrificaron dichos animales y los tejidos fueron fijados en

paraformaldehido 4% pH 7.4 a fin de ser procesados para rutina histoldgica.
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Figura 19. La histopatologia de ratones C3H/HeJ inoculados con las quimeras virales. Iméagenes
representativas del fenotipo de los virus recombinantes luego de su inoculacion en ratones C3H/HeJ en cortes

de tejido pancreatico y cardiaco tefiidos con HyE. X250
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El virus C69-4318 indujo una severa pancreatitis y miocarditis, similares a las observadas

con el virus C69-6365. En contraste, los virus C3438-6365 y C69-805 no indujeron lesiones

significativas ni en pancreas ni en corazéon. Los virus C69-1847 y C 932-2288 indujeron ambos

una pancreatitis importante, aunque de menor intensidad que los virus patogénicos. Algo notorio

es que indujeron muy poca miocarditis, ya que solo se observaron pequefios y esporadicos focos

necréticos en algunos animales (

Figura 9).

Tabla 4. Score patogénico de pancreas y corazon en animales inoculados con variantes parentales y

recombinantes.

Virus Pancreas Corazon
CVBIN 0 0
CVBINm | 4.0 3.1+0.3
C69-805 0.4+0.2 0.2+0.1
C69-6365 4.0 3.440.1
C3438-6365 0 0
C69-4318 4.0 3.6+£0.4
C69-1847 2.8+£0.6 0.8+0.6
C932-2288 2.3+0.8 0.7+0.5

4.3 Discusion

Considerando que el virus recombinante C69-4318 fue patogénico en niveles similares al
parental CVB1Nm vy al recombinante C69-6365, y que los virus recombinantes C3438-6365 y
C69-805 fueron no patogénicos, puede concluirse que la regién responsable del cambio de
fenotipo de atenuado a patogénico estaria acotada a P1, ya que en esta region, responsable de
codificar las proteinas de la capside viral, se encuentran mutaciones de interés. El hecho de que
los virus C69-1847 y C932-2288 indujeran una menor intensidad de pancreatitis en ausencia de
miocarditis indicaria que los determinantes de patogenicidad pancreéatica y miocardica son
distintos, y/o que el evento pancreatitis debe ser mas severo para que ocurra miocarditis. En este
sentido, en este estudio hemos podido observar que siempre los titulos virales obtenidos de
homogenatos de pancreas y corazon correlacionan con la histopatologia. Sin embargo, en
comparacién con otros estudios donde los titulo de CVB fueron elevados en pancreas (~ 10’
PFU/g de tejido), el mismo no correlaciond con el grado de pancreatitis (Gomez, Cui y col.
1993).

En C69-1847 contiene las mutaciones en regiones de VP3 y VP1, al compararlo con C69-

4318. C932-2288 que incluye solo las mutaciones en VP2 y VP3, y excluye el 5S’UTR y la
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mutacion en VP4. Ambos virus, como se dijo, son moderadamente pancreatiticos, y casi no
miocarditicos, correlacionando en ambos drganos el titulo viral con la injuria tisular.

De C3438-6365 se observo que su fenotipo resulté igual a CVBIN, por lo cual
concluimos que el cambio aminoacidico en la posicion 3D 78 no es un determinante de
patogenicidad.

C69-1847 al ser comparada con los resultados previos obtenidos con C69-805, que
incluye la region 5’UTR de CVBINmM y muestra muy baja patogenicidad similar a CVBL1N,
sugiere que una o las mutaciones en VP2 165 y VP4 60, son determinantes de virulencia
importantes para el fenotipo pancreatitico, pero muy poco para el miocarditico.

En resumen, los titulos virales obtenidos de homogenatos de pancreas y corazdn
correlacionaron con la histopatologia. Las mutaciones determinantes de enfermedad pancreética
y cardiaca estan ubicadas en la regién P1. Dichos determinantes no serian idénticos o solaparon
solo parcialmente. Los determinantes de pancreatitis estin relacionados con las mutaciones de
VP2, VP3 y VP4, quizés potenciados por el 5’UTR mutante, pero para obtener el fenotipo

miocarditico completo son necesarias las mutaciones en VP1
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Capitulo 5. Analisis de los cambios nucleotidicos de la capside

de CVB1NmM en estructuras tridimensionales

Previamente otros autores han resuelto las estructuras a nivel atomico de ciertos CV, asi
como las estructuras de los complejos virus-receptor de CVB3 con los dos receptores putativos,
DAF y CAR. El presente capitulo aborda la utilizacion de estos modelos con el fin de inferir la
ubicacion de los residuos aminoacidicos que cambiaron entre CVBIN y CVBI1Nm,
correspondientes a las mutaciones de la region P1, que genera las proteinas estructurales de la
capside viral. También se buscara elucidar cuales son las relaciones espaciales existentes con el
sitio de unién a los receptores, a fin asignar posibles roles al cambio de estos residuos, con
respecto a las diferencias de fenotipo observado entre CVB1N y CVB1Nm. Por no disponer de
las estructuras para CVBL1, se buscara validar la utilizacion de estas estructuras en base a la

similitud de secuencia con CVVB3.

5.1 Validacion del estudio utilizando la estructura cristalogréafica de CVB3

El analisis comparado entre las secuencias de aminoacidos entre CVBIN y CVB3
muestra una similitud mayor del 80% entre las secuencias aminoacidicas correspondientes.
Puede inferirse entonces una alta similitud en la estructura secundaria y en los plegamientos de
orden superior, sugiriendo que la unién a los receptores sea similar. Asumido esto, fue posible
mapear las mutaciones de la capside viral entre las variantes intratipicas CVB1IN y CVB1Nm
sobre la estructura conocida a escala atdmica por cristalografia de rayos X de CVB3
(Muckelbauer, Kremer et al. 1995). Como control, se realiz6 la comparacion estructural entre
CVB3 vy el virus altamente relacionado SVDV (del inglés, swine vesicular disease virus) cuya
estructura cristalografica se halla disponible para variantes del virus (Fry, Knowles y col. 2003;
Verdaguer, Jimenez-Clavero y col. 2003), y de esta manera poder esclarecer las eventuales
divergencias entre las posiciones de los restos aminoacidicos entre los diferentes modelos.
Yuxtaponiendo las estructuras de Ca de CVB3 y SVDV pudimos observar en 3 dimensiones que
los esqueletos de Ca se encuentran muy cercanos en el espacio entre los 3 modelos (Figura 20).
Adicionalmente, se realiz6 un alineamiento de estas secuencias usando el encaje entre las
estructuras cristalograficas de CVB3 y SVDV, poniendo como valor de corte la distancia 5A
entre las posiciones de los residuos aminoacidicos entre los modelos usando el programa
Chimera. Luego se aline6 CVB1N usando Clustal X. Como se puede observar en la Tabla 5, las
estructuras secundarias entre los modelos cristalogréaficos se hallan muy conservadas, en tanto

que la secuencia alineada de CVB1N muestra coincidencia en secuencia en muchas de estas
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regiones estructurales, con lo que se puede predecir que poseen analogas estructuras secundarias.
En conjunto, estos datos sugieren que la aproximacion utilizada para mapear mutaciones de
CVBL1 es valida.

Figura 20. Se muestran 3 diferentes vistas del encaje entre los esqueletos de Ca de las estructuras
cristalogréaficas de CVB3 (negro) y SVDV (elucidada por Fry en violeta y en celeste por VVerdaguer). Se puede
observar virtual coincidencia en los trazos del esqueleto carbonado o que conforman el protémero
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Tabla 5. Alineamiento de VP1, VP2, VP3y VP4, entre CVB1N con CVB3y SVDV

