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Resumen

“Anédlisis de la multiplicacion viral en células BHK-21 persistentemente infectadas con
virus Junin: un modelo de restriccion multicausal”

El virus Junin (JUNV), agente etiolégico de la fiebre hemorragica argentina, pertenece a
la familia Arenaviridae. Los virus pertenecientes a esta familia son capaces de causar
infecciones persistentes en roedores, los cuales actian como reservorios naturales,
asegurandose asi su evolucion y perpetuacién en la naturaleza. Asimismo, son capaces de
multiplicar en una amplia variedad de cultivos celulares pudiendo desarrollar el estadio de
persistencia en la mayoria de ellos. El objetivo del presente trabajo se centré en el analisis
de parametros virales y celulares caracteristicos que permiten diferenciar una infeccién
persistente de JUNV in vitro respecto de una infeccion aguda. A tal fin, mediante la infeccion
experimental de células BHK-21 con la cepa XJCIl;, se obtuvo una linea celular
persistentemente infectada con dicho virus, denominada K3, que se utiliz6 como modelo de
estudio.

La caracterizacion de este modelo se realizé durante un periodo de 3 afos, en los que se
investigaron distintos parametros biologicos y bioquimicos de las células K3, de manera
comparativa, con aquellos observados durante la etapa aguda de la infecciéon. Dentro de los
parametros biologicos, la estrategia de la investigacion se basé en el seguimiento temporal
del comportamiento del virus en cuanto a la sintesis y expresion de sus proteinas,
produccién de infectividad, presencia de particulas defectivas interferentes (D.l.) y aparicion
de variantes virales. Durante el primer afio de la infeccién se observo un patron ciclico y
alternado de produccién de virus y presencia de particulas D.l. en los sobrenadantes del
cultivo, no pudiéndose detectar alteraciones gendémicas a nivel de los genes de la
nucleoproteina viral (N) ni del precursor glicoproteico (GPC) en el virus aislado a partir de
dichos sobrenadantes. Transcurrido este lapso, los niveles de infectividad extracelular
decayeron de manera constante, mientras los porcentajes de actividad interferente
fluctuaron independientemente respecto de los niveles de virus infeccioso producido,
indicando la participacion de otro/s factor/es involucrados en el control de dicho parametro
Cuando se secuenciaron los genes de N y GPC a partir del ARN extraido tanto de las
células K3 como de los clones virales aislados de las mismas en una etapa tardia de la
infeccidn se encontraron varios cambios nucleotidicos y aminoacidicos respecto del virus
que origind la infeccion. Estos clones también presentaron diferencias en cuanto a la
citopatogenicidad, resultando menos citopaticos que el virus parental y que los clones
aislados durante la etapa temprana de la infeccion. La mutacion K58E, observada en la
secuencia de N presente en los clones virales aislados en la etapa tardia, se correlacionaria
con su comportamiento de multiplicacion restringida o su crecimiento retrasado. Asimismo,
se pudieron aislar clones virales con comportamientos diferenciales respecto a su
susceptibilidad a ser neutralizados por un suero policlonal anti-JUNV y a su inactivacion
frente al calor.

Las células K3 mostraron una resistencia parcial, no mediada por interferén, ni particulas
D.l. a la sobreinfeccidén con virus homologo o antigénicamente relacionado a JUNV, como lo
es el virus Tacaribe (TCRV). Dicha resistencia no se debid a la ausencia de células
susceptibles en el cultivo celular o de algun factor soluble que impidiera la infeccion de las
células en el cultivo. JUNV y TCRYV fueron capaces de adsorberse a las células K3 con una
eficiencia levemente menor respecto de células BHK-21. Sin embargo luego de la
sobreinfeccion el porcentaje de células (+) para N no aumenté evidenciando un bloqueo
marcado a nivel de la sintesis de antigenos virales. Por otro lado, se observé que los
viriones producidos por las células K3 quedaban asociados a la membrana celular formando,
en muchos casos, estructuras aberrantes, siendo, en consecuencia, una alteracion a nivel
de la brotacién, la causa mas probable de la restriccion en la multiplicacion del virus
sobreinfectante. A este respecto, se analizé el rol de la proteina celular TSG101, sefialada
como determinante en la eficiencia de brotacion para otros virus con genoma de ARN. Los
resultados obtenidos demostraron un aumento en la expresiéon de TSG101 en las células K3,
como asi también en los clones celulares aislados a partir de dichas células, que también
resultaron resistentes a la sobreinfeccion. Los niveles de TSG101 pudieron reducirse
utilizando un siARN favoreciéndose asi la liberacion de virus infeccioso al sobrenadante,



Resumen

tanto de las células K3 como de las K3 sobreinfectadas con JUNV, indicando su
participacion en el paso de brotacion del virus en las mismas. Como puede observarse por lo
aqui presentado, el mantenimiento de la persistencia de JUNV en células BHK-21 es un
proceso complejo donde son varios los factores que interrelacionados permiten que el virus
permanezca a través del tiempo en el cultivo celular. En un periodo temprano de la
persistencia la regulacion del potencial citolitico del virus estaria dado por la presencia de
particulas D.l. que competirian con el virus salvaje reduciendo su multiplicacién. En periodos
tardios, la aparicion de variantes virales, de potencial citolitico reducido, como asi también la
seleccion de células menos permisivas a la mutiplicacion viral serian los factores dominantes
en el establecimiento del equilibrio dinamico virus-célula.

Palabras clave: virus Junin, in vitro, infeccion persistente, variantes virales, células BHK-
21.



Abstract

“Analysis of viral multiplication in BHK-21 cells persistently infected with Junin virus:
a multi-cause restriction model”

Junin virus (JUNV), agent of the Argentine hemorrhagic fever, belongs to the Arenaviridae
family. Viruses belonging to this family are able to cause persistent infections in several
species of rodents that act as reservoirs, allowing viral evolution and perpetuation in nature.
Furthermore, these viruses can also persistently infect a wide variety of mammalian cell
cultures suitable for virus growth. The aim of this investigation was the analysis and
identification of characteristic cellular and viral parameters that allow the distinction of a
persistent infection of JUNV in vitro, respect to an acute infection. To accomplish this, a
persistently JUNV-infected BHK-21 cell line, named K3, was obtained by experimental
infection with the XJClI; strain, which was used as a model of study.

This investigation was conducted throughout a period of 3 years during which different
biological and biochemical parameters in K3 cells were assessed in a comparative way to
JUNV acute infection. Regarding biological parameters, we did a time course follow up of the
virus parameters such as the synthesis and expression of viral antigens, infectivity and
defective interfering particles (D.l.)production, and the presence of viral variants in K3 cells.
We observed that during the first year p.i. the levels of extracellular infectivity fluctuated
showing a cyclical pattern and were inversely correlated with D.l. levels. During this period,
virus isolated from K3 supernatans didn't show nucleotide changes in N or GPC genes
respect to XJCl;. After the first year p.i.,, the levels of intracellular infectivity decreased
steadily and were not influenced by the presence of D.l. indicating the contribution of other
factors to the control of viral production.

After sequencing N and GPC genes form RNA extracted from K3 cells, nucleotide and
aminoacidic changes were found respect to the virus that originated the infection. These
changes were also found in viral progeny obtained at later times of the persistent infection.
Viral clones showing the K58E mutation were found to be less cytopathic and showed slow or
restricted multiplication in cell culture. In addition to this, it was possible to obtain viral clones
that showed differential neutralization titles and differential inactivation behavior in response
to temperature.

K3 cells were able to partially exclude the superinfection of the homologous JUNV and the
antigenically related Tacaribe virus (TCRV). This resistance was not mediated by D.I., IFN or
the absence of susceptible cells in the culture. In this system, a slight decrease in
adsorbed/penetrated JUNV and TCRV to K3 cells was observed. However, after K3 cells
were superinfected the percentage of N positive cells didn’t increase, indicating a blockade in
the synthesis of viral antigens. It was also observed the presence of virions associated to the
plasma membrane of K3 cells, in some cases showing aberrant structures that resembled
interconnected virions, indicating that budding may be other step of JUNV multiplication cycle
impaired in these cells. To this regard, we analyzed the role of TSG101, which is involved in
the budding of several RNA viruses. The results obtained in this investigation showed an
overexpression of TSG101 in K3 cells and cellular clones that showed to be resistant to
JUNV superinfection. The knock-down of TSG101 expression levels in K3 cells allowed the
production of extracellular virus indicating the role of this protein in JUNV budding in K3 and
K3 superinfected cells.

As can be seen, the maintenance of JUNV persistent infection in BHK-21 cells is shown to
be a complex interplay between viral and cellular factors that allow the maintenance of JUNV
throughout time in the cellular culture. During an early stage of persistence the virus
cytopathic potential is regulated by the presence of D.I. particles that would compete with the
wild type virus reducing its replication. Whereas at later stages of the infection the production
of viral variants, that shown to be less cytopathic, and the selection of less permissive cells to
viral replication would be the principal factors in the maintenance of the dynamic virus-cell
equilibrium.

Key words: Junin virus, persistent infection, in vitro, viral variants, BHK-21 cells.
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Introduccién

|. 1. Los arenavirus

La familia Arenaviridae incluye, hasta el presente, 24 especies virales cuyos miembros

infectan roedores, con la aparente excepcion del virus Tacaribe (TCRV), el cual s6lo ha podido

ser aislado a partir del murciélago Artibeus sp. El virus de la coriomeningitis linfocitaria

(LCMV), prototipo de la familia, es el Unico de distribucion mundial mientras que los demas

arenavirus tienen distribucién geografica restringida, al area de distribucién del roedor que

actua como hospedador natural de cada especie (Figura | 1, Tabla | 1). A excepcion de LCMV,

ningun otro miembro de esta familia ha sido aislado en Europa u Oceania, estando distribuidos

ya sea en el “Nuevo Mundo” o en Africa.

Tabla | 1: Especies de la familia Arenaviridae

Especies Acrénimo Hospedador natural Regién
Arenavirus del Viejo Mundo
Ippy IPPYV Arvicanthis sp Africa central
Lassa ® LASV Mastomys sp. Oeste de Africa
Coriomeningitis linfocitaria al LCMV Mus musculus Europa, América, Asia
Mobala MOBV Praomys sp. Africa central
Mopeia MOPV Mastomys natalensis Mozambique, Zimbawe
Kodoko KDKV Mus Nannomys Oeste de Africa ,Guinea
Arenavirus del Nuevo Mundo
Allpahuayo ALLV Oecomys sp. Peru
Amapari AMAV Oryzomys capito Brasil
Bear Canyon BCNV Peromyscus californicus Estados Unidos
Cupixi CPXV Oryzomys capito Brasil
Flexal FLEV Oryzomys sp. Brasil
Guanarito ® GTOV Zygodontomys brevicauda Venezuela
Junin ® JUNV Calomys musculinus Argentina
Latino LATV Calomys callosus Bolivia
Machupo 2 MACV Calomys callosus Bolivia
Oliveros oLwv Bolomys obscurus Argentina
Pampa (especie tentativa) PAMV Bolomys obscurus Argentina
Parana PARV Oryzomys buccinatus Paraguay
Pichinde PICV Oryzomys albigularis Colombia
Pirital PIRV Sigmodon alstoni Venezuela
Sabia ® SABV Desconocido Brasil
Tacaribe TCRV Artibeus sp. Trinidad
Tamiami TAMV Sigmodon hispidus Estados Unidos
Whitewater Arroyo WWAV Neotoma albigula Estados Unidos

@ Virus patdgeno para el hombre, causante de fiebre hemorragica grave.
1 Virus patégeno para el hombre, causante de meningitis aséptica.
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Los humanos son hospedadores accidentales de los arenavirus y su infeccion ocurre a
través del contacto del hombre con las excreciones de roedores infectados. Es por este motivo
que la dinamica poblacional del reservorio sea probablemente, uno de los parametros mas
importantes y determinantes de la epidemiologia de la infeccién en humanos, la cual presenta
caracteristicas, de acuerdo al virus, involucrando cuadros clinicos. Los mas graves son los
ocasionados por la infeccion con los virus LASV, JUNV, MACV, GTOV y SABV los que
provocan fiebres hemorragicas en el oeste de Africa, Argentina, Bolivia, Venezuela y Brasil,
respectivamente (Peters 1996, Charrel & de Lamballerie, 2003). Estas patologias graves han
llevado a incluir a estos virus dentro de la categoria A de patéogenos humanos con gran
potencial para generar un impacto adverso en la salud publica de acuerdo con lo establecido

por el C.D.C (Center for Disease Control Atlanta Georgia).

Whitewater Arroyo
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Figura | 1: Distribucion geografica de los virus de la familia Arenaviridae (Castilla & Enria, 2006).

La identidad de la familia Arenaviridae como un grupo, originalmente fue construida en
base a caracteristicas morfolégicas y a estudios de reacciones cruzadas en técnicas
serolégicas tales como fijacion de complemento, inmunofluorescencia y neutralizacion
(Howard et al., 1985, Rowe et al., 1970b). Dentro de la familia, la presencia de epitopes
comunes en la nucleoproteina viral, permiti6 agrupar a sus miembros en dos grandes
conjuntos: virus del Viejo Mundo y virus del Nuevo Mundo (Howard, 1993). Mas adelante,

estudios estructurales del genoma viral y proteinas virales confirmaron esta similitud y
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reforzaron la identidad de la familia. Segun estudios de RT-PCR analizando regiones
conservadas del gen de la nucleoproteina viral de 12 de los arenavirus del Nuevo Mundo se
determind, la presencia en este ultimo grupo de tres linajes (Figura | 2) (Bowen et al., 1996,
Bowen et al., 1997). Segun estos estudios, LCMV ocuparia un lugar ancestral en el arbol
filogenético de los arenavirus. Se evidencio también que la propiedad de causar fiebre
hemorragica en humanos ha sido adquirida en mas de una ocasion durante la evolucion de
esta familia. En el linaje B se ubican los virus sudamericanos causantes de fiebres
hemorragicas, indicando que esta caracteristica pudo haber evolucionado solo en una ocasion
para este grupo de virus, sin embargo es claro que esta caracteristica debid haber surgido de
manera independiente en el caso del virus del Viejo Mundo LASV.

Otro aspecto interesante en la filogenia de los arenavirus del Nuevo Mundo es que los virus
que ocupan el linaje A (FLEV, PARV y PICV) y los virus JUNV y MACV, estrechamente
relacionados, tienen como hospedadores naturales a roedores del genero Oryzomys y
Calomys, respectivamente, sugiriendo que la relacion filogenética de los virus refleja la
taxonomia de sus hospedadores, hecho consistente con una situacion de co-evolucién virus-

hospedador en la naturaleza.

Viejo Mundo

LAS
LAS Josiah
GA391

Nuevo Mundo
Figura | 2: Relaciones filogenéticas entre miembros de la familia Arenaviridae (Bowen et al., 1996).

Recientemente, se analizaron las relaciones filogenéticas de 18 arenavirus a partir de las
secuencias aminoacidicas de la nucleoproteina, del precursor glicoproteico y de la polimerasa
viral. En estos estudios se evidencié que el origen de los virus norteamericanos WWAV, TAMV

y BCNV estaria dado por un evento de recombinacion entre virus de los linajes A y B,
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perteneciendo el extremo 5 no codificante del segmento pequefio del genoma viral a este
ultimo linaje, mientras que el extremo 3°, region intergénica, y el gen de la nucleoproteina
corresponderian al linaje A (Charrel et al., 2003).

El genoma de los arenavirus presenta gran plasticidad, la cual fue demostrada en la
identificacion de genomas formados por eventos de recombinacion intra e inter segmentos.
Por otro lado, aunque se han obtenido variantes con rearreglos gendémicos entre virus
relacionados en el laboratorio, esta clase de variantes no han sido encontradas en la
naturaleza (Charrel et al., 2003, Lukashevich, 1992, Riviere et al., 1986). La plasticidad
genodmica de estos virus le proporcionaria una marcada capacidad adaptativa frente a cambios
en el entorno provocados por el sistema inmune del hospedador, terapias antivirales, etc.
Asimismo, la co- infeccion de un hospedador con dos arenavirus diferentes favoreceria un
escenario propicio para que se produzcan eventos de plasticidad gendémica, llevando a la

emergencia de nuevas variantes potencialmente peligrosas para el hombre.

I.1.a. Propiedades estructurales de los arenavirus

Los arenavirus presentan envoltura lipidica, a partir de la cual se proyectan espiculas
glicoproteicas. Las particulas virales son de forma esférica o pleomérfica con un diametro
promedio de 120 nm. Mediante estudios de microscopia electronica se ha observado la
presencia de ribosomas (20 -25 nm) dentro de las mismas, lo que le da un aspecto “arenoso”,
apariencia de la cual deriva el nombre de la familia (Figura | 3) (Buchmeier, 2002, Meyer et al.,
2002, Rowe et al., 1970a, Compans, 1993).

Figura | 3: Crio-electro micrografias de particulas virales.
PICV (A), TACV (B) y LCMV (C) purificadas (Neuman et al., 2005). Barra 500 A.

El virién posee las siguientes proteinas estructurales: i) un complejo multimérico formado
por las glicoproteinas G1 y G2, ii) un “factor de brotacion” Z que regula la transcripcion y
traduccion, iii) una nucleoproteina asociada al acido nucleico viral, N, iv) un pequefio péptido
hidrofébico organizado de manera similar al observado para la proteina 6K de los alphavirus

que sirve como sefal de procesamiento de GPC y que es incorporado al virién. Sumado a
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estos componentes, se encuentra la ARN polimerasa (L), que junto con N asociada al ARN

viral forma la nucleocapside (Figura | 4) (Neuman et al., 2005).

Ribosoma
N

L ARN polimerasa

G1+G2

N Z BL G2 G1

Figura | 4: Derecha: Representacion esquematica de la organizacidon de las proteinas
estructurales de los arenavirus (Neuman et al., 2005). Izquierda: Representacion de de la
estructura de una particula viral. (Rodas, J., & Salvato, M. 2006).

Los viriones contienen un genoma bi-segmentado de ARN de polaridad negativa, el cual
esta dispuesto como un complejo ribonucleoproteico en conformaciones circulares. Los
segmentos gendmicos de los arenavirus fueron designados L (large) y S (small) (Figura | 5),
de acuerdo a su tamafo, de aproximadamente 7,2 y 3,5 kb, respectivamente. La relacion
entre el segmento S y L encontrada en las particulas virales no es equimolecular, ya que el
segmento S se encuentra en mayor proporcion que el segmento L (Romanowski & Bishop,
1983, Southern et al., 1987).

El segmento S, codifica para los componentes mayoritarios del virion: N y el precursor
glicoproteico (GPC), el cual es procesado post-traduccionalmente para dar origen a las dos

glicoproteinas virales. El segmento L codifica para Ly Z.
Organizacién Gendmica

S RNA (3.5 kb)
ign NP
5'C1 Qhﬁ 3
==
GPC

L RNA (7.2 kb)

IGR L
i R
S M q? =3
o
7

Figura I 5: Organizacion gendémica de los arenavirus (de la Torre, 2005).
Los dos segmentos genémicos de los arenavirus L (large) y S (small). IGR regién intergénica,
NP = N = nucleoproteina, GPC precursor glicoproteico, Z, proteina de matriz y L ARN polimerasa.
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Cada segmento de ARN gendmico posee una estrategia de codificacion ambi-sentido la
cual dirige la sintesis de dos polipéptidos en orientaciones opuestas, separados por una region
intergénica (IGR). Las regiones codificantes de N y L son transcriptas a un ARNm
complementario al ARN gendmico, mientras que por otro lado, las regiones codificantes de
GPC y Z son transcriptas a ARNm de sentido gendmico (Figura | 6). Es decir, una region de
los segmentos S y L tiene sentido negativo, mientras que otra regién no solapada con la
anterior tiene polaridad pseudo-positiva, ya que todavia no existen evidencias que los ARN S y
L puedan ser directamente traducidos a GPC y Z respectivamente (de la Torre, 2005).
Asimismo, se ha encontrado dentro de la particula viral el ARNm de la proteina Z,
especulandose que el mismo podria participar en la iniciacion de la infeccion de los
arenavirus. Actualmente, no es posible determinar si el ARNm de Z se deba considerar como
un componente esencial de la particula viral, ya sea como componente estructural o de ser
inmediatamente traducido en la nueva células infectada o simplemente asumiendo su
presencia como consecuencia de un proceso de encapsidacion impreciso. Sin embargo, dada
la equivalencia molecular alta de esta especie de ARN dentro del viridn, es tentador especular
acerca de una funcion especifica de este componente durante el inicio de la infeccién (Salvato
et al., 1992, Salvato & Shimomaye, 1989).

+ GP NP
5 c ﬁ? 3

1) Transcripcién i

3 NP mRNA 5
NNg

3) Replicacion l

2) Traduccién

3
4) Transcripcion ! E

L SEGMENTO COMPLEMENTARIO DEL RNA-S

5 GP mRNA 3

GP-1 l GP-2

Traduccion

Figura | 6: Estrategia de codificacion ambisentido. GP1y GP2 = G1y G2, NP =N

La region intergénica (IGR), posee la capacidad de formar un plegamiento estable en forma
de horquilla (simple o doble dependiendo del arenavirus), debido a la presencia de secuencias
complementarias las que se encuentran conservadas a través de la evolucién de esta familia,

sugiriendo un significado funcional importante, particularmente en la terminacion
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transcripcional o, como se sugiri6 recientemente, en la encapsidacion del genoma viral
(Auperin et al., 1984, Lopez & Franze-Fernandez, 2007, Pinschewer et al., 2005).

Los arenavirus poseen una secuencia nucleotidica conservada en los extremos 3° de los
segmentos gendmicos L y S (17 de los primeros 19 nucleétidos son idénticos entre los ARN S
y L), mientras que en los extremos 5° de ambos segmentos gendémicos se encuentra la
secuencia inversa y complementaria de la misma. Se ha sugerido que estas secuencias
terminales conservadas podrian representar el sitio de unién de L. Asimismo, se postula la
formacion de estructuras de duplex intra o inter segmentos con circularizacion del genoma
como consecuencia de la complementaridad de las secuencias terminales, prediccidén que se
encuentra sustentada por datos de microscopia electronica (Meyer et al., 2002, Young &
Howard, 1983).

Las secuencias promotoras de la expresién génica y la replicacion del genoma residen en
los extremos 5 y 3" de los segmentos gendmicos. Mediante el uso del sistema de minigenoma
para LASV se determind que el promotor funcionaria como un duplex (genoma circularizado).
Mientras las primeras posiciones (1-12) funcionarian de manera “secuencia especifica” con el
complejo de replicacion, las posiciones 13 -19 solo serian importantes para la
complementaridad entre el promotor 5" y 3" lo cual seria relevante para la funcionalidad de la
region promotora debido a la posibilidad de formacion del duplex mencionado (Hass et al.,
2006).

I.1.b. Las proteinas virales

I.1.b. 1. Glicoproteinas virales

Las glicoproteinas virales de los arenavirus se sintetizan como precursores glicoproteicos
de aproximadamente 70 kDa, los cuales son procesados post-traduccionalmente en dos pasos
secuenciales. El complejo glicoproteico maduro de JUNV, consiste en 3 subunidades
asociadas de manera no covalente, obtenidos por clivaje de GPC: un péptido sefal (SSP) de
58 aminoacidos, la glicoproteina G1 responsable de la interacciéon con el receptor celular y la
proteina de transmembrana G2 con actividad fusogénica. La estructura espacial de G2
comparte caracteristicas comunes con otras proteinas de fusion de transmembrana de varias
familias de virus. Sus dominios ricos en residuos hidrofébicos (H) y polares (P) (conocidos
como repeticiones “hepad” cuando se configuran en a-hélices), en los extremos N y C terminal
serian los responsables de mediar el evento de fusion célula-célula dependiente de pH
(Gallaher et al., 2001, York et al., 2005).

El procesamiento de GPC ocurre tardiamente en la via secretora entre la red media y el
trans Golgi, requiere de previa glicosilacion y de la integridad del dominio citoplasmatico de G2
(Kunz et al., 2003, Burns & Buchmeier, 1993).

