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Circovirus Porcino tipo 2 sintético en cultivos celulares

Abstract

Disease is a constant threat to human and animal health, particularly those caused by
viruses because of their aggressiveness and easy dissemination. Thanks to
advances in synthetic biology is now possible to obtain large segments of DNA and
assemble synthetic genes or genomes of pathogenic viruses. The common goal of
this new strategy is to improve our understanding of the properties of the virus to
make use of this information. For the size of its genome, particularly Porcine
Circovirus type 2 is susceptible to chemical synthesis thanks to the recent advances

in synthetic biology.

Porcine circovirus type 2 (PCV2) is a small non-enveloped virus with circular single-
stranded DNA of approximately 1.7 Kb in size. PCV2 is considered the causative
agent of Postweaning Multysistemic Wasting Syndrome. Since the syndrome was
recognized in Canada in 1997, this disease has become a serious problem for the pig

industry in many countries including Mexico.

Therefore, and using PCV2 sequence deposited in the public database (NCBI), was
synthesized the entire genome. The circular DNA molecules were infectious BVE-
E6GE7 transfected into cells to generate the synthetic PCV2 virus and then infecting
achieve PK15 cells. Finally, obtained under laboratory conditions the virus genome
which was able to replicate in and infectious BVE- E6E7 PK15 cells in cells cultured
in vitro. Therefore joins PCV2 virus synthetic laboratory-generated DNA from various

strategies.

This work demonstrates the potential of synthetic biology as a biotechnological tool in
the study, prevention and possible development of methodologies for the treatment of

viral diseases, particularly for use PCV2.

Keywords: Porcine circovirus type 2, Biotechnology and Synthetic Biology
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Circovirus Porcino tipo 2 sintético en cultivos celulares

1. RESUMEN

Las enfermedades son un riesgo constante para la salud humana y animal,
particularmente las causadas por virus debido a su agresividad y facil diseminacién.
Gracias a los avances de la biologia sintética ahora es posible obtener grandes
segmentos de DNA sintético y ensamblar genes o genomas de los virus patégenos.
El objetivo comln de esta nueva estrategia es mejorar nuestra comprension de las
propiedades de los virus para hacer uso de esta informacién. Por el tamafio de su
genoma, particularmente Circovirus Porcino tipo 2, es susceptible a la sintesis

qguimica gracias al reciente avance en la biologia sintética.

Circovirus Porcino tipo 2 (PCV2) es un virus pequefio no envuelto con DNA circular
de cadena sencilla de aproximadamente 1.7 Kb en tamafio. PCV2 es considerado el
agente causante del Sindrome de Perdida Multisistémica Postdestete. Desde que el
sindrome fue reconocido en Canada en 1997, esta enfermedad se ha convertido en

un grave problema para la industria porcina en muchos paises incluyendo a México.

Por lo anterior, y usando la secuencia del PCV2 depositada en la base de datos
publica (NCBI), fue sintetizado el genoma completo. Las moléculas circulares de
DNA infecciosas fueron transfectadas en células BVE-E6E7 para generar al virus
PCV2 sintético y posteriormente lograr infectar a células PK15. Finalmente, se
obtuvo en condiciones de laboratorio el genoma del virus el cual fue capaz de
replicarse en células BVE-EGE7 e infeccioso en las células PK15 cultivadas in vitro.
Por lo tanto PCV2 se suma a los virus sintéticos de DNA generados en laboratorio a

partir de diversas estrategias.

Este trabajo demuestra el uso potencial de la biologia sintética como herramienta
biotecnoldgica en el estudio, prevencion y desarrollo de posibles metodologias para

el tratamiento de enfermedades virales, en particular para el PCV2.

Palabras clave: Circovirus Porcino tipo 2, Biotecnologia y Biologia sintética

Raul Sanchez Vazquez QFB-UMSNH 2
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2. INTRODUCCION

2.1 Lavidaen la Tierra

¢ Qué es la vida? Resulta facil, habitualmente, el decir si algo esta vivo o no. Ello es
debido a que los sistemas vivos comparten muchos atributos comunes, tales como la
capacidad de mantener sus funciones, nacer, crecer y reproducirse; asi como
intercambiar componentes con su entorno y responder a los estimulos provenientes
del mismo. La vida al igual que otros fendmenos naturales es dificil de definir de
modo preciso (Madigan et al., 2003).

La materia viva esta constituida por un nimero relativamente pequefio de elementos
quimicos, Carbono, Hidrogeno, Oxigeno, Nitrégeno, Fosforo y Azufre; todos los
cuales forman enlaces covalentes, y que representan cerca del 92% del peso seco
de los seres vivos. El resto estd constituido por elementos que aparecen en
cantidades traza (Voet et al., 2007).

Una hipotesis, ampliamente compartida, acerca de la evolucién de los sistemas que
se autorreplican es la que indica que inicialmente la primeras moléculas estaban
constituidas de &cido ribonucleico (RNA, del inglés ribonucleic acid). Esta idea se
basa, en parte, en la observacién de que algunas especies de RNA exhiben
propiedades cataliticas enziméticas. Ademas, como los ribosomas contienen ~ 2/3 de
RNA y solamente 1/3 de proteina es razonable que los ribosomas primitivos fueron
s6lo RNA. Desde este punto de vista, el RNA es la sustancia primitiva de la vida, la
participacion del acido desoxirribonucleico (DNA, del inglés deoxyribonucleic acid) y
las proteinas fueron refinamientos posteriores que aumentaron la adecuacién

darwiniana de un sistema de autorreplicacion ya establecido (Voet et al., 2007).

A pesar de que los virus contienen todos los elementos que conforman la materia
viva y poseen acidos nucleicos tales como el RNA y DNA, no se consideran sistemas
vivos, esto debido a que fuera de una célula no son capaces de replicarse por lo
tanto son considerados parasitos obligados. El estudio de los virus es, entre otros
descubrimientos, una de las piezas clave para proponer las bases fundamentales de

la biologia molecular tal como la conocemos hoy en dia (Cann, 2005).

Raul Sanchez Vazquez QFB-UMSNH 3
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2.2 Dogma Central de la Biologia Molecular

Los genes se perpetllan como secuencias de acido nucleico, pero la funcion se
manifiesta cuando se expresa en proteinas. La replicacion es responsable de la
transmisién de la informacion genética. La transcripcion y la traduccion son

responsables de la formacion de proteinas (Crick, 1970).

El dogma central de la biologia molecular fue modificado cuando se descubrié que
algunos virus contienen RNA en lugar de DNA en su genoma, y que son capaces de
hacer una copia de DNA después de infectar con éxito una célula hospedera, es
decir, usan una proteina llamada transcriptasa inversa (figura 1), una enzima que
revolucioné la biologia molecular (Baltimore, 1970), ya que permite obtener DNA a

partir de RNA, tal como se ilustra en la figura 1.

Replicacion Replicacién

4

. Traduccion (
B

Transcripcion
inversa

Figura 1. La expresion de la informacién genética celular por lo general es unidireccional, tal como lo
muestra el esquema. La perpetuacion de acido nucleico puede implicar DNA o RNA como material
genético. Las células utilizan s6lo el DNA y algunos virus utilizan RNA. La transcripcion de DNA
genera moléculas de RNA que se pueden utilizar para generar secuencias de proteinas. La traduccion

del RNA en proteina es siempre irreversible.

Asimismo, con la finalidad de establecer una adecuada clasificacion de los seres
vivos, de acuerdo a sus caracteristicas para adaptarse al medio ambiente, replicarse
y su metabolismo, se propuso la agrupacion por reinos. Como veremos a
continuacion, los virus forman un grupo distinto a aquellos seres con capacidad de

reproducirse de forma sexual o asexual.

Raul Sanchez Vazquez QFB-UMSNH 4
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2.3 Reinos en que se organizan los seres vivos

En 1969 Robert H. Wittaker propuso un esquema innovador que considera la

clasificacion de los seres vivos en cinco reinos y que sigue vigente hasta la fecha.
Caracteristicas generales de los reinos:

Reino Monera, Organismos procariontes unicelulares que obtienen nutrientes por
absorcion o fotosintesis; pueden ser mdviles, con pared celular y generalmente con

reproduccion asexual.

Reino Protista: Organismos eucariotas unicelulares que pueden absorber, ingerir o
fotosintetizar sus alimentos; pueden ser moviles o sésiles y con una pared celular

presente solo en algunos tipos. La reproduccion se da en forma sexual y asexual.

Reino Animalia: Organismos eucariontes multicelulares que ingieren sus alimentos y
son moviles en algunos casos 0 s6lo en una etapa de su vida. No presentan pared

celular y se reproducen sexual o asexualmente.

Las células eucariotas son por lo general mas grandes y estructuralmente mas
complejas y una caracteristica diferencial es la presencia de organulos delimitados

por membranas (Madigan et al., 2003).

Reino Fungi: Organismos eucariontes, casi siempre multicelulares. Absorben sus
alimentos y generalmente son inmdviles. Cuentan con una pared celular formada de

quitina y su reproduccion es tanto asexual como sexual.

Reino Plantae: Organismos eucariontes multicelulares con capacidad para fabricar
sus propios alimentos a partir del fendbmeno de la fotosintesis. Generalmente son

inmoviles con una pared celular de celulosa y con reproduccién sexual y asexual.

Carl Woese y G. Fox, en 1977, propusieron una version simplificada y modificada del
arbol filogenético que muestra los tres Dominios o lineas primarias: Archaea,
Bacteria y Eucaria. En linea descendente siguen seis reinos: Moneras,

Argueobacterias, Protistas, Hongos, Plantas y Animales.

Raul Sanchez Vazquez QFB-UMSNH 5
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Para la clasificacién de los virus existe un sistema formal de taxonomia viral que
organiza los virus en niveles taxonémicos jerarquicos: orden, familia (y subfamilia),
género y especie. El taxon familia parece particularmente Util. Los miembros de una
familia de virus poseen morfologia (del viridn), estructura del genoma y/o estrategia
de replicacion distintivas. Las familias de virus tienen nombres que incluyen el sufijo
—viridae (como Circoviridae) (Internationational Committee on Taxonomy of Viruses,
ICTV).

Finalmente, los virus que constituyen una clase importante de microorganismos, no
son células, por lo cual no pertenecen a ninguno de los reinos mencionados
anteriormente, ya que carecen de muchos atributos de las células y se diferencian de
ellas, principalmente, por la ausencia de metabolismo propio. Los virus pueden
clasificarse en funcion de los hospedadores que pueden infectar. Asi, existen virus
de animales, plantas y bacterias (Koonin et al., 2006). De esta manera, el campo de

la microbiologia donde se estudian a los virus es la virologia.

2.4 Virologia

La virologia es considerada como un campo de la microbiologia que se dedica al
estudio de los virus, su clasificacion, evolucion, estructura, su forma de infectar,
enfermedades que causan, las técnicas de aislado, su cultivo, ademas de su uso en

la investigacion y terapia.

Un virus es un parasito intracelular obligado e infeccioso, su genoma puede ser de
DNA o RNA. El genoma viral dentro de una célula hospedera apropiada se replica y
dirige la sintesis de sus componentes virales a través de los sistemas celulares (Flint
et al., 2004).

Las particulas virales se producen a partir de un conjunto de componentes
preformados, mientras que otros agentes crecen a partir de un aumento en la suma
integrada de sus componentes y se reproducen por division. Los virus carecen de la

informacion genética que codifica aparatos necesarios para la generacion de energia

Raul Sanchez Vazquez QFB-UMSNH 6
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metabdlica o para la sintesis de proteinas (ribosomas); ellos por lo tanto, son
absolutamente dependientes de la célula hospedera para esta funcion. Los virus
dentro de células hospederas estan vivos, mientras que fuera de ella son
simplemente  asociaciones complejas de sustancias quimicas inertes

metabdlicamente (Cann, 2005).