VP1

1 1
Consensus RVADTvgsgP tNSEsIPALT
Conservation
CVB1IN VP1 1RVADTVSSKP TNSESIPALT
CVB3.p..chain1 1RVADTV T TNSEAIPALT
1RVADTIGSGP VNSESIPALT]
1RVADTVGSGP VNSESIPALT
61 7
Consensus CVyyttYeNh ds.g nyAy
Conservation
CVB1IN VP1 B1ICVYYATYNNN SEK .YAE
CVB3.p..chain1 61 CVVYFTEYENS .. .AKRYAE
61ICVFYTTYEN DS .DGDN[FAY
61ICVFYTTYKINH DSDGD
121 131
Consensus tqgqDapvIT hQIMYVPPGG
Conservation
CVBIN VP1 M7 ATSVDAPVQT QQIMYVP]
CVB3.p..chain1 117 TONQDAQ I LT HOTMYVF
119 VRGODAPVLT HOTMYVPI
119 TQGADTPVLT HQITMYVPF
181 191
Consensus YSmFYDGWar FskqGtYGls
Conservation
CVB1IN VP1 177 YSCFYDGWTQ FSRNGVYGIN
CVB3.p..chain1 177 YSNFYDGWSE FSRNGVYG/IN
179YSMFYDGWAR FDKQGTYGIS
179 YSMFYDGWAR FDKQGTYGIS
241 251
Consensus RPPRLCQOYeK akNVNFqPtg
Conservation
RPPRLCQYEK OQOKNVNFNPT
PPRLCQYEK AKNVNFQPS
RLCQYQK AGNVNFEPT
RLCQYKK AGNVNFIPTS
1 1
Consensus .YysDRVRSIT LGNSTITTQE
Conservation
CVB1 N VP2 1 SDRVRSIT LGNSTITTQE
CVB3.p..chain2 1GYSDRVRSIT LIGNSTITTIQE
1.S.DRVRSIT LIGNSTITTIQE
1GYSDRVREITT LIGNSTITTQE
61 71
Consensus SVqgWqqsSpG WWWKIPDALS
Conservation :
CVB1 N VP2 59 SVOWMKNS A WWWKLPDALS
CVB3.p..chain2 61 S VOWOKT S WWWKILPDALS
59 SVMWQQssP WWWKFIPDALS
61 SVMWQQGST WWWKIFPDALS
121 131
Consensus PEAEMGCatL aNkPdpaslLs
Conservation
CVB1 N VP2 1M9PEAEMGCSNL NNTPKFAELS
CVB3.p..chain2 121FEAEMGCATL NNTPSSAELL
MIFIEAEMGCATL ANKPDPKSLS
} 21 PEAEMGCATL ANKPDFKSLS
181 191
Consensus FPHQWINLRT NNSATIVMPY
Conservation
CVB1 N VP2 178 FPHQWINLRT NNSATIVMPY
CVB3.p..chain2 180 FPHOWI NILRT NNSATIVMPY
176 FPHQWINILRT NNSATIVMPY
B 178 FPHQWINLRT NNSATIVMPY
241 251
Consensus i APMCAEYNG LRLAgkQ
Conservation
CVB1 N VP2 238 | APMCAEYN LRLASSQ
CVB3.p...chain2 2401 A~ MCAE ¥ Il LRLAGHO
236 VAFMCAE YN LIRLAGKQ
238VAFMCAEYNG L[IRLAGKQ
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Resultados
31 41 51
VPSDTMQTRH VKNYHSRSES tIiENFLCRSA
VPSDTMQTRH VKNYHSRSES SIENFLCRSA
VPSDTMQTRH VKNYHSRSES TIIENFLICRS[A]
VFSDTMQTRH VKNYHSRSES TVENFLCRS[A
VPSDTMQTRH VKNYHSRSES TVENFLCRSA
91 101 1
.LRRKLEmMFT YaRFDLELTF VITStQeqsT
LLRRKLE .FT YLRFDLELTF VITSAQEPST
LRRKLEFFT [YVRFDLELTF VITSTQQPST
.LCRRKLEMFT VYARFDLELTF VITSTOEQPT
..LRRKLEMFT YARFDLELTF VITSTOEQST
151 161 171
WOQTSTNPSVF WTEGnAPPRM SiPFislIGNA
WQTSTNPSVF WTEGNAPPRM SIPFISIGNA
WQTSTNPESVF WTEGNAPPRM _SVIPFLSIGNA
WOTISTNPSVF WTEGSAPPRM _SVPFIGIGNA
WOTISTNPEVF WTEGNAPPRM STPFIGIGNA
211 221 231
RHVYN.a.gpG PIkSTVRIYF KPKHVKaWvP
RHVNEA .GQ PIKSTVRIYF KPKHVKAWVF
RHVN .AGST ITKSTITRITYF KFKHVKAWI F
RHVND (TVSTVRIYF KFKHVKTWV
RHVN . [ TVSTVRIYF KPFKHVKTWVF
271
mktt
TGAF
MTNT
MKTT
MKTT
31 41 51
WPaYLKDeEA TaEDQPTQPD VATCRFYTLe
WPEYLKDNEA TGEDQPTQPD VATCRFYTLE
WPDYLKDSEA TAEDQITOTD VATCRIFYTILD
WPTYLKDEEA TAEDQPTQPD VATCRFYTILE
WPAYLKDEEA TAEDQPTQPD VATCRF[YTILE
91 101 11
YHYLGRaGYT IHVQCNASKF HQGCLLVVCYV
YHYLGRTGYT IHVQCNASKF HQGCLLVVCYV
YHYLGR|TGYT THVOQICNASKF HQGCLLVVCV
YHYLGRAGYT THVOICNASKF HQGCLLVVCV
YHYLGRAGYT THVOCINASKF HOGCLLVVCV
151 161 171
qnstg ek aVQanViNAG MGVGVGNLTI
.TEVGTSNDK KVQTAVWNA MGVGVGNLTI
KPVA.SGSNK LVQRVVYNA MGVGVGNLTI
QNST .ET AVQANVINA MGVGVGNLTI
QNST ET AVQANVINA MGVGVGENLTI
211 221 231
RHNNfTLMvI PFaPLsYsaG attYVPITVT
RHNNLTLMI | PFVPLNYSE SSPYVPITVT
RHNNVTLMVI PFVPLDYCF STTYVPITVT
RHNNFTLCMVI FFAPLSIYST ATTYVPITVT
RHNNFTLCMVI PFAPLSIYSA ATTYVPITVT
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1 1 21 31 41
Consensus GLPtmaTPGS nQFLTSDDFQ SPSAMPQfDV TPEMdIPGqV nNLMEIAEVD SVVPVnNteg
Conservation
CVB1N VP3 1GLPVM TOFL DDFQ SAMPQFDV EMQ | RV NNLME|AEVD SVV
CVB3.p..chain3 1 L TMNT CQFLTSDDFQ SAMPQYDV EMR | V KNLME|AEVD SVV
1GLPTLST NQFLTSDDFQ SAMPQFDV EMD I V] NNLMETAEVD [SVV
SVDVj.chanC 1 L~ TLAT QFLTSDDFQ SAMPQFDV MD | Vi NNLMETAEV SV V
61 1 81 91 101 1
Consensus kvmsieAYQIl PVqSNptngs QVFGFPLQPG assVINnRTLL GEILNYYaHW SGSIKLTFMF
Conservation
CVB1N VP3 BINVNGLKAYQ I VOSNSDNRR QVFGFPLQ ANNVLNRTLL EILN THW | KLTFMF
CVB3.p..chain3 61 KVHNSMEAY O RISNEGSGT [QVFGFP|LC YSSVFSRTILL EILN T[HW ITKLTFMF
hMK\/MUI'*Aw.I GVFGFPIL ANSVLNRTLL CNY]Y AHW TKLTFMF
SVDV).chain€ 61 KEMS [EAY O T QVFGFPILT ASSVLNRTLL ETLNYYAHW TKLTFMF
121 131 141 151 161 171
Consensus CGSAMATGKF LLAYSPPGAG aPttRkeAML GTHViIiWDVGL QSSCVLCiPW ISQTHYRYVyv
Conservation
CVB1IN VP23 121 C AMATGKF LLA A VPKNRRDAML THYVIWDVGL CVLCVPW | YRYVV
CVB3.p...chain 3 121 C AMA KF LLAYS A APTKRVDAML THVVWDVG L CVLCIlPW | YRYVA
121 C AMATGKF LLA A APTTRKEAML THVIWD|VGL CVLCTlPW | YRYIVV
SVDV j..chain€ 121 C AMA KF LCCA A AP TTRKEAML THVIWDVGL Q@ CVLCTlPw | YRYVV
181 191 201 21 221 231
Consensus mDEYTAgGYi TCWYQTNIvV PADaQSdCkl ICFVSACNDF SVRmLKDTPF | kQdNFfQ. .
Conservation
CVB1N VP3 1MEDEYTAAGYV TCWYQTNI IV TCDI LCFVSACNDF SVRMLKDTPF
CVB3.p...chain3 181 S D TA FI TCWYQTINIVYV CYl MCFVSACNDF VRLLKDTPF
h181M?.- A Y1 TCWYQTNIVV CKlI LCFVSACNDF SVRMLIKDTPF
SVDVj.chain€ 181 MDE Y TA I TCWYQTNI V]V DCKT LCFVSACNDF SVRMLKDTPF
241
Consensus . . ... ... ..
Conservation
CVB1IN VP3 241 VEESVERAMV
CVB3.p..chain3 238 . . . . . ... ..
2381 e S
SVDVj..chain€C 238 . . . . . ... ..
1" 21 31 41 51
Consensus  GAQVSTQKTG ... ....... .AHYTNIN YYKDAASNSA NRQDFTQDPg KFTEPVKDIM
Conservation
CVB1N VP4 1 AHET LNAS NSIIHYTNIN YKDAASNSA NRQDFTQD KFT VKD IM
CVB3.p..chaind 1 CAQVSTOQKTG . .. ....... ... IHYTNIN YKDAASNSA N S KIFTEPVKDIM
1 AHE . . ... .. ... lHYTNIN KDAASNSA KFT VKD IM
SVBVSehainDd 1 GAQVSTIQKTG . ... ... ... IHYTN/IN KDAASNSA KFTEPVKDIM
61 71
Consensus IFKSmPALN. .. ... ....
Conservation
CVBIN VP4 S SAEECCY

61 | KSEMP A
A

CVB3.p...chain448 | K S L
SDVARRERR 1 < -\ A

SVDV j...chain D48 VK S M

Alineamientos de VP1, VP2, VP3 y VP4 correspondientes a CVB1N, CVB3y 2 cepas de SVDV. La distancia
entre residuos entre restos aminoacidicos pertenecientes a las cadenas carbonada a de CVB3 y SVDV es
menor a 5A. Los residuos enmarcados en cajas verdes corresponden a estructuras secundarias tipo hoja beta
plegada, aquellos enmarcados en cajas amarillas corresponden a regiones hélice alfa. ElI simbolo ()
corresponde a resto excluidos del alineamiento. Se puede apreciar el alto consenso en la secuencia alineada y
la importante conservacion de la estructura secundaria entre los modelos cristalograficos.

5.2 Mapeo de las mutaciones de las variantes intratipicas de CVBL1 sobre la estructura de
CVB3

Usando el modelo de CVB3 se buscaron las posiciones donde se encuentran las
diferencias entre las variantes intratipicas de CVB1 y de esta manera mapear su ubicacién sobre
la céapside viral. Explorando el mapa tridimensional desde el eje de simetria 5 y 3 (Figura 22 y
Figura 23, respectivamente) se puede observar que ciertos residuos mutados se encuentran en la
superficie externa de la capside viral, mientras que otros residuos mutados no se hallan expuestos
como VP1 107 y VP4 60 (Figura 23 C y D y Figura 22 C y D, respectivamente). En el caso de

VP1 107, se halla formando parte del pocket y parece estar cercano al pocket factor (Figura 21).
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Los residuos correspondientes a VP1 80, 125 y 155 se hallan cercanos al eje de quintuple
simetria, hallandose sobre los bucles B-C, D-E y F-G, respectivamente (Figura 23 C y D). VP2
165 se halla situado en el bucle E-F del puff, que es una saliente prominente en la estructura de
CVB3 (Figura 22 C y D). VP3 60 se ve implicado en otra saliente, el beta knob, mientras que
VP3 79 se halla en el bucle B-C de VP3 (Figura 22 C y D). Estos resultados se sumarizan en la
Tabla 6 y en la Figura 24.

Figura 21. Se muestra la relacion entre el residuo VP1 107 (amarillo) y el pocket factor (celeste) realizado
sobre cortes del protomero desde tres vistas correspondientes al eje de quintuple simetria (A), de simetria
doble (B) y de simetria triple (C).

Figura 22. (pagina 57)

Se muestran diferentes vistas desde el eje de simetria 3 de CVB3 donde se marcan la posicion de los restos
donde se produjeron cambios de aminoacidos de CVBIN a 1INm. A: visién general de la capside viral vista
externamente al eje de simetria 3, donde la flecha sefiala la posicién del mismo. B: corte ecuatorial de la
capside mostrando la posicion del eje de simetria 3 (flecha). C: posicion de las mutaciones en VP1 274, VP2
165, VP3 60y 79y VP4 80. D: disposicion de los mismos residuos. En corte ecuatorial VP1 274, VP2 165, VP3
60 y 79 se hallan en la superficie externa sobre diferentes loops, en tanto que VP4 80 en la superficie interior
de la capside

Figura 23. (pagina 59)

Diferentes vistas desde el eje de simetria 5 de CVB3 donde se sefialan la posicion donde se produjeron
cambios de aminoacido CVBIN a INm. A: vision general de la cdpside viral vista externamente eje de
simetria 5, donde la flecha sefiala la posicion del mismo. B: vista de un corte ecuatorial de la capside
mostrando la posicion del eje de simetria 5 (flecha). C: ampliacion de la vista de A con la posicion de las
mutaciones en VP1 80, 107, 125 y 155. D: ampliacion de la vista B con la disposicion de los mismos residuos.
Se puede apreciar que VP1 80, 125 y 155 se hallan en la superficie externa sobre diferentes loops en la region
del eje de simetria 5, en tanto que VP1 107 se encuentra en la base del puff, estando no expuesto a ninguna
cara de la capside.
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Tabla 6. Posicion de los cambios aminoacidicos en la capside viral predicha sobre la estructura de CVB3.