10



Introduccién

S5P Gl G2

IYY ] IYY [ LL L1 YI YIT‘I' Ll
i N &l oo |

1 58 5] 485

SKI1/S1P
|

Figura | 7: Representacion esquematica del GPC de JUNV. Se muestran las regiones con
repeticiones Hepad en gris. Los aminoacidos son numerados desde la metionina inicial, y se
muestran los potenciales sitios de glicosilacion (Y). Se indican el sitio de procesamiento por la
enzima SKI-1/S1P y las resultantes subunidades SSP, G1y G2 (York et al., 2005).

La proteasa responsable del primer evento de procesamiento aun no ha sido identificada.
El segundo evento de procesamiento ocurre mediante el reconocimiento de la secuencia
consenso R-(R/K/H)-L-(A/L/IS/T/F).65 por una proteasa subtilasa (subtilisin kexin isozyme-
1/site-1-protease) SKI-1/S1P, enzima que se encuentra involucrada en el metabolismo del
colesterol (Beyer et al., 2003, Lenz et al., 2001). Se demostré que el procesamiento no es
requerido para la expresion de las glicoproteinas en la membrana celular pero es esencial
para la incorporacion de las mismas a los viriones y la produccion de particulas virales
infectivas (Kunz et al., 2003). Ambos eventos de procesamiento, como asi también, la
presencia del SSP son necesarios para la fusion de la envoltura viral y membrana endosomal
mediada por la G2 (York et al., 2004).

I.1.b. 2. La nucleoproteina viral

N junto con a los segmentos gendmicos y L constituye las nucleocapsides virales. Es la
proteina estructural mas abundante en las particulas virales y en células infectadas.
Alineamientos de secuencias aminoacidicas de diferentes arenavirus han revelado alto grado
de conservacion, tanto de secuencias como de motivos estructurales. Los residuos de arginina
y lisina son abundantes, apareciendo en clusters de dos o tres aminoacidos, presentando el
extremo carboxi-terminal un segmento conservado de 4 o 5 residuos basicos que podrian
funcionar como un dominio de unién al ARN. Mediante el analisis bioinformatico de la
secuencias aminoacidicas de N de diferentes arenavirus y mediante ensayos de union a
metales, se ha evidenciado la presencia de un dominio de unién a Zn"*, ubicado también en el
extremo carboxi-terminal de esta proteina, el cual estaria involucrado en la unién de N al ARN
viral (Parisi et al., 1996, Tortorici et al., 2001b). La estructura de N seria la de una proteina
globular, basica y cumpliria una funcién dual durante el ciclo de multiplicacion viral, 1) unirse al
ARN viral para formar las nuclecapsides y, de esta manera proteger al ARN viral dentro la
célula (Buchmeier, 2002) 2) participar de manera esencial para la transcripcion y replicacion

del genoma junto con la polimerasa viral (Lee et al., 2000).
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I.1.b. 3. La polimerasa viral

La proteina L (180-250 kDa) de los arenavirus es una ARN polimerasa ARN dependiente,
que comparte secuencias con motivos conservados caracteristicos de las polimerasas de
otros virus con genoma de ARN de polaridad negativa. Alineamientos de secuencias muestran
la presencia de 6 dominios conservados entre los virus de ARN de polaridad negativa y dos
regiones que estan conservadas solo entre las polimerasas de arenavirus y bunyavirus. La
proteina L, junto con N, es un componente de las nucleocapsides, ya que se ha detectado
actividad de polimerasa asociada a estas estructuras (Buchmeier, 2002, Sanchez & de la
Torre, 2005).

I.1.b. 4. La proteina Z

La proteina Z (11 kDa) es la proteina mas pequefia codificada por el genoma de los
arenavirus. Esta proteina presenta en su secuencia un motivo RING-Finger, con capacidad de
unién a Zn**, donde el orden de los residuos es el siguiente: C X, C XgC X, H X3 C X, C X0 C
X, C. La coordinacién de Zn™" entre los residuos de cisteina e histidina favorece la formacion de
multimeros de Z (Djavani et al., 1997). Se ha reportado la interaccion de Z con diversas
proteinas celulares, tales como la proteina de leucemia promielocitica (PML) y el factor de
iniciacion de la traduccion eucariota E4 (Borden et al., 1998).

Se ha sugerido que la proteina Z es un componente estructural de la nucleocapside
(Buchmeier, 2002), y que ademas, ejerceria un rol fundamental en la brotacion de particulas
virales a partir de células infectadas (Perez et al., 2003). La funcion de Z respecto a la
regulacién de la transcripcion y replicacion es aun discutida ya que existen trabajos que
sefialan a Z como inhibitoria de la transcripcion y replicacion del ARN de LCMV y de TCRV
(Cornu & de la Torre, 2001, Lopez et al., 2001), mientras que otros la sefialan como necesaria
para la sintesis tanto del ARNm como ARN gendmico (Garcin et al., 1993). Se ha demostrado
que el efecto inhibitorio de Z en la replicacién y transcripcion es dependiente de la integridad
del dominio RING (Cornu & de la Torre, 2002). Las proteinas Z de los diferentes arenavirus
poseen en su extremo C- terminal motivos conservados de prolinas (PPxY y P(T/S)AP),
similares a los observados en proteinas de matriz de otros virus (Tabla | 2). Estos motivos se
denominan motivos tardios e intervienen en la interaccién con diferentes proteinas celulares

involucradas en el proceso de brotacién viral.
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Tabla | 2: Comparacion entre los diferentes dominios tardios de diferentes virus.

Virus proteina secuencia

VSV M pppyeedtsmeyapsap
Ebola Vp40 mrrvtvptappayad

HIV-1 p6 lgsrpeptappees

LSV Z - - - -Saapt apptgaadsirpppysp
LCMV we Z - - - -kyplptklkvstvpsspppyee
LCMV mx Z - - -keplptklkistapsppppyee
LCMV arm Z - - -kyplptrilkistapsspppyee
PICV V4 - - -cghslptkmeflespsappyep
JUNV Z . -nicwkplpttitvpvept appp
TCRV Z ..nicwkplptsirvpleasapdl
GTOV Z .. .nicweqlptcitvpeepsappe
MACV Z .- -hicwkplptsitvpvepsappp
SABV Z . .cgeelptsivvpiepsappped

La comparaciéon de secuencias aminoacidicas de las proteinas Z de diferentes arenavirus
sefialan la presencia de un sitio de miristilacion el cual seria necesario para la localizacion de
Z en la superficie interna de la membrana celular donde ejerceria papel fundamental en la
brotacion viral (Perez et al., 2004). Se ha demostrado a través de la expresion de la proteina Z
de LASV, en ausencia de otros componentes virales, que esta proteina es capaz de
localizarse en la superficie interna de la membrana celular y de formar estructuras
denominadas particulas similares a virus (VLPs) (Figura | 8) (Strecker et al., 2003, Urata et al.,
2006).
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Figura | 8: VLPs producidas por la expresion de Z (LASV) Barra= 300nm
(Urata et al., 2006)

I. 1.c. El ciclo de multiplicacién de los arenavirus

El ciclo de multiplicacién de los arenavirus, cuya duracion oscila entre 12-24 horas, ocurre
exclusivamente en el citoplasma de las células infectadas y la progenie viral es liberada por
brotacién a partir de la membrana plasmatica (Coto et al., 1970, Meyer et al., 2002) (Figura |
9). Los arenavirus presentan un amplio tropismo celular. Consistente con estas propiedades,

se ha identificado al a-distroglicano (DG), una proteina de la superficie celular, ampliamente
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conservada, como receptor de los arenavirus LCMV, LASV y OLVV (Meyer et al., 2002). Sin
embargo estudios recientes demostraron que aunque los virus del viejo mundo utilizan al a-DG
como receptor, solo los virus pertenecientes al clado C del nuevo mundo (Figura | 2) utilizan el
mismo para la entrada a células de embrion de ratén. Recientemente, se ha descripto como
receptor celular para los virus del nuevo mundo pertenecientes a los clados A y B, entre los
cuales se incluye los altamente patogénicos JUNV, MACV, GTOV y SABV al receptor de
transferrina 1 (Radoshitzky et al., 2007). La entrada de los arenavirus a la célula ocurre por un
evento de endocitosis mediada por receptor. Se ha documentado para LCMV que la entrada
ocurre a través de grandes vesiculas desnudas (Borrow & Oldstone, 1994), luego de lo cual
las mismas entran a la via endosomal y son acidificadas al moverse dentro de la célula. El pH
intravesicular decrece desde 6.2 en los endosomas tempranos hasta aproximadamente 5 al
tiempo de alcanzar los lisosomas, compartimentos finales de la via. La fusion entre la
envoltura viral y la membrana de la vesicula es disparada al descender el pH, siendo 5.3 el pH
6ptimo para LCMV y JUNV (Castilla et al., 1994, Di Simone & Buchmeier, 1995). Cuando el
interior de la vesicula alcanza este pH, el complejo glicoproteico sufre un cambio
conformacional irreversible en el cual G1 se disocia del complejo. Esta disociacion deja
expuesto al péptido de fusién contenido en G2 el cual sufre cambios conformacionales en su
estructura y de esta manera provocaria la fusién de la envoltura del virus y la membrana
endosomal (Castilla et al., 1994, Di Simone et al., 1994, York et al., 2005).

Una vez liberada la nucleocapside en el citoplasma, la estrategia de codificacion ambi-
sentido provee e impone un mecanismo de regulacion temporal de la expresién génica de los
arenavirus durante el curso de su ciclo de multiplicacion. Experimentalmente se ha
demostrado que el nucleo es importante para el ciclo de multiplicacion, posiblemente la
membrana nuclear seria requerida como soporte para la transcripcion y replicacién del ARN
viral. Dado que se ha descripto la presencia de estructuras 5° CAP en los mARN de los
arenavirus, se especula que la necesidad del nucleo también podria deberse a la adquisicion
de CAP mediante un mecanismo de “robado de CAP” del hospedador, similar al documentado
para los bunyavirus (Meyer et al., 2002). Todos los ARNm subgenomicos de los arenavirus
terminan en la region intergénica y no estan poliadenilados (Southern et al., 1987).

La sintesis de N puede ocurrir en las células infectadas que han sido tratadas con
inhibidores de la sintesis proteica, pero la progresion del ciclo de multiplicacion mas alla de
esta etapa queda bloqueado. Esto llevé a la especulacién que N podria estar involucrada en la
regulaciéon de la terminacién de la transcripcion en la region intergénica. En estadios
tempranos de la infeccion cuando los niveles intracelulares de N son bajos, la progresion de
la polimerasa seria arrestada en la regién intergénica, y de esta manera solo los mARN de N
(segmento S) y mARN L (segmento L) serian sintetizados. A medida que los niveles de N se

acumulan en el citoplasma de la célula infectada, N se uniria a la region intergénica de
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algunas moléculas de molde y permitiria la progresion de la polimerasa hacia el extremo 5” del
templado y de esta manera completaria la replicacion del ARN antigendmico. Por el contrario
el ARNm de GPC no es transcripto hasta que la replicacion del ARN ya ha comenzado. Esta
separacion temporal de la expresién de N y GPC ha sido convalidada mediante estudios de
cinética de expresion de estos antigenos virales. Asimismo, basados en la estrategia de
codificacién ambisense, para las proteinas codificadas por el segmento L se podria esperar
que la polimerasa L apareciera en el citoplasma tempranamente respecto de sintesis de Z. Por
el contrario si el ARNm de Z se encuentra en el virion, Z se sintetizaria antes que L en el curso
del ciclo de multiplicacién viral en la célula infectada (Meyer et al., 2002). Segun un primer
modelo, es muy probable que el contenido intracelular y la distribucion de N sean criticos para
la regulacion de niveles relativos de transcripcion y replicacion en las células infectadas con
arenavirus (Tortorici et al., 2001a). Un modelo alternativo propone la existencia de dos
complejos diferentes conteniendo la polimerasa, los cuales estarian comprometidos a la
transcripcién o a la replicacion desde el inicio de dichos procesos, los cuales no competirian
entre si. La polimerasa estaria comprometida a uno de los mismos cuando se produce la
iniciacion en el extremo 3°, ya sea utilizando un primer con cap para el proceso de la
transcripcidon o empleando un mecanismo de “prime-and-realign” para la replicacion del
genoma viral (Pinschewer et al., 2003).

La concentracion intracelular de la proteina L aumenta marcadamente durante el curso de
la infeccion, sin embargo existe una correlacion inversa entre la cantidad de proteina y el nivel
de actividad polimerasa. Esta observacién podria explicar por que existe una regulacion
negativa en la transcripcion y la replicacion viral que ocurre a tiempos tardios de la infeccion
aguda (Meyer et al., 2002).

Se ha reportado que Z ejerceria su funcion inhibitoria mediante su interaccién con la
proteina L posiblemente provocando un cambio conformacional en su estructura, lo cual
alteraria su capacidad de iniciar la replicacion del ARN viral (Jacamo et al., 2003). Altos
niveles de Z a tiempos tardios de la infeccion podrian ser requeridos para la maduracion y
brotacion viral (Cornu & de la Torre, 2002). Asimismo, se ha sugerido que Z podria interactuar
con las estructuras secundarias presentes en la IGR, reclutando al genoma y a los distintos
componentes proteicos durante el ensamblado de las particulas virales (Pinschewer et al.,
2005). El ARN sintetizado de largo completo y de sentido genémico es utilizado para la
formacion de la progenie viral. Cabe destacar que solo el ARN gendémico y antigendmico se
encuentran formando capsides unidos fuertemente a N (Pinschewer et al., 2003).

Los arenavirus brotan desde la membrana plasmatica, lo que involucra una asociacion
entre la ribonucleoproteina viral y la membrana del hospedador enriquecida en glicoproteinas
virales. Las proteinas con dominios tardios tienen un rol esencial en los ultimos pasos de la

brotacion viral. Las proteinas celulares TSG101 y Nedd4, las cuales forman parte del sistema
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del direccionamiento vacuolar de proteinas (VPS vacuolar protein sorting), interaccionarian
con los dominios tardios P(T/S)AP y PPxY, respectivamente, presentes en las proteinas Z de
los diferentes arenavirus. Dicha interaccion recluta a estas proteinas al sitio del ensamblado
de los componentes virales, lo cual es necesario para la brotacién de la progenie viral (Perez

et al., 2003). La brotacion de las particulas virales desde la membrana plasmatica involucraria

una compleja interaccion entre las proteinas virales y proteinas de la maquinaria celular VPS,
incluyendo TSG101, VPS4A y VPS4B (Urata et al., 2006).
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Figura | 9: Ciclo de multiplicacion de los arenavirus.

I.1.d. Fiebre Hemorragica Argentina (FHA) y el virus Junin (JUNV)

La “Fiebre hemorragica Argentina” (FHA) es una enfermedad endemoepidémica que afecta
principalmente a trabajadores rurales de una de las zonas agricola-ganaderas mas
importantes de la Argentina (Figura | 10). Su etiologia fue establecida mediante el aislamiento
del virus a partir de 6rganos de pacientes fallecidos en el area endémica de la enfermedad en
la localidad de Junin, Pcia. De Buenos Aires (Parodi et al., 1958, Pirosky, 1959). En afos
posteriores, JUNV pudo ser aislado a partir de roedores capturados en dicha area (Sabattini et
al., 1977). JUNV establece una infecciéon persistente en roedores de los géneros Calomys y
Akodon, reservorios del virus en la naturaleza. La enfermedad estacional presenta un pico de
frecuencia que ocurre durante la estacion de recoleccidon de maiz y sorgo (marzo-junio) lo que

se encuentra relacionado con el aumento de la densidad de estos roedores, favoreciéndose
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asi el contacto del trabajador rural con los reservorios infectados (Carballal & Oubifa, 1991).
Durante este periodo, el 75% de las personas infectadas son trabajadores rurales de sexo
masculino (Maiztegui, 1977). JUNV penetra al organismo por la via cutaneo-mucosa a través
de las escoriaciones de la piel o por la mucosa conjuntival, oral o nasal por la inhalacién de
aerosoles, contaminados con el virus, producido durante la cosecha manual o mecanica. La
principal fuente de contagio son las secreciones (orina y saliva) de roedores persistentemente
infectados que contaminan pastos y rastrojos de las areas endémicas (Carballal & Oubifa,
1991).

Habitualmente, la infeccion del ser humano con las cepas salvajes produce enfermedad
clinica (formas leves, moderadas o graves y aun mortales). La enfermedad comienza con
fiebre, mialgia y malestar luego de un de un periodo de incubacion de 1-2 semanas.
Tipicamente luego de 3-4 dias los sintomas incrementan su severidad y llevan al paciente a la
consulta médica. Luego sobrevienen fallas multisistémicas, particularmente gastrointestinales,
dolor abdominal, nauseas y vomitos. Comunmente se manifiestan mareos, migrafa, fotofobia,
dolor retro-orbital y desorientacion, asimismo, los signos neurolégicos también son frecuentes,
observandose temblores finos en los dedos de la mano y lengua. Durante la segunda semana,
el 70-80% de los pacientes inicia su mejoria. En el 20-30 % restante, se presentan, entre los 8
y 12 dias del inicio de los sintomas, manifestaciones hemorragicas o neurologicas severas,
shock y/o complicaciones bacterianas. Las formas graves sean hemorragicas, neuroldgicas o
mixtas, son fatales en un 90% (Castilla, V & Enria, D. 2006).

Para la FHA se dispone de un tratamiento especifico que consiste en la administracion de
plasma inmune dentro de los primeros 8 dias desde el inicio de los sintomas. Este tratamiento
reduce la mortalidad de 25% - 35% a menos del 1%, cuando se administra en dosis
estandarizadas de anticuerpos neutralizantes contra el virus JUNV (3500 UT/ Kgr) (Castilla, V
& Enria, D. 2006).

FHA es endémica de la pampa humeda, en la region mas fértil de la Argentina. Una de las
caracteristicas mas sobresalientes de la epidemiologia de la enfermedad es la extension
geografica progresiva de su area de dispersion. En 1958 los casos estaban limitados a un
area de aproximadamente 16.000 km?, con una poblacion en riesgo de 270.000 habitantes. En
1963 se registraron nuevos casos en Cordoba, mientras que entre 1964-1967 nuevas areas
fueron encontradas en la provincia de Buenos Aires y mas tardiamente se registraron casos
en Santa Fe. En el presente la region endémica cubre un area aproximada de 150.000 km?
con una poblacién en riesgo estimada de 5.000.000 de habitantes. La extensién geografica
durante periodos mas recientes sugiere una autolimitacion de la extension del area endémica
(Enria & Barrera Oro, 2002) (Figura | 10).

La incidencia de la enfermedad tiende a ser inicialmente alta en areas nuevas, seguido por

una disminucion de los casos. La dinamica de la enfermedad esta sujeta a variaciones que
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podrian deberse al incremento de la seroprevalencia, al cambio de la virulencia del virus
circulante a lo largo del tiempo o cambios en la poblacion y habitos de migracion de roedores
(Clegg, 2002).

Area total 150,000 km2
5 millones de hab.

| Area original 1955- 19E7
M Area autclimitada 3.7 millones de hab.

-Area nueva 1 millon de hab.

el

Figura | 10: Area endémica afectada por la FHA.

Para la FHA, el control de roedores o del contacto de las personas con las poblaciones de
roedores infectados no ha sido posible. Por esta causa, la mayoria de los esfuerzos para la
prevencion estuvieron dirigidos, a la obtencion de una vacuna.

La linea de investigacion de virus vivo atenuado habia alcanzado hacia la década de 1960
progresos importantes, evidenciados por la obtencion de la cepa atenuada XJCl;. Esta linea
constituyd un antecedente de la vacuna actual de JUNV vivo atenuado, cepa Candid# 1
(Maiztegui et al., 1998).

En 1991 se inicio la vacunacion de la poblacion adulta expuesta a mayor riesgo natural. El
impacto de esta vacunacion selectiva se ha visto reflejado en una modificacion de los
parametros epidemioldgicos clasicos de la enfermedad. La incidencia de la enfermedad desde
que se inicio esta vacunacion selectiva ha ido decreciendo, con epidemias en las que se han
registrado el menor niumero de casos desde la emergencia de la enfermedad en la década de
1950. Sin embargo, debe destacarse que aun con muy buenas coberturas de vacunacion, es
probable que ocurran casos y brotes pequenos aislados de FHA, dado su caracter de

zoonosis con reservorio en roedores silvestres (Castilla, V & Enria, D. 2006).
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I. 2. Las infecciones virales

Los virus son parasitos celulares obligados y como tales han desarrollado distintas
estrategias como marco en su relacion con el hospedador a fin de asegurar su supervivencia
en la naturaleza.

Tres requerimientos basicos son necesarios para que el virus logre la infeccion exitosa de
un organismo: suficiente cantidad de virus para dar inicio a la infeccion, células susceptibles a
la multiplicacion viral y las defensas antivirales locales del hospedador deben estar ausentes o
ser inefectivas (Fields et. al., 2001).

El destino de una infeccion estaria determinado entonces por la capacidad del agente de
infectar y replicar dentro del hospedador y la habilidad del hospedador de responder
eficientemente ante la infeccion a través de su sistema inmune. En algunos casos, la
respuesta montada por el hospedador contra el virus se manifiesta como un proceso nocivo
para dicho hospedador ya que sus defensas destruyen células infectadas produciéndose una
immunopatologia que puede llevar a una falla en los érganos vitales (Thomsen et al., 2000).

A pesar de esta complejidad es posible identificar patrones comunes de infeccion
considerando periodo/s de produccién viral, aparicion de sintomas y disponibilidad de virus

para infectar otros hospedadores (Figura | 11).

— Infeccion aguda
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Figura | 11: Patrones generales de infeccion. Se grafica produccién de virus en funcién del
tiempo. La aparicion de sintomas se muestra con barras rojas y el periodo en el cual virus esta
disponible para infectar a otro hospedador se muestra en corchetes (Flint et al., 2000).
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I. 2.a. Lainfeccion aguda

La infeccion “aguda” se caracteriza por una rapida produccién de virus infeccioso seguido
por una respuesta inmune efectiva que elimina la infeccion por parte del hospedador. Como
ejemplo de infecciones agudas pueden citarse los ejemplos de los virus influenza y rhinovirus.
Las mismas son usualmente de corta duracion en un hospedador sano ya que las particulas
infecciosas y las células infectadas son completamente eliminadas por el sistema inmune en
un periodo corto de tiempo. Aun asi, la infeccion aguda es una estrategia efectiva para la
supervivencia del virus, ya que parte de la progenie viral invariablemente va a estar disponible
para infectar a otro hospedador susceptible antes de la resoluciéon de la infeccion (Flint et al.,
2000).

I. 2.b. Las infecciones persistentes

A diferencia de las infecciones agudas, las infecciones persistentes no son resueltas
rapidamente y particulas o productos virales se producen por un periodo largo de tiempo. La
persistencia viral in vivo ha sido descripta tanto para virus con genoma de ADN o ARN. La
misma, esta caracterizada en primer lugar por una respuesta inmune inefectiva ya sea para
reconocer y/o eliminar al virus o a las células infectadas, lo cual ocurre como consecuencia del
despliegue de diferentes estrategias de multiplicacion viral (Oldstone, 1989).

Las estrategias implementadas por los virus a fin de escapar del sistema inmune del

hospedador abarcan una gran variedad de tacticas (Tabla | 3).

Tabla | 3 Estrategias virales para evadir al sistema inmune (Fields et. al., 2001)

Mecanismo de escape Ejemplos

Expresion génica restringida (expresion de proteinas  HSV, VZV: en la infeccién latente de neuronas.
virales minima o ausente) EBV: en linfocitos B
HIV en linfocitos T.

Infeccion de sitios inmunologicamente privilegiados o HSV, VZV, Sarampioén: infeccidon de neuronas
sitios con escasa vigilancia del sistema inmune. CMV: infeccion en el rifidn
Papiloma: infeccion en la epidermis.

Variacién antigénica: Mutacion de sitios antigénicos HIV, EBV, LCMV: Variantes de escape

criticos para el reconocimiento de anticuerpos y HIV, HBV variantes antagonistas del receptor T
células T.

Interferencia en el procesado y presentacion de HSV (ICP47), HCMV (US6), Adenovirus (E3-
antigenos 19K): proteinas que interfieren con el TAP

HCMV (pp65): inhibe el procesamiento mediado
por proteosoma.
HIV: destruccion de linfocitos T CD4+

Alteracion en la expresion o trafico de MHC-1 Adenovirus (E3-19K), HCMV (US3); MCVM
(m152): Retencion de MHC-1 en el RE
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HCMV (US11): Translocacion reversa del MHC-1
del RE al citoplasma.