Los virus se colocan dentro de la continuidad evolutiva de los agentes biolégicos. En
general son mucho mas simples que los microorganismos mas pequefios, pero en
ocasiones, incluso el virus mas pequeiio, construido a partir de un genoma muy
limitado y un solo tipo de proteina, es significativamente mas complejo que otros
patogenos (Villarreal y Witzany, 2010).

Los virus, en comparacién con las bacterias, soélo consisten en pequefas
macromoléculas: genoma de DNA o de RNA, un limitado nimero de polipéptidos
viricos, y si estan envueltos, una capa de lipidos celulares. La particula del Circovirus
Porcino tipo 2, por ejemplo, es un icosaedro sin envoltura, construida a partir de 60
copias de la proteina de la capside (Crowther et al., 2003), que rodean una molécula
de DNA cadena sencilla de 1768 nucleétidos de longitud. A pesar de su disefio
basico comun, los virus se producen en una desconcertante variedad de estructuras
y formas. Un ejemplo de esto es el virus mas grande conocido hasta ahora, el
Mimivirus, él cuenta con un genoma de DNA de 1.2 Mpb (Millones de pares de
bases) (Raoult et al., 2004) dos veces mas grande que el genoma de la bacteria

Mycoplasma genitalium, la bacteria mas pequefia (Fraser et al., 1995).

2.5 Genomas y clasificacion viral

En la naturaleza hay miles de viriones diferentes, pero solamente un nimero finito de
genomas virales. Los virus pueden ser divididos en clases, cada una de las cuales
tiene su propio método de transmision de la informacién genética de una generaciéon

a otra y su propio estilo de expresar su informacion.

Raul Sanchez Vazquez QFB-UMSNH 7
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Existen siete tipos de genomas virales de DNA o RNA segun la clasificacion de
Baltimore 1971 (figura 2). La composicion y las estructuras de estos siete tipos de
genomas virales son mas variadas que cualquier genoma en los dominios procariota,

archaea o eucariota (Flint et al., 2004).

Terupe T Terupo I Grupo IIX = " Grupo IV Grupe V Grupo VI Grupo VIT
BOOOOOOBL NN S\S OGO INS\S FAV AV AV SNV AV AVAVEN i IAN
DNA (+/-) DNA (+) RNA (+/-) RNA (+) RNA (-) RNA (+) DNA (+/-)

l 1 Transcripcidn reversa ‘
BOOGOOO0C INENINK DB NSNS
ONA (+/-) RNA(-)

Transcripeidn reversa

BOOOGOOBOC /s DGod

——T NN

RNA m

)
88
SN

Proteinas

Figura 2. Clasificacion viral de Baltimore, se obsenan 7 grupos o clases. En patrticular el PCV2, se
clasifica en el Grupo Il, debido a que su genoma viral es DNA de cadena sencilla. Tal como muestra el
esquema, un \irus debe generar RNA mensajero (RNAm) a partir de su genoma con el fin de generar

proteinas y replicarse. Modificado de Young, 2013.

El estudio de los virus ha resultado exitoso gracias al uso de células de mamffero en
cultivo in vitro. El cultivo de células de mamiferos comenzd a principios del siglo XX,
tanto en cultivo primario, como células inmortalizadas. En 1949, John Enders y cols.
fueron capaces de propagar al Poliovirus en cultivo primario de células humanas.

Con esto inicio la identificacion y el aislamiento de muchos virus y su asociacion con

Raul Sanchez Vazquez QFB-UMSNH 8
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las enfermedades. Ademds, el gran avance de la virologia se ha facilitado por la
inmunologia y biologia molecular con meétodos como Pruebas de fijacion de
complemento, Radioinmunoandlisis, Ensayos de Inmunoabsorcién ligado a enzimas

(ELISA), Radioinmunoprecipitacion, Western Blot e Inmunofluorescencia.

3. ANTECEDENTES

3.1 Porcicultura Nacional

La industria porcina es una actividad econémica relevante en todo el mundo. La
carne de cerdo es la mas consumida a nivel mundial por encima de la carne de res y
pollo. Los principales productores mundiales de carne de cerdo son China, Europa,
Estados Unidos y Brasil. China es el mayor productor, generando mas del doble que
la Unidn Europea, 5 veces mas que Estados Unidos y casi 18 veces mas que Brasil.
Los mayores exportadores de carne de cerdo son la Unién Europea, seguida por
Estados Unidos, Canada y Brasil (Organizacién de las Naciones Unidas para la
Agricultura y la Alimentacion [FAQ]).

En México, las exportaciones de carne de cerdo son de 36 mil toneladas y las
importaciones para abastecer el consumo interno son del orden de 310 mil
toneladas.

A nivel mundial, México ocupa el décimo séptimo lugar en produccion de carne de
cerdo (1.6 millones de toneladas anuales). De acuerdo con la Organizacion de las
Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacién (FAO), el consumo de carne
per capita a nivel mundial es 41 kilogramos en los dltimos afios y en México de 17.4
kilogramos.

La poblacion porcina en México en el 2011 se estima en 15,547,260 cabezas
porcinas. Por estado, Jalisco sobresale con 2, 267,226; Sonora 1, 671,536; Puebla 1,
246,589; Guanajuato 1,093,700 y Michoacan con 740,040 cabezas porcinas (Servicio
de Informacion Agroalimentaria y Pecuaria, [SiAP] de la Secretaria de Agricultura,

Ganaderia, Desarrollo Rural, Pesca y Alimentacion, [SAGARPA)).
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3.2 Enfermedades Porcinas

Actualmente, las enfermedades en porcinos se han convertido en una de las
preocupaciones mas importantes de los productores y autoridades sanitarias, esto
debido a sus consecuencias. Las enfermedades provocan pérdidas econdmicas
cuantiosas debido a que la produccion porcicola se reduce, causando una pérdida
del inventario por la despoblacion. A estos efectos se suman las pérdidas indirectas
como son los empleos y servicios asociados con la produccion porcina (Morilla,
2003)

Los patbgenos mas importantes en la industria porcina, segun datos del Servicio
Nacional de Sanidad, Inocuidad y Calidad Agroalimentaria (SENASICA), son
Mycoplasma hyopneumoniae, Haemophilus parasuis, Streptococcus suis,
Mycoplasma hypopneumoniae, Actinobacillus pleuropneumoniae, Escherichia coli,
Erysipelo rhusiopathiae, Bordetella bronchiseptica, Salmonella cholerasuis,
Haemophilus parasuis, Pasteurella multocida, Streptococcus suis, Mycoplasma
hyopneumoniae, virus de la pseudorabia, virus de la influenza porcina, virus de la
gastroenteritis transmisible, virus de la gripe porcina (SIV), parvovirus porcino (PPV),
incluyendo el virus del sindrome respiratorio y reproductivo porcino (PRRSV) y
Circovirus Porcino tipo 2 (PCV2) causante de las Enfermedades Asociadas a
Circovirus Porcino.

Los patégenos asociados a enfermedades porcinas de mayor relevancia son los
virus debido a su agresividad y facil diseminacion; por esta razdn, el presente trabajo

se centra en uno de los principales patdégenos virales, el Circovirus Porcino tipo 2.

3.3 Circovirus Porcino

La familia Circoviridae consta de un grupo de diversos virus animales pequefios, no
envueltos de cadena monomérica sencilla, son genomas circulares cerrados de DNA
que se replican a través de una doble hebra intermediaria (Fauquet y Fargette,
2005).

El Circovirus Porcino fue descrito como un contaminante de la linea celular de riidn
de cerdo, PK15. Estudios posteriores revelaron que se trataba de un virus muy

pequefio, el cual presentaba un genoma de DNA circular, por tal motivo fue
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denominado Circovirus Porcino (PCV, del inglés Porcine Circovirus) (Tischer et al.,
1982).

En 1997 el PCV fue asociado a una enfermedad conocida como Sindrome de
Perdida Multisistémica Postdestete (PMWS, del inglés Postweaning Multysistemic
Wasting Syndrome) que afectaba a cerdos (Ramamoorthy y Meng, 2009).
Posteriormente con la secuenciacién genémica se demostré que el genotipo de PCV
presente en cerdos afectados con PMWS era diferente al genotipo de PCV que
contaminaba la linea celular PK15 (Hamel et al.,, 1998). Por ello se sugirid la
denominacion de PCV tipo 1 (PCV1) para el circovirus asociado a la linea celular
PK15y PCV tipo 2 (PCV2) para el circovirus patogeno (Meehan et al., 1998).

3.4 Enfermedades Asociadas a Circovirus Porcino

El término “Enfermedades Asociadas a Circovirus Porcino”, PCVAD (abreviatura por
sus siglas en inglés de Porcine Circovirus Associated Disease) es una nueva forma
de nombrar a las enfermedades producidas por PCV2, que incluye a todos los

sindromes reconocidos asociados a la infeccion producida por dicho virus.

La PCVAD puede ser subclinica o incluir una o mas manifestaciones clinicas,
incluida la enfermedad Multisistémica con la pérdida de peso y la alta mortalidad.
Tres signos caracteristicos se deben considerar para diagnosticar a cerdos con
PCVAD, pérdida de peso, lesiones microscopicas de pérdida linfocitaria con
infiltracion histiocitica y la presencia de PCV2 en las lesiones (Segalés et al., 2005).

La PCVAD afecta principalmente a los cerdos en crecimiento con 7 a 16 semanas de
edad. Los signos clinicos incluyen pérdida de peso, ganglios linfaticos agrandados,
ictericia y falta de crecimiento. Deplecion linfoide severa y reemplazo histiocitico en
los tejidos linfoides son las lesiones histolégicas caracteristicas. La dificultad
respiratoria también se manifiesta en algunos cerdos infectados, la neumonia
intersticial y la bronquiolitis con infiltracion mononuclear se ven en los pulmones

(Bochev, 2008). En los cerdos con diarrea, la mucosa intestinal se ve engrosada con
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agrandamiento de los ganglios linfaticos mesentéricos y enteritis granulomatosa. La
insuficiencia reproductiva es otra manifestacion clinica de la PCVAD (Kim et al.,
2004). ElI PCV2 también ha sido incriminado como una causa potencial de dermatitis
porcina y sindrome de nefritis, caracterizado por coalescencia de las lesiones de rojo
a purpura piel, glomerulares y nefritis intersticial, y vasculitis (Chae, 2005). El PCV2,
sin duda, se asocia con las condiciones de la enfermedad descritas anteriormente,
pero el alcance y el mecanismo de accién del PCV2 necesitan mas estudios. La
omnipresencia de dicho virus en poblaciones porcinas, y su relacién cada vez mayor
con varias condiciones de enfermedad, indican que la PCVAD es una enfermedad

muy compleja, con muchas preguntas sin respuesta.

La manifestacion mas significativa de PCVAD es el Sindrome de Perdida
Multisistémica Postdestete (PMWS) (Chae, 2004). Los signos clinicos son
inespecificos y variables. En los cerdos destetados, PMWS se caracteriza por
debilitamiento, con o sin signos respiratorios, diarrea, palidez de la piel o ictericia y
un marcado aumento de la mortalidad por una o varias infecciones bacterianas
concurrentes (Chae, 2004). PMWS se ve a menudo en combinacidn con otros virus y
patdgenos bacterianos tales como el Virus del Sindrome Respiratorio y Reproductivo
Porcino (PRRSV), Virus de Influenza Porcina, Parvovirus Porcino (PPV),
Haemophilus parasuis, Actinobacillus pleuropneumoniae, Streptococcus suis y
Mycoplasma hyopneumoniae (Kimy Chae, 2002; Pallarés et al., 2002).