Cambios de aminoacido

Region de cépside Localizacion en la estructura®

CVBIN — CVBINm
VP4 -V, 60 Superficie interna de la capside.
VP2 D—E, 165 E-F loop , puff (sitio antigénico 2A)
VP3 N—T, 60 beta knob VP3 (sitio antigenico 3A)
VP3 R—G, 79 B-C loop VP3 (sitio antigénico 3B)
VP1 N—-T, 80 Fivefold / B-C loop VP1 (sitio antigénico 1)
VP1 L, 107 Aminoécido no expuesto a superficie, y debajo del puff
VP1 E—Q, 125 Vecindad al eje de quintuple simetria (fivefold) D-E loop VP1
VP1 T—A, 155 Expuesto en la superficie externa en el loop F-G
VP1 N—S, 274 C-terminus de VP1 (sitio antigénico 3A)

Figura 24. Ubicacion de las mutaciones sobre un pentamero de CVB3 en el cual se han resaltado en rojo los
aminoacidos correspondientes a las mutaciones entre CVB1N y INm. De esta manera se evidencia la posicién
de aquellos residuos que se exponen a la superficie externa de la capside.
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De este analisis se observa que las posiciones aminoacidicas de interés mayoritariamente
se ubican dispersas en diferentes bucles (loops) de la superficie externa de la capside, y por este
motivo se puede suponer que alguno de estos residuos pudieran estar implicados en el cambio del
fenotipo entre CVB1N y CVB1Nm, debido al cambio en la afinidad por alguno de sus receptores
putativos. No se puede descartar, sin embargo, la posibilidad de otros hipotéticos receptores

implicados, o la alteracion de otro mecanismo como la apertura de la capside viral.

5.3 Prediccion de interaccion de mutaciones con el receptor viral usando estructuras virus-
receptor obtenidas por Cryo-EM

Sumado al analisis de la posicion de los restos aminoacidicos mutados entre CVB1N y
CVBINm, se utiliz6 la estructura de CVB3 (cepa RD) con su receptor celular DAF,
recientemente obtenida (Hafenstein, Bowman y col. 2007), asi como la estructura virus-receptor
del CvB3m con CAR (He, Chipman y col. 2001), ambas elucidadas por reconstruccion Cryo-
EM, de las cuales se puede inferir la relacion espacial entre los residuos de interés y los
receptores virales.

Analizando las estructuras 3D de dichas reconstrucciones se puede observar que VP2
165, situado en el puff, yace directamente debajo del receptor DAF, interaccionando con este, ya
que se observa en la reconstruccion Cryo-EM que ambas densidades electronicas se superponen.
También se puede ver que VP2 165 esta cercano a CAR, siendo este el Unico de los residuos de
interés que muestra relacion con este receptor (Figura 25). Otros residuos también estan en la
vecindad del area donde interactia DAF (VP1 155, 274 y VP3 60) pero no se podria aseverar
que interaccionen (Figura 25). EIl resto de los residuos no guardarian relacion aparente con los
receptores. En el caso de VP1 107, la insercion de leucina (L) debajo del puff, podria modificar
la superficie externa de la capside viral en esta region, alterando la interaccion con el receptor.
Ademas VP1 107, aun sin estar expuesto a la superficie, se encuentra formando el pocket, donde
descansa el pocket factor, un ligando lipidico que estabilizaria el protdbmero y se sospecha es
liberado luego de la interaccion con CAR.

Para poder apreciar mejor estas relaciones se realizo la representacion en un diagrama 2D
de coordenadas angulares, utilizando el programa RIVEM, en el cual la proyeccion de los
residuos aminoacidicos de la superficie de CVB3 se hallan representados a manera de piezas en
un mosaico dentro de la subunidad asimétrica. Se han resaltado los residuos de interés en este
diagrama (Figura 26) y marcado las huellas bidimensionales de los receptores elucidadas por
Cryo-EM sobre la superficie viral, asi como la densidad electronica de DAF, que no es

totalmente coincidente con su huella (Figura 26).
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Figura 25. A partir de las reconstrucciones Cryo-EM 3D ya elucidadas para CVB3RD-DAF y CVB3-CAR,
se evidencia la interaccion de los diversos restos aminoacidicos de interés con los receptores virales CAR
(amarillo) y DAF (azul). A: esquema de la subunidad asimétrica de CVB3y los 2 receptores putativos CAR
(dominio D1) y DAF (SCR1-4). Asimismo, se marcan las posiciones de los residuos VP1 80, 107, 125y 155y
VP2 165. B: VP1 274, VP2 165y VP3 79. A y B no son idénticas vistas de la reconstruccion por lo que se ha
exagerado la diferencia en la posicion del marco triangular de la subunidad asimétrica. C, D y E: vistas
ampliadas de aquellos residuos cercanos a la densidad electrénica de DAF (representado como tejido de
malla azul). En las mismas se puede apreciar que la densidad se encuentra claramente interaccionando con
el residuo VP2 165, y cercano a VP1 155, 274 y VP3 79. F: vista de la superficie externa del pentamero
donde se muestra el esqueleto Ca del dominio D1 de CAR y se marcan los residuos de interés. G: detalle de
F mostrando la cercania del residuo VP2 165 a CAR.
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Tabla 7. Interacciones predichas de los receptores con los restos aminoacidicos mutados
CVBIN — CVB1INmM Localizacién en la estructura referida a receptor
VP2 D—E, 165 Bajo la huella de DAF y CAR
VP3 N—-T, 60 Vecindad de la huella de DAF
VP3 R—G, 79 Cercano a DAF. Debajo de la densidad electrénica de SCR 4.
VP1 N—T, 80 No se sospecha interaccién
VP1 E—Q, 125 No se sospecha interaccion
VP1 T—A, 155 Vecindad de la huella de DAF SCR 1-2
VP1 N—S, 274 Cercano a DAF. Debajo de la densidad electrénica de SCR 4
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Figura 26. Diagrama 2D de coordenadas angulares, en el cual la proyeccién de los residuos aminoacidicos de
CVB3 se hallan representados como piezas en un mosaico. En azul se resaltan aquellos residuos que
corresponden a mutaciones entre CVB1IN y Nm. En negro se observa la proyeccién sobre la superficie de la
huella de DAF y su densidad electrdnica y en rojo la huella de CAR, correspondientes a la interaccién con
CVB3 elucidada por reconstruccion Cryo-EM.
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5.4 Discusion.

En el presente capitulo se aplicaron los modelos estructurales disponibles de CV, para
mapear las diferencias aminoacidicas entre CVB1N y CVB1Nm. Previo a esto se busco validar
la aproximacion cotejando la secuencia de CVB1N contra el CVB3 ya cristalografiado por otros
autores (Muckelbauer, Kremer y col. 1995), mostrando que la estructura estd muy conservada en
otros CVB (Fry, Knowles y col. 2003; Verdaguer, Jimenez-Clavero y col. 2003). Se observd del
alineamiento de CVB1 que la mayoria de su secuencia es muy similar sobre los motivos
conservados de la estructura secundaria entre los modelos. También usamos las estructuras de
complejos virus-receptor ya elucidadas para CVB3 por Cryo-EM, con el fin de observar como se
relacionan estos residuos con los sitios de union de los receptores CAR y DAF.

Son diversos los mecanismos que podrian afectarse por las mutaciones en las proteinas de
la capside viral incluyendo la unién al receptor (Verdaguer, Jimenez-Clavero y col. 2003;
Rezaikin, Novoselov y col. 2009) o la expulsién del genoma y el empaquetamiento (Kirkegaard
1990). Ademas, se ha sugerido que las proteinas de la region P1 pueden estar implicadas en el
switch entre replicacion y traduccion (Johansen y Morrow 2000). También el ARN genémico
puede cumplir un rol estructural en el ensamblaje de la particula viral estabilizando la estructura
(Schneemann 2006). Considerando que las diferencias en la secuencia fueron minimas y que en
los poliovirus la unién de proteinas virales (pentameros) al ARN es independiente de la
secuencia (Nugent y Kirkegaard 1995), es poco probable que estos mecanismos participen en el
cambio de fenotipo de CVB1INm.

La mutacion en VP4 60, se halla en el interior de la capside viral, no por lo que no tiene
acceso a la interaccion con los receptores. Otros autores han reportado ciertos residuos de esta
proteina como candidatos a determinantes de patogenicidad (Ramsingh, Araki y col. 1992)
aunque estudios posteriores determinaron que no es un determinante mayor de patogenicidad
(Caggana, Chan y col. 1993), lo que explicaria que finalmente fuera catalogada como
determinante menor (Ramsingh y Collins 1995).

VP2 165, esta ubicado en el puff y en relacion con ambos receptores, CAR y DAF. No
sorprende entonces que en esta region otros autores han hallado determinantes moleculares de
patogenicidad. Se ha descripto que el cambio K—R en el residuo VP2 158 lleva a la atenuacion
(Stadnick, Dan y col. 2004). El residuo VP2 165, ha sido descripto como un determinante mayor
de patogenicidad, donde el cambio N—D lleva a la atenuacién del fenotipo miocarditico
(Knowlton, Jeon y col. 1996). También en CVBINm D—E se relacion6 con el fenotipo

patogénico. Es sugestivo que en ambos casos el residuo aspartato (D) esté ligado al fenotipo
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atenuado. Lo que refuerza a esta posicion como importante determinante de patogenicidad
potencial.

Por otro lado, VP3 60 se halla en otro motivo estructural importante, el beta knob, que
presenta una alta variabilidad y estéa en la vecindad de la huella de DAF. En esta region también
se han hallado determinantes moleculares de patogenicidad: la transicion E—G se asoci6é con
atenuacion del cardcter miocarditico y parcialmente del pancreatitico (Stadnick, Dan y col.
2004). En nuestro caso, el cambio N—T podria estar implicado en el aumento de patogenicidad,
por lo que también se postula como determinante molecular de patogenicidad. Los cambios VP3
79 R—G, dentro de un loop y debajo de la densidad electrénica de DAF en la reconstruccion
Cryo-EM, al igual que VP1 274 que se halla cercano a la huella de DAF, poseen un rol incierto
ya que no hay reportes especificos en la literatura.

Los cambios N—T, en VP1 80, y E—Q, en VP1 125 no se hallan cercanos a la
interaccion con ninguno de los receptores dificultando la asignacion de un mecanismo en el cual
pudiesen estar involucrados. Por otro lado, no hay informacion especifica de estos residuos en la
bibliografia, aunque en las vecindad VP1 129 ha sido descripto como determinante mayor de
patogenicidad (Caggana, Chan y col. 1993).