HIV (Vpu): Degradacion del MHC-1.

HIV (Nef): Acumulacion del MHC-1 en el aparato
de Golgi.

Supresion de las moléculas MHC-1 en la superficie Adenovirus (E3-19K), CMV (US2, 3, 11), HIV
celular requeridas para el reconocimiento de los (Nef, Vpu), BPV (E6)
linfocitos T

Expresion de proteinas virales que inhiben la funcién  Adenovirus (E1A), CMV: bloquean la transduccion
de citoquinas. de senales de la via JAK/STAT
Adenovirus (VA), EBV (EBER), HIV (RNA TAR):
inhiben la funcién del interferon.
EBV (BCRF1 homologo de IL-10): inhibe la
sintesis de IL-2 e IFN y la expresion de TAP.

Tolerancia inmunoldgica Delecion clonal o anergia de Linfocitos T
citotdxicos especificos del virus en portadores de
HBV.

Distribucion del virus célula a célula mediante la HIV y Sarampion.

formacién de sincicios

Ademas de evadir al sistema inmune, el virus debe sortear un nivel de control secundario
que se interrelaciona con el sistema inmune y esta conectado a la dependencia obligada del
virus por la célula, por lo tanto este nivel secundario también juega un rol importante en la
modulacion de la infeccion a nivel celular. Existen tres categorias de vias regulatorias que
proveen un nivel de control secundario en la célula infectada: el ciclo celular, el proceso de
apoptosis y las vias intra o extracelulares de transduccién de senales (Ghazal et al., 2000).

Para los sistemas virus-célula en los que el virus se comporta como litico, la infeccion
persistente generalmente requiere de una restriccion en la expresion génica viral o la
generacion de variantes virales atenuadas. El estadio de diferenciacion celular puede ser un
factor que determine el balance entre infecciones liticas y no liticas (Fields et al., 1996). Se ha
demostrado la existencia de una relacién entre la multiplicacién restringida de HIV y la
diferenciacion de monocitos (Pauza et al., 1988). Respecto a funciones de células
diferenciadas, se ha observado que la infeccidn persistente del virus de la enfermedad de
Borna (BDV) en células PC12 conlleva a cambios en la morfologia celular y en la expresion de
genes involucrados en la plasticidad neuronal (Hans et al., 2001). Asimismo, existen ejemplos
como el virus Epstein-Barr virus (EBV) que induce eficientemente la multiplicacion de las
células B humanas previniendo la muerte celular (Wensing & Farrell, 2000).

Respecto del mencionado proceso de apoptosis, se han reportado virus capaces de inducir

la muerte celular programada en células blanco asi como también se han estudiado ejemplos
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de virus que han desarrollado estrategias para limitar o restringir este proceso en las células
que infectan (Chuang et al., 2007, Khvalevsky et al., 2007, Velu et al., 2007).

La transduccion de senales de la célula hospedadora puede tener un rol importante en el
establecimiento de la infeccion persistente. Se ha descripto la importancia de la via de
senalizacion de JNK and PI3K/Akt en el establecimiento de la infeccion persistente de SARS-
CoV en células Vero E6 (Mizutani et al., 2005).

Dentro de los factores que dependen de la célula huésped y modulan la persistencia del
virus podemos citar al interferon, cuya funcién antiviral generalmente se presenta asociada
con la seleccion de particulas virales y el estado fisioldgico del cultivo. Se ha descripto que
proteinas estructurales de HCV juegan un rol importante en el escape de este virus al sistema
de interferon, ya sea por que la expresion de proteinas virales interfieren con la sefializacién
de interferon tipo | mediante la reduccion de los niveles de STAT1 fosforilada o mediante la
unién de la proteina del core directamente a STAT1. Esta via parece ser critica para el
establecimiento de la infeccion persistente de HCV y tiene implicancias importantes en el
entendimiento de las interacciones complejas entre proteinas virales y las defensas antivirales
de la célula hospedadora (Lin et al., 2006, Luquin et al., 2007).

Las infecciones persistentes suelen ser consideradas también como el resultado de un
equilibrio dinamico entre mutaciones del genoma viral y alteraciones de la célula blanco, lo
cual ha sido descripto para reovirus, coronavirus, picornavirus y parvovirus. Desde el punto de
vista de la célula, esta co-evolucion de la célula infectada ha sido asociada a una alteracién en
la expresion de los receptores en la superficie celular o cambios en las vesiculas intracelulares
y la morfologia del RE interrumpiendo el transporte entre el mismo y la membrana celular con
el concomitante bloqueo de la via secretoria (Lusso, 2006, Moffat et al., 2005). Asimismo,
procesos tales como: el control post-transcripcional/ traduccional por medio de productos
génicos virales o celulares, la estabilidad del ARN o proteica, la regulacién del transporte de
ARN vy proteinas, como asi también el transporte vesicular y el control via factores de
trascripcidon especificos resultan claves para regular el estadio de persistencia (Ghazal et al.,
2000).

Una caracteristica particular observada en las infecciones persistentes es la llamada
resistencia homéloga. La misma se refiere a la propiedad de una infeccion establecida para
prevenir la replicacion de un segundo virus, idéntico o relacionado al que le dio origen a la
infeccion. Esta interferencia, la cual no es mediada por interferon o particulas defectivas
interferentes, ocurre en varios sistemas virus—célula y puede ser debida a la exclusion del
virus sobreinfectante durante las etapas tempranas de adsorciéon y penetracion o bien puede
ocurrir luego que le genoma del virus sobreinfectante ha sido liberado en el citoplasma. La
entrada de los virus a la célula se da por interacciones especificas del mismo con sus

receptores, y ha sido evolutivamente seleccionada para no interferir en los pasos tardios del
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ciclo de multiplicacion. Algunos virus tales como HIV, el virus del sarampién, el virus influenza
y otros lentivirus han desarrollado mecanismos para solucionar este problema mediante una
regulacion negativa de la expresion de los receptores luego de la infeccion (Breiner et al.,
2001). Por otro lado, la habilidad de la infeccion viral establecida de interferir con un virus
homologo sobreinfectante intracelularmente es generalmente atribuida a la habilidad del virus
original de competir exitosamente por componentes limitados que son esenciales para la
replicacion viral (Adams & Brown, 1985).

Respecto a la generacion de variantes virales, para muchos virus, el establecimiento de la
infeccidn persistente esta asociada a la produccién de particulas defectivas interferentes (D.l.),
que son mutantes de deleccion subgenomicas que carecen de uno o mas componentes del
genoma salvaje. Estos mutantes son incapaces de generar una infeccion productiva y pueden
actuar modulando la infeccién del virus salvaje tanto in vivo como in vitro (Cave et al., 1985,
Huang, 1973, Huang et al., 1980, Rao & Huang, 1980, Rao & Huang, 1982, Tsai et al., 2007).
La presion ejercida por la generacién continua de DI hace que se seleccionen mutantes virales
que son resistentes a la interferencia producida por las mismas y de esta forma, habria ciclos
de D.I. diferentes a lo largo de la infeccion persistente.

Asimismo, se han reportado la seleccién de mutantes termosensibles durante la infeccion
persistente de varios virus en cultivos celulares (Chen et al., 1994, Rice & Wolff, 1978, Weber
et al., 1985). Dichas mutantes son letales condicionales que pueden presentar alguna
mutacion en su genoma a modo tal que a la temperatura restrictiva alguna proteina codificada
por dicho genoma no se sintetiza o no seria funcional. Las condiciones de cultivo de las
células persistentemente infectadas (generalmente 37°C) son semipermisivas para las
mutantes ts. Dado que estas mutantes son en su mayoria menos citopaticas y tienen menor
tasa de crecimiento respecto de los viriones salvajes esto permite una menor produccién de
progenie por célula resultando en la supervivencia de la célula huésped.

Para algunos virus animales se verifica una tendencia hacia adaptaciones que favorecen un
balance dinamico entre el virus y la célula asegurando la supervivencia tanto del hospedador
como del agente infeccioso (Ghazal et al., 2000).
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I.2.b. 1. Infecciones persistentes por arenavirus in vivo

Una de las principales caracteristicas de la biologia de los arenavirus es su capacidad para
producir infecciones persistentes en sus hospedadores naturales, asegurandose, de esta
manera, su perpetuacion en la naturaleza. El virus LCMV, prototipo de la familia Arenaviridae,
estda considerado como el sistema modelo mas ampliamente estudiado de infeccion
persistente in vivo. Dichos estudios, resultaron en el esclarecimiento de conceptos
fundamentales en la biologia moderna.

La infeccidn persistente producida del raton con LCMV fue documentada por primera vez
por Traub (1936), quien detectd virus infeccioso en tejidos y en la sangre de ratén infectados
naturalmente con este virus a lo largo de toda la vida del animal. Se desarrollaron diferentes
modelos con el fin de reproducir la infeccién persistente de LCMV en el ratén. De esta forma,
se describieron diferentes respuestas del ratén, las cuales dependen de la edad del animal al
momento de la infeccidn, su estado inmunoldgico y la via de inoculacion del virus.

La inoculacion de un raton adulto inmunocompetente con LCMV por via intracerebral
usualmente lleva a una leptomeningitis aguda, coroiditis y la inflamacion del ventriculo y
posterior muerte del animal entre los 6-8 dias. Siendo los linfocitos T las células efectoras
involucradas en esta reaccion citotoxica. Por el contrario, cuando el virus es inoculado en un
animal adulto inmunocompetente por una via periférica los animales sobreviven o mueren
dependiendo del balance entre la defensas inmunolégicas y la injuria inmunopatolégica. El
animal elimina la infeccion mediante la expansion clonal de CTLs CD8 (+) para antigenos
virales, los cuales son los encargados de eliminar a las células infectadas en la periferia, en
cambio, si el virus infecta el tejido leptomeningeo o células del plexo coroideo en el cerebro,
los CTL especificos para el virus inducen la muerte del animal (Oldstone, 2002). El virus
puede ser encontrado en diversos organos: sangre, higado, bazo, nédulos linfaticos, timo,
rindn pulmén y cerebro. También se comprobd que multiplica en macréfagos y linfocitos T y B.
En el caso que el animal sobreviva, el virus es eliminado y se establece un pool de linfocitos T
de memoria estable.

Cuando animales adultos inmunocompetentes son inoculados con una dosis letal del virus
junto con un agente inmunosupresor (irradiacion, timectomia o anticuerpos anti-linfocitos) o
inoculados con una variante viral inmunosupresora, la cual suprime la respuesta CTL
especifica de LCMV, se logra la infeccion persistente de este virus, lo que confirma que la
patologia observada en la infeccion aguda es timo dependiente (Ahmed et al., 1984,
Moskophidis et al., 1993, Zajac et al., 1998).

Asimismo, se ha descripto que cuando se inoculan ratones neonatos (menos de 24 dias de
vida) por cualquier via, incluyendo la intracerebral, el virus persiste en tejidos y sangre a lo
largo de toda la vida del animal. Sin embargo, la reconstitucion de estos neonatos con

linfocitos especificos contra LCMV conduce a la eliminacién del virus infeccioso y del acido
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nucleico viral de los tejidos de los mismos. En el caso mencionado o cuando el virus fue
transmitido verticalmente entre madre y feto, la inmunosupresion observada solo esta
restringida para la respuesta T contra LCMV (Oldstone, 2002).

Los requerimientos para la eliminacion de la infeccion persistente de LCMV difieren de
aquellos necesarios para la eliminacion de la infeccion aguda. Usualmente cuando ratones
adultos inmunocompetentes son inoculados con LCMV, aunque las respuestas innatas
incluyen la produccion de interferon, macrofagos y células natural killer, es la respuesta
adaptativa, principalmente linfocitos CD8+ especificos del virus, los responsables de la
eliminacion del patdgeno. Mediante experimentos empleando ratones knock out para una
variedad de genes codificando para componentes de la respuesta T, citoquinas o moléculas
efectoras, como perforina, se demostr6 que células T CD8+ y perforina eran los
requerimientos primordiales para el control de la infeccion aguda, aunque se postula que las
citoquinas IFNy y TNFa pueden actuar modulando la infeccion. De la misma manera, aunque
las células B y/o los anticuerpos neutralizantes no son requeridos para la eliminacién del virus,
pueden jugar un rol substancial en disminuir la carga viral y pueden actuar de manera
sinérgica con las células T antivirales y prevenir la reinfeccion (Slifka, 2002).

Por otro lado, el control a largo plazo de la infeccion persistente requiere de la ayuda de las
células T CD4+ para sostener la respuesta de las células T CD8+ ademas de requerir IFNy y
TNFo los cuales resultan esenciales para eliminar el virus durante la infeccion persistente
(Oldstone, 2002).

MacFarlane Burnet y Fenner en 1949 postularon la eliminacion de células
inmunocompetentes como la base de la tolerancia inmunoldgica para virus persistentes y
antigenos propios. En aquel momento, este concepto fue utilizado para explicar la retencion
de virus infeccioso durante toda la vida del animal, usualmente en ausencia de anticuerpos
circulantes y fue definido como un estado refractario en respuesta a un virus (antigeno) previo
a la exposicién de ese antigeno (Burnet, F.M. & Fenner, F., 1949).

La ausencia de circulacion de anticuerpo libre en la infeccion persistente que se inicio in
utero, durante el nacimiento o en los adultos, se debe a que los anticuerpos en vez de viajar
libres en la sangre, se hallan unidos al virus o antigenos virales formando complejos inmunes
(Oldstone, 2006). Asimismo, en un primer momento se describid la eliminacion clonal
irreversible de células T como factor determinante de la infeccidon persistente, sin embargo,
mas tarde, mediante la realizacidon de experimentos, se observd que, si por algun mecanismo
la infeccidon persistente es eliminada, (por ejemplo mediante inmunoterapia adaptativa), el
ratén puede regenerar la respuesta CTL antiviral contra LCMV. Esto llevé a postular que las
células T estan presentes en los hospedadores persistentemente infectados pero no

responden o no son capaces de eliminar la infeccion postulandose la situacion de extenuacion
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de las células T o impedimento funcional, hechos que sugieren la reversibilidad de la misma
(Oldstone, 2006).

Se ha mencionado que los virus poseen diversas estrategias para desbaratar la elaboracion
de la respuesta inmune, actuando en algun lugar de la via para la generacion de la activaciéon
o la expansion de las células T. Entre dichos mecanismos se describe la infeccién de células
del sistema inmune, entre ellas, células dendriticas (DC). Estas células son un nexo entre la
respuesta inmune innata y adaptativa y son las células centinelas que protegen al hospedador
contra los organismos infecciosos. Las DC en el bazo y los ndédulos linfaticos son
principalmente las células presentadoras de antigenos mas importantes del sistema inmune ya
que procesan los antigenos virales, incorporandolos a las moléculas MHC a fin de
presentarlos a células T naive y de esta manera activarlas para realizar sus funciones
efectoras. En el caso de LCMV se describié que, no solo es capaz de multiplicar en estas
células, sino que también interfiere en su desarrollo, expansion y funciéon (Hahm et al., 2005,
Sevilla et al., 2000, Sevilla et al., 2004). Estas observaciones respecto de la alteracion en las
funciones sin destruccion de las células fueron extendidas a la infeccion de linfocitos y
macroéfagos (Ahmed et al., 1987, Doyle & Oldstone, 1978). En conjunto, esto podria resultar en
el impedimento funcional de las células T observado durante la infeccion in vivo de LCMV.

También, se ha documentado la importancia de los tejidos del hospedador en la seleccion
de variantes virales. Se ha descripto la aparicion de variantes virales en los tejidos linfoides de
animales persistentemente infectados al nacer con LCMV cepa Armstrong. Estas variantes
causan persistencia cuando son inoculadas en ratones adultos y estan asociadas a supresion
en la respuesta de células T. Por otro lado, el virus recuperado a partir del sistema nervioso
central se comporté de manera similar a la cepa parental. Las bases moleculares del fenotipo
inmunosupresor de estas variantes fue adjudicado a un cambio aminoacidico en la
glicoproteina viral (cambio de una fenilalanina a una leucina en la posicién 260) (Ahmed et al.,
1991). Esta mutacion, en conjunto con la mutacion en la polimerasa (K a Q en la posicion
1079) fueron asociadas al tropismo por los macréfagos, y se ha descripto que ambas son
esenciales para el establecimiento de la persistencia in vivo (Matloubian et al., 1993). Una de
estas variantes, denominada Clon 13 tiene una mayor afinidad por el receptor a-DG respecto
de otras cepas virales, incluyendo la cepa Armstrong. Entre las células del sistema inmune, las
células CD11c+ y las DEC205+ células dendriticas esplénicas expresan primariamente el
receptor celular a-DG para LCMV. Las variantes que se unen al receptor con alta afinidad
estan asociadas con la multiplicaciéon viral en la pulpa blanca del bazo, mostrando una
replicacion preferencial en células CD11c+ y DEC205+, causando inmunosupresion y
estableciendo la infeccion persistente. Por el contrario, variantes y cepas de LCMV que se
unen con menor afinidad al receptor, replican preferencialmente en la pulpa roja y solo

minimamente en células CD11c+ y DEC205+, generando una respuesta marcada de las
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células T anti LCMV, la que elimina la infeccion viral. Esta interaccion virus/receptor en las DC
in vivo puede ser un paso esencial en la iniciacion de la inmunosupresion inducida por el virus
y el establecimiento de la persistencia viral (Oldstone, 2002).

Como se ha mencionado, la infeccion de neonatos con LCMV in utero o tempranamente
luego del nacimiento resulta en una infeccion persistente de por vida, donde virtualmente
todos los tejidos estan infectados y en el sistema nervioso central la replicacion esta
restringida a neuronas. Dado que los animales no presentan signos de deterioro y tienen un
promedio de vida normal se postuld que la infeccidon persistente ocurria en ausencia de
enfermedad, aunque estudios posteriores mostraron una perturbacion en las funciones
diferenciadas de las células neuronales, alteraciones en el desarrollo del sistema nervioso

central y efectos comportamentales diferenciales (Evans et al., 2002).

Respecto de la infeccion persistente de JUNV in vivo, en la década 1970 se encontré que
Calomys musculinus, roedor que habita la zona endémica, estaba persistentemente infectado
con este virus (Sabattini, 1977). A fin de estudiar los mecanismos involucrados en la
persistencia viral se desarrollaron modelos experimentales a partir de la infeccion experimental
de C. musculinus con la cepa XJCl; de JUNV (Frigerio et al., 1982, Gonzalez et al., 1982). Los
animales neonatos infectados con cepas salvajes de JUNV presentaron un aumento en la
mortalidad tardia respecto a los animales no infectados, su crecimiento resulté retardado y su
fertilidad disminuydé (Vitullo et al., 1987). Neonatos (1-10 dias) de C. musculinus inoculados
con JUNV XJCI; por via intraperitoneal desarrollaron la tipica infecciéon aguda, la cual se
caracteriza por un cuadro encefalico con temblores, convulsiones, excitabilidad acentuada,
lateralizacion de la marcha y paralisis flacida del tren posterior de aparicion no regular, con 50-
70% de mortalidad. Se pudo aislar virus a partir de cerebro desde el dia 6 p.i. con un maximo
titulo viral el dia 12 p.i. Fue posible detectar anticuerpos neutralizantes anti JUNV desde el dia
11 p.i. y todos los animales cronicamente infectados mostraron presencia continua de los
mismos. Durante la etapa aguda de la infeccion se observo que 40% de los animales
desarrollaron linfopenia y neutrofilia con una pequena variacion en la poblacion de monocitos.
Asimismo, se observd una hipoglucemia importante respecto de los valores control. Por el
contrario, durante la etapa cronica de la infeccibn no se observaron variaciones en los
parametros hematolégicos de los animales persistentemente infectados respecto de los
animales control (Steyerthal et al., 1990). El virus se localizé en cerebro, tanto en los animales
muertos por accion del virus como en los cricétidos que se recuperaron. Estos ultimos
desarrollaron una infeccién crénica pero con escasa eliminacion de virus por vias naturales.
Experimentalmente se detectd transmisién vertical post-parto y transmision horizontal de
JUNV, siendo esta ultima el mecanismo de contagio mayoritario. Esto ultimo ocurriria

mediante el contacto cercano entre animales siendo la saliva la secrecion infectiva principal,
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aunque la orina también puede estar contaminada. La méxima concentracion viral se encontré
en las glandulas salivales, y aunque el virus se encontré en diversos 6rganos, especialmente
noédulos linfaticos y bazo, el hecho que la produccion viral sea tan alta en las glandulas
salivales apoy6 la idea que la saliva es la ruta principal de la dispersion del virus en la
naturaleza.

La susceptibilidad decrece con la edad, y animales mayores a 20 dias resultaron
resistentes cuando fueron infectados por via intraperitoneal. Sin embargo se observé que
adultos fueron inoculados por via intranasal desarrollaron una enfermedad neuroldgica con
50% de mortalidad, manifestando los sobrevivientes sintomas neurologicos persistentes
asociados a una detencion del crecimiento. En este ultimo caso, se observé que los
sobrevivientes tienen una baja eficiencia reproductiva hecho que indica que la transmision
vertical no seria un mecanismo viable por si mismo para mantener la infeccion en la
naturaleza (Vitullo et al., 1987). Hasta el momento, la infeccién persistente del JUNV ha sido
correlacionada con altos titulos de anticuerpos neutralizante dirigidos hacia el virus
(Weissenbacher et al., 1987).

Los mecanismos que llevan a la persistencia viral en Calomys se encuentran poco
explorados debido a la dificultad de la crianza en cautiverio de este cricétido. Se ha descripto
que, virus recuperado durante los dias 14 a 61 p.i. a partir de sangre de animales infectados
con JUNV XJCI;, se comporté de manera diferencial frente a la neutralizaciéon con antisuero
anti JUNV, respecto del virus parental, concluyéndose que la emergencia de variantes
antigénicas virales ocurre tanto en la infeccion aguda como en la persistente (Alche & Coto,
1986). Asimismo, ensayos de cinética de neutralizacién permitieron diferenciar entre la cepa
parental y las variantes antigénicas aisladas a partir de C. musculinus infectados. Estos
ensayos también revelaron que el virus obtenido a partir del cerebro del cricétido no era
neutralizado eficientemente por el suero del animal a partir del cual se habia realizado el
aislamiento, indicando un probable un mecanismo de escape a la accién del sistema inmune,
lo que permitiria el establecimiento de la infeccién persistente in vivo (Alche & Coto, 1986,
Alche & Coto, 1988).

La administracion temprana de suero anti-timocito a C. musculinus neonatos disminuyo la
enfermedad clinica, la mortalidad y el dafio cerebral. La administracion tardia del suero no
modificé el patrén de infeccion de JUNV, lo que sugiri6 que algun mecanismo inmune
participaria en la patogénesis de JUNV en su reservorio natural (Coulombie et al., 1986).

La busqueda de modelos de infeccién de JUNV in vivo llevé a la caracterizacion de varios
sistemas virus - hospedador.

En el caso del ratéon blanco, los neonatos son susceptibles a cualquier cepa del virus
administrada por cualquier via. Los animales desarrollan una meningoencefalitis letal causada

por la inmunidad mediada por células. Los pocos sobrevivientes desarrollan una infeccion
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persistente y el virus puede ser aislado a partir de cerebro hasta el dia 140 p.i. (Rabinovich et
al., 1987). También se observo persistencia de JUNV cuando se inocularon ratones adultos
atimicos por via intracerebral, ninguno de ellos presenté enfermedad neuroldgica durante un
periodo de observacion de 6 meses, aunque se detectaron niveles altos de infectividad en
cerebro con un pico al los 32 d.p.i., al mismo tiempo aparecié viremia junto con el pico de
infectividad en el sistema nervioso central y no fue posible la detecciéon de anticuerpos en
circulacion. Estos resultados mostraron el rol importante que tienen los linfocitos T en la
eliminacion del virus en el SNC, dada la persistencia inducida en los ratones adultos atimicos
(Weissenbacher et al., 1986).