3.5 Transmisién del PCV2

Se considera que la via aerdgena es la ruta mas probable de transmision natural de
PCV2 entre los cerdos (Rose et al., 2012). En los lechones infectados de forma
natural y/o experimental se ha detectado la presencia de PCV2 en heces, orina,
saliva y secreciones oculares, por lo que es probable que éstas puedan ser vias de
excrecion del virus y, por tanto, fuentes de contaminacién (Madison y Opriessing,
2011; Segalés, 2012).
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El PCV2 se localiza principalmente en las células presentadoras de antigeno, tales
como macroéfagos y células dendriticas foliculares (Rosell et al., 1999; Kennedy et al.,
2000). En sangre periféerica se observa una disminucion de linfocitos T
(especialmente linfocitos CD4+ y CD8+) y linfocitos B (Darwich et al., 2002; Grierson
et al., 2007; Darwich y Mateu, 2012; Darwich et al., 2002).

3.6 Organizacion morfologica y gendmica del Circovirus Porcino

El PCV es un virus no envuelto, de simetria icosaédrica, con un diametro de 16-21
nm, contiene un genoma circular cerrado de cadena sencilla de DNA de 1759 a 1768
nucleétidos dependiendo del tipo, lo que lo hace uno de los virus animales mas
pequefios (Crowther et al., 2003). Los genomas de los PCV1l y PCV2 tienen,
aproximadamente, 68-76 % de identidad en su secuencia nucleotidica (Tischer et al.,
1982; Tischer, 1986).

Los dos principales genes presentes en el genoma viral son el gen rep, con 942
nucleétidos en la cadena de sentido positivo, y el gen cap, con 702 nucleétidos en la
cadena de sentido negativo (figura 3A). El gen rep es altamente conservado entre
PCV1 y PCV2 con aproximadamente 83% de identidad en la secuencia nucleotidica,
mientras que el gen cap tiene aproximadamente 67-70 % de identidad (Mankertz et
al., 2004).

La organizaciéon genomica de los PCV1 y PCV2 es muy similar. Sus genomas
poseen marcos de lectura abiertos (ORFs, de sus siglas en inglés Open Reading
Frames) que codifican a tres proteinas y una regién no codificante involucrada en la
regulacion de la transcripcion y replicacion del virus (Hamel, 1998). Tipicamente, el
origen de replicacién (Ori) es representado por un tallo-bucle. El tallo es formado por
el apareamiento de 11 pares de bases (pb), que son regiones con secuencias
repetidas invertidas (palindrémicas). Mientras que el bucle contiene 10 nucle6tidos
que incluye una secuencia motivo de ocho nucleétidos (A1 X2 Tz Ag X5 Ts | A7 Cs) (|

indica el sitio de escision) (Oc8). Una secuencia repetida directa en tandem de seis

Raul Sanchez Vazquez QFB-UMSNH 13



Circovirus Porcino tipo 2 sintético en cultivos celulares

pares de bases (H1/H2) esta presente en el tope con el brazo derecho de la
estructura tallo-bucle (figura 3B) (Mankertz et al., 2003; Cheung, 2003a).

Dos de estos marcos de lectura abiertos, ORF1 y ORF2, codifican para las proteinas
esenciales para la replicacién y para la conformacion estructural del virus. Sin
embargo, divergen en el sitio Ori (Segalés et al., 2005). Los extremos 5" de estos dos
ORFs estan separados por la regién Ori-intergénica (IR) y los extremos 3" estan

separados por la terminacion de IR (Cheung, 2012).

El ORF1 orientada en el sentido de las agujas del reloj, codifica para dos proteinas
de replicacion (Rep y Rep’). En tanto, el ORF2 codifica la proteina E2 de 234

aminod&cidos de la capside (figura 3A) (Faurez et al., 2009).

La proteina E2 esta implicada en la formacion del homopolimero de la capside y es
probable que participe en la translocacion del genoma viral en el nicleo durante la
replicacion del virus (Liu et al., 2001; Nawagitgul et al., 2000). Recientemente, se
inform6 de la estructura cristalina de una subunidad monomérica E2 y su orientacion
dentro de una particula de PCV2 (Khayat et al., 2011). En este modelo, 60
subunidades de E2 forman un icosaedro con simetria T = 1. Una reconstruccion por
ordenador del monémero E2 de PCV2 y su incorporacion en la capside (Trible y

Rowland, 2012) se presentan en la figura 4.
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A. Organizacién del genoma y transcripcidn de genes del PCV
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Figura 3. Organizacidon gendmica del PCV. (A). Los dos principales marcos de lectura cap y rep, se
representan con cuadros y sus orientaciones de la traduccion se indican con flechas. Se ilustra la
estructura tallo-bucle (SL) situado en la regién intergénica (IR) entre cap y rep. Rep se traduce de rep
de longitud completa, mientras que Rep” se produce a través de splicing alternativo de la transcripcién
de rep. (B). La secuencia octanucledtide se muestra sombreada en azul. Las coordenadas de
nucleétidos (nt) (1, 2, 3, 4,..., 13) se basan en la secuencia genémica real y las coordenadas de nt (3’,
4, 5,..., 13") se le asigna arbitrariamente para mostrar la complementariedad de las secuencias
palindromicas que forman el tallo-bucle. La secuencia repetida directa en tandem de 6 nt (CGGCAG) y

la secuencia comuin de 5 nt (CACCT) estan en morado y amarillo, respectivamente. Los codones de

iniciacion de Rep y E2 estan en rojo. Modificado de Meng XJ, 2013 y Cheung, 2012.
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Figura 4. Modelo de la estructura de la subunidad E2 y la capside viral. A) Estructura secundaria de la
subunidad E2 con hélices, bucles y las hojas que se muestran en color verde, azul y rojo,
respectivamente. B) Muestra una subunidad E2 colocada en el contexto de la capside viral. Las

restantes 59 subunidades E2 se muestran en color verde. Tomado de Trible y Rowland 2012.

3.6.1 El complejo Rep

El gen rep codifica para dos proteinas esenciales en el inicio de la replicacion, Rep y
Rep’. Rep (312 residuos de aminoéacidos) es codificada por todo el ORF1 y contiene
los motivos de unidn comunmente asociados al mecanismo de Replicacion del
Circulo Rodante (Mankertz y Hillenbrand, 2002). Estos motivos conservados incluyen
RC-I (su funcién es desconocida), RC-Il (coordinacién ion divalente), RC-IIl (contiene
un residuo de tirosina para la introduccion de un corte en la secuencia octanucleotide

para la unién covalente de Ori y el exremo 5°del DNA desplazado) y P-loop (un
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domino helicasa que exhibe actividad de ATPasa en la presencia de iones
divalentes) (Cheung, 2012).

Rep” (168 residuos de aminoacidos) se traduce a partir de un RNA empalmado
internamente de ORF1. Rep y Rep” son idénticas en la porcién N-terminal, pero
difieren en la porcién C-terminal. Rep” contiene RC-l, RC-Il y RC-Illl pero no P-loop
(Cheung, 2012). Rep y Rep” pueden formar homo-complejos (Rep-Rep y Rep’-Rep’)
y hetero-complejos (Rep-Rep’). Rep y Rep” son requeridos para la replicacién del
DNA del PCV; el hetero-complejo Rep-Rep” es generalmente referido como el
Complejo Rep (Mankertz y Hillenbrand, 2002).

3.6.2 Replicacion del PCV

El PCV se replica por el mecanismo del circulo rodante (RCR, del inglés Rolling
Circle Replication), esté mecanismo es ampliamente utilizado en plasmidos,
bacteriéfagos, gemivirus de plantas, asi como los virus animales (Cheung, 2006) y el
proceso de replicacion se lleva a cabo por enzimas celulares expresadas durante la
fase S del ciclo celular del huésped. Tras la infeccion hay un rompimiento de la
proteina de capside que libera el genoma viral de cadena simple para ser
transportado al nicleo. EI modelo de la replicacién del PCV se muestra en la figura 5
(Cheung, 2012).

Etapas de la replicacion del PCV:

Etapa 1: Conversién del genoma de cadena sencilla (ss, del inglés single

strand) a cadena doble (ds, del inglés doble strand)

El genoma viral inicial de cadena sencilla (ssSDNAp) se convierte en un intermediario
de doble cadena (ds-RF), que después se convierte en una estructura molecular en
la que la hélice se enrolla en si misma (molécula superenrrollada) y sirve como
templado para la sintesis del DNA viral. La conversion del genoma de ss a ds
requiere de una cadena menor como cebador para iniciar la sintesis del DNA

complementario naciente.
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Etapa 2: Iniciacion de la replicacion del DNA

La replicacion del genoma del PCV requiere de la interaccién del Complejo Rep
(Rep-Rep’) y elementos activadores en cis (conformacion apropiada) estén
presentes en el Ori, en la region de reconocimiento, sitio de unién minimo (MBS, del

inglés, minimum binding site) del genoma viral (Cheung, 2012).

Para iniciar la sintesis del genoma progenie de primera ronda (DNA;) de sentido
positivo, el Complejo Rep se une a las repeticiones directas de hexanucleétidos
H1/H2 en la cadena doble (Steinfeldt et al., 2007). Esta interaccién induce cambios
conformacionales que incluyen relajacion en la secuencia octanucledtide (Oc8)
situada en el bucle y asi presentar caracteristicas de cadena sencilla para que el
Complejo Rep haga el corte de Oc8 (A1 X2 T3 A4 X5 Te | A7 Cg) del sSDNAg entre Tgy
A7 (Cheung, 2012; Steinfeldt et al., 2007). La posicién de los nucleétidos especificos
es esencial para la replicacion del DNA, mientras la posicion indicada con x puede
aceptar nucledtidos variables. En el Complejo Rep, Rep pero no Rep” desempefia un
papel importante en el desenrollado de la secuencia Oc8 de cadena doble, debido a

que tiene una helicasa con dominio P-loop (Cheung, 2012).

La escision del enlace fosfodiéster entre Tg y A7 en el Oc8 es catalizada por ataque
nucleofilico del grupo hidroxilo (-OH) de la tirosina 93 (Tyrgs) presente en el motivo
RC-IIl de la proteina Rep (Steinfeldt, 2007). La actividad de corte es dependiente de
cationes divalentes (funcion de RC-Il) (Cheung, 2012).

Después de la escision, Rep se une covalentemente al desplazado del DNA, con
extremo 5" a través de un enlace Rep-tirosin-fosfodiéster y asi generar un extremo
3"-OH libre (DNAo-Ts-A7-DNA1) que sirve como cebador para la sintesis de DNA del

naciente DNA; unidireccional (Cheung, 2012).

Cuando el Complejo Rep se une a las repeticiones directas H1/H2 en la cadena
doble, se introduce una esfera de inestabilidad con los cambios conformacionales
que incluyen 10 pb del bucle y 10 pb del palindromo, SP (palindromic sequence). El
bucle exhibe caracteristicas de cadena sencilla para la escisién de Oc8 vy el tallo de

doble cadena es inducido para formar una estructura de cuatro hebras similar a la
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horquilla triple. Aunque la presencia de la configuracion tallo-bucle no es esencial
para la escision de Oc8, se prevé que estara en existencia durante el inicio y
terminacion de la sintesis de las secuencias palindromicas de la replicacion del DNA
del PCV. Las cadenas de DNA permanecen en estrecha proximidad una de la otra y

estan yuxtapuestas en una estructura terciaria de cuatro cadenas (Cheung, 2012).
Etapa 3: Elongacién

La recién generacion del extremo 3"-OH (DNAo-Ts-OH) es reconocido por la DNA
polimerasa lll y sirve como cebador para la sintesis de la primera ronda de DNA1, ya
que el complejo Rep no tiene actividad de polimerasa. Como la configuracion de
superenrollado es esencial para la iniciacion de la replicacion del DNA del PCV, el
genoma resultante de la replicacidn sera incapaz de iniciar otra ronda de replicaciéon
del DNA hasta que la primera ronda de la sintesis del genoma se haya completado
(Cheung, 2012).