El cambio en VP1 155 (T—A) se halla cercano a la huella de DAF pudiendo tambien
estar involucrado en la interaccién con este receptor. Se ha descripto que el cambio en esta
posicibn N—G lleva a la atenuacion miocarditica (Cameron-Wilson, Pandolfino y col. 1998)
mientras que en esta posicion D—E lleva a atenuacion solo del fenotipo miocarditico pero no
posee efecto en el caracter pancreatitico (Dan y Chantler 2005). También se ha encontrado que
en VP1 145 del echovirus 71se halla un determinantes molecular de patogenicidad en el intento
de adaptacion al modelo murino (Chua, Phuektes y col. 2008).

El residuo L en VPl 107 es frecuentemente hallado, como se observo en los
alineamientos. Este residuo se ubica formando parte del pocket lo que podria indicar que tenga
un rol en las interacciones que estabilizan la particula viral (Muckelbauer, Kremer y col. 1995), y
por ende podria afectar al fenotipo.

En resumen, varias de las mutaciones encontradas en CVBINmM podrian estar
relacionadas con la interaccion virus-receptor. En el siguiente capitulo, se describen los

experimentos realizados al respecto.
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Capitulo 6. Evaluacion del papel de los receptores virales en el cambio

de fenotipo de CVB1NmM

Con el objeto de poner en evidencia mecanismos relacionados con los receptores virales
se procedid a realizar un conjunto de experiencias in vitro, ex vivo e in vivo, para averiguar si
existen diferencias entre CVB1N y CVB1Nm con respecto al uso y afinidad de estas variantes
por CAR y/o DAF. A tal fin, se mostraran ensayos de reduccién de placa, hemaglutinacion, y el

comportamiento de ambas variantes en ratones Daf-1 knock out (KO).

6.1 Ensayo de reduccion de placa en células HelLa con receptores virales solubles

La reduccion en la formacion de placas se ensayo preincubando CVBIN, CVB1Nm y
CVB3 (como control), con CAR o DAF solubles. En el caso de CAR se pudo observar una
reduccion mayor al 99% con ambos virus (Tabla 8). Cuando se emple6 DAF, se pudo observar
una reduccion del 10-50% para CVB1Nm y de 90% para CVB1N (Tabla 8).

Tabla 8. Reduccidn de placa con los receptores solubles, expresados en porcentajes de reduccion.

Virus preincubado con CAR Virus preincubado con DAF

CVBIN 99% 90%

6.2 Propiedades patogénicas de las variantes parentales en ratones C57BL/6J y C57BL/6J
Daf-1 Knock Out.

Para aclarar la funcion de la molécula murina Daf-1 en la infeccion, ratones C57BL/6J
(WT) y Daf -/- KO de 21 dias de edad fueron inoculados ip con CVBIN y CVB1Nm, para
estudiar su histopatologia a los 10 dpi.

CVBIN indujo escasa pancreatitis en ratones WT, (Figura 27 A) y una pancreatitis
levemente mayor en los KO (Figura 27 E). Del mismo modo, CVB1Nm también indujo una
mayor injuria pancreatica en los animales KO (Figura 27 G), siendo también mayor a la
observada en los ratones WT (Figura 27). Con respecto al miocardio, se observé ausencia de
lesiones en los ratones WT con ambos virus (Figura 27 B y D). En ratones KO, se observaron
minimas lesiones en los animales inoculados con CVB1N y una moderada miocarditis en los
inoculados con CVB1Nm (Figura 27 F y H, respectivamente). El score patogénico se muestra en
la Tabla 9.
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Tabla 9. Score patogénico de las poblaciones KO y WT inoculados con CVB1IN y 1INm.
Score patogénico en WT Score patogénico KO
Virus Pancreatitis Miocarditis Pancreatitis Miocarditis
CVBIN 0,8+0,2 1,2+04 0,2+0,1

CVBINm 2,6+0,8 -_ 36+0,8 1,2+0,6

PANCREAS CORAZON

CVB1Nm

CVBIN

KO

CVBI1Nm

Figura 27. Histologia de pancreas y corazén de ratones machos de 21 dias C57BL/6J fenotipo salvaje (WT) y
Daf-1 (KO) con CVB1N y CVB1INm. A los 10 dpi el pancreas y el corazén fueron cosechados y procesados de
rutina para HyE. Se muestran secciones representativas del pancreas y miocardio.
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En conjunto estos resultados sugieren que los ratones C57BL/6J son menos susceptibles
que los ratones C3H/HeJ. Por otro lado los ratones C57BL/6J Daf-1 -/- mostraron una mayor
susceptibilidad a la pancreatitis y a la miocarditis, al compararse con su contraparte C57BL/6J

salvaje.

6.3 Hemaglutinacion por variantes parentales de eritrocitos humanos y de raton.

Eritrocitos humanos O Rh(-) y provenientes de ratones Balb/c se incubaron
separadamente con CVBIN, CVBINmM y una cepa con propiedades conocidas de
hemaglutinacion (CVB5 Faulkner), utilizada como control positivo. Los resultados mostraron
que tanto CVBIN como CVBS5 aglutinaron eritrocitos humanos. En contraste no se observé
hemaglutinacion con CVBINm. En ningun caso los virus ensayados aglutinaron eritrocitos
murinos.

Tabla 10. Aglutinacién de glébulos rojos humanos y murinos por CVB1N y INm.

.., Eritrocitos Humanos Eritrocitos murinos
Hemoaglutinacion

O Rh(-) Balb/c
CVBIN + -
. ¢wiNm | - ] -
CVB5 + -

PBS - -

6.4 Carga viral en miocardio en ratones WT y KO

Se intento medir diferencias en el nivel de ARN viral en tejido cardiaco a los10 dpi, entre
ratones C57BL/6J WT y KO por RTgPCR. La misma arroj6 resultados negativos para todos los
grupos de animales, concluyendose que el ARN viral llega a niveles no detectables en corazén en

ambos grupos de animales a los 10 dpi.

6.5 Evaluacion de la expresion de CAR en corazon de ratones C57BL/6J.

Con el fin de elucidar si los ratones C57BL/6J WT y KO poseen igual nivel de expresion
de la molécula receptora CAR, se procedié a su medida por RT-gPCR normalizando la expresion
con respecto a actina. Los resultados obtenidos a partir de esta medida muestran que en todos los

casos el nivel de expresion de CAR es el mismo en ratones KO y WT.
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Figura 28. Grafico de barras en el que se observa que no existen diferencias significativas en el nivel de
expresion de CAR. En el eje de la ordenada se grafica el cociente entre los valores de CAR normalizados con
actina.

6.6 Valoracion de la viremia temprana entre ratones C57BL/6J WT y KO

Se evaluaron las viremias en ratones C57BL/6J WT y KO de 21 dias de edad, con el
objetivo de caracterizar en periodos tempranos la infeccion por CVBIN y 1Nm en ambos
modelos. Para ello se procedié a medir por RT-qPCR el nimero de copias de ADNc obtenido a a
las 12 y 24 horas pos-inoculacion. Se pudo apreciar que la viremia a las 12 hs no es distinta en
los diferentes grupos de animales. A las 24 hs aunque se detecté un aumento en la viremia en
todos los grupos, no se detectaron diferencias significativas ya que la dispersion en los valores
fueron muy grandes. De este ensayo podemos concluir que ambas variantes replican a tiempos
tempranos tanto en animales KO como WT (Figura 29). Para precisar los niveles de viremia

deberan incluirse mayor nimero de animales.

1E+09
4 KO INm 12hs pi
KO IN 12hs pi
IEF08 1 6 wr 1xvm 120 pi .
XWT 1IN 12hs pi
1E+07 4 XXKO INm 24hs pi X
et ® KO 1IN 24hs pi +
=
) + WT INm 24hs pi
2 1E+06 - -
a O WT 1IN 24hs pi
= X o
g 1E+05 -
£ ~ o
k=)
v I °
1E+04 - .’ ®e X
X .
x X ) +4.
1E+03 4 o
O
12hs 24hs
1E+00

Figura 29. Carga viral detectada por RT-qPCR en sangre extraida a las 12 y 24 horas pi. Cada punto
representa un individuo KO o WT de 21 dias infectado con CVB1N o CVB1Nm
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6.7 Discusion de resultados

Se realizaron un conjunto de experimentos con el objetivo de estudiar la interaccion de
los CVBL1 con los receptores putativos CAR y DAF.

En los ensayos de reduccion de placa, cuando se utilizd6 CAR ambos virus mostraron una
reduccion del 99%. En cambio, cuando se utilizo DAF, CVBL1N fue reducido en al menos 1 Log,
mientras que CBV1Nm mostré menor interaccion con el receptor.

Con la evidencia de que nuestros virus mostraban una diferencia en la afinidad por DAF,
se dispuso realizar experimentos in vivo utilizando ratones KO (Sun, Funk y col. 1999). Como
estos animales eran C57BL/6J, se utilizaron controles pareados de dicha cepa. Cabe sefialar que
estos animales se han descripto mas resistentes al desarrollo de miocarditis (Esfandiarei y
McManus 2008), lo que fue corroborado en nuestros estudios. Ademas, no observamos no
existiria presencia del genoma viral en corazén a los 10 dpi, indicando que el clearance del virus
fue eficaz.

Aunque existen reportes que indican que los CVs no utilizan el homdlogo murino Daf-1
(Spiller, Goodfellow y col. 2000), se considero6 razonable hacer estos experimentos para verificar
el uso de este posible receptor in vivo, ya que CVB1NmM es un virus obtenido del pasaje en raton
SCID, y virulento en C3H/HeJ, lo que indica la adaptacion al modelo murino. Ademas, varias de
las mutaciones mapean en la region de la huella del receptor DAF. Asimismo, Daf-1 cumple la
misma funcion que su homoélogo DAF, uniendo moléculas similares, y posee una estructura
similar (Miwa y Song 2001), y aunque la similitud entre las secuencias de DAF y Daf-1 es solo
del 50%, sus secuencias aminoacidicas se hallan altamente conservadas en zonas de la region
extracelular del SCR 2 y 3 que precisamente son las que interaccionan con los CVB (Hafenstein,
Bowman y col. 2007). Fue por ello que verificamos también que la expresién de CAR es igual en
el corazén KO y WT a fin de poder interpretar que las diferencias observadas en los estudios de
estos modelos solo son debidas a Daf-1.

Los resultados de la histopatologia mostraron, como se esperaba, que CVB1N fue menos
patogénico que CVBINmM en la cepa murina C57BL/6J. Si se considera que la presencia de
Daf-1 aumenta el tropismo de un virus adaptado a unir esta molécula, los niveles de injuria en el
raton WT se esperarian mayores que en el ratdbn KO. Sin embargo, esto no se observd. La
explicacion a la mayor injuria observada en los ratones KO por la infeccion viral, respecto de un
control WT, puede encontrarse en la respuesta inmune exacerbada que presentan estos animales
(Miwa y Song 2001) y a la ausencia de un rol como receptor viral de Daf-1.