Respecto a la infeccion de JUNV en ratas, se observd que hay una estrecha relacion entre
la edad del huésped y la susceptibilidad a la infecciéon. La mortalidad obtenida en ratas Wistar,
inoculadas por via intracerebral con dos cepas de distinta virulencia de JUNV a distintas
edades mostro diferencias significativas. La mortalidad fue baja (5%) en animales inoculados a
los 2 dias de edad con la cepa patéogena XJ, mientras que fue de 100% en animales de la
misma edad inoculados con la cepa atenuada XJCIl;. El tratamiento con suero antitimocito
sugiere que el mecanismo patogénico varia con la cepa, aumenta con XJ y disminuye con
XJCl3, indicando que solamente para esta ultima cepa la encefalitis tendria un origen
inmunologico (Weissenbacher & Damonte, 1983). Se observé que cuando los animales de 2
dias de edad se inocularon por via intraperitoneal con las cepa XJ o XJCI; se indujo un efecto
patolégico inverso al observado por via intracerebral. Se observa una mortalidad de 85%
cuando son inoculados con la cepa patdégena mientras que cuando son inoculados con la cepa
atenuada, la mortalidad no supera el 15% (Weissenbacher & Damonte, 1983). Luego de la
inoculacion intracerebral de JUNV, durante la etapa aguda de la infeccién y en el transcurso
de la enfermedad neuroldgica, se encontré antigeno viral en el 100% de los animales, en la
mayoria de neuronas y en un menor grado en astrocitos, cuando se evalud dicha expresién a
los 540 dias post infeccion los niveles fueron del 20%. El antigeno viral gradualmente
desaparecié del hipocampo pero persistio irregularmente en la corteza cerebral, ganglios
basales, células de Purkinje y médula oblonga. Dicho patron sugiere que seria una
subpoblacion neuronal en la cual el virus persiste, llevando en ocasiones a un sindrome
neuroldgico retardado (Lascano et al., 1989). Cuando las ratas fueron estudiadas hasta 9
meses después de la infeccion, no se aislo virus infeccioso en el SNC por aislamiento
convencional, pero si por cocultivo de encéfalo con células Vero (Weissenbacher & Damonte,
1983).

En el estudido de JUNV en primates se observé que el virus produce infeccién en las 5
especies de primates estudiados hasta el momento: Alouatta caraua, Saimiri sciureus, Aotus
trivirgatus, Cebus sp. y Callithrix jacchus. En las primeras tres especies la infeccion no se

manifiesta por enfermedad clinica, ni por aislamiento de virus, ni por alteraciones
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hematoldgicas significativas y solamente se infiere por la aparicion de anticuerpos
neutralizantes (Frigerio et al., 1982, Weissenbacher et al., 1978). Respecto a Cebus sp. la
inoculacion periférica con la cepa XJ produjo una infeccidon caracterizada por poliadenopatia
generalizada, ausencia de cuadro hemorragico, leuco-plaquetopenia significativa y aislamiento
de virus a partir de sangre y fauces y una rapida respuesta humoral. Luego de la segunda
semana post infeccion se observd perdida de peso en todos los animales. En 4 de los 8
animales se observd signos de cuadro neurolégico, mientras que los otros 4 mostraron
moderados signos de dicho cuadro. Todos los animales se recuperaron menos 1 el cual
desarrollo un coma profundo (Carballal et al., 1983). Animales sobrevivientes a la infeccién
intramuscular e intracerebral con las cepas XJ y XJCI; respectivamente no exhibieron
persistencia viral. Aunque los mismos fueron tratados con drogas inmunosupresoras, no se
aislé virus de sangre ni érganos, aun luego de realizarse pasajes ciegos en raton o células
Vero (Oubina et al., 1984). En el Callithrix jacchus, la cepa patdégena XJ por via i.m. produce
anorexia, perdida de peso, trombocitopenia, leucopenia y sintomas neurologicos y
hemorragicos que culminan con la muerte del animal. Se recuperd virus a partir de orina,
sangre y de todos los 6rganos evaluados durante la autopsia (Weissenbacher et al., 1979).
Cuando Callithrix jacchus fue inoculado con XJCl;, los animales no mostraron signos de
enfermedad ni mortalidad, aunque se observo viremia desde el dia 18 al 40 p.i. Asimismo, se
detectaron anticuerpos neutralizantes a partir de la tercera semana p.i. en adelante. Cuando
se investigo el establecimiento de la infeccion persistente, no se detectd virus infeccioso en los
dias 370, 390, y 420 p.i.,, aunque el antigeno viral se encontré6 en 6rganos, los cuales no
presentaban lesiones (Avila et al., 1985).

Respecto a la infeccion experimental del cobayo, la cepa XJ es patdgena para el mismo, el
cual reproduce la enfermedad humana con 100% de mortalidad entre los 11-14 dias post
infeccion, segun la dosis inoculada. El cuadro clinico se caracteriza por fiebre, descenso del
peso corporal e hipertermia, presentando los animales autopsiados lesiones hemorragicas o
petequias en tejido celular subcutaneo, intestino, suprarrenales y ganglios linfaticos. La
diseminacion viral se generaliza a casi todos los érganos, con excepcion del SNC, siendo
excretado el virus en escasa cantidad por orina y fauces (de Guerrero et al.,, 1977). A
consecuencia de la infeccién se producen alteraciones hematolégicas y se induce una
inmunosupresion hacia antigenos no relacionados y hacia el mismo virus ya que no se
detectan anticuerpos anti-JUNV en los animales durante todo el transcurso de la enfermedad
(Weissenbacher & Damonte, 1983). El cobayo es un excelente modelo experimental para
diferenciar cepas de JUNV debido a que la mayor o menor patogenicidad para el hombre de
las distintas cepas de virus parece correlacionarse con la morbi-mortalidad que las mismas
producen en el cobayo (Weissenbacher & Damonte, 1983). La inoculacién del cobayo con la

cepa XJCIl; demostré que esta es atenuada respecto de la cepa XJ, no observandose
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destruccién del tejido linfoide y detectandose respuesta inmune hacia el virus. En los animales
sobrevivientes a la inoculacion con cepas atenuadas por via i.m., i.p. o i.c. se detectd
persistencia viral durante periodos prolongados de tiempo en diversos érganos. En casi todos
los casos la persistencia se desarrolld sin enfermedad aparente y se observd la presencia de

anticuerpos neutralizantes (Malumbres et al., 1984).

I.2.b. 2. Infecciones persistentes por arenavirus in vitro

Aunque el comportamiento de los virus en cultivos celulares no es necesariamente un
paralelo ni un modelo exacto de la infeccién causada por el mismo agente en su huésped
natural, este sistema artificial permite en la gran medida estudiar los fenémenos de
persistencia de distintos virus, en particular aquellos ligados al equilibrio establecido entre la
fisiologia celular y la multiplicacion viral.

A su vez, también debemos considerar el hecho que, como se menciond, el resultado de la
infeccién de un organismo multicelular por un virus es la consecuencia de una compleja serie
de interacciones entre factores virales y factores aportados por el huésped, en particular, el
sistema inmune. Para llegar a dilucidar las bases de los mecanismos que controlan este
proceso de infeccion, se debe comenzar, necesariamente, por el esclarecimiento de los
eventos a nivel celular, ya que la diseminacién o no de un virus va a ocurrir luego de repetidos
ciclos de interaccién virus-célula huésped.

Cuando se analizan estudios de infecciones persistentes de virus in vitro es importante
distinguir entre: a) cultivos “carrier”, b) cultivos regulados (persistencia verdadera) c)
transformantes (Rima & Duprex, 2005, Walker, 1964). Los primeros, estan caracterizados por
la presencia de células no infectadas en el cultivo, debido a la existencia de un equilibrio
dinamico entre células infectadas y no infectadas y entre la liberacion de virus y la replicacion
celular. Contrariamente, las infecciones persistentes verdaderas se caracterizan por presentar
la totalidad de las células del cultivo infectadas con liberacion de virus al medio, en donde el
metabolismo y la duplicacion celular no se hallan seriamente alterados (Rima & Duprex, 2005).
Por ultimo las infecciones transformantes se caracterizan por ser producidas por virus
tumorales los cuales son capaces de inducir la proliferacion celular y la pérdida de la inhibicion
por contacto.

Los arenavirus multiplican en una amplia variedad de cultivos celulares y son capaces de
establecer infecciones persistentes in vitro con facilidad. En los estudios realizados de
infecciones persistentes por arenavirus no se han encontrado alteraciones a nivel morfolégico,
como asi tampoco la fisiologia celular, ya que los cultivos persistentemente infectados poseen

caracteristicas de crecimiento y requerimientos nutricionales similares a los de las células no
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infectadas (Boxaca et al., 1972, Candurra & Damonte, 1985, Damonte & Coto, 1979, Damonte
et al., 1981).

El modelo mas estudiado hasta el momento y el que ha aportado mas informacion respecto
de esta clase de infeccidén es el de la infeccidn persistente in vitro producida por el virus
LCMV. Hotchin propuso que la infeccion transitoria de células L con LCMV se debe a ciclos
repetidos de infeccion celular. El virus cumple su ciclo de multiplicacion sin provocar la muerte
celular solo en algunas células del cultivo, luego de lo cual las células sobrevivientes serian
resistentes a la sobreinfeccion. Finalmente, las células pierden toda evidencia del virus y se
convierten en susceptibles a ser re-infectadas. La persistencia segin este modelo se
mantendria en la poblacién celular por infecciones ciclicas repetidas (Hotchin, 1974).

Este modelo podria completarse con resultados obtenidos a partir de estudios de la
produccién de D.l. por parte de los cultivos persistentemente infectados, las cuales permitirian
la perpetuacion del virus en el cultivo celular modulando la multiplicacién viral y la capacidad
citolitica del virus salvaje (Dutko & Pfau, 1978). Se ha descripto la presencia en abundancia de
esta clase de particulas en los sobrenadantes de células persistentemente infectadas, cuyos
niveles fluctuaron con un paralelismo opuesto a los niveles de virus infeccioso producidos
(Lehmann-Grube et al., 1969, Weber et al., 1983, Welsh & Pfau, 1972). Mas tarde, el modelo
de virus defectivo e interferente como causa probable de la persistencia de LCMV in vitro se
consolido ya que se hallaron ARN virales con delecciones importantes (Francis & Southern,
1988) e incluso también con pequenas delecciones y/o sustituciones en regiones terminales
no codificantes conservadas que permitirian la replicacion pero no la transcripcion de dicho
genoma (Meyer & Southern, 1997). En cultivos persistentemente infectados no virogénicos se
ha asociado la ausencia de DI a la produccion de virus infeccioso intracelular (van der Zeijst et
al., 1983a). Asimismo, la ausencia de virus infeccioso extracelular ha sido relacionada a la
reduccién o inhibicion de la expresion de las glicoproteinas en la membrana de las células
infectadas (Buchmeier et al., 1980, van der Zeijst et al., 1983b).

Como se mencion6é anteriormente, los virus que establecen infecciones persistentes
pueden mostrar efectos selectivos y unicos sobre la maquinaria transcripcional del huésped.
En el caso de la infeccion persistente del LCMV in vitro, se ha descripto que este virus puede
selectivamente perturbar la expresion de GAP-43, una proteina que tiene un rol central en la
plasticidad neuronal, pero a su vez las neuronas infectadas permanecen libres de injurias
estructurales (Cao et al., 1997, de la Torre et al., 1996). Asimismo, se ha descripto que la
infeccion persistente de LCMV en una linea celular de pituitaria de rata interfiere con la
sintesis de hormona de crecimiento por parte de estas células sin provocar cambios
estructurales en las mismas, lo que ilustra un mecanismo molecular por el cual la infeccién del
virus puede alterar una funcion celular diferenciada sin perturbar funciones vitales celulares
(de la Torre & Oldstone, 1992).
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El virus JUNV es capaz de crecer in vitro en una amplia variedad de sustratos celulares sin
producir efecto citopatico aparente, con la excepcion de células Vero, HeLa y MRC5
(Weissenbacher & Damonte, 1983, Weber et al., 1985). Este efecto ocurre durante los
primeros estadios de la infeccion, definiendo lo que se conoce como etapa aguda de la misma,
en donde los niveles de multiplicacién viral son maximos. A partir de 10 dias post infeccion las
células sobrevivientes a la accién viral comienzan a repoblar el cultivo estableciéndose un
equilibrio entre el virus y la célula, que da origen a lo que se conoce como etapa persistente.
De manera similar a lo observado para LCMV, la transicion desde la infeccion aguda a la
persistente esta caracterizada por una reduccion en la liberacién de progenie viral infecciosa y
por una reduccion de la expresion de las glicoproteina (G1) en la superficie de la célula
infectada, mientras que se demostrd la presencia de la glicoproteina responsable de la
capacidad fusogénica (G2) en dichos cultivos. Asimismo, en algunos casos se observo un
patron de expresion diferencial de la nucleoproteina viral en el citoplasma de las células
persistentemente infectadas con JUNV (Carballal et al., 1980, Ellenberg et al., 2002).

Estos cultivos, ademas de ser morfolégicamente indistinguibles de las células no
infectadas, se caracterizan por ser resistentes a la sobreinfecciéon con virus homélogo y
antigénicamente relacionado (Damonte & Coto, 1979, Damonte et al., 1978, Weber et al.,
1985). En un cultivo de células Vero persistentemente infectado con JUNV no virogénico se
comprobo que JUNV sobreinfectante fue capaz de adsorberse y penetrar pero no de sintetizar
la cadena complementaria del genoma viral, paso intermediario necesario para la replicacion
del genoma del virus. Asimismo, la resistencia a la sobreinfeccion observada en estos cultivos
fue atribuida a un factor asociado a células, dado que esta resistencia fue conferida a células
susceptibles cuando las mismas fueron co-cultivadas junto con células persistentemente
infectadas, mientras que sobrenadantes de células persistentemente infectadas no mostraron
esta capacidad. Mas aun, la resistencia a la sobreinfeccién con virus homdlogo, que mostraron
dichos cultivos, fue correlacionada a la expresion de N en dichas células (Ellenberg et al.,
2004).

En la mayoria de los trabajos realizados, en los que se estudiaron cultivos virogénicos, se
describe la existencia de un patron ciclico y niveles reducidos de liberacion de virus infeccioso,
con periodos de ausencia de liberacion de progenie viral y produccion en algunos casos de
D.l. (Candurra & Damonte, 1985, Help et al., 1976).

Asimismo, a partir de la infeccion persistente de JUNV in vitro se han podido aislar
variantes virales, cuya existencia se postula como una condicibn necesaria en el
establecimiento y mantenimiento de este tipo de infecciones (Weissenbacher et al., 1987). Se
ha descripto tanto para la infeccion persistente in vitro de JUNV como también para TCRYV, la

aparicion de variantes virales termosensibles, termolabiles y de crecimiento lento respecto del
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virus que le di6 origen a la infeccion (D'Aiutolo & Coto, 1986, Damonte & Coto, 1979, Weber et
al., 1985).
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Objetivos

El objetivo del presente trabajo se centro en el andlisis e identificacion de parametros
diferenciales que permitan caracterizar una infeccion del tipo persistente del virus Junin in

vitro respecto de una infeccion aguda.

Con este proposito se estudiaron las caracteristicas de células BHK-21 persistentemente
infectadas con JUNV en cuanto a la multiplicacién viral, ya sea a través del analisis de la
expresion de antigenos virales como asi también mediante la caracterizacion del virus
producido por el cultivo y de posibles alteraciones celulares responsables de la restriccion de
dicha multiplicacion durante la persistencia.

El analisis mencionado se llevé a cabo a lo largo de 3 anos lo que permitio inferir un perfil
“evolutivo” del proceso.

Este anadlisis se realizé a través de un abordaje bioldgico y molecular del sistema

permitiendo de esta forma completar estudios realizados previamente.
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Materiales y Métodos

MM. 1. Lineas celulares utilizadas

Se utilizé la linea celular BHK-21 (riidn de hamster neonato, ATCC, CRL8544) y la linea
celular continua Vero (rifion de mono verde africano Cercopithecus aethiops, ATCC CCL 81).
Las lineas fueron subcultivadas semanalmente en medio de cultivo con 50 pg/ml de
gentamicina empleando DMEM (medio minimo esencial modificado por Dulbecco) con 10% de
suero fetal bovino (SFB) inactivado (56°C durante 30 minutos) y buffer HEPES 20 yM o MEM
(medio minimo esencial) con 5% de suero fetal bovino inactivado, respectivamente.

Los cultivos se crecieron y mantuvieron a 37° C en estufa con 4% de CO..

MM. 2. Virus utilizados

Se utilizé la cepa XJCI; de virus Junin (JUNV), atenuada para cobayo, derivada de la cepa
prototipo XJ (Guerrero et al.,, 1969, Rugiero et al., 1969). También se emplearon los
arenavirus: Tacaribe (TCRV) cepa TRLV 11573, Pichindé (PICV) cepa 3739 y virus de la
coriomeningitis linfocitica (LCMV), cepa WE y los virus herpes simplex tipo 1 (HSV-1) cepa F y
de la estomatitis vesicular (VSV), cepa Indiana, como controles no relacionados.

Los stocks de trabajo de los arenavirus se prepararon infectando células Vero con una
multiplicidad de infeccion (m.o.i.) de 0,1 UFP/cél, utilizando como fuente de virus el
sobrenadante del cultivo. cosechado al 2% y 3° dia post infeccién (p.i.) en el caso de LCMV,
mientras que para el resto de los arenavirus, el sobrenadante se coseché al 4° y 5° dia p.i..
Los stocks tuvieron titulos que fluctuaron entre de 10° y10” UFP/ml. Los stocks de trabajo de
HSV-1 y VSV se prepararon en células Vero infectadas a una m.o.i. de 0,1 UFP/cél.. El
sobrenadante del cultivo se cosechd a las 24 h.p.i.. Fueron empleados los que tuvieron titulos
de 107 -10° UFP/m.

Todos los stocks se clarificaron por centrifugacion durante 15 min. a 10000 x g, luego de lo

cual el sobrenadante fue alicuotado y guardado a -70°C hasta su utilizacion,

MM. 3. Obtencién de cultivos persistentemente infectados con JUNV

A partir de las células BHK-21 se obtuvo la linea celular persistentemente infectada con
JUNV, denominada K3. Para ello, se inocularon experimentalmente células BHK-21 con la
cepa XJClz a una m.o.i. de 0,1 UFP/cél.. Las células K3 se mantuvieron de manera similar a
las células no infectadas y resultaron morfolégicamente indistinguibles de las mismas.
Peridodicamente se coseché el sobrenadante de las células K3 a fin de cuantificar la
infectividad producida por las mismas y la presencia de particulas defectivas interferentes
(D.1.). Asimismo, durante el periodo de estudio las células K3 fueron desafiadas, en varios
momentos, con distintos virus a fin de estudiar su resistencia a la sobreinfeccion. El
experimento correspondiente a la Figura R26 se realiz6 a los 737 d.p.i., para ello, las células
K3 se sobreinfectaron con los arenavirus: JUNV, TCRV, PICV y LCMV vy los virus HSV-1 y
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VSV a una m.o.i. de 0,1 UFP/cél.. A diferentes tiempos p.i. los sobrenadantes de cultivo se
cosecharon a fin de cuantificar la produccién de virus extracelular. El virus total se cuantifico a
partir de las suspensiones obtenidas luego de someter a las células junto con el sobrenadante
a 3 ciclos de congelado y descongelado a —70°C.. En ambos casos, el material se titulo en
células Vero por el método de UFP. Como controles se utilizaron células BHK-21 infectadas

de la misma forma y células K3 inoculadas con PBS.

MM. 4. Ensayo de viabilidad celular (técnica del MTT)

Para evaluar el crecimiento de los cultivos celulares, se utilizé el ensayo colorimétrico o
técnica del MTT (3-4,5-dimetiltiazol-2-il-2,5-difenil bromuro de tetrazolio). Este compuesto es
procesado por la enzima mitocondrial succinato deshidrogenasa formando cristales de
formazan (producto coloreado), siendo la cantidad de los mismos proporcional al numero de
células viables presentes en el cultivo. Las monocapas de células BHK-21 y K3 fueron
crecidas en microplacas de 96 cavidades. Luego de diferentes tiempos post siembra, se
agregaron 10 ul de una solucion de MTT (5 mg/ml) (Sigma-Aldrich, USA) en cada cavidad y se
incubo a 37°C durante 2 h. Transcurrido este periodo, se descartaron los sobrenadantes y los
cristales de formazan fueron disueltos en 200 pl de etanol por cavidad. Se determiné la
densidad optica, utilizando un lector de ELISA a una longitud de onda de muestra de 492 nm y

una longitud de onda de referencia de 690 nm.

MM. 5. Cuantificacion de la infectividad viral

La cuantificacién de la infectividad viral se llevé a cabo mediante la técnica de unidades
formadoras de placas (UFP). Para ello, se infectaron monocapas de células Vero crecidas en
microplacas de 24 cavidades con diluciones seriadas decimales del virus, dejando adsorber el
in6culo por 1 h. a 37°C. Al cabo de ese tiempo, se descarté dicho inéculo y las células se
cubrieron con medio de cultivo semisolido formado por una mezcla en partes iguales de
metilcelulosa 1,4% y MEM 2x (doble concentrado). Luego de 7 dias de incubacién a 37°C,
para los arenavirus y de 48 h. para HSV-1 y VSV, las células se fijaron con formol 10%

durante 1 h. y se tifieron con cristal violeta 1% en etanol 10%.

MM. 6. Cuantificacion de actividad interferente

La presencia de particulas defectivas interferentes (D.l.) en los sobrenadantes de las
células K3 se investigd mediante un ensayo de actividad interferente. Para ello, células Vero
crecidas en microplaca de 6 cavidades fueron incubadas durante 1 h. con 0,4 ml del material
de estudio sin diluir cuya actividad interferente se deseaba determinar. Al cabo de ese tiempo
se descartaron los inéculos y la monocapa celular se lavo con PBS. Los cultivos se desafiaron

con 150 UFP de JUNV. Como control, se desafiaron células Vero sin tratar con el material
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interferente, con el mismo indculo viral. Los cultivos fueron re-incubados 1 h. a 37°C y luego
de finalizado ese periodo, se descartaron los indculos y las células se cubrieron con medio de
mantenimiento (MM, MEM con 1,5% de SFB) e incubaron a 37°C por 48 h.. Transcurrido ese
periodo, los sobrenadantes se cosecharon y se guardaron a -70°C hasta su posterior
titulacion por la técnica de UFP.. La actividad interferente (Al) se calculé como el porcentaje de
la relacién entre la diferencia del titulo control y el titulo obtenido en los cultivos que habian

sido pretratados con el sobrenadante de las células K3 respecto del titulo control, es decir:

% Al=E—-1 x100

E

Donde | = titulo de JUNV a las 48 h.p.i. en las células tratadas con el material a estudiar. E

= titulo de JUNV a las 48 h.p.i. en las células no tratadas.

MM. 7. Cuantificacion de centros infecciosos

El nimero de células productoras se estimé mediante la técnica de centros infecciosos.
Para ello, monocapas de células K3 y células BHK-21 infectadas con JUNV se tripsinaron y se
centrifugaron a 1500 r.p.m. durante 5 min. para luego ser resuspendidas en PBS. Este lavado
se repitié 3 veces a fin de eliminar restos de tripsina. Finalmente las células se resuspendieron
en medio de cultivo (1 o 0,5 ml) conteniendo una dilucion 1:100 de un antisuero policlonal de
conejo anti-JUNV y se incubaron durante 15 min. a 37°C. Las células se contaron en camara
de Neubauer y se sembraron (0,2 ml) sobre monocapas de células Vero. Luego de 2 h. de
adsorcion los cultivos fueron incubados con medio de cultivo semisélido. Transcurridos 7 d.p.i.
las células se fijaron con formol 10% y se tifieron con cristal violeta 1% etanol 10%. Se
determiné el nimero de centros infecciosos contando la cantidad de placas, considerando que

cada placa fue originada por una célula infectada productora de virus.