Etapa 4: Terminacién de la replicacion del DNA

La extension procede hasta que la cadena temprana es completamente desplazada.
Posteriormente, Rep realiza un segundo corte en el limite entre la nueva cadena y la
original, donde se ha regenerado el sitio de corte. Con esto se producen dos
moléculas, una de DNA de doble cadena y un monémero de cadena sencilla. Luego
de una serie de eventos de corte y union, la molécula de DNA de doble cadena (la
cual contiene la cadena temprana recién sintetizada) es ligada y superenrrollada por
las enzimas ligasa y girasa respectivamente. EI DNA de cadena sencilla que fue
desplazado es convertido a DNA de doble cadena (ds-RF) para el inicio de otro ciclo
de replicacion. Siempre que se produce el apareamiento de bases palindromicas
para volver a establecer la estructura tallo-bucle, la reconstitucion de Oc8 vy
terminacion de la replicacion de DNA comenzara a producir un genoma ssDNAg
circular cerrado cuando la totalidad de sintesis del DNA; y el desplazamiento del
DNAy viejo se ha completado (Cheung, 2012).

Raul Sanchez Vazquez QFB-UMSNH 19



Circovirus Porcino tipo 2 sintético en cultivos celulares

Etapa L: (ss—> sd) Etapa 2: Iniciacion

l I Uniénde
55-0c8

~ DNAg TeOH ’
DNA; )
O Enzimas i -
celulares ds-OcS Complejo Pes

Etapa2:
Elongacidn

Complejo Rep-

Etapa4: Terminacion

Figura 6. Modelo de replicacién del PCV. El genoma viral inicial de cadena sencilla (ssDNA() esta

representado por un circulo negro y el genoma de hebra complementaria sintetizada en el nuevo host

esta representado por el circulo gris. EI genoma progenie de primera ronda (DNA,) de sentido positivo

se indica en werde y la segunda ronda de ADN (DNA;) se indica en color naranja. SP-Rep-complejo

indica la molécula que sine como molde para el inicio de la replicaciéon y que contiene una secuencia

palindrémica corta de 10-12 nt en el Ori (SP) unido covalentemente a la secuencia de la Rep-complejo

(ver texto para detalles). Modificado de Cheung, 2012.
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3.6.3 Transcripcion

El PCV exhibe un patrén de transcripcion muy complejo. La sintesis de RNA se lleva
a cabo mediante enzimas celulares, después de que el genoma viral de cadena
sencilla se convierte en una molécula de cadena doble en el huésped. La estrategia
de transcripcion es bidireccional y diversos RNAs virales se producen a través de
corte y empalme alternativo. Los PCV1 y PCV2 utlizan sefiales de iniciacion y
terminacion similares en las localizaciones comparables dentro del genoma viral. Sin
embargo, se diferencian el uno del otro con respecto al nivel de la expresion
especifica de RNA, asi como seleccién uUnica de empalme y uniéon en cada uno de
ellos (Cheung, 2003b).

Trece RNAs se han reportado para PCV1 y diez para PCV2 durante la replicacion
viral en células PK15 in vitro (figura 5) (Bratanich y Blanchetot, 2002). La cadena
complementaria codifica para dos transcriptos, el gen cap que codifica para la
proteina de la capside viral (E2) y el ORF3-RNA que codifica una proteina asociada a
apoptosis. Mientras que la funcién de la proteina correspondiente es la misma, ORF3
en el PCV1 es dos veces el tamafio de su homologo en el PCV2 (Chaiyakul et al.,
2010; Cheung, 2012) (figura 4).

Los elementos activadores en cis (Spl, TATA, ISRE y USF/MLTF), cominmente
asociados con promotores eucariotas, estan presentes en el promotor del gen cap.
De la regién del gen rep, una agrupacion de cinco RNAs asociados (Rep, Rep’,
Rep3a, Rep3b y Rep3c) y tres RNAs menores asociados a NS (NS515, NS672 y
NSO) (NS, RNA,s no estructurales) han sido detectados (Mankertz et al., 2003).

Los RNAs asociados a rep comparten en comun las secuencias nucleotidicas 5" y 3,
que indican que probablemente derivan desde la longitud completa de rep a través
de splicing alternativo (Mankertz y Hillenbrand, 2002). Los elementos activadores en
cis eucariotas (AP3, Spl y AP2) han sido observados en el promotor de rep. Los
RNAs menores asociados a NS que comparten secuencias de nucledtidos 3"con los
RNAs asociados a rep, es probable que sean sintetizados a partir de tres promotores
diferentes (Cheung, 2012).
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Los polipéptidos codificados por rep, rep’, cap y ORF3-RNA ya se conocen. Sin
embargo, aun no es clara la funcion que desempefian cada uno de los RNAs
menores en el ciclo de vida del PCV vy si codifican a proteinas. Sélo Rep y Rep” son
esenciales para la replicacion del DNA viral en las células de mamifero. Las
proteinas asociadas a ORF3 en el PCV1l y PCV2 inducen muerte celular por

apoptosis (Cheung, 2006).

Las proteinas de la capside encapsulan al genoma viral circular de cadena sencilla
para formar los viriones infecciosos y también es posible que desempefien un papel
importante en el transporte de las proteinas Rep y Rep” desde el citoplasma al
interior del nacleo para facilitar la replicacion del DNA del PCV (Cheung y Greenlee,

2011; Linet al., 2009).
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Figura 5. Los RNA’s esenciales y no esenciales de PCV2. Representacion esquematica del genoma
de PCV2, los promotores para rep y cap (flecha negra) y los RNA’s codificados por los ORF3
(orientacion indicada por una flecha), ORF2 Y ORF1 se indican. Los RNA’s se anotan con

coordenadas nt que indican el Udltimo nucleétido de cada exén correspondiente. Modificado de

Cheung, 2012.
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3.6.4 Patogénesis

La identificacion de la célula blanco para la replicacion del PCV2 ha sido objeto de
numerosos estudios. Basados en la identificacion morfolégica, se han detectado
antigenos del PCV2 principalmente en monocitos/macréfagos y en menor medida en
los hepatocitos, diferentes tipos de células endoteliales, linfocitos, células

musculares, fibroblastos y neuronas (Rosell et al., 1999; Kennedy et al., 2000).

En la etapa inicial de la infeccion por el PCV2, el virus se adhiere a la superficie
celular. Se cree que el PCV2 utiliza un receptor celular relativamente comun, porque
la replicacién viral y el antigeno del PCV2 han sido encontrados en los diferentes

tipos celulares mencionados anteriormente (Gillespie et al., 2009).

El PCV2 se une a sulfato de heparina y sulfato de condroitina, que son
glicosaminoglicanos (GAGS) como un primer paso en la fijaciéon (Misinzo et al.,
2006). Sin embargo, como el PCV2 se encuentra en células que carecen de GAGS,
se cree que utiliza otro correceptor para la entrada viral (Gillespie et al., 2009).
Después de adherirse a la superficie celular, el virus es internalizado por endocitosis
mediada por clatrina y la organizacion de actina celular. La acidificaciéon
endolisosomal aumenta la infeccion del PCV2 (Misinzo et al., 2005), mientras que en
células epiteliales la inhibicibn de la acidificacién endolisosomal aumenta la

replicacion del PCV2 (Ramamoorthy y Meng, 2009).

Después de que el virus es internalizado, forma agregados en forma de cuerpos de
inclusion intracitoplasmaticos (ICls). Posteriormente, el PCV2 se asocia
estrechamente con las mitocondrias, completdndose asi la primera fase

citoplasmatica (Rodriguez etal., 2011).

El virus entra al nicleo para la replicacién del DNA y la encapsidacion del ssDNA
circular cerrado se produce en el nacleo con la participacion de la membrana nuclear
y no en compartimentos citoplasmaticos como se ha descrito para otros virus de
ADN. La segunda fase citoplasmatica se produce con el reclutamiento de los virus y
la asociacion con las membranas de organulos, incluyendo el Aparato de Golgi y el

Reticulo Endoplasmico Rugoso, y también son agregados en cuerpos de inclusion
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intracitoplasméticos (ICIs); con esto las particulas virales maduras pueden ser
liberadas de la célula por tres diferentes mecanismos: lisis celular, gemacion de ICls

y exocitosis (Rodriguez et al., 2011).

De acuerdo a la informacion presentada en parrafos anteriores, se muestra que
PCV2 a pesar de que es un virus de DNA ha adquirido la capacidad de vivir en el
hospedero incluso sin causar enfermedad, pero en un momento determinado puede
replicarse y provocar una variedad de enfermedades que pueden llevar a la muerte
del animal infectado. Recientemente se han propuesto diversas herramientas
biotecnoldgicas para el control de éste virus, tales como la produccion de particulas
virales obtenidas a través de la tecnologia de DNA recombinante y de la biologia

sintética.

3.7 Biologia Sintética

La sintesis y el analisis de la secuencia de DNA han tenido una gran contribucion a la
biologia molecular y al surgimiento de un nuevo campo llamado biologia sintética.
Por mencionar un ejemplo, el primer gen funcional, tRNA supresor de tirosina con
207 pb de DNA de Escherichia coli, fue sintetizado en 1979 (Khorana, 1979), una
hazafia que anuncié una nueva era en los estudios moleculares de los sistemas
biologicos. La herramienta fundamental de la biologia sintética es, sin duda, la

sintesis de genes (Forster y Church, 2007).

La biologia sintética es el disefio y construccion de nuevas entidades bioldgicas,
como las enzimas, circuitos genéticos y células, o el redisefio de sistemas biol6gicos
existentes (Benner y Sismour, 2005). Tales cambios exceden los introducidos
previamente en los sistemas bioldgicos por métodos clasicos de ingenieria
molecular. La secuenciacion de un DNA en el rango de una mega base (Mb, un
millbn de bases) ya no es una tarea de enormes proporciones. Por el tamarfio del
genoma de la mayoria de los virus de RNA y DNA, se puede lograr facilmente su

sintesis quimica (Wimmer et al., 2009).
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La sintesis quimica de los genomas virales proporciona una nueva Yy potente
herramienta para el estudio de la funcion y expresion de genes virales, asi como su
potencial patogénico. Este método es particularmente Util si la plantilla viral natural no
esta disponible. También permite la modificacién genética de los genomas virales en
una escala que seria imposible de lograr por métodos convencionales de biologia

molecular (Wimmer et al., 2009).

Los estudios de las particulas virales y los pasos de su ciclo de vida han impulsado
nuestra comprension de los sistemas biolégicos a nivel molecular. Estos estudios, sin
embargo, se basaron en muestras virales aisladas de la naturaleza. Esta
dependencia cambi6 para siempre en 2002, cuando se publicé la sintesis quimica de
poliovirus, un virus de RNA, en ausencia de cualquier plantilla natural (Cello et al.,
2002).

Los méas de 2,000 virus cuyas secuencias genomicas han sido depositadas en el
Centro Nacional de Informacién Biotecnoldgica, NCBI (del inglés National Center for
Biotechnology Information) se pueden recrear en el laboratorio en ausencia de
aislados naturales (Wimmer y Aniko, 2011).

La biologia sintética se esfuerza para generar nuevos sistemas bioldégicos que no
existen en la naturaleza, principalmente para aplicaciones médicas o comerciales. La
sintesis de virus de la polio (Cello et al., 2002), no es un ejemplo y, de hecho, casi no
cae en la categoria de la biologia sintética, ya que dio lugar a virus con un fenotipo

casi idéntico el modelo de virus de tipo salvaje (Wimmer y Aniko, 2011).