Se acepta que los virus que unen DAF poseen actividad hemaglutinante (Williams,
Chaudhry y col. 2004) y por esta razon realizamos ese ensayo. Como resultado del mismo
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observamos que mientras CVB1N aglutina glébulos rojos humanos, CVB1Nm no lo hace,
interpretandose una perdida en la afinidad por DAF, en soporte de los resultados obtenidos en los
ensayos de reduccién de placa. En cambio los eritrocitos de raton no fueron aglutinados con
ninguno de los virus empleados, lo que sugiere, junto con los resultados obtenidos in vivo, que el
homologo Daf-1 no es receptor de CVBL.

En resumen ambos virus, CVBIN y CVB1Nm, se unen a los receptores CAR y DAF,
pero en el caso de este ultimo la reduccion de formacion de placas de CVB1Nm parece
evidenciar una pérdida de afinidad por este receptor, hecho también observado en los ensayos
hemaglutinacion de eritrocitos humanos. Finalmente, el homélogo murino Daf-1 parece no jugar
un rol como receptor viral. Mas estudios serdn necesarios para clarificar el papel de los

receptores murinos en la patogénesis.
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En el presente trabajo, se ahondo en el estudio de las diferencias entre las variantes
intratipicas CVB1N y CVB1Nm con respecto a sus diferencias gendmicas, replicativas ex vivo,
in vivo, estructurales y en el uso de los receptores celulares.

Observando alineamientos con otros enterovirus, resultd notorio que de los nts mutados
encontrados en el 5’UTR de CVB1Nm, sean maés frecuentes que los presentes en CVB1N. Los
motivos de este cambio son desconocidos pero es posible que CVBI1N, que originalmente fue
aislado de una muestra clinica (Rinehart, Gomez y col. 1997), haya sido posteriormente adaptado
a cultivos celulares por repetidos pasajes previos a su clonacion. De ser este el caso, los cambios
en los nts de esas posiciones se relacionarian con las carateristicas atenuadas de CVB1N.

Nuestros estudios demostraron que la presencia del 5UTR de CVB1Nm lleva a un
aumento de la replicacion y la citotoxicidad en células HeLa, en concordancia con lo observado
por otros autores con otros mutantes del 5’UTR de CVBLN (Zhong, Li y col. 2008). El estudio
del fenotipo de placa estuvo dirigido a intentar relacionarlo con las regiones genémicas mutadas
y con la virulencia, a fin de correlacionar luego éstos parametros con el caracter patogénico in
vivo de estas variantes, como otros autores han realizado (Jimes y Jamison 1983; Zhang, Yousef
y col. 1994). En nuestros estudios, hemos observado que el cambio en el fenotipo de placa se
debe a determinantes en el 5’UTR. Similares resultados obtuvieron otros autores en CVBI1
(Zhong, Li y col. 2008). Sin embargo, estudios en CVB3 han mostrado falta de correlacion entre
el fenotipo de placa y determinantes de patogenicidad, relacionandolo con la region P1
(Ramsingh y Collins 1995; Zhang, Blake y col. 1995). Estas diferencias con nuestros resultados
podrian explicarse por la utilizacién de otros serotipos o cultivos celulares.

Ha sido reportado que cambios en la region 5°UTR pueden llevar a un cambio en las
propiedades patogénicas en la infeccién por CVB (Chapman, Ramsingh y col. 1997; Tracy y
Gauntt 2008), y en particular en CVB1N (Zhong, Li y col. 2008). Ademas, 2 de los cambios que
se encontraron en el 5’'UTR se hallaron en SLII, una region gendémica determinante de
cardiopatogenicidad en el caso de CVB3 (Dunn, Bradrick y col. 2003; Stadnick, Dan y col.
2004), y de la virulencia en ratones recién nacidos infectados con CVBL1 (Rinehart, Gomez y col.
1997). Se sabe de al menos 2 proteinas de union al ARN celular que interactan con el SLII de
PV1. Una es el factor de traduccion EIF-2a que interactta con las regiones que comprenden los
nts 97-182 y 510-629 (del Angel, Papavassiliou y col. 1989), mientras que la proteina de unién a
polipirimidina interactia con las regiones que comprenden nts 70-288, 443-539 y 630-730
(Hellen, Pestova y col. 1994). Las mutaciones en el SLII de CVB1INm podrian influir en la

eficiencia de la replicacion viral en un tipo celular especifico afectando el mecanismo de
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traduccion del ARN viral y/o la sintesis. Estos factores podrian ser determinantes de virulencia
en la patogénesis, secundarios a eventos anteriores en el proceso infeccioso tales como la
interaccion virus receptor (Ishii, Shiroki y col. 1998; Ishii, Shiroki y col. 1999; Sonenberg y
Dever 2003). Sin embargo, en nuestros estudios estos hallazgos no correlacionan con la
patogenicidad evidenciada in vivo en ratones C3H/HeJ, lo que sugiere que las variaciones en el
5’UTR de CVB1Nm no son suficientes para explicar el fenotipo pancreatitico y/o miocarditico.

Aunque varios estudios han caracterizado determinantes moleculares de la enfermedad
tras la infeccion con un ndmero de variantes intra o intertipicas de CVBs, hay relativamente
pocos estudios que comparan los determinantes moleculares de la enfermedad para diversos
organos con el mismo virus. En el caso de virus recombinantes de CAV9 y CVB3, el tropismo
por el pancreas e higado en ratones recién nacidos se demostrd que mapea en la region de genes
estructurales P1 (Harvala, Kalimo y col. 2002). Un enfoque similar en ratones adultos, demostrd
que la region P1, de CVBS3, determina el tropismo hacia el tejido hepatico como resultado del
reconocimiento de los receptores, y que el 5’UTR de CVB3 potencia la multiplicacion del virus
en el pancreas de raton (Harvala, Kalimo y col. 2005). En otro estudio (Stadnick, Dan y col.
2004) se han caracterizado una serie de mutantes, de una cepa miocarditica de CVB3 (Kandolf y
Hofschneider 1985), que escapan a la neutralizacién de anticuerpos, y que causaron enfermedad
cardiaca y pancreética en ratones.

El analisis histopatologico de los diferentes virus muestra que varios virus recombinantes
fueron patdgenos para el pancreas, y solo unos pocos indujeron miocarditis, pero ningin virus
indujo miocarditis en ausencia de pancreatitis, resultado que fue observado en otros estudios con
CVBs (Tracy, Hofling y col. 2000). Ademas, se observd que la histopatologia correlaciona con
el titulo viral en homogenatos de dichos tejidos. Puede relacionarse que aquellos virus que son
cardiovirulentos son los que lograron mas altos titulos en el pancreas, mientras que ciertos virus
que lograron titulos intermedios en pancreas fueron significativamente menos miocarditicos y
generaron un nivel intermedio de pancreatitis. Seria posible que exista un valor de corte minimo
en la carga viral exhibida por el pancreas, para que la infeccion sea patogénica al corazon. Si este
fuera el caso, los virus cardiovirulentos poseerian determinantes que lleven a alto titulo en el
pancreas. Al respecto, se ha descripto que la inoculacion intraperitoneal de ratones jovenes
Balb/c con CVB3m se asocid a un inicio de la replicacion del virus en pancreas seguido por una
pancreatitis necrotizante (Gomez, Lascano y col. 1991), y también se ha propuesto al pancreas
como el principal sitio de replicacion viral, y precede a la miocarditis cuando se inoculan ratones
ip (Gomez, Lascano y col. 1991). Alternativamente, puede que haya mas de un factor

determinante de patogenicidad del virus que al ser excluido en la construccion de algunos virus
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recombinantes conduzca a cambios dramaticos de atenuacién de la miocarditis con una pequefia
reduccion de la pancreatitis. Similares resultados fueron reportados por otros autores (Tracy,
Hofling y col. 2000) cuando estudiando las propiedades patogénicas para el pancreas y el
corazon de 9 CVB3 genotipicamente diferentes, asi como CVB1, CVB2, CVB4 y CVBS6, en
ratones jovenes de las cepas C3H/HeJ y A/J, se observé que aunque casi todos los CVBs
analizados replicaron e indujeron cierto grado de patologia en el pancreas, y solo algunos de
ellos pudieron inducir miocarditis, siendo siempre precedida por, o concomitante con
pancreatitis, pero nunca lo contrario. En resumen, podria ser que para que suceda miocarditis,
primero deberia haber altos titulos en pancreas y/o que los determinantes de pancreatitis y
miocarditis son distintos y no estan relacionados, como parecerian indicar nuestros resultados.

En estudios con virus CVB3 que escapan a la neutralizacion de anticuerpos (Stadnick,
Dan y col. 2004) se encontr6 que un cambio E—G en la posicion VP3 60 condujo a la
atenuacion del virus con respecto a la miocarditis, pero con reduccion parcial de la pancreatitis.
En el caso de VP2 165 ha sido descripto como un determinante mayor de patogenicidad, donde
el cambio N—D lleva a la atenuacion del fenotipo miocarditico (Knowlton, Jeon y col. 1996),
mientras que en CVB1Nm, D—E se relaciond con el fenotipo patogénico. Que el residuo
aspartato (D) este ligado al fenotipo atenuado en ambos casos es sugestivo. En el residuo VP1
155 (T—A) se ha descripto que el cambio N—G lleva a la atenuacion (Cameron-Wilson,
Pandolfino y col. 1998) mientras que en esta posicion D—E lleva a atenuacion solo del fenotipo
miocarditico pero no posee efecto en el caracter pancreatitico (Dan y Chantler 2005). A este
respecto, es sugestivo que las mutaciones que hemos descripto en CVB1 comprenden cambios en
estas mismas regiones y nuestras variantes presentan cambios al fenotipo patogénico,
correlacionando con subregiones “calientes” del genoma, en las cuales la tasa de mutacion es
elevada, y por lo tanto poco conservada. Esto se pone en evidencia particularmente en el caso de
VP3 60 y VP2 165. Como ya ha sido descripto por otros autores (Muckelbauer, Kremer y col.
1995), ciertas posiciones que se encuentran en zona de loops, pueden aceptar con mayor libertad
fluctuaciones en la secuencia aminoacidica. Extrapolando los datos de la interaccién DAF-EV7,
se ha sugerido que las mutaciones en P1 afectan a CVB3 mutantes en la interaccion con DAF en
estudios de un virus originalmente patogénico cuyos mutantes resultaron atenuados en el modelo
murino (Stadnick, Dan y col. 2004). Por el contrario, nuestro estudio se inicié con una variante
no patégena de CVBL, que por adaptacion en ratones SCID adquirio status patogénico. Teniendo
en cuenta el diferente enfoque, es sugerente que en ambos estudios se encuentran mutaciones
similares en zonas del genoma que parecen afectar mas la pancreatitis que la miocarditis en el

modelo murino. Por ende, la existencia de estos “puntos calientes” en el genoma del patdégeno

83



Patogénesis molecular en un modelo experimental de miocarditis. Javier O. Cifuente
Discusion final, conclusiones y perspectivas

influyen en el fenotipo de CV independientemente si el virus es un mutante que escapa a
anticuerpo, adaptado a cultivos celulares, o una variante adaptada al raton. La insercion de 1
aminoacido presente en la proteina VP1 de CVB1NmM merece una mencion especial, ya que no
esta relacionada con las huellas de CAR y DAF, pero se encuentra entre una hélice alfa y una
hoja beta (Muckelbauer, Kremer y col. 1995) adyacente al pocket y por debajo del cafion. La
insercion de aminoacidos puede alterar la estructura local. Esto es particularmente interesante
teniendo en cuenta que se ha sugerido en rhinovirus que esta cavidad que aloja al pocket factor es
de una importancia crucial para la dindmica de la cépside, y que es, a su vez, esta dinamica
influye en la infeccion (Katpally y Smith 2007).