MM. 8. Técnica de inmunofluorescencia indirecta

La expresion de antigenos virales (N y GPC/G1) y de TSG101 se estudié mediante la
técnica de inmunofluorescencia indirecta. Con este fin, células BHK-21 y células K3 fueron
crecidas sobre cubreobjetos. A las 24 h. post-siembra las células BHK-21 se infectaron con
JUNV. A las 48 h.p.i. (72 h. post-siembra) las células se lavaron 3 veces con PBS y se fijaron
con metanol a -20° C, durante 10 min. (IFI total). Para detectar antigenos de membrana, luego
de los lavados, se incubaron las células con el anticuerpo correspondiente durante 30 min. a
4°C, se lavaron 2 veces con PBS frio y finalmente se fijaron con metanol a —20° durante 10
min. (IFI de membrana). Luego del periodo de fijacidn, se retiré el metanol y se dejé secar al
aire. Las células asi fijadas pueden almacenarse a —20°C por periodos prolongados, al cabo
de los cuales las células se lavaron 3 veces con PBS por 5 min.. El paso siguiente, en el caso

de la IFI total, fue la incubacién a 37°C por 30 min. en camara humeda de las improntas
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celulares con los anticuerpos correspondientes diluidos segun se indica en la Tabla MM1.
Transcurrido este periodo, se realizaron 3 lavados con PBS de 5 min. cada uno con agitacion.
Luego de los lavados, se llevd a cabo la incubacion a 37°C durante 30 min. en camara
hameda con el segundo anticuerpo: IgG de cabra anti-ratdon conjugado con isotiocianato de
fluoresceina (FITC) diluido 1/50 en PBS o IgG de cabra anti-conejo conjugado con
isotiocianato de rodamina tanto para IF| total como la de membrana. Luego de la incubacion
con el segundo anticuerpo se realizaron 3 lavados con PBS y un lavado con H,O bidestilada.
Posteriormente se tifié a las células con una dilucién 1/300 en H,O destilada de Azul de Evans
1%, durante 3 min. con agitacidén, como colorante de contraste.

Los preparados (cubreobjetos) fueron montados invertidos en glicerina tamponada vy

DABCO 2.5% (Sigma, Aldrich) y luego observados al microscopio de fluorescencia.

Tabla MM1: Anticuerpos empleados para Inmunofluorescencia

Anticuerpo Especificidad Dilucion de trabajo Tiempo de
incubacién
Anticuerpo monoclonal Glicoproteina de 1/250 en PBS 1h.a37°C
GB03-BE08 JUNV (G1 - GPC)
(Sanchez et al., 1989)
Anticuerpo monoclonal Nucleoproteina de 1/250 en PBS 1h.a37°C
NAO5AG12 JUNV (N)
(Sanchez et al., 1989)
Anticuerpo monoclonal Proteina celular 1/200 en PBS 1h.a37°C
anti TSG101 TSG101

TSG101 (C-2) (sc-7964
Santa Cruz, CA, USA)

MM. 9. Marcacidn de los microfilamentos de actinay N

Células BHK-21, K3 y células BHK-21 infectadas a una m.o.i. de 5 UFP/cél. y crecidas
sobre cubreobjetos en microplacas de 24 cavidades se procesaron a las 48 h.p.i. (72 h. post-
siembra). Los cultivos fueron lavados 3 veces con PBS para su posterior fijado con
paraformaldehido 4% en PBS por 10 min. a T° ambiente, seguido de 3 lavados con PBS y
posterior incubacién de 10 min. con NH4Cl a T° ambiente. Finalmente, las células se
permeabilizaron con Triton X-100 1% por 10 min. a T° ambiente seguido por 3 lavados con
PBS. Los preparados se incubaron con el Mab anti-N, NA05AG12, diluido 1/250 en PBS por 1
h. a 37° C. Luego de dicho periodo se realizaron 3 lavados con PBS de 5 min. cada uno.
Posteriormente, los preparados fueron incubados 1 h. a 37°C con una soluciéon del compuesto
faloidina-FITC (Sigma, USA) 1/20 y el anticuerpo anti-lgG de raton conjugado con TRITC
diluido 1/100 en PBS. Se realizaron 5 lavados con PBS de 10 min. cada uno, en oscuridad.
Finalmente se realizé un lavado con H,O bidestilada y los preparados se montaron en una

solucion de glicerina tamponada conteniendo 2,5% de DABCO.
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MM. 10. Cuantificacion de la actividad fusogénica

A fin de estimar la actividad fusogénica de las células K3, se emplearon cultivos crecidos
por 48 h. sobre cubreobjetos en microplacas de 24 cavidades. Como control del experimento,
se usaron células BHK-21 sin infectar e infectadas con JUNV a una m.o.i. de 5 UFP/cél.. A las
72 h.p.i., se trat6 a los cultivos con MEM a pH 5 o pH 7, durante 1 h., al cabo de ese tiempo se
retird el medio y se agreg6 medio fresco a pH 7 durante 24h. de incubacion a 37°C, tras lo cual
se retird el medio de cultivo y las células se fijaron con metanol por 15 min. y se tifieron con
colorante de Giemsa 1/25 (Merck): (1 parte de Giemsa, 1 parte de PBS y 23 partes de H,0).
Finalmente, los vidrios fueron montados sin invertir sobre portaobjetos y se observaron al

microscopio.

MM. 11. Western blot

La sintesis de N, de TSG101 y la presencia de actina se analizé mediante la técnica de
western blot (WB). Para ello, células BHK-21 infectadas con JUNV (1 UFP/cél.), células BHK-
21 y células K3 crecidas en microplacas de 24 cavidades se lavaron con PBS y se lisaron con
buffer de siembra para PAGE (Tris-HCI 0,06 M pH 6,8, SDS 5%, glicerol 10%, B-Me-OH 2 %,
azul de bromofenol 0,005 %) a las 48 h.p.i. 0 72 h. post-siembra, respectivamente.

Las proteinas celulares se resolvieron por electroforesis en geles desnaturalizantes de
poliacrilamida 10% (PAGE-SDS) (Tris-CIH 0,2M pH 8,8 con SDS 0,1%, utilizando como
agentes catalizadores el TEMED vy persulfato de amonio). La electroforesis se realizé a 110 V
en buffer de corrida (Tris-CIH 0,025M pH 8,3, glicina 0,192M y SDS 0,1%). La transferencia de
proteinas fue realizada a una membrana de PVDF (Hybond P, Amersham Pharmacia),
utilizando un sistema de electrotransferencia en seco (LKB Electrophoretic transfer 2117 250
Bromma) durante 1 h. 30 min. a 0,8 mA/cm? de membrana, previamente activada con metanol
y equilibrada con buffer de transferencia (buffer de corrida sin SDS, metanol 20%). Las
membranas se bloquearon durante 16 h. a 4°C en leche descremada 5% (Svelty).

Los anticuerpos empleados se encuentran detallados en la Tabla MM2.

Tabla MM2: Anticuerpos empleados para WB.

Anticuerpo Especificidad Dilucién de trabajo Tiempo de
incubacién
Anticuerpo de conejo Proteina celular actina 1/2000 en PBS 1h.a37°C
anti-actina
Anticuerpo monoclonal Nucleoproteina de JUNV 1/600 en PBS 1h.a37°C
anti-N, NAO5AG12 (62 kDa)
(Sanchez et al., 1989) productos de degradacion

(25 kDa y 40-43 kDa)

Anticuerpo monoclonal Proteina celular TSG101 1/100 en PBS 1h.a37°C
anti-TSG101 (C-2) (sc- (45 kDa)

7964 Santa Cruz, CA,

USA)
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Las membranas fueron incubadas con los anticuerpos primarios segun indica en la Tabla
MM2. Luego se realizaron 5 lavados de 7 min. cada uno con PBS-Tween 20 0,1%. Como
reactivo revelador se utilizd6 un antisuero anti-raton o anti-conejo conjugado con la enzima
peroxidasa (ICN Immunobiologicals 61-204-1 F449), en una dilucién 1/1000 en solucion de
bloqueo. Las membranas fueron incubadas con los mismos por 1 h. a temperatura ambiente
con agitacion. A continuacién se realizaron 7 lavados de 5 min. cada uno con PBS Tween 20
0,1%. Finalmente, el revelado se llevd a cabo mediante la técnica de quimioluminiscencia,

LTM

utilizando los reactivos ECL'™ (Enhanced chemiluminescence) (Amersham-Pharmacia, USA),

por impresion en pelicula radiografica.

MM. 12. Fraccionamiento subcelular

La asociacion de N con proteinas del citoesqueleto se analizé mediante un fraccionamiento
subcelular empleando detergente. Células BHK-21, BHK-21 infectadas con JUNV (m.o.i. de 5
UFP/cél) y K3 crecidas en microplacas de 24 cavidades se procesaron de la siguiente forma: a
las 48 h.p.i. (72 post-siembra), se descarté el medio y los cultivos fueron lavados con PBS, las
células se extrajeron sobre hielo durante 30 min. en buffer de extraccion TNE/TX-100 (Tris-
HCI 25 mM pH 7,5, NaCl 150 mM, EDTA 5 mM, Triton X-100 1%, PMSF 0,4 mM, aprotinina 10
pg/ml), previamente enfriado. Se recogio el lisado y se centrifugé durante 15 min. a 12000 x g.
El sobrenadante asi como el pellet se sometieron a SDS-PAGE y se analizaron por WB como

se indica en la secciéon MM.10.

MM. 13. Internalizacién de transferrina

Los ensayos de incorporacion de transferrina fueron realizados empleando transferrina
humana conjugada a TRITC (Invitrogen). Células BHK-21 y K3 fueron incubadas por 30 min.
con MEM sin suero. Luego de este periodo las células se pre enfriaron a 4°C y se incubaron
20 min. con transferrina-TRITC (15 pg/ml) a 4°C. Las células se incubaron por periodos
variables a 37°C. Terminada la incubacion, las células se lavaron 3 veces con PBS se fijaron
con metanol por 10 min. a -20°C. Se retiré el metanol y se dejo secar al aire. Finalmente, las
células se lavaron 3 veces con PBS y se montaron en glicerina tamponada conteniendo 2,5%
de DABCO.

MM. 14. Extraccion de ARN

La presencia de ARN viral se determind en células (sin infectar, infectadas
persistentemente o de forma aguda) crecidas en botellas T25. A las 48 h.p.i. (72 h.p.i. post-
siembra) los cultivos celulares se procesaron para la obtencion de ARN utilizando el kit
comercial TOTALLY ARN (Ambion, USA) (Chomczynski & Sacchi, 1987). Siguiendo las

indicaciones del proveedor, se realizaron 2 extracciones con fenol-cloroformo, tras las cuales
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se rescaté la fase acuosa. En la primera extraccion se utilizé6 una solucion de fenol (pH
6):cloroformo:isoamilico, en una relacion 25:24:1. La segunda extraccion se realizo, utilizando
una solucion acida de fenol (pH 4,7):cloroformo, en una relacién 5:1. Posteriormente, se
agrego 0,1 vol. de acetato de sodio 3 M y 1 vol. de isopropanol y se incubd por un periodo de
2 h. a -70° C. Luego de este tiempo, se obtuvo un pellet por centrifigacion a 12000 r.p.m.
durante 15 min. a 4° C, el cual fue lavado con etanol 70% y secado en evaporador (Savant).
Finalmente, el pellet se resuspendié en 20 pl de H,O bidestilada estéril libre de enzimas

degradadoras de ARN y se almacend a —20°C.

MM. 15. Obtencién de cADN

El cADN fue sintetizado, empleando como molde 3.5 pl de ARN Yy utilizando un cebador
determinado ya sea para la deteccién de genes virales o para la deteccion de la cadena viral
complementaria (paso intermedio de la replicacion viral). Para ello se utilizé una concentracion
final de cebadores de 0.5 pM, dNTPs 0.5 uM, los cuales fueron incubados con el ARN a 65°C
por 5 min. y enfriados rapidamente en hielo. Posteriormente se agregaron el buffer de reaccion
(250 mM Tris-HCI, pH 8,3, 375 mM KCI, 15 mM MgCl,), DTT a una concentracion final de 0,01
My 200 U de SuperScript Il RT (Invitrogen). Esta mezcla de reaccién se incub6 a 42°C por 1

h. y finalmente se inactivé a la enzima 15 min. a 70°C.

Tabla MM3: Cebadores utilizados para la obtencion de cADN

Nombre del cebador secuencia
Arena 5" - CGCACAGTGGATCCTAGGC- 3°
GPCF 5- ATGGGGCAGTTCATTAGC- 3°
TCRV7F 5-TCTTGTCCATATTTGCCTAACTGA-3’

MM. 16. Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

Las amplificaciones se realizaron en presencia de concentraciones finales de 1X buffer de
reaccion, 0,2 mM de cada dNTPs, 1 uM de cada cebador (Tabla MM4 y Figura MM1), 3,5 mM
de MgCl, y 6,25 U la enzima GoTaq (Promega), agregando 1 ul del cADN como molde. Los
productos de resolvieron por electroforesis en geles de agarosa 1 o 2% en buffer TAE 1X
(Tris-acetato 10 mM, pH 8, EDTA 1 mM) con bromuro de etidio 0,2 ug/ml. Las corridas
electroforéticas se realizaron a 5-10 V/cm. Las muestras de ADN se sembraron en el gel,
previo agregado de 1/10 vol. de buffer de siembra (azul de bromofenol 0,5 %, glicerol 50%,
TAE1X). Luego de la corrida las bandas se visualizaron por iluminacién del gel con luz
ultravioleta (UV).
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Tabla MM4: Cebadores utilizados para PCR

Nombre del cebador secuencia
Arena 5" - CGCACAGTGGATCCTAGGC- 3°
JDG2SQ 5" - CCCCTTAATGTAAAGATGGC- 3°
GPC1 (87) 5 - ATGGGGCAGTTCATTAG - 3’
186 5°- GGCATCCTTCAGAACATC- 3’
2881F 5- AGTCCCTTGCTGTTGAAATCCC- 3’
ZF 5- ATGGGCAACTGCAACGGGGCATC -3°
ZR 5-CTATGGTTGGTGGTGCTGTTGGCT -3°
TCRVT7F 5°-TCTTGTCCATATTTGCCTAACTGA-3’
TCRV456R 5- TTAGGAGAGTGAACAAAGACATCG-3’
Acti1 5°- GAGACCTTCAACACCCCAGCC -3°
Acti2 5-GGCCATCTCTTGCTCGAAGTC -3’
GPC R. inte&énica N
[ abna o Gpet = 260F = %
530 pb :
169 ph 196 ph
127 Eh

Figura MM1: Esquema del segmento S y cebadores utilizados para la amplificacion de
genes virales. Arena, GPC1, JDG25, 2881 y 186 para JUNV y TCRV7-TCRV456R para TCRV.

MM. 17. Marcacidn y purificacion de viriones

La marcacién metabdlica de viriones se realizé por incorporaciéon de **S-metionina y *°S-
cisteina a las proteinas virales. Para ello, células Vero crecidas en botellas T 75 fueron
infectadas con JUNV o TCRV a una m.o.i. de 0,1 UFP/cél.. A las 72 h.p.i. se incorpord la
marca radioactiva, mezcla de **S-metionina y *S-cisteina (Expre**S*S, 25 uCi/ml, NEN,
USA), al medio sin metionina ni cisteina prosiguiendo con la incubacion durante 24 h. en
estufa de CO, a 37°C. Se cosecho el sobrenadante de cultivo al 4° y 5° dia p.i. Los
sobrenadantes cosechados fueron clarificados por centrifugacion a 5000 x g durante 15 min.
Luego se concentrd el material por medio de una ultracentrifugacion a 26.000 r.p.m. por 2 h. a
4°C (rotor Beckman SW28). El pellet fue resuspendido por sonicacién y sometido a un
gradiente discontinuo de sacarosa (15%-60%) mediante ultracentrifugacién a 46.000 r.p.m.
por 1,5 h. a 4°C (rotor Beckman SW55 Ti). La banda localizada en la interfase del gradiente de
sacarosa fue recolectada con pipeta Pasteur y nuevamente sometida a ultracentrifugacion a
46.000 r.p.m. por 1,5 h. a 4°C (Beckman SW55 Ti). Finalmente, el pellet se resuspendioé por
sonicacion, con el agregado de 100 ul de buffer TES (Tris 0,01 M, NaCl 0,1 M, EDTA 0,001 M,
pH 7,4).
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MM. 18. Ensayo de adsorcidn y penetracion de virus

MM. 18.a. Ensayo de adsorcién de virus marcado

JUNV marcado con *S y purificado se resuspendié en PBS y se utilizd para infectar
monocapas de células BHK-21 y K3 crecidas en microplacas de 24 cavidades y pre-enfriadas
a 4°C. Los cultivos se incubaron con 6,6.10* c.p.m., dejandose adsorber por diferentes
tiempos a 4°C. Luego de estos tiempos se descartaron los indculos y las monocapas se
lavaron 3 veces con PBS frio, al cabo de lo cual las células se lisaron con una mezcla de
NaOH 0,1M y SDS 1% durante 15 min.. Al material resuspendido se le agregd solucion
centelladora (triton X-100 30%, PPO 0,5% y POPOP 0,0001% en tolueno) y se cuantificé la
radioactividad en un contador de centelleo liquido (Wallac 1409 DSA, USA).

MM. 18.b. Ensayo de adsorcién/internalizacion de virus marcado

JUNV marcado con *S y purificado se resuspendié en PBS y se utilizd para infectar
monocapas de células BHK-21 y K3 crecidas en microplacas de 24 cavidades y pre-enfriadas
a 4°C. Los cultivos fueron incubados por diferentes tiempos con 10° c.p.m. (0, 5, 15, 30 y 60
minutos) a 37°C a modo de permitir la adsorcion e internalizacion del virus a las células. Al
término de dichos tiempos el inéculo fue removido y las células fueron lavadas con PBS y
tratadas con proteinasa K 1 mg/ml para remover el virus adsorbido no penetrado. El
tratamiento enzimatico se frené agregando fenil-metil-sulfonil-fluoruro (PMSF) 1 mM en PBS
conteniendo 3% de albumina. Las células se centrifugaron a 2000 x g durante 15 min. y el
pellet celular se solubiliz6 con NaOH-SDS para cuantificar el virus penetrado en contador de

centelleo liquido.

MM. 18.c. Ensayo de infectividad adsorbida

Monocapas de células BHK-21 y K3 crecidas en microplacas de 24 cavidades se infectaron
JUNV a una m.o.i. de 5 UFP/cél.. El indculo se dejo adsorber por distintos tiempos a 4°C, al
cabo de los cuales se lo descartd, lavandose las células con PBS frio. Se agreg6 200 ul de
MEM 5% SFB frio por cavidad y las células se rompieron por 3 ciclos de
congelado/descongelado. Los restos celulares se separaron por centrifugacion (10 min. a

3000 x g) cuantificandose virus infeccioso en el sobrenadante por la técnica de UFP.

MM. 18.d. Ensayo de internalizacion (por centros infecciosos)

Monocapas de células BHK-21 o K3 se infectaron con JUNV o TCRV a una m.o.i. de 5
UFP/cél., dejandose adsorber durante 1 h. a 4°C. Luego de ello se descarto el inéculo, los
cultivos se lavaron con PBS frio y se agreg6 MEM 5% SFB precalentado a 37°C
prosiguiéndose la incubacién a dicha temperatura por distintos tiempos. Cumplidos dichos

tiempos se agregd suero de conejo anti-JUNV para neutralizar el virus que no hubiera
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penetrado, prosiguiendo la incubacién por 30 min. mas. Finalizado este periodo, se descarté el
medio y las monocapas se lavaron 3 veces con PBS vy las células se disgregaron con tripsina.

El virus internalizado se midié por un ensayo de centros infecciosos en células Vero.

MM. 19. Transfeccién de células con lipofectamina

Células BHK-21 y K3 fueron crecidas en microplacas de 24 cavidades hasta 80% de
confluencia. Para cada muestra se prepararon mezclas separadas de 1 ug de ADN o ARN en
50ul de OptiMEM sin suero y 2,5yl de lipofectamina 2000 (Invitrogen) en 50ul del mismo
medio. Luego de 5 minutos, se combinaron las soluciones de lipofectamina y ADN, y se
incubaron por 40 min. adicionales a T° ambiente para permitir la formacién de complejos.
Posteriormente, se agregaron los 100 pl de la mezcla a cada una de las cavidades de la
microplaca, incubandose los cultivos en estufa de CO, durante 5 h.. Finalmente, transcurrido
dicho tiempo, se reemplazo el medio con la mezcla de transfeccion por OptiMEM 5% SFB y se
incubaron las células por periodos de 24 o0 48 h. dependiendo del experimento a realizar.

Los experimentos de reduccion de la expresion de TSG101 se realizaron transfectando dos
veces (a intervalos de 24h.) células BHK-21 y K3 crecidas en microplacas de 24 cavidades
con ARNi especificos o no especificos para TSG101 (60 nM), empleando el procedimiento
descripto en el parrafo anterior. Las células fueron infectadas con JUNV 24h. post-transfeccion
a una m.o.i. de 1 UFP/cél.. A las 24 h.p.i. se determiné virus total y extracelular como se indico
en el item MM.3.

Las secuencias blanco, empleadas para el disefio de los ARNi fueron las siguientes:

5’-CCUCCAGUCUUCUCUCGUCTT-3" (sense) y 5-GACGAGAGAAGACUGGAGGTT-3"

(antisense ) (Invitrogen) (Garrus et al., 2001).

MM. 20. Ensayo de formacién de pseudotipos

Células BHK-21 y K3 crecidas en botellas T25 fueron infectadas y sobreinfectadas,
respectivamente, con JUNV o TCRV a una m.o.i. de 0,1 UFP/cél.. Luego de 4 d.p.i. se
cosecharon los sobrenadantes y se neutralizaron con un suero policlonal anti-JUNV o anti-
TCRV (diluciéon 1/50, titulo de neutralizacion: 2400) durante 1 h. a 37°C. Como control (sin
neutralizar) del experimento, parte del mismo sobrenadante fue tratado con MEM 5% SFB.
Posteriormente, los sobrenadantes tratados con los antisueros o con MEM fueron empleados
para infectar 5.10° células Vero. Luego de 3 d.p.i. estas células se procesaron para extraccion
de ARN, el cual fue utilizado como molde para sintetizar cADN empleando el cebador Arena.
Finalmente, se realiz6 una reaccion de PCR empleando los cebadores TCRV7F/TCRV476R

para la deteccion de TCRV o Arena/2881 para la deteccion de secuencias de JUNV.
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MM. 21. Microscopia electrénica

Células BHK-21 y K3 crecidas en microplacas de 6 cavidades se infectaron o
sobreinfectaron, respectivamente, con JUNV a una m.o.i. de 5 UFP/cél.. A las 48 h.p.i. se
lavaron con PBS frio y se fijaron con glutaraldehido 1,5%, buffer fosfato 0,2M durante 4h. a 4
°C. Posteriormente, las células fueron cosechadas con rastrillo e incubadas durante 12 h. a
4°C en una solucién de sacarosa 0,32M. Transcurrido este periodo, las células se
centrifugaron durante 10 min. a 2000 x g y el pellet celular se resuspendié en 0Os0O4 1,5%,
sacarosa 0,32 M y se incub6 durante 2 h. a 4°C. Luego de esto, las células fueron
nuevamente centrifugadas y lavadas con H,O destilada. Las células se incubaron durante 12
h. en una solucién de acetato de uranilo 2%, luego de lo cual fueron deshidratadas mediante
el uso de una serie de gradientes de etanol, seguidos de 6xido de propileno. Finalmente
fueron embebidas en una resina Epon 812 (TAAB), la cual se dej6é polimerizar por 2 dias a
70°C. Se realizaron cortes en secciones ultra finas, las cuales fueron nuevamente tefidas con

una solucién de acetato de uranilo 2% y observadas en el microscopio electrénico C10, Zeiss.

MM. 22. Clonado de virus

Células Vero crecidas en microplacas de 6 cavidades, se infectaron con el sobrenadante de
células K3 (dias 367 d.p.i. y 809 d.p.i.). El inéculo se dejo adsorber durante 2 h. a 37°C y luego
se descarto. Las células se lavaron con PBS y se cubrieron con una mezcla de MEM 2x y agar
2 %. Las microplacas se incubaron invertidas, en estufa de CO, a 37°C. Al 6° d.p.i. se agregd
una mezcla de agar 1% y rojo neutro 1/1000. El colorante se dejé difundir 24 h. a 37°C y al 7™
d.p.i. se picaron con tips cortados aquellas placas aisladas. El virus recogido se amplificé en

células Vero obteniéndose titulos que oscilaron entre 10*y 10° UFP/m.

