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Resumen

El reptarenavirus es un virus de la familia Arenaviridae que provoca la enfermedad de cuerpos de inclusion en
Boidae y Pythonidae (BIBD). En este estudio se disefid una vacuna conservada contra variantes de Golden
reptarenavirus para expresarse en Chlamydomonas reinhardtii. Para esto se realizé un alineamiento multiple con
secuencias de glicoproteina (GP) de variantes del reptarenavirus para identificar regiones conservadas. Las
regiones conservadas se analizaron con herramientas del IEDB para predecir un PCV y su secuencia de DNA se
optimizé con codones preferenciales de C. reinhardtii. La secuencia optimizada se ligé in silico en el plasmido
pCAMBIA2300. Se obtuvo un PCV conservado de 12 aminoacidos de la GP en cinco variantes del reptarenavirus.
Ademas, se obtuvo el plasmido pCAMBIA2300-PCV de 9,125pb portador de la secuencia optimizada codificante
del PCV. En este estudio se disefid6 por primera vez un PCV con potencial para estimular una respuesta
inmunoldgica contra el reptarenavirus.

Palabras clave: Golden Reptarenavirus; Chlamydomonas reinhardltii; Agrobacterium tumefaciens; serpientes.

Abstract

Reptarenavirus is a virus of the Arenaviridae family that causes Boidae and Pythonidae inclusion body disease
(BIBD). In this study, a conserved vaccine against Golden reptarenavirus variants was designed to be expressed
in Chlamydomonas reinhardtii. For this, a multiple alignment was performed with glycoprotein (GP) sequences
of reptarenavirus variants to identify conserved regions. The conserved regions were analyzed with IEDB tools
to predict a PCV and their DNA sequence was optimized with preferential codons of C. reinhardltii. The optimized
sequence was ligated in silico into plasmid pCAMBIA2300. A PCV of 12 amino acids of GP conserved in five
variants of the reptarenavirus was obtained. In addition, the 9,125bp plasmid pCAMBIA2300-PCV carrying the
optimized sequence coding PCV was obtained. In this study, a PCV with the potential to stimulate an immune
response against reptarenavirus was obtained for the first time.
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INTRODUCCION

El reptarenavirus es un virus de la familia Arenaviridae. El nombre de
la familia proviene del término latin “arena” (en espafiol “arena”)
debido a la apariencia granular de las particulas virales. Esta familia
se caracteriza por tener un genoma lineal de ARN de cadena simple.
Se encuentra en Europa, Asia, Africa y América. Algunos de estos
virus son transmisibles al humano, el primer registro de un arenavirus
fue el virus de coriomeningitis linfocitica (LCMV), aislado en 1933 que
ocasiona una meningitis no bacteriana. Los arenavirus se transmiten
durante embarazo, al contacto con orina, saliva y sangre [1].

El genoma del arenavirus se compone de dos segmentos de ARN y
cuatro proteinas: la polimerasa L, responsable de la replicacion y
transcripcion del genoma viral; la proteina de matriz Z, una proteina
pequefa que inhibe la actividad de la polimerasa L; la nucleoproteina
NP que se une al ARN y forma un complejo ribonucleoproteico
esencial para la replicacion viral; y la glicoproteina (GP), un elemento
membranal necesario para la entrada del virus a las células
hospedadoras y que desempefia un papel crucial en la patogénesis

2].

La enfermedad de cuerpos de inclusion en boas (BIBD, por sus siglas
en inglés) es una patologia provocada por el reptarenavirus, que
infecta a los miembros de las familias Boidae y Pythonidae. La
sintomatologia se caracteriza por alteraciones en el sistema nervioso
central, opistétonos, parélisis, rigidez y dificultad de movimiento. Uno
de los diagnésticos mas precisos se realiza por medio de andlisis
microscopico de  tejidos, al presenciarse  inclusiones
intracitoplasmaticas [3].

Chlamydomonas reinhardtii es una microalga verde eucarionte, que
ha sido empleada como vector de expresién debido a su rapida
reproduccion y adaptabilidad a distintos ambientes. Esta alga
presenta una morfologia ovoide de 10 ym de largo por 3 de ancho,
con dos flagelos lofétricos. Puede ser autétrofo o heterétrofo, segin
la disponibilidad de luz y alimento en su medio de crecimiento. La
insercion de un plasmido se puede realizar tanto en el nucleo celular
como en el UOnico cloroplasto que posee, el cual tiene
aproximadamente 80 copias de su genoma. Anteriormente, se
empled este organismo para la produccion de una vacuna contra
Staphylococcus aureus por Dressen y colaboradores en 2010 [4].

La bacteria Agrobacterium tumefaciens es empleada para crear
plantas recombinantes. Esta bacteria emplea el plasmido Ti con el
gene foraneo para transformar a la planta. La planta portadora del
transgén pueda producir la proteina recombinante. Este mismo
enfoque puede aplicarse a las microalgas para que produzcan
proteinas recombinantes [5].