No es sorprendente, por lo tanto, que la sintesis de novo de genomas virales en la
ausencia de una plantilla natural ha encontrado su camino en los estudios de los
virus. La sintesis quimica de los genomas virales proporciona una nueva y potente
herramienta para el estudio de la funcion y expresion de genes virales, asi como su
potencial patogénico. Lo anterior permite la modificacién genética de los genomas
virales en una escala que seria imposible de lograr por métodos convencionales de

biologia molecular (Wimmer et al., 2009).
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Hay casos en los que no existen las secuencias completas del genoma viral y por lo
tanto no estan disponibles para la sintesis quimica. Un ejemplo es la sintesis del
virus de la gripe espafiola de 1918, que causoé la pandemia de gripe mas grave de la
historia. Aunque el virus de la pandemia no se aislé en el momento, se trabajé en un
laboratorio para descifrar la secuencia del genoma utilizando fragmentos de RNA
viral, de mas de 100 nucleétidos de longitud, que se han preservado en los tejidos de

las victimas de la pandemia de 1918 (Tumpey et al., 2005)

Hasta la fecha, los genomas completos de virus de DNA han sido montados por
sintesis quimica. Dieciocho meses después de la sintesis del virus de la polio se
describe la sintesis de novo del primer genoma del virus de DNA, afinando los
métodos de sintesis de DNA, se completdé el genoma en 2 semanas. El DNA sin
editar se transformé en bacterias produciéndose bacteridfagos viables (Smith et al.,
2003). En el mismo sentido, la sintesis quimica del Bacteriéfago G4 se realizd en
2011. El trabajo demuestra que un fago infeccioso puede ser sintetizado y
manipulado genéticamente de acuerdo con la secuencia publicada en la base de
datos, y lo suficientemente eficaz para infectar a E. coli, que muestra el uso potencial

de la biologia sintética para la aplicacion médica (Yang et al., 2011).

En trabajos mas recientes, utilizando biologia sintética y técnicas de genética inversa
se han logrado generar dos patdgenos, uno de ellos de importancia en salud animal,
el Virus de Schmallenberg (genoma de RNA cadena sencilla de polaridad negativa)
que es un Orthobunyavirus emergente de rumiantes asociados con brotes de
malformaciones congénitas en animales abortados y mortinatos en varios paises de
Europa (Varela et al., 2013). El otro patégeno es de importancia en salud humana, el
coronavirus del sindrome respiratorio del medio oriente (MERS-CoV) que es un
coronavirus emergente que infecta humanos y se asocia a neumonia aguda,
insuficiencia renal ocasional y una alta tasa de mortalidad. La construccién de un
clon infeccioso de DNA de longitud completa del genoma del MERS-CoV en un
cromosoma atrtificial bacteriano, facilitara el estudio de la biologia molecular del virus

y desarrollar virus atenuados como posibles vacunas (Almazan et al., 2013).
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La biologia sintética ha dado lugar al nacimiento de la virologia sintética, es decir, el
nuevo disefio y la sintesis de genomas de virus enteros, se ha convertido
econdmicamente viable con las rapidas mejoras en la tecnologia de sintesis de DNA.
Tal libertad de disefio podria proporcionar un enorme poder para llevar a cabo el
redisefio o modificacion en las secuencias codificantes para estudiar el impacto de
los cambios, con el objetivo de desarrollar una nueva plataforma de ingenieria

genética para el disefio de vacunas (Mueller et al., 2009)

Por lo tanto, con las modificaciones dentro del genoma de los virus, pueden
mantener la misma estructura y codificar las mismas proteinas de replicacién como el
virus de tipo salvaje, pero puede ser sustancialmente desventajoso en términos de
proliferacion viral. Tal variante de un virus patdgeno humano o animal puede entrar
en el hospedero por su ruta normal y replicar mal, pero aun asi permitir que el
hospedero pueda montar una respuesta inmune lo suficientemente fuerte como para
inducir inmunidad protectora duradera. En otras palabras, tales virus patdogenos

sintéticos modificados podrian servir como una vacuna.

Es de nuestro interés la produccion del PCV2 sintético, mismo que serviria en primer
instancia para probar inmundgenos disefiados a partir de proteinas estructurales
virales, que han sido desarrolladas en nuestro laboratorio (Nufiez-Anita et al., 2012),
gue son capaces de inducir proteccién contra la infeccion viral de PCV2. Ademas
tener el PCV2 sintético nos permitira conocer mas sobre su biologia y con esto
plantear posibles estrategias para el diagnéstico y control de las enfermedades

asociadas a circovirus porcino.

3.8 Inmunidad Animal y Vacunas

El sistema inmunitario surgié como parte de la evolucion, para la proteccion de los
organismos contra los agentes patdgenos. Las células y moléculas responsables
constituyen el sistema inmunitario y su reaccion conjunta y coordinada genera la
respuesta inmunitaria adaptativa. Cuando el sistema inmunitario reconoce un

antigeno extrafio por primera vez, se produce una respuesta inmune adaptativa.
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Cuando el cuerpo se encuentra con el mismo antigeno posteriormente, se produce
una respuesta inmune mas fuerte. El primer estimulo antigénico es de iniciacion,
mientras que los estimulos posteriores son de refuerzo; este es el principio de la

inmunizacion activa (Abbas, 2008)

La vacunacion implica la exposicion deliberada a un antigeno en condiciones donde
la enfermedad no se desarrolle. La vacunacion esta dirigida a la induccion de
inmunidad activa en un individuo, de modo que en contactos posteriores con el
patdgeno la infeccion natural induce una fuerte respuesta inmune protectora. La
inmunidad de proteccion puede implicar la secrecién de anticuerpos neutralizantes,
produccion de Linfocitos T citotoxicos de memoria o Linfocitos T CD4" (Kindt et al.,
2007).

La vacunacién hace uso del sistema inmune para combatir infecciones causadas por
los patdgenos. La mayor parte de los dafios causados por los virus a las células
durante la infeccién viral se produce muy tempranamente, a menudo antes de que
aparezcan los sintomas clinicos de la enfermedad. Esto hace que el tratamiento a las
infecciones virales sea dificil, por lo tanto, ademas de ser menos costoso, la
prevencion (vacunacion) contra enfermedades causadas por los virus es sin duda la
mejor alternativa. Para el disefio de vacunas eficaces, es importante conocer tanto la
respuesta inmune a la infeccion por el virus y las etapas de la replicacién del virus
que son dianas adecuadas para la intervencion inmunoldgica (Staley, 2009;

Anderson, 2000). A continuacion se resumen los tipos de vacunas:

Vacunas inactivadas: Esté tipo de vacunas contienen virus inactivados, por lo
general, mediante el tratamiento de los mismos con productos quimicos, calor o
irradiacion. Esto causa que no puedan replicarse en absoluto. La desventaja es que
la estimulacion inmunitaria es pobre si se compara con las vacunas vivas (Staley,
2009).

Vacunas vivas: Estas vacunas contienen microorganismos vivos atenuados que
causan una infeccion limitada en sus anfitriones, suficiente para inducir una

respuesta inmune sin llegar a causar la enfermedad. Esto representa una ventaja
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importante ya que se reproduce el ciclo infeccioso del patdgeno, sin que represente
peligro para el hospedero, provocando un estimulo inmunolégico muy poderoso
(Staley, 2009).

Vacunas de subunidades: Contienen antigenos purificados en lugar de organismos
completos. Estas vacunas consisten de solo aquellos antigenos que provocan la
respuesta inmune protectora en el organismo. Pueden contener fragmentos
subcelulares o antigenos de superficie. La eficacia de las vacunas de subunidades

aumentd con el uso adyuvantes (Anderson, 2000).

Vacunas recombinantes: Este tipo de vacunas se producen usando la tecnologia del
DNA recombinante o ingenieria genética. Este tipo de vacunas se logran insertando
los genes para antigenos especificos en un vector, con la finalidad de lograr la
expresiondel antigeno utilizando diferentes sistemas de expresién, como lo son:

levaduras, bacterias, células de insecto, plantas o células animales (Ma et al., 2003)

Vacunas de DNA: Igual que las vacunas recombinantes, los genes para los
antigenos deseados se identifican y se clonan. Posteriormente el DNA clonado se
inyecta en el musculo del animal que esta siendo vacunado, con la finalidad de que
algunas células del musculo lo integren y expresan para generar péptidos que
estimulen el sistema inmunolégico. Con este tipo de vacunas se ha logrado inducir

tanto la inmunidad humoral como a la inmunidad celular (Fynan et al., 1993)

VLP’s (del inglés virus-like particles): Son particulas no infecciosas que consisten de
proteinas estructurales virales y carentes de &acido nucleico viral. Su estructura
antigénica les permite inducir respuesta celular generando la aparicion tanto de
linfocitos T CD4" como linfocitos T citotoxicos fuertes y sin la necesidad de ningun
adyuvante. Estas particulas pueden activar aln mas las células dendriticas (DCs),
las cuales son actores esenciales en la iniciacion de la respuesta inmune mediante la

captura y el procesamiento de los antigenos (Crisci etal., 2012)

Ingenieria de virus sintéticos atenuados: Con la biologia sintética, en los genomas
virales se puede introducir sesgo en el uso de codones, lo cual hace referencia a que

los diferentes organismos a menudo muestran preferencias particulares para uno de
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los varios codones que codifican el mismo amino&cido, por ejemplo, los codones
preferidos por las bacterias son diferentes de los codones preferidos por los
mamfiferos, de esta manera, la alanina (codon GCC) se utiliza cuatro veces mas
frecuentemente que el coddén sinébnimo (GCG) en los seres humanos. Por
consiguiente, los codones raros se asocian con una traduccién de un RNAmM mas
baja. Por lo tanto se ha demostrado que es posible explotar el fendmeno de sesgo en
los codones para la sintesis de nuevos virus atenuados (Mueller et al., 2009; Wimmer
et al., 2009; Wimmer y Aniko, 2011).

La habilidad para manipular los genomas virales ha sido durante mucho tiempo
importante como un modelo para el establecimiento de sistemas moleculares, para
investigar la patogénesis viral, asi mismo, la produccion de vacunas virales. Los
métodos de biologia molecular, el conocimiento de la secuencia de genomas virales
y el uso de la sintesis de DNA, permiten la rapida generacion y modificacion de los
virus, en ausencia de aislados infecciosos naturales disponibles, importantes para la

salud publica.

Basados en la informacion presentada consideramos de suma importancia el uso de
la biologia sintética como una herramienta biotecnolégica para en el estudio,
prevencion y desarrollo de posibles metodologias para el tratamiento de las
enfermedades virales producidas por el PCV2 en la industria porcina, ya que dichas
enfermedades tienen un impacto desfavorable en la sustentabilidad alimentaria,
debido a que en México hay un alto consumo en carne de cerdo. El objetivo de
comun de esta nueva estrategia es contribuir en el diagndstico, control del impacto
del PCV2 y ademéas mejorar el conocimiento de las propiedades moleculares del

Virus.
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4. HIPOTESIS

El empleo de la biologia sintética permite obtener el genoma completo del PCV2

infectivo en cultivos celulares

5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo general

Obtener el PCV2 sintético en cultivos de células PK15 in vitro

5.2 Objetivos particulares

- Generar el genoma completo y circular del PCV2
- Transfectar el genoma de PCV2 sintético en células BVE-EGE7

- Infectar las células PK15 con el PCV2 sintético

- Identificar mediante inmunofluorescencia la presencia de PCV2 sintético en

las células BVE-E6GE7 y PK15
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6. MATERIALES Y METODOS
6.1 Materiales biol6gicos
Cultivo celular

La linea celular PK15 (células epiteliales de rifion porcino, ATCC CCL-33) fue
cultivada en medio DMEM (Dulbeco’s Modified Eagle Médium, Gibco BRL, Life
Technologies) y la linea celular BVE-E6E7 (células endoteliales de vena umbilical de
bovino, Cajero et al., 2002), fue cultivada en medio F12-K (Dulbecco's Modified Eagle
Medium: Nutrient Mixture F-12 (DMEM/F-12, Gibco BRL, Life Technologies) ambos
medios suplementados con suero fetal de bovino al 10% (SFB); penicilina-
estreptomicina al 1% (10.000 UI/ml de penicilina y 10.000 pug/ml de estreptomicina,
Gibco BRL, Life Technologies). Cuando las células llegaron a confluencia, se trataron
con tripsina para remover y hacer el pasaje; el conteo de las mismas se realiz6 con
un hematocitdmetro. Las células fueron mantenidas en incubadora a 37° C, con 95%
de humedad relativa y 5% de CO..