MM. 23. Curva de crecimiento
Monocapas de células Vero y BHK-21 se infectaron con JUNV XJCI; o los clones virales
obtenidos a partir de las células K3 a una m.o.i. de 0,1 UFP/cél.. Luego de 1 h. de adsorcién a
37°C se descartaron los inéculos y las células se cubrieron con MEM 5% SFB. Los cultivos
infectados se incubaron a 37°C y a distintos tiempos p.i. se cosecharon los sobrenadantes

para su posterior titulacidon en células Vero.

MM. 24. Ensayo de neutralizacion

Se utilizo la técnica de virus constante-suero variable, para ello se enfrentaron 200 UFP del
virus a neutralizar con diluciones seriadas al medio de los sueros previamente
decomplementados (30 min. a 56°C). Las mezclas de virus y antisuero se mantuvieron 1 h. a

37°C cuantificandose la infectividad residual de las mismas por el método de UFP. Los titulos
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de los antisueros se calcularon como la inversa de la mayor dilucién que reduce en un 50% la

cantidad de UFP empleadas.

MM. 25. Ensayo de termosensibilidad y termoestabilidad

La termosensibilidad de los clones virales se analizé cuantificando la infectividad de los
mismos a distintas temperaturas. Con este propdsito, los virus se titularon por el método de
UFP a 39°C (temperatura restrictiva) y a 37°C (temperatura permisiva). Se calculd la eficiencia
de plaqueo 39°C/37°C (E.O.P. 39/37) como el cociente entre el titulo obtenido a la
temperatura restrictiva respecto del titulo obtenido a la temperatura permisiva. Se define como
mutante termosensible al virus cuya E.O.P. 39/37 sea igual o menor a 0,01.

A fin de determinar la termolabilidad de los clones virales aislados se prepard una dilucion
al décimo de los mismos en PBS (0,5 ml de volumen final). La dilucién fue calentada a 45°C
en bafo de agua termostatizado durante distintos tiempos. Transcurridos los mismos, las
muestras fueron enfriadas en hielo y guardadas a -70°C para su posterior titulacién en células
Vero por el método de UFP. El porcentaje de la infectividad remanente se calcul6é en funcién
del cociente del titulo de cada muestra luego del calentamiento y el titulo del control que se
mantuvo 60 min en hielo. Se gréfico el logaritmo de dicha infectividad remanente en funcion
del tiempo de calentado. El tiempo de vida media de los diferentes clones virales a 45°C se
considerd como el tiempo necesario de calentamiento para reducir la infectividad residual a la

mitad de la infectividad inicial (tiempo 0).

MM. 26. Secuenciacion de los genes virales
A fin de secuenciar los genes virales GPC, N y Z obtenidos a partir del cultivo de células K3

y de la cepa parental JUNV XJCI; y el gen N y parte del GPC de los diferentes clones virales,
se utilizaron cultivos crecidos en botellas T25 de células K3, células BHK-21 infectadas con
JUNV XJCls y células Vero infectadas con los diferentes clones virales, procesadas al 4°d.p.i..
Se procedié como se indica en los items MM.14 y MM15 para la extraccion de ARN y sintesis
de cADN, respectivamente. Para este ultimo procedimiento, se utilizé el cebador arena.

Las amplificaciones por PCR se realizaron en presencia de concentraciones finales de 1X
buffer de reaccion, 1X de solucién enhancer, 0,1 mM de cada uno de los dNTPs, 1 uM de
cada cebador, 1 mM de MgSO, y 6,25 U de la enzima PFX (Invitrogen). Los productos de
amplificaciéon se resolvieron por electroforesis en geles de agarosa 1% en buffer TAE 1X (Tris-
acetato 10 mM, pH 8, EDTA 1 mM) con bromuro de etidio 0,2 pg/ml. Las corridas
electroforéticas se realizaron a 5-10 V/cm. Las muestras de ADN se sembraron en el gel,
previo agregado de 1/10 volumenes de buffer de siembra (azul de bromofenol 0,5 %, glicerol
50 % TAE1X). Luego de la corrida, las bandas testigo se visualizaron por fluorescencia a la luz
UV vy la region del gel conteniedo el producto de amplificcién se escindio del gel y se purifico

empleando el kit QIAGEX Il (Quiagen, Germany) segun instrucciones del fabricante.
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Los cebadores utilizados fueron los siguientes:

Para la amplificacion de los diferentes genes virales a partir de las células K3 y el control de
células BHK-21 infectadas en forma aguda con JUNV XJClIs, se utilizaron los cebadores ZF/ZR
para la amplificacion de Z, J5/2906, 2343/3249 y Arena/2881 para la amplificacion de N y
finalmente los cebadores Arena/900R, 651F/1049R y 889/GPCR para la amplificacion del
GPC.

Asimismo, para la amplificacion del gen N y parte de GPC a partir de células Vero
infectadas con los clones virales, se utilizaron los cebadores Arena/J5 y 651F/1049R,
respectivamente.

Las secuencias de los cebadores utilizados se encuentran indicadas en la Tabla MM5 y la
Figura MM2.

Tabla MM5: Cebadores empleados para la amplificaciéon de genes a partir del ARN de los

clones virales

Nombre del cebador secuencia

Arena 5 - CGCACAGTGGATCCTAGGC- 3’

900R 5°-CCAYTITTCIAGRCAGTAICCICCAGG- 3°

889F 5- GAGGCTATTGTCTAGAAGAGTGG- 3°

651F 5-GCTAAGAAGTTTAAGACTGGC-3"

1049R 5°-TTCATCATTTAGGGTTTTGATAGC-3’

GPCR 5-CGGGAGGTCTTAGTGTCCTCTAC-3"

J5 5- CTTACAGTGCATAGGCTGC-3"

2906R 5°- CACTGGGATTTCAACAGCAAGGG- 3°

2881F 5- AGTCCCTTGCTGTTGAAATCCC- 3’

3249R 5- AGGTCAGATGTTTTTGAAGGACGCC-3°

2343F 5-TTGTGTTGTCCCATGACCTGCC-3°

ZF 5- ATGGGCAACTGCAACGGGGCATC -3°

ZR 5- CTATGGTTGGTGGTGCTGTTGGCT -3°
GPC R.intergénica N
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Figura MM2: Esquema del segmento S y cebadores utilizados para la amplificacién de
genes virales para su posterior secuenciacion.

Dado que la amplificacion con la enzima PFX no produce productos de amplificacion con
extremos protuyentes con el nucleétido A, necesarios para su posterior clonado en un

plasmido “T”, se procedio a realizar una reaccion de incorporacion de dicho nucleétido a los
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fragmentos de PCR purificados. A tal fin se realizé una incubacién de 30 min. a 70°C de 7 ul
del fragmento de PCR purificado, 1X Buffer Taq, MgCI2 2,5 Mm, dATP 0,2 mM y 5U Go Taq
(Promega).

Para la cuantificacion del ADN obtenido luego de la purificacion, se realiz6 una
electroforesis en geles de agarosa en los que se sembré un 10% de los productos purificados
junto a cantidades conocidas de ADN del fago lambda digerido con las enzimas Hind Il y
EcoRI. La cuantificacion se realizé por comparacion de la intensidad de bandas.

Para el ligado molecular de los diferentes insertos al plasmido pGEM-T Easy (Figura MM3)
se utilizaron 1 ug de vector y diferentes relaciones molares vector:inserto (1:1, 1:2 y 1:10). La
reaccion se llevo a cabo en un volumen de 10 pyl en presencia de buffer de ligacion 1X (30 mM
Tris-HCI (pH 7,8), 10 mM MgCl,, 10 mM DTT y 1 mM ATP) y 3 U de enzima T4 ligasa
(Promega). La reaccion se incubo a 25°C toda la noche. A fin de realizar la transformacién de
bacterias competentes, las mismas fueron incubadas 15 min. en hielo luego de ser
descongeladas. Luego de este periodo, se agregoé toda la reaccion de ligacion a 100 pl de
bacterias competentes y se incubd durante 30 min. en hielo. Posteriormente se realizé el
shock térmico a 42°C por 1 min, se dej6 en hielo por 2 min. adicionales y se agregé 1 ml LB.
Las bacterias fueron incubadas por 2 h. a 37°C con agitacion, luego de lo cual fueron
sembradas en LB-agar con ampicilina 100 ug/ml. Las placas se incubaron toda la noche y las
colonias se repicaron a fin de realizar cultivos en 5 ml de LB ampicilina 100 pg/ml.

El ADN plasmidico se prepard utilizando columnas de intercambio aniénico comerciales,
Wizard Plus SV Minipreps DNA Purification system (Promega), segun las indicaciones del
proveedor. La purificacion se realizé a partir de 5 ml de cultivo saturado de bacterias

transformadas, rindiendo aproximadamente una cantidad de 0,3 ug/ul.

pGEM*®-T Easy
Vector
(301560

_.—"-'-'-
- [ R 3D g
w [EEnBEsaE
-II I
I h =L
TATIVADS A

Figura MM3: Mapa del vector de clonado pGEM-T Easy
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El inserto, clonado en el plasmido pGEM-T Easy, se secuencid utilizando Ilos
oligonucledtidos SP6 y T7. Asimismo, para la secuenciacion del fragmento de 1778 pb
correspondiente al extremo 3" del segmento S (conteniendo la region codificante de N) y del
fragmento de 1554 pb que contiene la region codificante para GPC completo, ademas de los
mencionados, se emplearon oligonucleodtidos internos 2343/3249 y 651F/1049 para N y GPC,
respectivamente. En el caso de la secuenciacion de parte del gen de GPC de los clones
virales, la secuenciacion se llevo a cabo empleando los oligonucleétidos 651/1049 a partir del
producto de PCR directamente. En el caso del clonado de los fragmentos en el vector, se
obtuvieron resultados de 3 colonias independientes. La secuenciacion se efectud en el

Servicio de Secuenciacion y Genotipado, FCEyN, Universidad de Buenos Aires, Argentina.

MM. 27. Ensayo de radioinmunoprecipitacion
Monocapas de células Vero crecidas en microplacas de 24 cavidades fueron infectadas con

los clones virales 65, 67, 69 y 83 (m.o.i. de 1 UFP/cél.). Finalizada la hora de adsorcion se
incubé con MEM 1,5% SFB. A los 4 d.p.i. se incubaron las células con 250 pl de medio de
ayuno, el cual carece de los aminoacidos metionina y cisteina, durante 1,5 h.. Transcurrido
este periodo se agregé la marca radioactiva al medio (Expre®S*®S, 25 uCi/ml, NEN, USA) y se
incubd por un periodo de 3 horas a 37°C. Luego de la marcacién, las células se lavaron con
PBS y se lisaron con 75 pl buffer RIPA (NaCl 0,15M, SDS 0,1%, Triton X-100 1%, PMSF
0,1mM, Aprotinina 10 pg/ml, deoxicolato de Na 1%, Tris-HCI 0,01M pH 7,4). Las muestras
fueron sometidas a ciclos de congelado/descongelado y sonicadas. Posteriormente, las
mismas se centrifugaron a 10000 r.p.m. por 10 min.. Al sobrenadante obtenido luego de la
centrifugacion se adicion6 1ul del Mab QC03-BF11 (anti G1-GPC), incubandose esta solucion
durante 30 min. a 37°C y 90 min. a 4°C. Luego se utilizé como medio de arrastre de los
complejos inmunes, 100 pl de proteina A-sefarosa (100 mg/ml) y se incubé durante otros 30
min. a 37°C y 90 min. a 4°C. Se realizaron tres ciclos de lavado con buffer RIPA y el pellet se
resuspendié en buffer de siembra para PAGE, se hirvié a 100 °C por 2 min. conservandose el
sobrenadante. Las muestras fueron resueltas en SDS-PAGE como se describe en el item MM.
11. Una vez finalizada la electroforesis, los geles se tifieron con una solucién de Coomasie
Blue R250 al 0,25% en metanol:H,O:acético glacial (50:50:10). Posteriormente, los geles se
decoloraron y fueron procesados para fluorografia, realizando lavados de 1 hora en
concentraciones crecientes de DMSO, finalizando en una incubacion de 3 horas en una
solucién de PPO (2.5-difeniloxazol, Sigma-USA) en DMSO. Finalmente, los geles se secaron y

se expusieron sobre una pelicula Agfa Curix RPI a -80°C hasta su revelado.

MM. 28. Clonado de células persistentemente infectadas con JUNV
A partir del cultivo persistentemente infectado K3 se realizé un clonado por dilucién limite, a

los dias 298 y 471 d.p.i., obteniéndose 27 clones celulares. El cultivo de células K3 fue
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tripsinado, seguido por recuento de células viables con azul tripan y diluido en medio de
crecimiento hasta obtener una concentracion aproximada de 0,5 a 1 célula/0,2 ml. El clonado
consistié en el sembrado de 0,2 ml de esta dilucion en microplacas de 96 cavidades a fin de
obtener 1 célula por cavidad. El crecimiento de los clones celulares fue monitoreado
diariamente y cuando se hubo formado la monocapa las células fueron subcultivadas a
microplacas de 24 cavidades, dicho procedimiento se repitié hasta que las mismas se pasaron
a botellas T25. Luego de este periodo los clones celulares fueron subcultivados
semanalmente como los cultivos de células K3 y BHK-21. Los clones se caracterizaron de
acuerdo a lo descripto para las células K3. Como controles se utilizaron clones obtenidos de

manera similar a partir de células BHK-21.

MM.29. Construccion de plasmido de expresiéon de Z-Flag

Con el objetivo de construir un plasmido de expresién de Z en eucariotas, la secuencia
codificante de dicha proteina se amplificé por PCR a partir del cADN de células infectadas con
JUNV XJCl;. Se emplearon el cebador Z-F (5" GGATCCATGGGCAACTGCAACGGGGCATC-
3’) y el cebador antisense el cual carecioé del codon STOP Z-trunc-R (5" AAAAGCGGCCGC
CTGGTGGTGGTGCTGTTGGCT-3"). Dichos cebadores fueron disefiados a modo de contener
en su region 5’ los sitios de restriccion de las enzimas BamHI y Notl con el objetivo de clonar
el fragmento amplificado en dichos sitios del plasmido pCDNA 3.1. (Figura MM4).
Posteriormente, se introdujo un oligonucleotido conteniendo la secuencia (GAT TAC AAG
GAT GAC GAC GAT AAG) correspondiente al epitope FLAG (DYKDDDDK) empleando los
sitios Notl y Xbal. Esto se realiz6 a fin de posibilitar la deteccidn de la expresion de la proteina

de fusién con un anticuerpo comercial anti-Flag.

pcDNA3.1 (+/-)
1 5428/5427 bp

Figura MM4: Mapa del vector de expresién pcDNA3.1.
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R. |. Caracterizacién de una linea de células BHK-21 persistentemente infectadas con

virus Junin

El modelo de persistencia del virus Junin (JUNV) in vitro se estudio en células BHK-21
persistentemente infectadas con este agente. Para ello, células BHK-21 se infectaron
experimentalmente con la cepa atenuada de JUNV, XJCIl; a una m.o.i. de 0.1 UFP/cél.. Al
cabo de la tercera semana p.i. y una vez transcurrida la etapa aguda de la infeccién, el cultivo
se mantuvo por repiques quincenales, con cambios periddicos de medio de cultivo periodicos.
Las células BHK-21 persistentemente infectadas con JUNV se denominaron células K3 y se

estudiaron por un periodo de tres afos.

R.I. 1. Produccion de virus y actividad interferente de las células K3

A fin de investigar la produccion de virus infeccioso por parte de las células K3 se
colectaron muestras de sobrenadante a distintos dias p.i. y se ensayaron segun la técnica de
UFP. Simultaneamente, se analiz6 la presencia de particulas defectivas interferentes (D.l.), a
través de un ensayo de interferencia.

En la Figura R1 se muestran los niveles de infectividad e interferencia en dichos
sobrenadantes, detectados a distintos tiempos p.i.. Durante la primera semana p.i. se
observaron niveles elevados de infectividad, alcanzandose un titulo maximo de 3.10” UFP/m.
A partir de la segunda semana p.i. los niveles de infectividad disminuyeron hasta valores que
oscilaron alrededor de 10%-10° UFP/ml. Por otro lado, como puede observarse en la Figura R1
B, los valores de actividad interferente presente en el sobrenadante, que durante las primeras
2 semanas p.i. habian resultado indetectables, aumentaron significativamente, alcanzando

valores de 87% a los 17 d.p.i..
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Figura R1: Produccion de infectividad y presencia de actividad interferente en las células K3.
Sobrenadantes de células K3 fueron cosechados a los dias p.i. indicados y fueron evaluados en cuanto a produccion
de virus infeccioso mediante la técnica UFP (B) y a la producciéon de particulas D.I. mediante el ensayo de
interferencia (A).

La disminucion en el titulo del virus producido por las células K3 en asociacién con el
aumento de actividad interferente ocurridoe a partir de la 2% semana p.i. estarian indicando la
transicién entre las etapas aguda y persistente de la infeccion.

La regulacion de la infectividad producida por cultivos persistentemente infectados con
arenavirus mediante particulas D.l. ha sido propuesto como un mecanismo para el
mantenimiento de dicho estadio (Help et al., 1976, Welsh et al., 1972). En el caso de las
células K3, pudo observarse que, alrededor de los 200 d.p.i.,, los niveles de infectividad
producidos resultaron bajos, con valores inferiores a 3.10> UFP/ml mientras que aquellos
correspondientes a la actividad interferente superaron el 75 %. Por el contrario, alrededor de
los 300 d.p.i. se obtuvieron valores de infectividad superiores a 10° UFP/ml, y niveles de
actividad interferente menores a 5%. Estas observaciones reflejan que durante el primer afio
p.i. los mayores niveles de actividad interferente se correlacionaron con valores bajos de
infectividad liberada al sobrenadante y viceversa, siguiendo el patron caracteristico de la
infeccion persistente in vitro de JUNV.

Sin embargo luego de este periodo, desde los 700 a 1030 d.p.i. los valores de infectividad
cayeron de manera constante mientras que los valores de actividad interferente fluctuaron

entre 20% y 80%, independientemente de los valores de infectividad detectados (Figura R1 A
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y B). Estos resultados sugieren que la presencia de particulas D.l. no seria un factor clave en
el control en la produccion de virus infeccioso durante estadios tardios de la persistencia.
Durante el periodo analizado en el que se evalud la produccion de virus infeccioso y la
presencia de actividad interferente también se investigd el crecimiento de las células K3 de
manera comparativa con las células BHK-21 mediante la técnica de MTT. En ningln caso se
observo diferencias entre ambos tipos celulares cuando se midié el aumento del metabolismo
del cultivo en funcion del tiempo ocurrido a consecuencia de la multiplicacién celular. A modo
de ejemplo en la Figura R2 se muestran los datos obtenidos con células K3 durante el tercer
afo p.i.. Estos resultados muestran que la infeccion persistente de JUNV no altera la
multiplicacion de las células K3 las cuales crecen a la misma velocidad que el cultivo de

células BHK-21 sin infectar.
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Figura R2: Crecimiento de células K3. Células K3 (K3 O) y células BHK-21 sin infectar (BHK-
21M) se sembraron a diferentes densidades celulares (104, 5.10* y 10° células/ml, A, B y C,
respectivamente). A distintos dias post-siembra se estimé el estadio metabdlico del cultivo a través
de la técnica de MTT. Este experimento fue desarrollado a los 893 d.p.i.

Las curvas obtenidas de D.O. en funcion del tiempo, no mostraron diferencias en cuanto a
la cinética de multiplicacion celular de los cultivos persistentemente infectados respecto a los
cultivos sin infectar, independientemente de la densidad celular ensayada, como asi tampoco
en los niveles de crecimiento maximo alcanzado para cada sistema.

Es posible entonces descartar una alteracion metabdlica de las células K3, observable a
traves de la funcionalidad de la enzima mitocondrial succinato dehidrogenasa, como
responsable de la multiplicacion disminuida de JUNV.

Por otro lado, considerando que el tratamiento térmico ha sido descripto como un método
para modificar el curso de varias infecciones virales ya sea agudas o persistentes in vitro,
incluso en el caso de la infeccién persistente de células Vero con JUNV (Conti et al., 1999,
Ellenberg et al., 2004, Ishida et al., 2002), se analiz6 la produccion de infectividad de un cultivo
de células BHK-21 infectado con JUNV de manera similar al anterior (m.o.i. = 0,1 UFP/ cel)

pero incubado a 40°C. Como se observa en la Figura R3 el cultivo infectado produjo altos
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niveles de infectividad que decayeron durante la segunda semana p.i. de manera similar a lo
descripto para el cultivo incubado a 37°C, utilizado como control. Sin embargo esta
disminucién en los niveles de infectividad resulté mas marcada en el cultivo incubado a 40°C
respecto del de 37°C llegando a valores menores a 10 UFP/ml luego de los 160 d.p.i. La
ausencia de infectividad en los sobrenadantes de dicho cultivo al cabo de este tiempo se
correlaciond con la ausencia de expresion de la nucleoproteina viral N y de la glicoproteina

G1, por lo que los estudios de caracterizacion posteriores se desarrollaron con las células K3.
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Figura R3: Produccion de infectividad en células BHK-21 infectadas con JUNV e incubadas
a 40°C. Ceélulas BHK-21 fueron infectadas con JUNV XJCI; (m.o.i = 0.1 UFP/cel) e incubadas a 40°C

(O). Sobrenadantes del cultivo fueron cosechados a los dias p.i. indicados y fueron evaluados en
cuanto a produccion de virus infeccioso mediante la técnica UFP.

R. 1. 2. Produccidn y liberacién de virus en células K3

La produccion disminuida de virus infeccioso liberado al sobrenadante de las células K3,
planted el problema de determinar si los niveles de infectividad producida se correspondian
con el numero de células productoras de virus en el cultivo. Cabia la posibilidad de que
muchas células estuviesen liberando pequefias cantidades de viriones o que una baja
proporcion de las mismas produjeran cantidades normales de infectividad. A este fin, la
proporcion de células productoras de virus en los cultivos de células K3 se determind por la
técnica de centros infecciosos. Esta técnica se llevo a cabo a los 894 y 1237 d.p.i., momentos
en los que la produccién de virus infeccioso en el sobrenadante mostré valores inferiores a
5.10? UFP/ml y no se detecté presencia de actividad interferente. Los resultados obtenidos se
presentan en la Tabla R1. La cantidad de células productoras de virus encontradas para
ambos cultivos fue de 2,6 10* y 1,6 10° C.1./ml, siendo estos valores menores a los obtenidos
para células BHK-21 infectadas de forma aguda con JUNV (m.o.i = 1, 48 h.p.i.), las que

alcanzaron un valor 10 veces mayor.
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Asimismo, se evalud la cantidad de virus producido por célula, para ello se calculé el
cociente entre el virus extracelular presente el sobrenadante de cultivo respecto a los centros
infecciosos. Se puede observar en la Tabla R1 que las células infectadas durante la etapa
aguda de la infeccion producen de 8,5 a 55 veces mas virus que las células productoras
durante la infeccion persistente, siendo dicho cociente de 0.94 virus por célula para las
primeras y de 0.11 y 0.017 para las ultimas. En base a estos resultados podriamos concluir
que la baja infectividad producida por el cultivo persistentemente infectado no se debe
fundamentalmente a una disminucion en la cantidad de células productoras de virus en el
cultivo sino a una produccion reducida de virus por cada célula productora.

Tabla R1: Células productoras de virus en cultivos de células K3.

Centros Centros Virus Virus
. . . . . Ve total/C.I.
Cultivo infecciosos infecciosos extracelular extracelular total
C.l./ml totales (C.1) (Ve) UFP/mI total (UFP)
BHK+JUNV 29+05)10°  (29+05)10°  (46£08)10°  (2.8+0.5)10° 094202
K3 894 d.p.i (26.£05)10°  (26.£05)10°  (50+14)10°  (3,0£0.8) 10° 011+0,04
K3 1237 d.p.i. 0,017 £ 0,006

(1,6 £0.4) 10° (1,6 £0.4) 10° (4,6 + 1.6) 10° (2,8 £0.9) 10°

La caracterizacion de la produccion de infectividad de las células K3 también incluyo el
analisis de los niveles de infectividad extracelular. En la Tabla R2 se muestran los resultados
obtenidos al cuantificar la infectividad total y asociada al cultivo. En células BHK-21 infectadas
en forma aguda con JUNV, la relacién entre el virus total respecto del virus extracelular
producido es cercana a 1 indicando que la mayoria del virus producido se liber6é al
sobrenadante. Por el contrario, cuando se analizd el virus producido en las células K3, esta
relacién oscilé entre 5,3 y 11,4, indicando que la mayor proporcion de virus producido por el
cultivo de células K3 queda asociado a células, encontrandose los valores mayores para los
dias 543 y 1147 p.i. los cuales coinciden con valores bajos de produccion de infectividad
liberada al sobrenadante de cultivo (Tabla R2).