A la fecha, no existe una vacuna aprobada contra el reptarenavirus y
las opciones terapéuticas y tratamientos para BIBD son limitados, lo
que convierte al virus en un objetivo para el desarrollo de vacunas
debido a su gran letalidad y facil contagio. En las ultimas décadas, la
biotecnologia ha permitido la creacion de productos con propiedades
antivirales por medio de reactores biolégicos que funcionan como
productores de proteinas recombinantes, de facil cultivo y a bajo

costo. En el presente trabajo se disefio in silico un PCV conservado
para expresarse en C. reinhardtii contra el Golden reptarenavirus.

MATERIALES Y METODOS
Plataformas utilizadas

Se utilizaron las plataformas Viralzone (bajo la licencia Creative
Commons Attribution 4.0 International CC BY 4.0 License
SwissBioPics); Uniprot y UniProt Reference Clusters (UniRef);
Immune Epitope Database & Tools (IEDB, NIH); European
Bioinformatics Institute, Clustal Q (EMBL-EBI); BlastP (NCBI);
Bacterial and Bioinformatics Resourse Center; GenBank (NIH);
Phyre2 V2.0; PDB Swiss Viewer v4.1 y GenScript.

Dispositivos utilizados

1. HP Laptop 15-daOxxx Intel® Pentium® CPU 4417U @ 2.30GHz
2.30 GHz RAM 8.00 GB.

2. Galaxy Tab S8+ SM-X800NZAAXAR Snapdragon 8 Gen 1
1xx2.995GHz Cortex-X2.

3. Huawei MateBook X EUL-W19P | Intel Core i5-10xxx i5-10210U
1,6GHz RAM 8.00 GB.

Obtencion de secuencias de GPs de variantes del reptarenavirus

Para el disefio de la vacuna se seleccioné la GP del reptarenavirus,
ya que el virus utiliza esta proteina para poder entrar en la célula del
hospedador y los anticuerpos producidos en respuesta a la GP
impedirian la entrada del virus. De la base de datos del GenBank se
obtuvieron las secuencias de la GP de variantes del Golden
reptarenavirus (no. de acceso: J7HBH4.1), variante Rotterdam
(AGH06039.1), variante Commune (YP_009508467.1), variante
Giessen (AZI172598.1) y variante California (AKH49222.1).

Alineamiento muitiple de secuencias de GPs y seleccion del PCV

Para determinar las regiones conservadas en secuencias de GPs se
realizé6 un alineamiento mdltiple con el programa Clustal omega el
cual se aliment6 con secuencias de GPs de variantes de Golden
reptarenavirus. Las regiones conservadas de GPs se analizaron
mediante herramientas del IEDB para verificar que fueran accesibles,
inmunogénicas, hidrofilicas, en giro B, antigénicas y flexibles
mediante un puntaje (score) igual o mayor al umbral (threshold). Las
regiones conservadas que mostraron todas estas caracteristicas al
mismo tiempo fueron consideradas PCV. Adicionalmente, la
secuencia de la GP del virus se comparé con proteinas de miembros
de la familia Boidae y Pythonidae mediante el programa BlastP.

Modelamiento de la estructura 3D de la GP del reptarenavirus

Se modeld la estructura tridimensional de la GP del reptarenavirus
con el servidor en Phyre2. Para lo cual, dicho servidor se alimentd
con la secuencia de la GP del reptarenavirus (no. de acceso del
GenBank: J7HBH4.1) y se seleccioné el mejor modelo. A
continuacién, mediante el programa Swiss Pdb Viewer se visualizd la
estructura 3D de la GP y se determing la ubicacion y la accesibilidad
del PCV.
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Tabla 1. Analisis del péptido candidato a vacuna. Los distintos anélisis se obtuvieron por medio de EIDB. La posicion
es respecto a los 427 aminodcidos que conforman la GP. Los aminoacidos resaltados corresponden al PCV.

Analisis Posicion Péptido Longitud Aminoacidos del PCV
Inmunogenicidad 236-263 NMLTHHSPALSSGSKVDNTLEPGCDSNV 28 12
Giro B 239-252 THHSPALSSGSKVD 14 9
Accesibilidad 247-255 SGSKVDNTL 9 9
Antigenicidad 241-246 HSPALS 6 3
Flexibilidad 242-263 SPALSSGSKVDNTLEPGCDSNV 22 12
Hidrofilicidad 241-263 HSPALSSGSKVDNTLEPGCDSNV 23 12

Optimizacion y clonacién de la secuencia del PCV

Se optimizd la secuencia nucleotidica del PCV con los codones
preferenciales de C. reinhardtii mediante la plataforma GenScript. La
secuencia optimizada se ligd en el vector de transformacién de A.
tumefaciens, mediante sitios de restriccion en marco de lectura con
un promotor, codén de inicio y de paro.