Plasmidos

- pUC-PCV2a, (4478 pb) que contiene el genoma completo de Circovirus Porcino tipo
2, del cual a partir de él se obtendra el fragmento grande de un tamafio de 1113 pb
(F2).

- pUC-PCV2b, (3369 pb) él cual contiene el fragmento pequefio de 655 pb (F2).

- pRSVBgal (7284 pb) que contiene a la B-galactosidasa, como gen reportero, asi
como el gen de resistencia a ampicilina, el origen de replicacion de procariontes y el
promotor LTR del Virus del Sarcoma de Rous que le permite expresarse en

eucariontes.

Bacterias

Escherichia coli cepa DH5a
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Anticuerpos

Anticuerpo monoclonal anti-PCV2 conjugado con Isotiocianato de Fluoresceina
(VMRD, Inc.)

6.2 Metodologia

6.2.1 Diagrama de flujo de la estrategia metodoldgica

Sintesis quimica y purificacion de
los plasmidos

v

Obtencion del genoma de PCV2
sintético

v

Determinacion de la eficiencia de transfeccion
(control de transfeccién) utilizando un gen
reportero

v

Transfeccién del genoma de PCV2
sintético en células BVE-E6E7

v

Infeccion de células PK15 con medio de cultivo
proveniente de células BVE-E6E7. Propagacion
del virus PCV2 en PK15 por incubacién
prolongada (5 dias)

v

Inmunofluorescencia utilizando un aticuerpo anti-
PCV2 (mAb-FITC) en células BVE-E6E7 y PK15
infectadas
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6.2.2 Aislamiento y purificacion de los plasmidos

Para obtener cantidades suficientes de los pldsmidos pUC-PCV2a, pUC-PCV2Db,

pRSVBgal, se realizaron los siguientes pasos:
a) Transformacion de Escherichia coli cepa DH5a

La transformacién bacteriana se realiz6 por choque térmico. Para esto se adicionaron
3 uL del DNA plasmidico (10 ng) a 40 pL de bacterias competentes E.coli DH5a (10°
UFC). Incubar 30 minutos en hielo. Seguido de incubacion a 37 °C por 3 minutos.
Inmediatamente incubar 3 minutos en hielo. A continuacion se adicionan 800 pL de
medio liquido LB (Luria-Bertuani). Incubar 1 hora a 37 °C. Sembrar en placas de
cultivo con medio semi-sélido LB adicionado de ampicilina (antibiotico de seleccion).
Incubar toda la noche a 37 °C.

b) Minipreparacién de DNA plasmidico

Transferir una clona de las colonias transformadas en 3 mL de medio liquido LB con
ampicilina [50 mg/mL]. Incubar a 37 °C con agitacion continua (180 rpm) toda la
noche. Centrifugar a 6000 rpm por 5 minutos. Desechar el sobrenadante. Adicionar
300 pL de solucion STET (10 mM de Tris-HCI; 0.1 M NaCl; 1 mM de EDTA; 5% de
Triton X-100) y 5 puL de lisozima [50 mg/mL], agitar con vortex hasta levantar la
pastilla; reposar por 5 minutos. Incubar 50 segundos en agua en ebullicién y
centrifugar a 12000 rpm por 10 minutos. Retirar con un palillo de madera estéril los
restos de membranas bacterianas, agregar 10 uL de solucién de precipitacion CTAB
al 5%, mezclar por inversion y reposar 5 minutos a temperatura ambiente.
Centrifugar a 12000 rpm por 5 minutos. Desechar el sobrenadante y resuspender la
pastilla con 300 uL de Cloruro de Sodio (NaCl [1.2 M]); posteriormente adicionar un
volumen de isopropanol y centrifugar a 12000 rpm por 10 minutos. Desechar el
sobrenadante y lavar la pastilla con etanol al 70 % frio. Resuspender en 60 uL de

agua.
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c) Caracterizacion del plasmido:

Realizar digestion enzimatica con las endonucleasas de restriccion Smal y Sacl de
los plasmidos pUC-PCV2a y pUC-PCV2b. Al producto de la digestion enzimética se
le realiz6 electroforesis en gel de agarosa al 0.8 % en buffer TBE 1X. Se tifie con
bromuro de etidio 50 mg/mL. Se observan las bandas esperadas de acuerdo a las

enzimas utilizadas y al plasmido a identificar.
d) Maxipreparacion de DNA plasmidico

Transferir un in6culo de 1mL de bacterias transformadas a 100 mL de medio liquido
LB con ampicilina a una concentracion de 50 mg/mL. Incubar a 37°C con agitacion
continua (180 rpm) por toda la noche. Transferir el contenido a botellas y centrifugar
a 6000 rpm por 10 minutos. Desechar el sobrenadante. Adicionar 10 mL de la
solucién | (50 mM de glucosa, 25 mM de Tris-HCI; 10 mM de EDTA). Deshacer la
pastilla y reposar por 5 minutos. Adicionar 10 mL de la solucién Il (0.2 N de NaOH; 1
% de SDS) agitar suavemente y reposar 5 minutos. Agregar 10 mL de solucién lll (60
ml de acetato de potasio [5 M]; 11.5 mL de acido acético glacial; 28.5 mL de agua)
agitar y reposar 5 minutos. Filtrar con fibra de vidrio y recibir el filtrado en un tubo
falcon de 50 mL, adicionar un volumen de isopropanol, homogenizar y reposar por 2
horas. Centrifugar a 4000 rpm por 15 minutos. Desechar el sobrenadante. Lavar la
pastilla con 2 volimenes de 750 uL de etanol al 70% frio y pasar a tubo eppendorf.
Centrifugar a 12000 rpm por 5 minutos. Desechar el sobrenadante y resuspender la
pastilla en 800 uL de agua. Centrifugar a 12000 rpm por 5 minutos. Recuperar el
sobrenadante y agregar 20 uL de RNAsa. Incubar a 37 °C por 1 hora. Adicionar 800
uL de PEG 8000 (polietilenglicol 8000 al 13 %; NaCl [6 M]), mezclar por inversion e
incubar 5 minutos a temperatura ambiente. Centrifugar a 12000 rpm por 15 minutos.
Desechar el sobrenadante y lavar la pastilla con etanol al 70 % frio. Evaporar el
etanol a temperatura ambiente. Resuspender en 1 mL de buffer TE pH7.4.
Cuantificar 5 uL de DNA mas 995 ul de agua en el espectrofotometro a una longitud

de onda de 260 nm.
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6.2.3 Obtencion del PCV2 sintético

Para llevar a cabo la construccién del genoma del PCV2, se consider6é el mecanismo
de replicacién de esté virus, que es el mecanismo del circulo rodante (RCR). Para la
replicacion el genoma viral debe ser circular y en la primer etapa de replicacion hay
un DNA de doble cadena circular, llamado intermediario de doble cadena (ds-RF)
(Cheung, 2012); por lo tanto al introducir el DNA circular sintético de doble cadena

por transfeccién a las células se debe replicar y generar las particulas virales.

La secuencia completa del PCV2 (1768 nucledtidos) (figura 7A) reportada por Hamel
y colaboradores en el afio 2000 (GenBank No. de acceso: AF117753.1) se sometio a
un andlisis de endonucleasas de restriccion en el programa NTI Vector (Invitrogen),
para ubicar los sitios de restriccion de corte Unico, los cuales son Sacl de corte
cohesivo (posicion 378) y Smal de corte parejo (posicion 1491) (figura 7B) con las
cuales se obtiene un fragmento de 1113 pb (F1) (figura 7C). El resto de la secuencia
viral que falta para circularizar el genoma es un fragmento de 655 pb (F2) con los
mismos sitios de corte Unico Sacl y Smal. Ambos fragmentos se generaron por
sintesis quimica (GenScript) y se encuentran clonados en los vectores pUC-PCV2a y
pUC-PCV2b, respectivamente (figura 7C). Los fragmentos lineales obtenidos de cada
vector se utilizaron para generar el genoma completo circular del PCV2 en el sentido

correcto que permita su replicacion.

El F1 tiene el extremo 5° cohesivo y el extremo 3 parejo; para el F2 tanto el extremo
5" y 3" son parejos, estos tipos de extremos se generaron al cortar los vectores pUC-

PCV2ay pUC-PCV2b, respectivamente, con las enzimas Sacl y Smal (figura 7B).
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Circovirus Porcino tipo 2
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Figura 7. Estructura gendmica y estrategia para la sintesis del genoma del PCV2. A) Genoma viral
(representacion lineal), se muestran los dos genes codificados, gen Rep con 942 nucleétidos en la
cadena de sentido positivo y gen cap con 702 nucledtidos en la cadena de sentido negativo; y una
region no codificante (RNC) inwlucrada en la regulacion de la transcripcién y replicacion del virus.
Verificacion de sitios de corte de las endonucleasas de restriccion de corte Unico en el genoma,
utilizando el programa NTI Vector. B) ElI genoma se divide en dos fragmentos (F1 y F2) para su
sintesis (analisis In silico). EI F1 (1113 pb) tiene el extremo 5°cohesivo y el 3" parejo y F2 (659 pb)
tiene el extremo 5y 3" parejos. C) El F1 se obtendra a partir del pUC-PCV2a y el F2 se obtendra de
pUC-PCV2b, con los sitios Unicos de corte de las endonucleasas Sacl y Smal en cada vector. Se
marca el Origen de replicacion con una flecha roja. Las moléculas circulares de PCV2 sintético se

ensamblaron a partir de las dos partes generadas.
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Para obtener el F1 y F2 del genoma del PCV2 sintético, se sometié a digestion
enzimatica, 10 pg de cada uno de los vectores pUC-PCV2a y pUC-PCV2b con las
enzimas Sacl y Smal (New England BiolLabs) utilizando 10 Unidades de cada
enzima, 5 uL de su buffer correspondiente en un volumen final de 50 pL, incubar a
37°C por 1 hora. Para separar los fragmentos obtenidos, el volumen total de la
digestion enzimatica se sometid a electroforesis en gel de agarosa al 0.8 % en buffer
TBE (Tris/Borato/EDTA) por 30 minutos, se tifio con bromuro de etidio. Se observo
en luz UV y fueron seleccionados los fragmentos adecuados, comparando con un

marcador de DNA, para purificarlos.

El método de purificacién consistié centrifugar el gel de agarosa que contiene el DNA
a través de fibra de vidrio, la fibra de vidrio retiene los componentes no deseados.
Posteriormente el volumen obtenido se afora a 120 puL con agua, se adiciond un
volumen de fenol-cloroformo, seguido de agitacion con vortex y centrifugacion por 5
minutos a 10000 rpm, se recupero la fase acuosa que contiene el DNA en un tubo
eppendorf adicionando 1.2 uL de glicogeno [5 mg/mL], 10 % de NaCl [2M] y un
volumen de isopropanol, se precipitdé por almacenamiento a - 80 °C por 30 minutos;
se centrifugd por 15 minutos a 14000 rpm y se resuspendio la pastilla en 15 uL de

agua.

Se estim6 la cantidad de muestra haciendo una dilucién 1:10 del volumen final de la
reaccion y separando los fragmentos en electroforesis con gel de agarosa al 0.8%

tenido con bromuro de etidio en buffer TBE.