Tabla R2: Virus total y virus extracelular producido por las células K3

K3 117 d.p.i K3293d.p.i K3543d.p.i K3 1147 d.p.i BHK + JUNV

Ve (UFP/ml) (61,5)10° (9.2+1.9)10° (6,7 £1,6) 10° (5 £1,5) 10° (7,1+£1,2) 10°

Vit (UFP/ml) (4,3 +1,3)10° (4,9 £1.4) 10° (5,3 +0,4) 10* (5,7 +1,5) 10* (6,6 +5,5) 10°
Vt'Ve 71£28 53+1,9 7.9+2,1 11,4+3,8 0,9+0,2

Estos resultados sugieren que la disminucion en los niveles de virus extracelular detectados
en las células K3 ocurriria a consecuencia de una brotacion deficiente lo que llevaria a una

acumulacion de infectividad asociada a células.
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R. I. 3. Deteccién de genes virales en células K3

La infeccidon persistente de JUNV en el cultivo de células K3 se caracterizé por una
produccién continua de virus a lo largo del tiempo. Teniendo en cuenta esta situacién, se
planteé la posibilidad de que el genoma de JUNV permaneciera en las células K3 en forma de
ADN, situacion que ha sido descripta para LCMV, tanto en el ratébn como en cultivos de células
BHK-21 (Klenerman et al., 1997). A fin de estudiar la presencia del genoma viral de JUNV en
forma de ADN en las células K3, se empleé la técnica de reaccién en cadena de la polimerasa
(PCR) analizandose la presencia de secuencias correspondientes a los genes virales de N, G1
yZ.

Con el objetivo de detectar secuencias correspondientes al gen de N, se emplearon los
cebadores Arena/186, los cuales permiten la amplificacion de un fragmento de 186 pb
correspondiente al extremo 3 del segmento S en sentido gendmico, al 5° de su forma
antigenomica y al 5" del ARNm de dicho gen. Para la deteccion del gen de G1 se utilizaron los
cebadores GPC F/JDG2SQ, los cuales permiten la amplificacion de un fragmento de 127 pb
correspondiente al extremo 5 del fragmento S en sentido gendmico, al 3" de su forma
antigenémica y al 5" del ARNm de dicho gen. Para la deteccion del marco de lectura abierto
del gen de Z se emplearon los cebadores ZF/ZR, los cuales permiten la amplificacion de un
fragmento de 280 pb correspondientes al extremo 5  del fragmento L, al 3" de su forma
antigendémica y al ARNm del mismo.

Como molde para la reaccion se utilizé el cADN o el ADN preparados a partir de células K3,
empleandose como controles células BHK-21 no infectadas o infectadas de forma aguda con
JUNV.

En la Figura R4, se muestran los resultados de la amplificacion de los fragmentos
esperados para los 3 genes virales analizados. Los productos de amplificacion se detectaron
tanto cuando se emple6 como molde el cADN obtenido a partir de células BHK-21 infectadas
de forma aguda, como asi también cuando se utilizé como molde el cADN obtenido a partir de
células K3. Por el contrario no se observo banda de amplificacién cuando se emple6 el cADN
de células BHK-21 sin infectar. Asimismo, no se logré amplificacion de ninguno de los genes
virales cuando se empled como molde de reaccion el ADN extraido a partir de células BHK-21
infectadas de forma aguda con JUNV ni a partir de células K3, indicando que el genoma viral

no se encontraria en forma de ADN en las células K3.
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Figura R4: Presencia de secuencias de ADN viral en las células K3. Se realizé una
PCR y RT-PCR utilizando como molde el ADN o cADN, respectivamente, obtenido a partir de
células K3 (K3), células BHK-21 sin infectar (BHK-21) y células BHK-21 infectadas en forma
aguda con JUNV XJCI; (BHK + JUNV) a una mo.i de 1 o 0.5 UFP/cel. segun se indica. Este
experimento se realizé a los 716 d.p.i.

R. I. 4. Expresién de antigenos virales
A fin de estudiar la sintesis y expresion de N, G1 y G2 en células K3 se realizaron ensayos
de IF1 (G1y N), WB (N) y actividad fusogénica (G2).

R. I. 4. a. Glicoproteinas virales

Con el objetivo de estudiar la expresidon de G1 en los cultivos de células K3, se empled la
técnica de IFI de membrana. En la Figura R5 se observa que las células K3 presentaron
expresion de G1 en su membrana con un patrén de fluorescencia similar al observado para las
células BHK-21 infectadas en forma aguda. En el caso de K3, las células fluorescentes se
distribuyeron de manera homogénea en toda la monocapa celular, mientras que en las
infectadas de forma aguda se observaron focos (grupos) de células fluorescentes (Figura R5).
El porcentaje de células (+) para G1 varié a lo largo del periodo analizado alcanzando valores
cercanos al 80% inmediatamente luego de transcurrida la etapa aguda de la infeccion para
oscilar luego entre 15 y 50% a partir del segundo afio p.i.. En la Tabla 3, se muestra, a modo
de ejemplo, tres momentos distintos del cultivo durante el segundo y tercer afio p.i. en los que

se analiz6 el virus producido y el porcentaje de células (+) para G1. Los datos obtenidos
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muestran una correlacion entre los niveles de infectividad recuperada del sobrenadante de los

cultivos y la cantidad de células que expresan G1.

BHK-21

BHK + JUNVE

Figura R5: Expresion de G1 en células K3. Células BHK-21 sin infectar (BHK-21) e infectadas
de forma aguda con JUNV, m.o.i =1, (BHK + JUNV) y células K3 (K3) fueron procesadas a los 4 d.p.i.
o 5 dias post siembra para IFI de membrana utilizando un Mab anti G1. Los preparados se
observaron en 400X (Primera columna) y 100X (segunda columna) Este experimento se realiz6 a los
800 d.p.i..

Tabla R3: Produccion viral y expresion de G1 en células K3.

i . » Virus extracelular Porcentaje de células
Dias post infeccion o
(UFP/ml) positivas para G1
7 5.10° 83,2+ 10,1
716 1,1.10° 16,2 2,1
1107 4,3.10° 28,2+3,4
1147 5.10° 44,3 +6,2

El estudio de la expresién de la proteina viral responsable de la actividad fusogénica en las
células K3, se llevo a cabo utilizando un ensayo de formacion de sincicios a bajo pH. La
capacidad de fusionarse a bajo pH de las células infectadas con JUNV, estaria indicando la
presencia de G2 en la membrana de las mismas ya que esta proteina tiene adjudicado un rol

de peptido fusogénico en los arenavirus (Eschli et al., 2006). Como puede observarse en la
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Figura R6, tanto las células BHK-21 infectadas de forma aguda como las células
persistentemente infectadas con JUNV presentaron actividad fusogénica al ser sometidas a
bajo pH. Los sincicios obtenidos en las células K3 no se diferenciaron morfolégicamente de

aquellos correspondientes a los cultivos analizados durante la etapa aguda de la infeccién.

BHK-21 BHK + JUNV K3

Figura R6: Estudio de la capacidad fusogénica a bajo pH de las células K3. Células
BHK-21 sin infectar (BHK-21) o infectadas en forma aguda con JUNV XJCI; (BHK + JUNV) y
células K3 (K3) fueron incubadas con medio de cultivo a pH 5 por 1 h.. Luego las células se
mantuvieron con medio de cultivo a pH 7 por 24 h., se fijaron con metanol y se tifieron con
Giemsa. Finalmente los preparados se observaron en un aumento de 400X. Este experimento
se realizo a los 921 d.p.i.

Los datos obtenidos durante el estudio temporal de la expresion de G2 se muestran en la
Tabla R4. Estos datos indican que la capacidad fusogénica disminuyd con el curso de la
infeccion de manera similar a lo observado con la infectividad. El tamafo de los sincicios no
vari6 significativamente en los distintos tiempos analizados, mostrando un valor promedio de

32 nucleos/sincicio.

Tabla R4: Actividad fusogénica de las células K3 en funcién del tiempo post-infeccién

Dias post Virus extracelular NUumero de sincicios/cubreobjeto
infeccion (UFP/ml)
10 3.10° Sincicios confluentes en la monocapa celular
112 1,6.10° 86 + 15
471 2,6.10* 66 + 18
543 6,7.10° 57 +10
621 NH 28+7
921 3,5.10? 32+12

Analizando los datos de actividad fusogénica de las células K3 en conjunto con la
produccion de infectividad liberada al sobrenadante, se podria especular que, de manera
similar a lo observado para G1, aquellos tiempos en los que el cultivo mostré una capacidad
fusogénica elevada, es decir mayor proporcion de células (+) para G2, también presentaron

mayores titulos virales en el sobrenadante.
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R.I. 4. b. Nucleoproteina viral

A fin de analizar la expresion de N en las células K3 se empled la técnica de IFI total Mab.
Del mismo modo que se describié para G1, las células positivas para este antigeno se
encontraron homogéneamente distribuidas en la monocapa de células K3, a diferencia de lo
observado para las células BHK-21 infectadas de forma aguda en las cuales se observo focos
de células fluorescentes (Figura R7). Asimismo, se pudo observar que mientras que en las
células BHK-21 infectadas de forma aguda con JUNV, N presenté un patron de fluorescencia
puntillado fino y difuso, esta proteina mostr6 un patron de fluorescencia citoplasmatico
granular grueso en el cultivo persistentemente infectado. Este patron de expresion de N en las
células K3 se observoé en todos los tiempos analizados.

Los datos de la expresion temporal de N se muestran en la Tabla R5. Se puede observar
que los porcentajes de células positivas para la expresion de N presentes en el cultivo de
células K3 fueron variables en los diferentes dias post-infeccion, con valores que fluctuaron
entre 10 y 65%. A diferencia de lo que ocurrié en el caso de G1 y G2, considerando los datos
de expresion de N en conjunto con la produccién de infectividad liberada al sobrenadante, se
puede concluir que las diferencias en los porcentajes de células que expresan N no se
correlacionan con las diferencias observadas en los titulos de infectividad (Tabla R5).

Cabe agregar que en todos los tiempos ensayados, los porcentajes de células (+) para N
resultaron similares o mayores a aquellos encontrados para G1. Asimismo, todas las células
(+) para G1 fueron (+) para N pero no a la inversa. En la figura R8 se muestra una IFI con
doble marcacion (N y G1), realizada a los 1401 d.p.i., momento en que el cultivo presentaba
31,316,5 y 25,217,1 células (+) para N y G1, respectivamente. En dicha Figura puede
observarse la expresion conjunta de ambos antigenos de manera similar a lo que ocurre en un

cultivo infectado de forma aguda.
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BHK-21

BHK + JUNV

Figura R7: Expresiéon de N en células K3. Células BHK-21 sin infectar (BHK-21) o
infectadas en forma aguda con JUNV XJCI; (BHK + JUNV) y células K3 (K3) fueron
procesadas a las 48 h.p.i. 0 72 h. post siembra para inmunofluorescencia total utilizando un
Mab anti-N. Los preparados se observaron en 400X (Primera columna) y 100X (segunda
columna). Este experimento se realiz6 a los 894 d.p.i..

BHK + JUNV
—
, e

Figura R8: Expresion de antigenos virales en células K3. Células BHK-21 infectadas en
forma aguda con JUNV XJCl; (BHK + JUNV) y células K3 (K3) fueron procesadas a las 48 h.p.i.
0 72 h. post-siembra para inmunofluorescencia total y de membrana utilizando un Mab anti-N y

suero policlonal anti-JUNV, respectivamente. Los preparados se observaron en 400X.
Experimento realizado a los 1401 d.p.i..
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Tabla R5: Produccion viral y expresion de N en células K3.

Dias post infeccion Virus extracelular Porcentaje de células
(UFP/ml) positivas para N
14 51.10° 832+97
29 8,2.10° 14,1 £1,4
77 1,4.10* 40,0+52
242 2,6.10° 23,5+3,2
372 NH 422+42
507 1.10* 442 +51
543 6,7.10° 65,2 +6,5
894 5.10° 25,1 + 3,1
975 2.10 31,1430
1147 5.10° 346+43

A fin de determinar si en las células persistentemente infectadas existia una sintesis
diferencial de N respecto a lo que ocurre en células BHK-21 infectadas de forma aguda, de
modo que ello pudiese explicar el patron de fluorescencia observado en la Figura R7 se
empleo la técnica de WB utilizando un Mab capaz de revelar a N (60-64 kDa) y al producto de

degradacion de la misma de 40-42 kDa.
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Figura R9: Sintesis y expresion de N en células K3. Células K3 fueron procesadas para
PAGE-SDS a diferentes dias post-infeccion. Las proteinas se transfirieron durante 1.5 h a 35
mA y se revelaron con un Mab anti N. La expresién y localizacién de N en K3 a distintos d.p.i.
también fue estudiada mediante IFI. Células K3 fueron procesadas a los dias p.i. indicados
(530, 986 y 1147 p.i.) para IFI total utilizando un Mab anti-N. Los preparados se observaron
empleando un aumento de 400X.

Como puede observarse en la Figura R9, en todos los tiempos analizados, las células K3
se caracterizaron por presentar una banda prominente correspondiente a N, coincidente con lo

observado para las células BHK-21 infectadas de forma aguda y una banda de intensidad
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variable en la zona de peso molecular correspondiente al producto de degradacion de 40-42
kDa. La presencia de este producto de degradacion aparece tempranamente en las células K3
luego del subcultivo de las mismas, tal como puede observarse en la Figura R10 en la que la
banda de 40-42 kDa se hace detectable a partir de las 8 h. post-siembra. Cabe mencionar que
este producto de degradacion en los cultivos infectados de manera aguda no aparece sino

hasta el tercer d.p.i..

> o0 94 % 6 &

N (60-64 kDa) p»
40-42 kDa P | - -—

Figura R10: Cinética de aparicion de los productos de degradacion de N en células K3.
Células K3 fueron procesadas para PAGE-SDS a diferentes tiempos post siembra (h.), también
se proceso el cultivo original (K3). Las proteinas se transfirieron durante 1.5 h. a 35 mA y se
revelaron con un Mab anti N. Experimento desarrollado a los 490 d.p.i.

La presencia abundante de este producto de degradacion de N en las células K3 podria
correlacionarse entonces con el patrén de fluorescencia granular grueso observado en estas

células.

R.I. 5. Clonado biolégico de las células K3

A fin de estudiar la heterogeneidad celular presente en el cultivo de células K3, inferida a
partir de los patrones de inmunofluorescencia y valores de centros infecciosos, se efectud un
clonado bioldgico de las mismas. Se realizaron ensayos de caracterizacién de los clones
celulares obtenidos de la misma forma que con el cultivo original. Los resultados de dicha
caracterizacion se muestran en la Tabla R6.

Como puede observarse, se obtuvo una gran proporcion de células (70.3%, 19/27) que
dieron origen a cultivos no virogénicos y que tampoco expresaron antigenos virales.
Mediante reacciones de RT-PCR, especificas para detectar los fragmentos S y L, se
determiné que los mismos fueron negativos para la presencia del genoma viral,
concluyéndose que se trataba de “células no infectadas”, categoria definida segun los
parametros mencionados (no virogénicas, no sintetizan antigenos virales y RT-PCR
negativas para los genes de Ny Z de JUNV).

Por otro lado, el resto de los clones celulares analizados presentaron distintas
caracteristicas. Se obtuvieron clones virogénicos (A2, B2, B5, D10 y G3), los cuales
produjeron valores de infectividad, presente en los sobrenadantes de los cultivos, que

oscilaron entre 2.10% y 1.10* UFP/ml. También se encontraron clones no virogénicos (D4, D9
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y E9), los cuales tampoco expresaron antigenos virales aunque, sin embargo, resultaron
positivos para la deteccién de genoma viral (Tabla R6).

Tabla R6 Caracterizacion de clones celulares aislados a partir de células K3

Produccion viral

Clon celular U WB N IFI N PCR N PCR Z
K3 1.10° + + + +
A2 1.10° + = + =
A3 - - - - -
A4 - - - - NH
A12 - - - - -
B2 3.10? + + + +
B5 2.10° + + + +
B6 - - - - NH
C5 - - - - -
c7 - - - - NH
c8 - - - - -
C9 - - - - -
D2 - - - - -
D4 = = = + NH
D9 - - - + +
D10 410° + + + +
E9 - - - + -
F2 - - - - -
F5 - - - - NH
F6 - - - - NH
F9 - - - - -
G3 1.10* + + + +
H1 - - - - NH
H2 - - - - -
H3 - - - - -
H5 - - - - NH
H7 . - - - NH
H8 - - - - -

Los resultados obtenidos sugieren la presencia de distintos tipos celulares constituyentes
del cultivo de células K3. No es posible descartar que la elevada proporcién de clones
celulares “no infectados” pudiera haberse generado durante el periodo de expansion clonal a
través de un proceso de “curacion”. Un argumento a favor de este razonamiento podria ser
el hecho de haber obtenido clones celulares con PCR (+) pero que no expresaban proteinas
virales y, en consecuencia, tampoco producian virus infeccioso. Estos clones podrian
encontrarse “a mitad de camino” para “curar” la infeccién. Asimismo, la existencia de este
tipo de clones hace suponer que en las observaciones de las células K3 efectuadas
mediante IFI para N o G1, la proporcion de células infectadas podria ser mayor que aquella

estimada en funcion del nimero de células que expresan antigenos virales.
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R. I. 6. Analisis gendmico de las secuencias virales presentes en las células K3

Los resultados mencionados anteriormente, que demostraron la presencia continua de
virus infeccioso en los sobrenadantes de las células K3, indican una replicacién activa de
JUNV en dichas células a lo largo de todo el periodo analizado. ElI hecho de no detectar
ADN correspondiente a las secuencias de los principales genes virales que pudiese dar
cuenta de un mecanismo novedoso de permanencia del virus en el cultivo sugiere que dicha
replicacion se estaria produciendo segun la estrategia de multiplicacion propia de los
arenavirus. Debido a que el proceso de replicacion y transcripcion de un genoma de ARN
ocurre en funcion de la actividad de ARN polimerasa ARN dependiente de la proteina L
(integrada en un complejo proteico) y que este tipo de polimerasas carece de un sistema de
lectura y copiado a prueba de errores, la multiplicacion continua de JUNV en las células K3
podria llevar a la acumulacion de cambios nucleotidicos en su genoma. A fin de investigar
esta hipotesis, se procedié al aislamiento y secuenciacion de los genes de N, GPC y Z
amplificados a partir de ARN extraido de células K3 a los 800 d.p.i. previa obtencion del
cADN. A fines comparativos, se procedié de la misma manera empleando células infectadas
de forma aguda con JUNV XJCI; (virus que origind las células K3). Asimismo, en el analisis
de los resultados se incluyd la secuencia de la cepa de referencia JUNV XJ13 publicada en
el GenBank (NC_005081), dado que la misma fue la que presentd la menor cantidad de
cambios frente a la secuencia de JUNV XJClI;, cuando esta secuencia fue comparada con

las secuencias de las distintas cepas de JUNV disponibles en el GenBank.

R. . 6. a. Nucleoproteina

El fragmento de 1778 pb que contiene la region codificante para la proteina N completa se
amplifico utilizando los oligonucledtidos especificos J5/ 2906, 2343/ 3249 y Arena/ 2881.
Como se observa en la Figura R11, la secuencia obtenida a partir de las células K3 mostro
una transicion en la posicion nucleotidica 172, dando como resultado el cambio del codén AAA
por GAA con el concomitante cambio del aminoacido lisina (K, basico) por el aminoacido acido
glutamico (E, acido), en la posicién 58 de la secuencia aminoacidica de la proteina N.

Por otro lado, tanto la secuencia obtenida a partir de la infeccién aguda de JUNV en células
BHK 21, como asi también la secuencia obtenida a partir de las células K3 mostré dos
cambios en la posiciones 594 y 927 de la secuencia nucleotidica codificante para esta
proteina, respecto a la secuencia publicada en el GenBank. El primero de los cambios es una
transversion de C a A, y el segundo es una transicion de C a T, resultando ambos cambios en

mutaciones silenciosas (Figura R11).
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10 20 30 40 50 60 70
XJ13 ATGGCACACTCCAAGGAGGTTCCAAGCTTTAGATGGACTCAGTCCTTAAGGAGAGGTTTGAGCCAATTCA
M A HS KEVP S FRWTQSLRIRGL S Q F
D
M A HS KEVP S FRWTOQSLRIRGL S Q F
6
M A HS KEVPSFRWTIQSULIRRGL S Q F
80 90 100 110 120 130 140
XJ13 CTCAGACTGTCAAGTCAGATGTTTTGAAGGACGCCAAGCTAATTGCTGACAGCATCGACTTCAACCAAGT
T Q T v KSDVLKDAKTILTI1I ADS 1T DFNAOQV
D 1
T Q T Vv K SDVLKDAKTLTI1I ADS 1T DFNOQV
6
T Q T Vv K S DV L KD AKTLTI1I ADS 1T DFNOQV
150 160 170 180 190 200 210
P PO DN U DT PN DTN DU DTN PO N PO DN P
xXJ13 GGCACAGGTGCAGCGGGCACTCAGAAAGACTAAAAAGGGGGAAGAAGACCTCAATAAGTTGAGGGACCTG
A Q VQ RALIRIKT K K GEEUDILNIKTILRTDIL
D 1

K3 e eaaaas G e
A Q V Q RALIRIKTEI KT GETEUDTILNIKTLRDIL

220 230 240 250 260 270 280
XJ13 AATAAAGAGGTTGACAGACTCATGTCCATGAGGAGTGTTCAACGAAACACAGTTTTCAAGGTGGGAGATC
N K EV DRLWMSMRSV QRNTVF KV G D
D 1
N K EV DRLWMSMRSV QRNTVF KV G D
6
N K EV DRLWMSMRSV QRNTVF KV G D
290 300 310 320 330 340 350
T O D P D P T [ DU DU D P
XJ13 TGGGGAGGGATGAACTGATGGAGTTGGCGTCTGACCTTGAGAAATTAAAAAACAAGATAAGAAGAGCAGA
L G R DELMETLASDIULEIKILI KNI KTIRIRAE
D
L G R DELMETLASUDIULEI KILI KNI KTIRIRAE
6
L G R D ELMETLASUDIULEIZKILI KNI KTIRIRATE
360 370 380 390 400 410 420
XJ13 GACAGGCTCTCAGGGGGTTTACATGGGTAACTTGTCCCAGTCACAACTTGCTAAAAGATCAGAGATATTG
T 6 S Q GV Y MG NULSQ SQL AKRSETTL
D
T 6 S Q GV Y MG NULSQ SQL A KRS ETTL
6
T 6 S Q GV Y MGNILSQ S QL AKRSETTL
430 440 450 460 470 480 490
XJ13 AGAACACTGGGATTTCAACAGCAAGGGACTGGGGGAAATGGTGTGGTGAGGATATGGGATGTTAAAGACC
R T L 6GF Q Q Q 6 T G G NGV VR 1T WDV KD
D 1
R T L 6GF Q Q Q 6 T G GG NGV VR 1T WDV KD
6
R T L 6GF Q Q Q 6 T G G NGV VR 1T WDV KD
500 510 520 530 540 550 560
XJ13 CTTCAAAGCTAAACAATCAGTTTGGCTCTGTTCCTGCATTGACAATTGCATGCATGACTGTTCAAGGAGG
P S KLNNOQFGSVPALTIACMTVQ G G
D 1 T
P S KLNNOQFGSVPALTIACMTVQ G G
6