El hecho que la mayoria de las mutaciones mapean en el sitio de union de DAF en lugar
del de CAR, es particularmente relevante. Aunque todos los virus CVB utilizan CAR para iniciar
una infeccion productiva, la afinidad por el co-receptor DAF parece ser méas variable (Shieh y
Bergelson 2002). Por otro lado, se ha descrito anteriormente que los CVB que usan DAF humano
como receptor no utilizan el andlogo murino de Daf-1 (Spiller, Goodfellow y col. 2000). En este
sentido, nuestros resultados mostraron que CAR soluble redujo mas significativamente que DAF
ambos virus, CVB1IN y CVB1Nm, como se esperaba. En cambio DAF redujo CVB1N maés que a
CVB1Nm. Significativamente, se observé también que CVBIN aglutina los glébulos rojos
humanos pero ningin CVB hemaglutin6 glébulos rojos murinos. La mayor injuria observada en
la histopatologia de ratones KO Daf-1, en comparacion con sus controles e independientemente
del virus usado, podria explicarse por el aumento de la respuesta inmune observada en estos
animales (Liu, Miwa y col. 2005) y no por diferencias de afinidad por los virus a esta molécula.
Tomados en conjunto, estos resultados sugieren que todas las variantes de CVB1 usan CAR,
ninguna usa Daf-1, y que las mutaciones en CVB1Nm reducen la afinidad por el receptor DAF.
Sin embargo, no se puede descartar que los virus interactien de forma diferente con el receptor
murino CAR y/o con otro receptor murino no identificado, una posibilidad ya sugerida por otros
(Orthopoulos, Triantafilou y col. 2004)

Como conclusion, hemos realizado una serie de experimentos con el fin de identificar los
determinantes moleculares de la enfermedad de CVB1 en el modelo murino. Aunque el 5UTR, y
en particular el SLII, puede desempefiar un papel, nuestros resultados implican a P1 como region
importante en la patogenicidad. Por otra parte, los cambios de residuos mapean en regiones
criticas para la unién a DAF en la superficie virica, y aunque la molécula Daf-1 no parece
desempefiar un papel de receptor, no se puede excluir que otros posibles receptores no

identificados puedan ser utilizados o que lleven a cambios en la interaccion con CAR.
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Por otro lado el subconjunto de mutaciones del 5’UTR, VP4 60 y VP2 165, presentes en
C69-1847, como el subconjunto de mutaciones en VP2 165 y de VP3, presentes en C932-2288
fueron suficientes para obtener un fenotipo pancreatitico significativo. Sin embargo, en nuestros
virus recombinantes fueron necesarias todas las mutaciones de la region P1 para obtener el
fenotipo miocarditico de CVB1Nm, sugiriendo que los determinantes para pancreatitis y
miocarditis son distintos o se solapan solo parcialmente entre si.

Como perspectivas a futuro quedan por confirmar cada uno de los determinantes
moleculares de patogenicidad encontrados utilizando mutagénesis dirigida. Otro desafio
consistira en obtener la estructura cristalogréfica y estudiar los complejos virus receptor con

nuestros virus. Algunos esfuerzos ya han sido dirigidos en este sentido.
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Lineas celulares

La linea celular HeLa fue obtenida del Banco Argentino de Células (ABAC). La linea
derivada de sarcoma de musculo esquelético RD fue gentilmente cedida por el Dr. M. Rossmann,
Purdue University, USA. Todas fueron mantenidas en medio esencial minimo (MEM)
(Invitrogen) suplementado con 10% (vol/vol) de suero fetal bovino (SFB), y 2mm L- glutamina,
25.5 mM de bicarbonato de sodio, y 50 pg/ml de gentamicina. Cuando fue necesario, estas lineas
celulares fueron mantenidas como stock congelado a -140°C, en el medio descrito anteriormente,
con el agregado de 10% de DMSO.
Tranfeccion de ARN viral

Se utilizd un procedimiento ya descripto (Rinehart, Gomez y col. 1997). Brevemente,
células HelLa en placas de 35mm, a un 80% de confluencia, fueron tratadas con una solucion
conteniendo DEAE-dextrano (1mg/ml) y ARN viral (obtenido por trascripcion in vitro) durante
45 min. a 20°C, luego lavadas 3 veces con PBS pH 7,4, y luego incubadas con MEM 10% hasta
la aparicion de efecto citopatico a las 24-48 hs. en estufa gaseada con 5% CO; a 37°C.
Virus

El origen de CVB1IN y CVB1Nm fue descripto en Introduccién. Los serotipos CVB5 y
CVB3 y fueron obtenidos del Centro de Control de Enfermedades (CDC, USA). La variante RD
de CVB3 fue gentilmente cedida por el Dr M Rossmann. En todos los casos, se prepararon
stocks en células HelLa y alicuotas de los mismos fueron tituladas por ensayo de formacion de
placas y mantenidas en -140 °C hasta su uso.
Ensayo de formacion de placas

Se utilizd un procedimiento ya descripto (Gomez, Lascano y col. 1991). Brevemente,
monocapas de células HeLa a un 80% de confluencia fueron infectadas con diversas diluciones
de virus e incubadas 1 h a 37°C. Luego, fueron lavadas en PBS e incubadas por 24-48 hs en una
solucion 1:1 compuesta por MEM 2X suplementado con 4% de SFB y 1.6% de metil celulosa.
Luego, las células son fijadas y tefiidas con una solucion etanolica de cristal violeta al 1%. Las
placas fueron contadas y expresadas como unidades formadoras de placas UFP/ml.
Curva de crecimiento viral de un paso

Las curvas de crecimiento viral de un paso fueron realizadas en células HelLa con una
multiplicidad de infeccion (MOI) de 10 virus/célula para cada virus, segun se ha descrito
anteriormente (Rinehart, Gomez y col. 1997). La monocapa se cosecho con rastrillo a los
tiempos pi estipulados y el pellet celular fue sujeto a 3 pasos de congelacion-descongelacion. El

titulo se determino por recuento de UFP en células Hela.
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Purificacion de virus

Brevemente, monocapas de células HeLa infectadas a 10 MOI fueron cosechadas cuando
se observo efecto citopatico generalizado (~10 hs. pi.), se descartd el medio y se realizaron 3
pasos de congelacion/descongelacion consecutivos, luego se cosecharon las células en PBS
pH7.4 NP-40 0,1%. Se clarificé a 10000 rpm 20 min a 4°C. El sobrenadante se centrifugé a
40000 rpm 6 h a 4°C sobre colchdn de sacarosa 30%. Finalmente se descartd el sobrenadante y
se resuspendio el pellet en PBS pH 7.4.
Ensayo de reduccién de placa

Se utiliz6 un procedimiento ya descripto (Hafenstein, Bowman y col. 2007). Brevemente,
stock de concentracion 100-1000 UFP fueron incubados 1 h a TA, con CAR o DAF en forma
soluble en exceso. Luego, la infectividad de las respectivas alicuotas fue determinada por ensayo
de formacion de placas.
Ensayo de citotoxicidad

Se siembran las células a ensayar en una placa de 96 pocillos (~ 10°células/pocillo) y se
incubd hasta el otro dia a 37 °C en estufa gaseada con 5% CO,. Luego, se afiadieron los
diferentes virus en diluciones seriadas 1:10 en el medio de cultivo, por triplicado, al igual que
controles no infectados. El volumen final fue 100 ul por pocillo. Se incubo la placa durante
durante el tiempo deseado a 37 °C en estufa gaseada con 5% de CO2, luego de lo cual se lavaron
las células con PBS pH 7.4 tres veces, y finalmente se afiadio el reactivo MTT en relacion 10 pl
de solucion MTT 5 mg/ml en PBS pH 7.4 cada 100 ul de PBS, en cada pocillo de la placa. Se
incubo a 37 °C durante 3 hs, y luego se afiadié 1 volumen (100 ul) de una solucion 20% SDS en
dimetil formamida 50% y se dejé la placa en agitacion a TA durante 1 h. (para la solubilizacion
del azul de formazan precipitado). Luego se procedio a leer la placa en un lector de placas a
550nm utilizando como referencia de longitud de onda 630nm. Se calcula la mortalidad como:
Mortalidad% =100- (<Abs550nm-Abs630nm>Tratado/<Abs550nm-Abs630nm=>Control) x 100
Hemaglutinacién

Se obtuvo sangre entera anticuagulada con 15 mM de EDTA, para la obtencién de
eritrocitos humanos y murinos. Los eritrocitos fueron recuperados por centrifugacion, y fueron
lavados tres veces con 50 vol de PBS pH 7.4, mediante pasos de centrifugacion y resuspension.
Una solucion de 0.5% de estos eritrocitos en PBS fue usada para los ensayos. Igual volumen de
diluciones de virus semipurificados fueron ensayados en relacion 1:1 con la solucion de glébulos
rojos al 5% y mezclados en placa de hemaglutinacion de 96 pocillos, e incubados 4 hs. a 4°C. El
botdn de eritrocitos aglutinados en el fondo del pocillo estable a la inclinacion de la placa fue
considerado positivo para la hemaglutinacion.
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Animales

Ratones C3H/HeJ y C57BL/6J de 21 dias de ambos sexos fueron obtenidos del Jackson
Lab (USA) y del bioterio de la Facultad de Veterinaria, UNLP, respectivamente. La variante de
C57BL6/J carentes del gen Daf-1 (knock out — KO) ha sido previamente descripta (Sun, Funk y
col. 1999) y fueron cedidos gentilmente por el Dr Song, Univ Pensylvania, USA. Todos los
animales fueron criados en ambiente libre de patdgenos, mantenidos en condiciones higiénicas,
provistos con alimento y agua autoclavados, sin restriccion en la ingesta.
Infeccion experimental de ratones

Los animales fueron inoculados ip con 100 pul de una solucién de PBS conteniendo 10*
UFP de virus.
Extraccion de ARN celular o tisular