La reaccion de ligacion del F1 y F2 del genoma del PCV2 sintético se realizd de la
siguiente manera; se agrego a la mezcla de reaccién 20 ng del F1y 36 ng del F2, 1
uL del Buffer ligasa, 1 uL de T4 DNA Ligasa (40 u/uL, New England BioLabs) y 6 uL

de agua. La mezcla fue incubada a 24°C durante 2 horas.
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6.2.4 Transfeccién del genoma de PCV2 sintético

La transfeccion se realizd en células BVE-E6E7 utilizando 250,000 células en cajas
de 35 mm en las condiciones de cultivo estandar. Después de que las células se
adhirieron a la caja, se utilizd el total del producto de la ligacién del genoma de PCV2
para transfectar las células con Xfect Transfection Reagent (Clontech) de acuerdo a
las instrucciones del fabricante. Como controles se transfecto el vector pUC-PCV2a 'y
asi como células control negativo sin transfectar. Cinco dias postransfeccion se
colecto el medio de cultivo y se utlizo para identificar al virus mediante

inmunofluorescencia en células BVE-EGE?7.

Para determinar la eficiencia de la transfeccion, se utiliz6 como control positivo 1 ug
del plasmido pRSVBgal en las células BVE-E6E7 y se evalué cualitativamente la

expresion del gen reportero.

6.2.5 Determinacion de la transfeccion por un gen reportero

Después de 48 horas postransfeccion las células se lavaron con PBS Yy fijaron 15
minutos con paraformaldehido al 2 % en PBS. Se lavaron nuevamente 5 veces con
PBS y se les adiciona una mezcla de 5-bromo-4-cloro-3-indolil-D-galotopirandsido
(Xgal) a concentracion de 5 mg/caja disuelto en solucion de ferrocianuro de potasio 5
mM con MgCl, 2 mM y se incuban a 37°C. Las células transfectadas que expresaron
el gen reportero se tifieron de color azul, ya que recibieron el gen Lac Z que codifica

para la B-galactosidasa.

6.2.6 Infeccion y propagacion del PCV2 sintético en células PK15

El medio colectado de las células BVE-EGE7 transfectadas se utilizd para realizar la
infeccion y propagacion en las células PK15 de la siguiente manera, se sembraron
120,000 células PK15 en cajas de 60 mm, posteriormente se adiciond el medio de

cultivo proveniente de las células BVE-EGE7 transfectadas. Las células infectadas se
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mantuvieron en medio DMEM al 5 % de SFB durante 5 dias. Posteriormente el medio
fue colectado y utilizado para identificar al PCV2 sintético mediante el ensayo de

inmunofluorescencia en células PK15.

3.6.7 Inmunofluorescencia directa en células BVE-E6E7 y PK15

Se sembraron células BVE-E6E7 y PK15, 50,000 células por pozo en camaras Lab-
Tek® con dos pozos (condiciones de cultivo estandar). Una vez adheridas al pozo se
sustituyé el medio de cultivo por el medio colectado de las células BVE-E6E7 y PK15
respectivamente. Como control, en ambos procedimientos, las células son
mantenidas con medio de cultivo al 5 % de SFB. Las células son incubadas por 48

horas bajo las condiciones estandar.

Posteriormente las células se fijaron con paraformaldehido al 2 % en PBS durante 15
minutos a temperatura ambiente. Después de dos lavados con PBS, los nlcleos se
marcaron con Hoechst 33342 (SIGMA), utilizando 0.2 pug/mL, se incub6 15 minutos a
37 °C, posteriormente se lavo 2 veces con PBS, después, la monocapa de células se
bloqued y permeabiliz6 con el 10 % de SFB en Triton X-100 al 0.03 % por 2 horas; se
lavd 2 veces con PBS para finalmente agregar el anticuerpo monoclonal anti-PCV
conjugado con Isotiocianato de Fluoresceina (VMRD, Inc.), que no tifie al PCV1,
(dilucién 1:50 en PBS Tween 0.05%) e incubs6 durante toda la noche a 4°C, después
se retird0 el exceso con 3 lavados de PBST. Para evitar la deshidratacion de las
células se adicion6 200 ul de glicerol al 40 % por pozo y se tomaron fotografias en el

microscopio confocal OLYMPUS FLUOVIEW- FV1000.
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7. RESULTADOS
7.1 Obtencién del genoma circular del PCV2 sintético

En pUC-PCV2a las enzimas Sacl y Smal generaron el F1 con un tamafio de 1113 pb
y en pUC-PCV2b el F2 con un tamafo de 655 pb, (figura 8). Ambos fragmentos
resultan orientados, ya que el fragmento F1 tiene el extremo 5" cohesivo y el extremo
3" parejo y el fragmento F2 tanto el extremo 5" y 3" son parejos (ver figura 7), de esta

manera al ligar se genero el genoma circular del PCV2.

1000 pb

655 pb

500 pb
500 pb

Figura 8. Digestion enzimética de pUC-PCV2a y pUC-PCV2b con Sacl y Smal. Gel de agarosa al 1 %
en buffer TBE, tefiido con bromuro de etidio. Carril 1 y 3: Marcador de DNA. Carril 2, Identificacion del

fragmento de 1113pb. Carril 4, Identificacion del fragmento de 655 pb.

Después de la purificacion y cuantificacion de los fragmentos de DNA
(aproximadamente 10 ng, basado en la intensidad de tincién con bromuro de etidio)
de cada parte del genoma se ligaron ambos fragmentos con la T4 DNA ligasa
utilizando 10 ng del F1 y 18 ng del F2, figura 9. La reaccién de ligacién fue terminada

con extraccion fenol-cloroformo.

La ligacion de ambos fragmentos ademas de generar el genoma circular del PCV2
sintético se generaron varios tipos de ligaciones (presentdndose un mdltiple bandeo

en la ligacion, figura 9) ya que ambos fragmentos no solo se pueden ligar para
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generar el genoma circular (1768 pb) sino que existen otras posibilidades de ligacion,
las cuales son la unién de varios fragmentos F1 y F2 en tAndem, otra posibilidad es
que se unan ambos fragmentos pero que no se generé el genoma circular, esti
variabilidad de ligaciones se generaron por el tipo de extremos que existen en los
fragmentos F1 y F2 (especificados en la seccion 7.1); sin embargo estas diversas
posibilidades de ligacion no afectan en absoluto en la transfeccidén, ya que la
replicacion del genoma viral solo se origina por la ligacién de los fragmentos F1 y F2
en forma circular y esta ligacion es la Unica que garantiza la generacion de viriones

infecciosos de PCV2 sintético.

2000 pb

1650 pb

1000 pb

500 pb

Figura 9. Ligacion del genoma circular del PCV2 sintético. Gel de agarosa al 1 % en buffer TBE,
tefiido con bromuro de etidio. Carril 1, Marcador de ADN. Carril 2, Ligacion del fragmento de 1113 pb
con el fragmento de 655, se muestra una banda del768 pb que corresponde al genoma completo del
virus (indicado con flecha). Carril 3, fragmento de 1113pb independiente. Carril 4, fragmento de 655 pb

independiente.

7.2 Transfeccion del genoma circular del PCV2 sintético

El producto total de la ligacién de los fragmentos F1 y F2 se utilizé para transfectar a
las células BVE-E6GE7 con el reactivo Xfect Transfection. Como control positivo y

para determinar de forma cualitativa la eficiencia de la transfeccién, se transfecto de
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forma transitoria el gen reportero B-galactosidasa, bajo las mismas condiciones que
se utilizaron para la transfeccién del genoma viral del PCV2 sintético. En la figura 10
se muestra que la transfeccion del gen reportero fue eficiente por el nimero de
células que se tifien de color azul; de esta manera se garantiza que la transfeccion
transitoria del genoma viral del PCV2 sintético fue correcta y se generaron los
viiones del virus para posteriormente  ser identificados mediante
inmunofluorescencia.

Figura 10. Células BVE-E6E7 transfectadas con el plasmido pRSVBgal que codifica para el gen
reportero para beta-galactosidasa. Las células se tifien de azul en presencia del substrato X-gal, lo
qgue indica que el plasmido fue internalizado por la célula. A) Células BVE-E6E7 observadas en
microscopio, magnificacion 10X; B) Células BVE-E6E7 bajo las mismas condiciones de luz normal,

magnificacién 20X
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7.3 Identificacion del PCV2 sintético en células BVE-E6GE7 y PK15

Con la transfeccion transitoria del genoma viral en células BVE-EGE7 se generaron
los viriones del PCV2 sintético; de esta manera, las células endoteliales funcionaron
como buen modelo para la replicacién viral del PCV2, ya que esta linea celular tiene
una alta tasa de division celular, esto es fundamental, debido que para la replicaciéon
viral del PCV2 se requiere de las enzimas celulares expresadas en la fase S de la
division celular del huésped (Cheung, 2006), por lo tanto, con una alta tasa de
division celular de las células BVE-EG6E7 se incrementa el nimero de virus

generados.

Después de la transfeccion del genoma viral, el PCV2 sintético se recuper6
colectando el medio de cultivo de las céluas BVE-E6E7 transfectadas.
Posteriormente para evidenciar la presencia del PCV2 sintético, se realizé el ensayo
de inmunofluorescencia en las células BVE-E6E7, figura 11, la imagen muestra una
baja presencia del PCV2, esté dato es congruente ya que para tener mayor
presencia del virus es necesario enriquecer el medio de cultivo postransfeccién

mediante el pase continuo en cultivos de células BVE-E6E7 o PK15.

La infeccidn y propagacion del PCV2 sintético se realizd en células PK15 utilizando el
medio colectado postransfeccion. Las células infectadas fueron mantenidas con el
5% de SFB, ya que con una alta concentracion de suero en el medio de cultivo, en
las células se activan los sistemas antivirales como el sistema interferon, y por lo

tanto, la replicacion del virus seria disminuida notablemente.

Posteriormente, después de mantener a las células PK15 con el medio de cultivo
postransfeccion, se realiz6 el ensayo de inmunofluorescencia para evidenciar la
mayor presencia del PCV2 sintético en comparacién con la inmunofluorescencia
realizada a las células BVE-E6GE7 (figura 11), ya que las células PK15 son la linea
celular utilizadas para propagar al PCV2 (Tischer et al., 1987); como se muestra en
la figura 12, la presencia del PCV2 en células PK15 fue evidente y en mayor
proporcion que en las células BVE-E6GE7. Esto nos habla, de manera cualitativa, de

un enriquecimiento del PCV2 sintético.
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Figura 11. Inmunofluorescencia directa de células BVE-E6E7 transfectadas con el genoma circular de

PCV2 sintético. Se utiliza el anticuerpo monoclonal para la proteina E2 de la cépside del virus. A)
Células BVE-E6E7 transfectadas con el genoma circular de PCV2 sintético. B) Células BVE-E6E7

transfectadas con el vector pUC-PCV2a. Ambas observadas a una magnificaciéon de 10X.

Figura 12. Inmunofluorescencia directa de células infectadas con PCV2 sintético. Después de la
transfeccion del genoma en células BVE-EGE7, el virus generado en las células BVE-E6E7 fue
utilizado para infectar a las células PK15. A) Células PK15 infectadas con el PCV-2 sintético, las
cuales fueron tefiidas con Hoechst 33342 y el anticuerpo monoclonal para la proteina E2 acoplado a
FITC, observadas a una magnificaciéon de 10X B) Células PK15 con sélo el anticuerpo, magnificacion

20X
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8. DISCUSION

Circovirus Porcino tipo 2 (PCV2) ha sido reconocido como el principal agente causal
del Sindrome de Perdida Multisistémica Postdestete, una enfermedad
econdmicamente dafiina en los cerdos jovenes (Tischer et al., 1986). La enfermedad
causada por la infeccion de PCV2 ha aumentado en México en los ultimos afios, lo
que resulta en un incremento de la morbilidad y la mortalidad porcina que se refleja

en pérdidas econdmicas significativas en la industria porcina.