RESULTADOS Y DISCUSION
Prediccion del Péptido Candidato a Vacuna

Los analisis de la secuencia aminoacidica de la GP con los programas
del IEDB mostraron 39 péptidos inmunogénicos, 37 péptidos en giro
B, 13 péptidos accesibles, 27 péptidos flexibles y 12 péptidos
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antigénicos y 39 péptidos hidrofilicos (Tabla 1). Se seleccion6 el
péptido ALSSGSKVDNTL, de la posicion 243 al 255 de la secuencia
de la GP, el cual fue considerado péptido candidato a vacuna por
contar con las caracteristicas al mismo tiempo y por estar conservado
en las secuencias de GPs de las variantes del reptarenavirus
empleadas para el alineamiento (Figura 1).

Comparacion de la GP con proteomas de miembros de las familias
Boidae y Pythonidae

El programa del BlastP no encontr6 similitud entre la glicoproteina
viral y el proteoma de algin miembro de la familia Boidae y
Pythonidae.

S - - - - KVDNTIL
S - - - - KVDNTIL
S - - - - KVDNTIL
S - - - - KVD-TIL
SQLEH-V- - T-
S - - - - KVDNTIL
S - - - - KVDNT

Figura 1. Péptido conservado por alineamiento. Se realizo el alineamiento mediante Clustal Q y se realizé un acomodo
manual en Antigenicidad. Se selecciono el PCV segun el alineamiento de las regiones.
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Figura 2. Estructura proteica tridimensional. £/ PCV se encuentra resaltado. Las regiones en verde corresponden a
aminodcidos accesibles y las regiones en rojo a los no accesibles.

Estructura 3D de la GP

En la Figura 2 se muestra el modelo tedrico de la estructura 3D de la
GP, asi como el PCV del cual 6 de 12 aminoacidos se encontraron
accesibles en la superficie de la proteina segun el visualizador de
proteinas Swiss PDB viewer.

Optimizacion del PCV

La optimizacion del PCV se realiz6 mediante GenSmart Optimization.
El programa arroj6 un contenido de G-C de 66.67%, y un contenido
de A-T del 33.33%. A la secuencia del PCV se le agregé un codon de
inicio y un codén de paro dando un total de 42 pb. La secuencia
optimizada fue la siguiente
AUGGCGCTGTCGTCCGGCAGCAAGGTGGACAACACCCTGTAA.

Plasmido de expresion

En la Figura 3 se observa el plasmido de expresion obtenido pCAMBIA
2000-PCV con 9,125 pb portador de la secuencia nucleotidica que
codifica para el PCV (en color amarillo) en marco de lectura con el
promotor CaMV 35S del virus del mosaico de la coliflor (en amarillo)
y el terminador CaMV polyA (sefial de poliadenilacion del CaMV).

Discusion

El andlisis del Reptarenavirus ha sido el foco de investigaciones
orientadas al desarrollo de vacunas. A pesar de ello, actualmente no

existe una vacuna para evitar la infeccion por este virus. Esta carencia
se debe a su naturaleza no letal en humanos, afectando
exclusivamente a reptiles. No obstante, se han llevado a cabo
estudios que se centran en emplear el genoma del virus como un
vehiculo para la creacion de vacunas. La respuesta protectora contra
numerosas cepas Vvirales es posible por epitopos altamente
conservados.

En base a este enfoque se emplearon secuencias de diferentes
variantes del virus para la prediccion de epitopos conservados hacia
los virus de la familia Arenaviridae. La metodologia empleada en este
estudio fue similar a la que uso Azim y colaboradores quienes en el
2021 desarrollaron in silico una vacuna candidata contra virus de
familia Arenaviridae [71].

Debido a que el PCV seleccionado resulté estar conservado en GPs
de variantes del reptarenavirus, el PCV podria proteger contra
variantes del virus al mismo tiempo. Asi mismo, el alga C. reinhardtii
portadora del PCV podria emplearse para alimentar y vacunar al
mismo tiempo a las serpientes y evitar emplear agujas y jeringas para
vacunarlas. Ademas, por expresarse el PCV en el alga C. reinhardftii
no se necesitard de una cadena de frio para la conservacion de la
vacuna [8,9].
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Figura 3. Plasmido con gen insertado. La secuencia del promotor (amarillo) y del gen que expresa el PCV (rojo
anaranjado) estan en una regioén separada de otros genes. LB y RB son los bordes izquierdo y derecho del T-DNA; ori
es el origen de la replicacion; MCS es el sitio de clonacion multiple.

CONCLUSIONES

En este estudio se disefié por primera vez in silico una vacuna con
potencial para montar una respuesta inmunologica contra el Golden
Reptarenavirus y sus variantes. Adicionalmente, la optimizacion de la
secuencia nucleotidica codificante del PCV con los codones
preferenciales de Chlamydomonas reinhardtii, permitira la eficiente
expresion del PCV.

No obstante, se requeriran de mas estudios in vitro e in vivo para
verificar la eficacia de la vacuna.
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