Para el aislamiento de ARN se utiliz6 Trizol, siguiendo las instrucciones del fabricante.
Brevemente, las muestras fueron cosechadas directamente en Trizol, a razon de 100 mg de
muestra por ml de Trizol. Las muestras fueron homogeneizadas y a continuacion se agrego 0,2
ml de cloroformo por cada 1 ml de Trizol y se agitd vigorosamente por 30 seg seguidos de
incubacién a temperatura ambiente durante 10 min. Luego se realiz6 una centrifugacion a 12.000
g por 15 min a 4°C, se tomd la fase superior acuosa y se transfirié a un nuevo tubo. A este se le
agrego 1 ml de alcohol isopropilico cada 1 ml original de Trizol y se incubé a TA por 10 min.
Luego se volvié a centrifugar a 12.000 g por 8 min. a 4°C. Se descart6 el sobrenadante y se lavo
dos veces el pellet con etanol 75% seguido por una centrifugacion a 12.000 g por 5 min. a 4°C.
El pellet final fue secado a TA y resuspendido en 20-50 ul de agua tratada con DEPC.
Retrotranscripcion

Se utilizdé un procedimiento ya descripto (Rinehart, Gomez y col. 1997) utilizando la
enzima retrotranscriptasa del Virus Moloney de la Leucemia Murina (MMLYV) (Promega) o
alternativamente superscript Il (Invitrogen) cuando fue necesario realizar reacciones a mayor
temperatura. La mezcla de 20 pl de reaccion: 4ul de 5X Buffer MMLV, 1 pl de un mix de
dNTPs (25 mM C/U), 1ul de inhibidor de ribonucleasa, 200 unidades de MMLV (o SSllil), 0,5
pg de hexameros al azar (y/o Poly T y/o primers especificos), 500 ng de ARN, y cantidad
necesaria de agua tratada con DEPC libre de RNAsa. La mezcla fue incubada 1 h. a 42°C para
MMLYV o 55°C para SSIII.

Preparacion de bacterias E.coli (DH5) competentes

Se inocularon 100ml de medio de cultivo LB con 1 ml de E. coli DH5 en fase
estacionaria de crecimiento. Se crecio a 37°C con agitacion (200 rpm) hasta DOggo 0.6. Se
mantuvo en hielo y se centrifug6 a 3000 rpm, durante 15 min a 4 °C. El pellet se resuspendi6 en

91



Patogénesis molecular en un modelo experimental de miocarditis. Javier O. Cifuente
Materiales y Métodos

0,5 L de agua bidestilada fria y se centrifugd, y se repitié este paso. El pellet obtenido se
resuspendio en 20 ml de glicerol 10% frio y se centrifugd. Finalmente el pellet se resuspendio en
3 ml de glicerol 10% (frio) y se dividié en alicuotas de 50 ul, las cuales se guardaron a -80°C

hasta el momento de ser utilizadas.
Transformacion de bacterias E. coli competentes por electroporacion.

Se utilizaron bacterias E.coli DH5 competentes. Se tomaron 2 pl de ligacion y se mezclo
con las células competentes. Se introdujo la mezcla en una cubeta de electroporacion de 0,2cm
(BioRad) y se aplicd un pulso eléctrico con los siguientes parametros: 2.5kV y 5 mseg.
Inmediatamente se le agregd medio LB con 20 mM glucosa y se incub6 1 h. a 37°C, luego se
plaque6 en agar LB con el agregado del antibi6tico correspondiente.

Extraccion de ADN plasmidico

Se obtuvo ADN plasmidico a partir de cultivos de bacterias crecidas en agitacion durante
la noche en medio LB con el antibidtico correspondiente, a partir de colonias seleccionadas en
agar LB con antibidtico. Las células fueron cosechadas por centrifugacion a 13000 rpm durante 5
min. Se descart6 el sobrenadante, el pellet fue resuspendido agitando vigorosamente en vortex,
en 30 ml de una solucién Tris-HCI 25 mM pHS8, glucosa 50 mM, EDTA 10 mM, RNAsa (100
mg/ml). Se agregaron 300 ml de solucion 0.2N NaOH, 1% SDS, y se mezcld por inversion.
Luego de un reposo de 5 min. se agregdé 300 ml de solucion AcNa 3M pH 5.2 fria, y luego de
mezclar se dejo en hielo por 10 min. Se centrifugd a 13000 rpm durante 10 min a 4°C y el
sobrenadante obtenido fue transferido a un tubo de microcentrifuga limpio. Se adicion6 1
volumen de isopropanol y se centrifugd a 13000rpm durante 10 min a 4°C. Se retir0 el
sobrenadante y se lavo el precipitado con 1 volumen de etanol 70%, se centrifug6 por 5 min y se
descarto el sobrenadante. Se dejo secar a temperatura ambiente y luego se resuspendio el ADN
plasmidico en 30ul de agua calentdndolo 15min en bafio de 50°C.

Digestion enzimética de ADN plasmidico

ADN plasmidico fue digerido con las enzimas de restriccion adecuadas en un volumen

final de 30ml utilizando 0.5 U de enzima y el buffer indicado por el fabricante.
Purificacion de ADN a partir de geles de agarosa

Se utilizo el kit de purificacion Invitrogen Purelink PCR para la obtencion de los insertos
y vectores digeridos desde gel de agarosa. Se realizo un gel de agarosa 1% en buffer TAE 1X. El

protocolo de purificacion se realizé de acuerdo a las instrucciones del fabricante.
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Obtencion de virus recombinantes

Se utilizaron procedimientos ya descriptos (Rinehart, Gomez y col. 1997). Brevemente,

se utilizaron enzimas de restriccion con sitio Unico de corte. Los segmentos digeridos fueron

incubados con T4 ligasa y utilizados para transformar células competentes.

Secuenciacion

La secuencia de CVB1Nm fue obtenida a partir de los clones conteniendo los ADNc del

genoma viral utilizando una serie de primers disefiados en base a la secuencia publicada de

CVBIN, dichos secuencias de primers fueron elegidas de modo que equidistan

aproximadamente entre si en unos 400-600b. La secuenciacion fue realizada usando AmpliTaq

Fs Terminator cycle sequencing kit (Applied Biosystems) y un ABI Prism 377 DNA secuencer.

Tabla 11. Primers utilizados en la secuenciacion del genoma de la variante CVB1INmM

CB1-M1
CB1-M2
CB1-M3
CB1-M4
CB1-M5
CB1-M6
CB1-M7
CB1-M8
CB1-M9
CB1-M10
CB1-M11
CB1-M12
CB1-M13
Poli T
CB1-1
CB1-2
CB1-3
CB1-4
CB1-5
CB1-6
CB1-7
CB1-8
CB1-9
CB1-10

AAACCAGGGGGCAGTGTGT
AATAACCCTCGGGAACTCCA
TATATCCCCACACCAGTGGA
CAACCTGGGGCCAACAA
GATACGGTCAGCTCAAAG
TTCCCTTCATCAGTATTGG
TCAAGGAATAAGCACTATCC
AAGGTGTCCCAGTACTATGG
TCTCTACCACCAGACCCAGA
TAGTGTTGGGGCCACCCTT
TGAATGATCAAGAAATTGGTG
TTGGAGCCAAGTGTCTTCCACC
CCCAGGGATTGTAACTGG

ITTTTTTTTTTITTTI
TATCACGGTACCTTTGUGCGC
TGATGGAATTCCCGCTTGCAT
ATGCAAGCGGGAATTCCATCA
ATGTTGTCCATGGGAACGCTGTT
AACAGCGTTCCCATGGACAACAT
TCCACTGGGCCCTGGTAAAAATT
AATTTTTACCAGGGCCCAGTGGA
TGGCTATGATATCGCATCCAT
GATAGAAGGCACAAGTCAGATACTCCC
AGTGAGGCTGTGAGGGAGTACT
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Trascripcion in vitro

Se realizo segin ya se ha descripto (Rinehart, Gomez y col. 1997). Brevemente, una
mezcla conteniendo 1 pg del ADNc viral, 1 pl de 10mM NTP mix, 5 pl de 5X Trancription
Buffer, 1l de Ditiotreitol 0,75M, 1ul de inhibidor de Ribonucleasa, 50U de T7 RNA polimerasa,
y cantidad necesaria de agua libre de RNAsa, se incubé a 37C durante 40 min, luego de lo cual
se procedid a la transfeccion segln se detalla mas arriba.

PCR

Se realiz06 segun ya se ha descripto (Rinehart, Gomez y col. 1997). Brevemente, 20 pl de
una mezcla de reaccion conteniendo 2 pl de 10X Buffer, 1.5 pl de 50 mM MgCl,, 1 pl de un mix
de dNTPs 2.5mM c/u, 1 ul de primers forward 10 uM, 1ul de primers reversos 10 uM, 0.5 U de
Tagq (ABL/UNQ), 1 ul de molde y agua necesaria fueron sujetos a una serie de incubaciones,
siendo la mas frecuente 1 ciclo de 3 min. a 94°C, 35 ciclos de 20 seg. a 94°C, 20 seg. a55°Cy 1
min/kpb a 72°C, seguido de un ultimo ciclo de 10 min. a 72°C.
gPCR

Se utilizaron las siguientes mix comerciales para realizar medidas de ADNc obtenidos
por retrotranscripcion, utilizando condiciones de reaccion sugeridas por el fabricante.

Medidas de CAR y Enterovirus:

Se uso la mix Platinum® SYBR® Green qPCR SuperMix-UDG. La mezcla de reaccion
usada para cada determinacion fue: Supermix 12.5 pl, primer forward 10 pM 1 pl, primer
reverso 10 uM 1 pl, 1 pl templado de RT y agua destilada autoclavada a volumen final 25 pl
Medida de Actina:

Se utiliz6 Taqurate Sybr Green PCR Real-Time master mix Epicentro. La mezcla de
reaccion por determinacion fue: TAQurate PCR MasterMix 12.5 pl, 5 mM forward primer 1 pl,
5 mM primer reverso 1 ul, ADNc molde de RT 1ul, agua destilada autoclavada a volumen final
de 25 pl.

Cuando fue necesario buscar bajas concentraciones del genoma de CVBL se utilizo el kit
Enterovirus 207 Sacase que utiliza una zonda marcada con el fluoréforo Joe™.

La relacién R entre actina (HSK) y el gen de interés (GOI) fue calculado como:

ACt g ACH, .
R=(1+EGOI) GOl(control tratado)/(1+EHSK) HSK(control-tratado)

Tabla 12 Primers utilizados en gPCR

Primer Directo Reverso

Beta Actina gPCR CGTCATCCATGGCGAACTG GCTTCTTTGCAGCTCCTTCGT
CAR gPCR ACCTGAAGGGCTTAACAAGAA AGTCCCGAAGACCAGGGACC
Enterovirus qPCR CGGCCCCTGAATGCGGCTAA GAAACACGGACACCCAAAGTA
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Electroforesis de acidos nucleicos

Se utilizaron geles de agarosa de 1 y 1,5% para corridas de ADN y ARN. El buffer
utilizado fue TAE (Tris-acetato 40mM pH 8,5, EDTA 2mM). Los geles contenian 0.5 mg/ml de
bromuro de etidio. Las corridas electroforéticas se realizaron a 5-10 V/cm y a TA. La
composicion del buffer de siembra 10X utilizado fue: glicerol 50%, azul de bromofenol (BPB)
1%. Los fragmentos se visualizaron por tincion con bromuro de etidio (0.5 pug/ml) y los geles
fueron fotografiados utilizando luz UV transiluminada y capturando con una camara Kodak
DC10.