Con el presente trabajo desarrollamos una metodologia para generar al PCV2
sintético, sera posible posteriormente caracterizar y manipular el genoma del virus,
con propasitos biotecnoldgicos. Basados en la secuencia del PCV2 depositada en la
base de datos publica, se disefiaron in silico dos fragmentos lineales y fueron
sintetizados in vitro por sintesis quimica, para posteriormente ligar ambos fragmentos
y formar el genoma circular del virus, de esta manera transfectar en lineas celulares

para generar al PCV2 sintético e identificarlo mediante inmunofluorescencia.

Con el disefio in silico se sintetizaron dos fragmentos lineales (F1 y F2) para construir
el genoma circular del PCV2; esto fue fundamental, ya que el virus se replica por el
mecanismo del circulo rodante, de tal manera que al circularizar los dos fragmentos
se genero el intermediario de doble cadena (ds-RF) (Cheung 2012); por lo tanto, al
transfectar el genoma circular de doble cadena en células BVE-EGE7 se genero el
PCV2 sintético.

Sin embargo, en la ligacién de los F1 y F2 (figura 9) no sélo se observa la banda de
1768 pb que representa el genoma completo del PCV2, sino que hay varias bandas,
debido a que la reaccion de ligacion de los fragmentos generé mas de un tipo de
ligacion como la unién de varios fragmentos F1 y F2 en tAndem, otra posibilidad es
gue se unan ambos fragmentos pero que no se generé el genoma circular, esto se
explica por el tipo de extremos que existen en los fragmentos F1 y F2 (especificados
en la seccion 7.1); sin embargo estas diversas posibilidades de ligacion no afectaron

en absoluto, ya que la replicacion del genoma viral solo se origina por la ligacién de
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los fragmentos F1 y F2 en forma circular y esta ligacién es la Unica que garantizé la

generacion de viriones infecciosos de PCV2 sintético.

Debido a la dificultad de transfectar a las células PK15 con los diferentes productos
comerciales, se procedié a obtener el medio de cultivo de las células BVE-E6GE7
transfectadas e infectar a las células PK15, ya que esta linea celular es considerada
la mejor en términos generales para propagar al virus por ser susceptible a la
infeccién por PCV2 (Tischer et al., 1987). A pesar de que las células PK15 se han
utiizado para generar con éxito particulas virales de PCV2, en nuestro caso no
observamos una gran cantidad de virus tal como se ha reportado para el virus

silvestre.

Se ha documentado que la replicacién viral del PCV2 requiere de la DNA polimerasa
expresada durante la fase S del ciclo celular del hospedero, por tanto, se requiere de
factores que favorezcan la replicaciéon del virus in vitro. En este sentido, el
tratamiento de las células PK15 con D-glucosamina favorece la propagaciéon del
virus, ya que la glucosamina induce la penetracion al hospedero y la pérdida de la
capside del virus favoreciendo la replicacion viral y por tanto una mayor cantidad de
viriones (Tischer et al., 1987). Resta por analizar el efecto de la D-glucosamina en la
propagacion del virus sintético descrito en el presente trabajo.

PCV2 sintético fue capaz de replicarse y producir virus infecciosos en las células
endoteliales de bovino, BVE-EGE7, esto se demostrd por inmunofluorescencia con
anticuerpos especificos anti-PCV2 posterior a la transfeccion de las células con el
genoma circular del PCV2. Nuestros datos coinciden con reportes de otros autores
cuyos datos muestran que PCV2 es capaz de replicarse en células endoteliales in
vivo, ya que los cerdos infectados presentan lesiones cutaneas de tipo eritematoso,
con presencia de papulas y maculas que evidencian en dafios en los vasos
sanguineos (Chae, 2004). Sumado a lo anterior, para la replicacion del PCV2 son
necesarias las enzimas expresadas en la fase S del ciclo celular del huésped
(Cheung, 2006), con una alta tasa de division celular de las células BVE-EGE7 se
incrementa el nimero de virus generados. A pesar de que los datos en la literatura

apuntan a que las células PK15 son las mas adecuadas para replicar PCV2, nuestros
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experimentos nos llevan a proponer a las células BVE-E6E7 como un buen modelo

para la tranfeccion del virus y posterior propagacion.

Con la inmunofluorescencia directa, utilizando el anticuerpo monoclonal contra la
proteina E2 de la capside, se identificé en las células BVE-E6E7 y PK15 al PCV2
sintético, esto demuestra que el DNA circular generado a partir de dos fragmentos
transcribi6 y tradujo a las proteinas de la replicacion (Complejo Rep) y la proteina E2
para el ensamble de nuevas particulas virales. De esta manera el PCV2 sintético

tiene la capacidad de replicarse y generar progenie.

Mostramos también en este trabajo que la transfeccion del vector que contiene
clonado el genoma completo lineal del virus no genera las particulas virales, tal como
se esperaba. Esta bien documentado que es necesario el genoma circular, ya sea en
cadena sencilla (virus silvestre) o como cadena doble (virus sintético) para la
replicacion viral. Ademas de ser imperioso que el origen de replicacion del PCV2
contenga una secuencia de repeticion invertida que forma una estructura de tallo-
bucle (Mankertz et al., 2003). La posicion de apertura del bucle es esencial para el
inicio de la replicacion del PCV2, de esta manera favorecer la pérdida o insercion de
nucleétidos en dicha secuencia, se puede aprovechar para buscar la posible
atenuacion del virus al modificar el tallo donde se ubica una secuencia palindromica
gue puede afectar el inicio de la replicacién viral, o en el bucle como lo hacen Zhu y
Ren (2011), quienes introducen 6 nucleétidos entre el inicio y final de la secuencia
viral. En nuestro caso, el genoma viral que se encuentra clonado en el vector pUC-
PCV2a se cortdé con enzimas de restriccion y posteriormente se ligo, de esta manera
logramos introducir al genoma 35 y 61 nucledtidos en el bucle (experimentos por
separado), con dichas inserciones, los genomas se transfectaron en células BVE-
E6GE7 y realizo el ensayo de inmunofluorescencia, donde no se identifico al virus (no
se muestran datos). Por lo tanto, dicha cantidad de nucleétidos insertados al genoma
fue suficiente para que no hubiera replicacion viral a diferencia del trabajo de Zhu 'y
Ren. En estudios futuros, seria interesante determinar la cantidad de nucleétidos
necesarios que se deben insertar en el bucle para lograr la atenuacion del virus y

utilizarlo como estrategia de control en las enfermedades asociadas al PCV2.
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La generacion del PCV2 sintético facilitara las investigaciones posteriores sobre
patogenicidad del virus, ya que no habra necesidad de aislar al virus silvestre; sin
embargo, queda pendiente por hacer la comparacion en cuanto a la capacidad
patogénica del virus sintético con el virus silvestre en cerdos; asi mismo el PCV2
sintético puede ser utilizado para el desarrollo de metodologias para la prevencion

temprana de las enfermedades asociadas al virus (vacunacion).

Con la metodologia que utilizamos para generar el genoma circular de PCV2 y
haciendo uso de la biologia sintética se pueden clonar los diferentes genotipos de
PCV2 silvestres del pais, con esto se puede crear un banco de virus patdégenos de
cerdos para su estudio en cultivo celular y de esta manera generar vacunas con
genotipos nacionales que tendrian mayor eficiencia que las vacunas comerciales ya
que éstas tienen genotipos virales de otros paises. Paralelamente se obtendra una
fuente de virus para establecer estrategias en el control efectivo de las enfermedades
porcinas, ya que seran genotipos circulantes del pais y no de paises diferentes que

no logran controlar las enfermedades animales.

Con el surgimiento de la biologia sintética, la sintesis de genomas completos de
virus y el disefio de los mismos se han convertido en una potente herramienta para el
estudio de la funcibn y expresion de genes virales, asi mismo su potencial
patogénico. También, gracias a la biologia sintética, se pueden realizar
modificaciones genéticas en los genomas virales, con mayor rapidez que con los
métodos convencionales de biologia molecular como los realizados en el presente

trabajo.

De acuerdo con la informacion y resultados de este trabajo, PCV2 se suma a los
virus sintéticos de DNA generados en laboratorio a partir de diversas estrategias.
Disefiando estrategias que permitan modificar los genomas virales podemos generar
y producir virus atenuados para la vacunacién de las enfermedades en los cerdos, y
de esta manera contribuir a la prevencién y control de las enfermedades porcinas
causantes de grandes pérdidas econdémicas en dicha actividad de relevancia
alimentaria. Finalmente, los datos de este trabajo sugieren potencialmente, que con

la sintesis quimica de los genomas de diversos virus se podran establecer
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estrategias de deteccidn, conocer su naturaleza o producir vacunas modificadas. Lo
anterior muestra la importancia del potencial de la biologia sintética para la aplicacion

meédica animal y humana.

9. CONCLUSIONES

e EI DNA de doble cadena obtenido por sintesis quimica con la secuencia
completa del genoma de PCV2 es capaz de generar al virus PCV2 sintético en

cultivo celular.

e EIl virus sintético de PCV2 puede replicarse y producir virus infecciosos en

células de endotelio bovino.

e Inserciones genéticas de 35 o 61 nucledtidos en el origen de replicacion

(bucle) del genoma viral impiden la produccion de virus en cultivo celular.

10. PERSPECTIVAS

e Usando ingenieria genética y sintesis quimica se pueden clonar genotipos

diferentes de PCV2 silvestres del pais.

¢ Ayudados de la biologia sintética se puede crear un banco de virus patégenos

de cerdos para su estudio en cultivos celulares.

e Usando biologia sintética se pueden producir virus atenuados seguros Yy Utiles

para la vacunacién de cerdos.
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12. ANEXO
Preparacion de Buffers y Reactivos
Buffer Fosfato Salino (PBS)
137 mM NacCl
2.7 mM KCI
10 mM NaxHPO4
2 MM KH2POq4

Disolver 8 g de NaCl, 0.2 g de KCI, 1.44 g de Na;HPO,, y 0.24 g de KH,PO,4 en 800
ml de H2O destilada. Ajustar el pH a 7.4 con HCI. Adicionar H,O para 1 litro. Filtrar y

alicuotar, después esterilizar en el autoclave por 20 minutos a 15 psi.
Soluciones y Buffers de lisis y extraccion alcalina

Solucién |

50 mM glucosa

25 mM Tris-Cl (pH 8.0)

10 mM EDTA (pH 8.0)

Solucion i

0.2 N NaOH

1% (w/v) SDS

Soluciéon il

5 M Acetato de potasio 60 ml
Acido acético glacial 11.5 ml
H,O 28.5 ml
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La solucion resultante es 3M con respecto al potasio y 5 M con respecto al acetato.
STET

10 mM Tris-HCI (pH 8.0)

0.1 M NacCl

1 mM EDTA (pH 8.0)

5% (v/v) Triton X-100

pH 8.0

Buffer Tris base-Acido bérico-EDTA (TBE) 10X

108 g de Tris base

55 g de Acido Bérico

40 ml de 0.5 M EDTA (pH 8.0)

Bromuro de etidio (10 mg/ml)

Adicionar 1 g de bromuro de etidium a 100 ml de H,0O.
Medio LB (Medio Luria-Bertani)

Por litro:

A 950 ml de H2O adicionar:

Triptona 10g

Extracto de levadura 5g

NaCl 10g

Agitar hasta que los solutos se han disuelto. Ajustar el pH a 7,0 con NaOH 5 N.

Ajustar el volumen de la solucion a 1 litro con HO.
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