Purificacion de CAR

CAR se produjo a partir de una linea celular de raton que sobrexpresa CAR de las que fue
purificado por cromatografia de afinidad con el knob del adenovirus 12 como ya se ha descripto
(He, Chipman y col. 2001). Brevemente, el knob del AD12 se produjo en grandes cantidades en
E. coli BL21DE3 transformando la mismas con un plasmido, cedido gentilmente por Dr. Paul
Freimouth, conteniendo clonado el ORF de dicha proteina unida a un tag N-terminal 6His, con
resistencia a ampicilina como medio de seleccion. Una colonia transformada se inoculo en ~ 200
ml de caldo LB con ampicilina que se incubo en agitacion (100 rpm 37°C) durante la noche, este
se usé luego de inoculo de cultivos de 500 ml de LB con ampicilina, hasta crecer a fase midlog
(ODggo = 0.5). A continuacidn, se agrego a 0.4 mM IPTG previamente cambiando la temperatura
del cultivo a 18-20°C, y se cultivé aproximadamente por 5 hs. adicionales. Luego se cosecharon
las células por centrifugacion en una Sorvall SLA-3000 por 10 min a 7000 rpm. Se resuspendio
en buffer 20 mM fosfato de sodio, 0.5 M NaCl, 10 mM imidazol, pH 7.4 y se agregaron 2-3 mg
de lisozima, incubandose 10 min a TA y se procedi6 a romper las células por sonicacion, con 5
ciclos de maxima potencia de 10 seg con 1 min de enfriamiento en bafio de hielo. Se agregé 1mg
DNAsa cuando se observo viscoso el medio. Luego se clarificé centrifugando en Sorvall SS-34
rotor a 4°C 7500 rpm 15min. El sobrenadante se pasé por una columna de intercambio aniénico
DEAE sepharosa y el fluente luego se pasé por una columna de Ni+2 (GE HisTrap). Esta ultima
columna se lavo con buffer 20 mM fosfato de sodio, 0.5 M NaCl, 10 mM imidazol, pH 7.4.
Luego la proteina (knob Ad12) se eluyé con buffer 20 mM fosfato de sodio, 0.5 M NaCl y
500 mM imidazol. Fracciones conteniendo la proteina fueron dializadas contra PBS. Finalmente
5 mg de esta proteina fueron usados cada 1gr de gel de sepharosa activada con CNBr (Sigma)
para generar la columna de afinidad, segin protocolo del fabricante.

CAR fue obtenido de células de raton establemente transfectadas con un BAC
(cromosoma bacteriano artificial) conteniendo el gen humano CAR (GenBank accession
AF200465), las mismas fueron cultivadas en medio MEM 10% SFB aditivado con el antibidtico

95



Patogénesis molecular en un modelo experimental de miocarditis. Javier O. Cifuente
Materiales y Métodos

G418 (Geneticin — Gibco), como agente de seleccion. El cultivo fue amplificado hasta unas 20
botellas T125 confluentes. Las células se cosecharon en solucion de lisis PBS TritonX100 1% y
cocktail inhibidor de proteasas, se colectaron los lisados celulares, se incubaron en agitacion
30 min a TA y se aclar6 por centrifugacion en Sorvall ss-34 a 7500 rpm por 15min a 4°C. El
sobrenadante luego fue pasado por la columna de afinidad en la que esta ligado el knob del
adenovirus 12 (AD12), luego de lo cual se lavé la columna con PBS NP-40 0.05%. Por altimo se
eluyé CAR con tampon glicina pH 2,5 que fue inmediatamente neutralizado al gotearse sobre
Tris-CL 1M pH 9 a razdn de 10:1 vol eluato/vol buffer Tris. Se colectaron las fracciones y se
dializaron contra PBS pH=7.4.

DAF fue expresado en Pichia pastoris como una proteina conteniendo una cola C-
terminal 6xHis y purificada cromatografia de afinidad con Ni+2 como ya fue descripto (He, Lin
y col. 2002). Brevemente Pichia pastoris cepa SMD 1168 transformada con ADN codificante
para SCR1,2,3,4, clonado en el plasmido pPICZa, fue inducida en medio con metanol, con lo
cual DAF fue expresado y liberado al medio de cultivo por dichas células. El cultivo fue
centrifugado Sorvall SLA-3000 por 10 min a 7000 rpm Yy el sobrenadante conteniendo los
productos de secrecion fue pasado por columna cromatografica de afinidad Ni+2 (GE HisTrap),
luego de lo cual, previo lavado con buffer 20 mM fosfato de sodio, 0.5 M NaCl, 10 mM
imidazol, pH 7.4, y luego DAF fue eluido de la columna usando buffer 20 mM fosfato de sodio,
0.5 M NaCl y 500 mM imidazol. Las fracciones eluidas fueron dializadas contra PBS, y la
proteina cuantificada espectrofotometricamente a 280nm.

Técnicas histoldgicas

Las muestras fueron fijadas en paraformaldehido 4% buferado en PBS considerando 1 h
por mm de tejido a TA para ser luego procesadas para rutina histoldgica segun ya se ha descrito
(Gomez, Lascano y col. 1991).

Score patogénico

La pancreatitis y la miocarditis se gradud de la siguiente manera: O corresponde a
ausencia de infiltracion celular y necrosis; 1 corresponde a inflamacion incipiente y focal (solo
uno o dos focos en todo la seccion; 2, inflamacién leve (menos del 25 % de la seccion afectada);
3, inflamacion media (entre un 25-50% de la seccion afectada); 4, inflamacion severa (més del
50% de la seccidn de tejido afectada).

Anélisis in silico
Alineamientos

Para realizar alineamientos se utilizo la aplicacion AlignX del programa del Vector NTI

10.1.1. Algunos primers se disefiaron usando Primer Premier 5.00 y chequeados in silico (PCR
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virtual) usando el programa antes mencionado. Se utilizaron servidores del NCBI on-line para
utilizar las herramientas Blastn, Blastp y Cobalt, con el fin de realizar busquedas y
alineamientos.

La entropia de Shannon, H(X), calculada sobre alineamientos aminoacidicos, donde la
probabilidad P(X) se aproxima a la frecuencia f(x) donde L es el largo de la columna y N(x) es el
numero de se calculo como:

N(x)
L

H(X)= —Z P(x)InP(x), P(x) = f(x) =

Se normaliz6 este valor como HN(X)=H(X)/In(21), (20aa mas el gap -) y sobre la
columna de alineamiento como Hn(X)=H(X)/In(y), donde y es el nimero de caracteres diferentes
hallados en la columna (ndmero de aa diferentes mas el gap —, si es hallado) .

Uso de modelos 3D cristalograficos y cryo-EM.

El virus coxsackie B3 con fenotipo miocarditico para el cual se conoce la estructura por
cristalografia de rayos X presenta mas del 80% de homologia en la secuencia con respecto a
CVBL1. Después de obtener la secuencia de CVB1INm, la estructura del CVB3 fue usada para
mapear la localizacion de los restos aminoacidicos diferentes de la region P1 entre las variantes
intratipicas de coxsackievirus B1 (1IN y 1Nm), usando el programa Chimera. Las mutaciones
fueron marcadas sobre la superficie viral y fueron mostradas en mapas de coordenadas polares 2
dimensiones usando el programa RIVEM, proyectando simultaneamente sobre la superficie la
densidad de los receptores virales obtenida mediante la reconstruccion cryo-EM.

Andlisis estadistico

Los datos fueron expresados como [media + error estandar de la media] y se analizaron
por medio de un analisis de varianza seguido de prueba de comparacion multiple de Bonferroni
para determinar diferencias significativas entre los grupos. Valores de p<0.05 fueron

considerados estadisticamente significativos.
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Abreviaturas usadas

IN
INm
3'UTR

S'UTR

aa
Blast

CAR
Cobalt

CMD
Cryo-EM
cv

CvB
DAF

DEPC
dpi
EV
GOl
HyE
hs
HSK
ip

KO

LB
MEM
min.
MMLV

MTT
MV
nt/nts

pb

PBS
PCR
PFU

pi

pN14
RT
RT-PCR
RT-gPCR
seg
SvDV

T7 ARNpol
TA
VP
WT

CVBIN

CVB1Nm

En el ARN viral la region 3 prima no traducida, en la literatura también abreviada como
3'NCR (non coding region)

En el ARN viral la region 5 prima no traducida, en la literatura también abreviada como
5'NCR (non coding region)

Aminoécido

Basic Local Alignment Search Tool. Blastp para alineamiento de polipéptidos, Blastn
para alineamiento de secuencia de acidos nucleicos

Receptor de coxsackievirus y adenovirus humano

Constraint-based Multiple Alignment Tool. Herramienta de alineamiento maltiple del
NCBI.

Cardiomiopatia dilatada.

Microscopia electronica en fase criogénica

Coxsackievirus

Coxsackievirus tipo B

Decay Accelerating Factor , factor acelerador de decaimiento, proteina de control de
complemento usada por CVB y otros EV como receptor

Dietil pirocarbonato.

Dias post inoculacién

Enterovirus

Gen de interés.

Hematoxilina y eosina, tincion.

horas

Housekeeping gene: gen de expresion constitutiva usado de referencia.
Intraperitoneal

Del inglés knock out, animal deficiente de la expresion de un gen obtenido por
manipulacion genética.

Medio base de crecimiento de bacterias

Medio Minimo Esencial, para cultivo celular eucariota.

Minutos

Murine moloney leukemya virus, virus del cual se obtiene una retrotranscriptasa llamada
por idéntico nombre, MMLV.

Colorante, Bromuro de 3-(4,5-Dimetiltiazol-2il)-Difenil tetrazoilo

Miocarditis viral.

Nucleétido/nucledtidos.

Par de bases nucleotidicas.

Solucion buferada fosfato.

Reaccion en cadena de la polimerasa.

Unidades formadoras de placa.

Pos inoculacion.

Plasmido original que contiene el ADNc del genoma de CVB1N (Nomoto).
Retrotranscripcion in vitro.

Retrotranscripcion seguida de PCR

Retrotranscripcion seguida de gPCR.

segundos

Swine vesicular disease virus, virus de la enfermedad vesicular porcina, virus altamente
relacionado a CVB5

ARN polimerasa de bacteriofago T7

Temperatura ambiente.

Proteina viral de capside

wild type, fenotipo salvaje
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