P SKLNNOQFGSVPALTIACMTVQGG
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570 580 590 600 610 620 630
XJ13 TGAGACAATGAACAGTGTCATACAAGCTTTAACCTCACTTGGGCTTCTATACACTGTGAAGTATCCAAAC
ETMNSVI1IQALTSULGLULYTVKY PN
XIAA 3 e eeea e A e
ETMNSVI1IQALTSULGLULYTVKY PN
K3 e eeaaaaaa A e
ETMNSVI1IQALTSULGLULYTVKY PN
640 650 660 670 680 690 700
SEET) EETSY CEETY PEPYY FEETY PEPTY RPN PERTY FEEry PEEEY PEEeY PErey PErey Prrey
XJ13 TTAAGTGACCTTGACAGACTGACTCAGGAACATGACTGCCTTCAGATTGTGACTAAAGATGAAAGCTCCA
L $SDLDWRLT QEHDTCLOQIIV TIKUDE S S
D
L S DLDWRLT QEHDTCLAOQIIV TIKUDE S S
256
L S DLDWRLT QEHDTCLAOQTII V TIKDE S S
710 720 730 740 750 760 770
XJ13 TCAATATTTCTGGTTACAACTTCAGTCTTTCAGCTGCAGTAAAGGCTGGAGCATCTATTCTTGATGGTGG
I N1 S GYNJFSL SAAV KAGAS S 1T L DG GG
D
I N1 S GYNUFSLSAAV KAGAS S 1T LDGSG
256

I N1 S GYNUFSLSAAV KAGAS S 1T LDGSG

780 790 800 810 820 830 840

B O P L DO PN DN DU DY PUD DOU N DN Py

XJ13 AAACATGTTGGAAACAATCAGAGTCACCCCAGAAAACTTCTCTTCCCTCATAAAATCAACCATTCAGGTT
NMLETTI RV TPENZFSS LI K STI QV

D 1
NMLETTI RV TPENZFSSLI K STI QV
6
N ML ETTI RV TPENZFSSLI K STI QV
850 860 870 880 890 900 910
xXJ13 AAACGAAGAGAAGGCATGTTTATTGATGAGAAACCAGGCAATAGAAATCCTTATGAAAACCTTTTGTACA
K R R E GMF 1 DEIKUPGNIRNWPYENILILY
D 1 T
K R R E GMF 1 DEIKUPGNI RNWPYENITLILY
6
K R R E GMF 1 DEIKUPGNI RNWPYENILILY
920 930 940 950 960 970 980
XJ13 AACTTTGTCTTTCTGGCGATGGTTGGCCTTATATTGGTTCTAGATCACAAATCACAGGCAGGTCATGGGA
K L CL S GDGW®PY I GSR S Q1 TGRS WD
XJA3 e 1
K L CL SGDGW®PY I 6GSRS Q1 TGRS WD
K3 e 1
K L CL SGDGW®PY I 6GSRSQI1 TG R S WD
990 1000 1010 1020 1030 1040 1050
XJ13 CAACACAAGTATTGATCTGACAAGGAAACCAGTTGCTGGTCCTAGACAGCCGGAAAAAAACGGTCAGAAT
N T S I DL TWRIKWPVAGZPRIQWPEIKNGQN
D 1
N T S I DL TWRIKWPVAGZPRIQWPEIKNGQN
6
N T S I DL TWRIKWPVAGZPRIQWPEIKNGQN
1060 1070 1080 1090 1100 1110 1120
XJ13 TTGAGATTGGCTAACTTGACAGAGATACAAGAAGCTGTCATCAGAGAGGCAGTGGGGAAACTCGACCCCA
L R L ANWLTETIQEAV I REAVG K LDP
D 1
L R L ANWLTETIQEAV I REAVG KL DUP
6
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XJ13

XJd 3

K3

XJ13

XJa 3

K3

XJ13

XJa 3

K3

XJ13

XJa 3

K3

XJ13

XJa 3

K3

XJ13

XJjd 3

K3

XJ13

XJda 3

K3

XJ13

XJa 3

K3

1130 1140 1150 1160 1170 1180 1190
ST LTS EEE CEErY FEEEY FEERY FEPEY PEEEY POt CErry PEEEY PRErY EErey Eorry |
CCAACACCCTTTGGCTCGACATTGAAGGACCAGCCACTGACCCTGTTGAGATGGCATTATTCCAACCTGC
T NTLWLDTI EGPATTDU®PVEMATLFAQPA

T NTLWLDI1 EGPATTDU®PVEMATLFOQPA

1200 1210 1220 1230 1240 1250 1260
IS FEET) EEEE) EETEY Prehl FErr) EEE) PErey FEEe) PEEEY EEreY ERrry Errey breey |
AGGTAAGCAGTACATTCACTGCTTCAGAAAACCACATGATGAGAAAGGGTTTAAAAATGGTAGCAGACAC
G K QY 1 HCFRKTPHDTETZ KT GTFT KNG GSTR RH

1270 1280 1290 1300 1310 1320 1330
RS PSSt EREE] PEErY FETEY EEERY FEEEY FEREY COEel EERry SRl FErrl PEEeY Panry
TCTCACGGCATCTTAATGAAGGACATAGAAGATGCAATGCCAGGAGTTCTTAGTTACGTGATCGGCTTGC

S HG 1 LMKDTIEDAMPGVLSYV I GL

1340 1350 1360 1370 1380 1390 1400
LSSl CEEEY FEERY EEER) FEEEY EETE) PEED) POty EErr) PEPEY EEEn LEreY CEred BErey
TGCCTCCAGACATGGTTGTGACTACTCAAGGATCCGATGACATCAGGAAGTTGTTTGACCTCCATGGAAG
LPPDMVVTTQGSDDIRKTLTFDLHGR

L PpPPDMVV TTOQGGSDU DI RKULEFDILHGHR

1410 1420 1430 1440 1450 1460 1470
R T P PUTT PR Py PR PR P PR T PR Py P |
AAGAGATCTTAAACTGGTTGATGTTAAGCTCACATCTGAACAAGCCAGGCAGTTTGATCAACAGGTCTGG

R DLKTLVDVI KTLTSET QARU QTFDG QO QV W

R DLKTLVDVZ KTLTSETZ QARU QTFUDU QO QV W

1480 1490 1500 1510 1520 1530 1540
B O D L D P DO P TN PRy DU DU DN P
GAGAAATATGGTCACTTATGCAAATATCACAATGGAGTGGTTGTCAATAAGAAAAAGAGGGAAAAGGATA
E K Y G H L CIKYHNUGVV V NIKIKKIREK D

E KY GHULU CIKYHNG GVVVNIKKKRE KD

1550 1560 1570 1580 1590 1600 1610
EEEY EEETY EEEEY PEErY PEury PEur) PEEr POty POrr) PErey PEre) PErel Crey Pares
CTCCCTTCAAGTTGGCCTCCAGTGAACCACACTGTGCTCTGCTAGACTGCATAATGTTTCAGTCAGTGCT
TPFKLASSEPHTCALTLTDTCIMEFQ QSVL

1620 1630 1640 1650 1660 1670 1680

ISR FETrY CEEE) FETEY FEEE) EOREY FEThl CERE) FEre) Crrey Eee) CErey Erres Eorey |
AGATGGGAAGCTCTATGAGGAGGAACCTACACCTCTATTACCACCGAGCTTGCTGTTCCTCCCGAAGGCA

b GKLYEEEWPTW®PLLUPWPSLLZFLUPKA

b GKLYEEEWPTW®PLLZPWPSLLZFLUPKA
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XJ13 GCCTATGCACTGTAA
AY AL *
X3a3 e

K3 o

Figura R11: Secuencia nucleotidica y aminoacidica del gen de N obtenido a partir de células
K3. El fragmento de 1778 pb que contiene la regién codificante para la proteina N completa se
amplificé utilizando los oligonucledtidos especificos J5/2906, 2343/3249 y Arena/2881 a partir del
cADN correspondiente obtenido a partir de células K3 y células BHK-21 infectadas con JUNV XJClI;.
Los productos de amplificacion de PCR se clonaron en el plasmido pGEM-T easy y fueron
secuenciados por el método de terminadores de cadena empleando los oligonucledtidos T7 y SP6.
Las secuencias fueron alineadas empleando el programa ClustalW. Se incluye la secuencia de JUNV
XJ13 (GenBank NC_005081).

R. I. 6. b. Precursor glicoproteico

El fragmento de 1554 pb que contiene la region codificante para GPC completo se amplificd
utilizando los oligonucleodtidos especificos Arena/900R, 651F/1049R y 889/GPCR a partir del
cADN. Como se muestra en la Figura R12, la secuencia obtenida a partir de las células K3
mostré un cambio nucleotidico correspondiente a una transicion de A a G (posicién 739 en la
secuencia nucleotidica), la cual da origen a un cambio del codon AGG a GGG con el
concomitante cambio del aminoacido arginina (R, basico) por glicina (G, neutro) en la posicion
243 de la secuencia aminoacidica. La mencionada diferencia, se ubicé en la regiéon que
contiene la sefal de reconocimiento de la proteasa celular subtilasa, la cual es responsable
del procesamiento post- traduccional de GPC que da origen a G1 y G2 (Tabla R7 y Figura
R12).

La secuencia obtenida a partir de las células K3 también presenté cambios en la secuencia
nucleotidica respecto a las secuencias publicadas en el GenBank y la obtenida a partir de la
infeccion aguda en las posiciones 309 (de G a A) ,1248 (de T a C) y 1344 (de A a G)
resultando estos cambios en mutaciones silenciosas.

Asimismo, se evidenciaron cambios en la secuencias nucleotidicas obtenidas a partir de la
infeccion aguda con JUNV y de células K3 respecto a la secuencia publicada en el GenBank.
El primero de ellos, en la posicidon nucleotidica 552 (transicién de T a C), resulté en una
mutacion silenciosa, mientras que los cambios en las posiciones nucleotidicas 622 y 623
(transicion de C a T) y 503 (de A a G) resultan en el cambio de aminoacido prolina (P) por
leucina (L) en la posicion 209 y del aminoacido treonina (T) por alanina (A) en la posicién 169

en la secuencia aminoacidica de la proteina, respectivamente (Tabla R7 y Figura R12)
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Tabla R7: Cambios nucleotidicos en la secuencia del gen de GPC obtenido a partir de

células K3
Posicion NC 005081
b Vi JUNV XJCI K3 Resultado
Nucleotidica JUNV XJ13 g
Mutacién
309 G G A . :
silenciosa
503 A G G T — A (169)
Mutacién
552 T C C . :
silenciosa
622 C T T
P — L (209)
623 C T T
739 A A G R — G (243)
Mutacién
1248 T T C . :
silenciosa
Mutacion
1344 A A G . :
silenciosa
10 20 30 40 50 60 70
B T o o T I o B L P P Py P e |
XJ13 ATGGGGCAGTTCATTAGCTTCATGCAAGAAATACCAACCTTTTTGCAGGAGGCTCTGAACATTGCTCTTG
M 6 Q F1SFMOQETILIPTTETLG QEA ALNTIATL
XIA B e
M 6 Q F1SFMOQETIPTTELUG QQEJA ALNTIATL
KB e e
M 6 Q F1SFMOQETIPTTETLG QQEHA ALNTIATL
80 90 100 110 120 130 140
ST U U P FT e [y (R DUrpe) [y PRy P e paae |
XJ13 TTGCAGTCAGTCTCATTGCCATCATTAAGGGTATAGTGAACTTGTACAAAAGTGGTTTATTCCAATTCTT
VAV SLI1TATILITI1IIKGTIVNTLYZIKSGLTFEFOQTFTF
XIA B e
VAV S LI1TATILITI1IKGTIVNTLYZIKSG GLTFEFOQTFTF
KB e
VAV SLI1TATILITIL1IEKGTIVNTLYZIKSGLTFEFOQTFETF
150 160 170 180 190 200 210
XJ13 TGTATTCCTAGCGCTTGCAGGAAGATCCTGCACAGAAGAAGCTTTCAAAATCGGACTGCACACTGAGTTC
V FLALAGRST CTETEATFTI KTIGTLUHTEF
XIO B e
V FLALAGRST CTETEATFTI KTIGTLUHTEF
KB e
V FLALAGRST CTETEATFTI KTIGTLUHTEF
220 230 240 250 260 270 280
XJ13 CAGACTGTGTCCTTCTCAATGGTGGGTCTCTTTTCCAACAATCCACATGACCTACCTTTGTTGTGTACCT
Q TVSFSMVG6LFSNNZPUHTDTLTPTLTLTE CT
XIO B i
Q TVSFSMVGLFSNNZPUHTUDTLTPTLTLTE CT
<<
Q TVSFSMVGLFSNNZPUHTUDTLTPLTLTE CT
290 300 310 320 330 340 350
B B T T e I e o T P e I e ey |
XJ13 TAAACAAGAGCCATCTTTACATTAAGGGGGGCAATGCTTCATTTCAGATCAGCTTTGATGATATTGCAGT
L NKSHTLYTI1ZKS GG GNASTEQ QTISTFDTDTIAYV
XIO B e

K3 i eeeaaaa A e eeeeaaaaaaa
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XJ13
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QI wL SQWFMNAYVGHUDWMHTLTDU®PZPFL

500 510 520 530 540 550 560
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GTAGGAACCGTACAAAGACAGAAGGCTTCATCTTTCAAGTCAACACCTCCAAGACTGGTGTTAATGAAAA
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1340 1350 1360 1370 1380 1390 1400
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Il P THRHI RGEACPLWPHRLNSTILSGSGSTC

1410 1420 1430 1440 1450
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R CG K Y P NLIKIKPTVWRIRGH *

Figura R12: Secuencia nucleotidica y aminoacidica del gen de GPC obtenido a partir de
células K3. El fragmento de 1554 pb que contiene la region codificante del gen de GPC se amplificd
utilizando los oligonucleétidos especificos Arena/900R, 651F/1049R y 889/GPCR a partir del cADN
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correspondiente obtenido a partir de células K3 y células BHK 21 infectadas con JUNV. Los productos
de amplificacién de PCR se clonaron en el plasmido pGEM-T easy y fueron secuenciados por el
método de terminadores de cadena empleando los oligonicleétidos T7 y SP6. Las secuencias fueron
alineadas empleando el programa ClustalW. Se incluye la secuencia de JUNV XJ13 (GenBank
NC_005081).

R. 1. 6. c. Proteina Z
El fragmento de 285 pb que contiene la region codificante para la proteina Z completa se
amplific6 empleando los oligonucledtidos especificos ZF/ZR, a partir del cADN obtenido a
partir de células K3.
Como se muestra en la Figura R13, la secuencia nucleotidica obtenida a partir de las
células K3 no mostré diferencias respecto a las secuencias obtenidas ya sea a partir de la

infeccién aguda de XJCI; o respecto a la secuencia publicada en el GenBank.

10 20 30 40 50 60 70
Y DO D U PPN PN DU DU DUUIY FUTIY DUY PR DU P
XJ13 ATGGGCAACTGCAACGGGGCATCCAAGTCTAACCAGCCAGACTCCTCAAGAGCCACACAGCCAGCCGCAG
M G NCNGASTEKSNGO QQPDSSRATU GQTPAA
D 1 T
M G N CNGASIK S NOQWPIDSSURATIOQPAA
6
M G N CNGASK S NOQWPIDSSURATIOQPAA
80 90 100 110 120 130 140
O P o L D D P DO POy DY PRy POy P
XJ13 AATTTAGGAGGGTAGCTCACAGCAGTCTATATGGTAGATATAACTGTAAGTGCTGCTGGTTTGCTGATAC
E FRRV AHS SLY GRYNTZ CI KT CT CWFATUDT
D 1
E FRRVAHS SLY GRYNTZ CI KT CT CWFATDT
6
E FRRV AHS SLY GRYNTZ CI KT CT CWFATDT
150 160 170 180 190 200 210
U ORI DOV PPN DN DTN DY PURI DUDNY PO DUUTY PR DU P
XJ13 CAATTTGATAACCTGTAATGATCACTACCTTTGTTTAAGGTGCCATCAGGGTATGTTAAGGAATTCAGAT
N L I T CNIDWUHY LCLIRT CHZ QG GMULRNSD
D
N L I T CNIDWUHY LCLIRTZ CHZ QG GMULRNSD
6
N L I T CNIDWUHY LCLIRT CHZ QG GMULRNSD
220 230 240 250 260 270 280
U PUDTDOURY PR PN PV DU DU DUDI PO PUTTY PUUN DU P
XJ13 CTCTGCAATATCTGCTGGAAGCCCCTGCCCACCACAATCACAGTACCGGTGGAGCCAACAGCACCACCAC
L ¢ N1 CWIKWPULUPTTI1 TV PV EZPTAUPP
D 1 T
L ¢ N1 CWIKWPULUPTTI1I TV PV EZPTAUPP
6
L ¢ N1 CWIKUPLUPTTI1I TV PV EZPTAUPP
XJ13 CATAG
P *
xyas3 ..
P *
K3 L...
P *

Figura R13: Secuencia nucleotidica y aminoacidica del gen de Z obtenido a partir de células
K3. El fragmento de 285 pb que contiene la region codificante del gen de Z se amplifico utilizando los
oligonucledtidos especificos ZF/ZR a partir del cADN correspondiente obtenido a partir de células K3
y células BHK-21 infectadas con JUNV. Los productos de amplificacién de PCR se clonaron en el
plasmido pGEM-T easy y fueron secuenciados por el método de terminadores de cadena empleando
los oligonucleoétidos T7 y SP6. Las secuencias fueron alineadas empleando el programa ClustalW. Se
incluye la secuencia de JUNV XJ13 (GenBank NC_005081).
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R. Il. Caracterizacion de clones virales aislados de cultivos de células K3

La liberacion continua de virus infeccioso en los sobrenadantes de células K3 permitio el
aislamiento y caracterizacion del virus producido por estas células luego de transcurrido el
primer (367 d.p.i.) y el segundo (809 d.p.i.) afio de la infeccién, momentos en los cuales el
cultivo mostraba niveles de de infectividad de 6.10* y 10° UFP/ml, respectivamente. El
aislamiento se llevé a cabo mediante un clonado biolégico y la amplificacion se realizé en
células Vero. La caracterizacion se llevé a cabo de manera comparativa con la cepa parental,

JUNV XJClIs, que se utilizé para originar la infeccion persistente de las células K3.

R. 1. 1. Crecimiento de los clones virales

Los clones virales se caracterizaron de acuerdo con sus propiedades de multiplicacion in
vitro. Para ello, se analiz6 la cinética de crecimiento tanto en células Vero como BHK-21,
como asi también su capacidad citolitica en células Vero.

En primer lugar, se realizaron infecciones de células Vero con los distintos aislamientos a
una m.o.i. = 0,1 UFP/célula y se titularon los sobrenadantes obtenidos a diferentes tiempos
p.i. mediante la técnica de UFP. En la Figura R14 se puede observar que todos los clones
virales obtenidos del primer aislamiento mostraron una cinética de multiplicacién similar a la
observada para el virus parental. Por otro lado, al titular sobrenadantes cosechados de las
células Vero infectadas con los distintos clones virales provenientes del segundo aislamiento
se observa que para los clones virales 42, 45, 46, 52, 53, 55, 59, 69, 71, 73, 78, 79, 80, 81,
83 y 87 los titulos maximos se alcanzaron entre los dias 6" y 8*°, mientras que para el virus
parental y los clones 58, 60, 65, 66, 67 y 68 el maximo titulo se observa de manera mas
temprana, entre los dias 4° y 6. Asimismo, los titulos alcanzados para los clones 55, 58,
60, 65, 66, 67, 68, 71, 80 y 81 resultaron ser 2 logaritmos menores respecto del titulo

maximo alcanzado por el virus parental (Figura R14).
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Figura R14: Curvas de crecimiento en células Vero de los clones virales aislados de células K3.
Células Vero fueron infectadas con JUNV XJCI; o con los clones aislados a partir de las células K3 a los 367
d.p.i. (clones 10, 12, 20, 22 y 28) o a los 809 d.p.i. (resto de los clones) a una m.o.i. de 0,1 UFP/cél. Los
sobrenadantes de los cultivos fueron cosechados a los dias p.i. indicados vy titulados mediante la técnica de

UFP.

Debido a las diferencias encontradas al comparar las cinéticas de crecimiento de los

clones virales obtenidos en el segundo aislamiento, se decidid analizar el efecto citopatico

producido por dichos clones. Para ello, se realizaron infecciones de células Vero con los
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distintos aislamientos a una m.o.i. de 0,1 UFP/célula, observandose los cultivos a fin de
determinar el grado de accion citopatica (ACP) de acuerdo con el aspecto del cultivo (células
redondeadas, refringentes, con nucleos picnoticos formando focos de accién citopatica y
células en el sobrenadante).

Como se observa en la Figura R15, el momento de aparicion de la ACP producida por los
clones obtenidos en el segundo aislamiento fue posterior al correspondiente para JUNV
XJCl; sugiriendo una menor citopatogenicidad del virus aislado de la infeccion persistente.
Asociado a esta observacion, el progreso de la destruccion celular fue mas lento en el caso
de los clones, mientras que para la cepa parental el grado maximo de destruccion se
alcanzé al dia 7 p.i., los clones virales que alcanzaron dicho estadio lo hicieron entre los dias
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Figura R15: Accidén citopatogénica en células Vero infectadas con los clones virales aislados de

células K3. Células Vero fueron infectadas con los clones obtenidos de células K3 a los 809 d.p.i. (clones 42,
45, 46, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 65, 66, 67,68, 69, 71, 73, 78, 79, 80, 81, 83, 87), a una mo.i. de 0,1
UFP/cél. Los cultivos asi infectados se observaron al microscopio invertido durante 9 d.p.i. registrandose el
grado de ACP segun la siguiente escala: La intensidad de la accion citopatica se gradud de 0 a 4 en forma

arbitraria, correspondiendo el grado 4 al maximo ACP.

A fin de analizar si el fenotipo de multiplicacion restringida de los clones 55, 65, 67 y 81 y
de crecimiento lento de los clones 45, 46, 52, 59, 73 y 79, se debia a una caracteristica
particular del cultivo celular utilizado también se realizaron las curvas de crecimiento de

dichos clones virales en células BHK-21. Al titular los sobrenadantes cosechados a partir de
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las células BHK-21 a diferentes dias p.i. se observd que XJCI; multiplicé rapidamente,
llegando a titulos de 10 UFP/mI al 4° dia p.i., obteniéndose el titulo maximo (1.10” UFP/ml)
al dia 8 p.i.. Cuando se analizan las curvas de multiplicacién de los clones virales, en este
tipo celular, se observa que los clones 52, 55 y 65 mostraron un crecimiento menor respecto
a la cepa parental, alcanzando titulos maximos de 8.10*, 2,7.10% y 3,9.10° UFP/ml al dia 8
p.i., respectivamente. Los clones virales 45, 46, 59, 67, 73, 79 y 81 también mostraron titulos
menores respecto del virus parental al dia 8 p.i, indicando un crecimiento restringido
respecto de XJCl;. Sin embargo, el hecho de obtener para estos clones curvas de
crecimiento con cinéticas crecientes aun al dia 13 p.i. podria indicar una multiplicaciéon
retrasada de los mismos respecto del virus parental mas que una restriccion en el titulo
alcanzado (Figura R16).
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Figura R16: Curva de crecimiento en células BHK-21 de los clones virales aislados de células K3.
Células BHK-21 fueron infectadas con JUNV XJCl; o con los clones obtenidos a partir de las células K3 en el
segundo aislamiento (809 d.p.i.), a una mo.i. de 0,1 UFP/cél. Los sobrenadantes de los cultivos fueron
cosechados a los dias p.i. indicados y titulados mediante la técnica de UFP.

El andlisis en conjunto de los resultados obtenidos sugiere que mientras los clones virales
recuperados en el primer aislamiento no presentaron diferencias de multiplicacion respecto de
la cepa viral que origind la infeccion persistente, aquellos obtenidos en el segundo aislamiento
se caracterizaron por exhibir una multiplicacion deficiente respecto de dicho virus. La
deficiencia observada tanto en células Vero como BHK-21 se puso de manifiesto a través de
curvas de crecimiento retrasadas en el tiempo y/o titulos maximos obtenidos
significativamente menores que el correspondiente al virus control, como asi también por

presentar una citopatogenicidad mas reducida.
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R. 1l. 2. Termosensibilidad de los clones virales

Una caracteristica que presentan algunos cultivos persistentemente infectados con distintos
virus, es la seleccion positiva de mutantes termosensibles (ts) durante el curso de la infeccion.
Estas mutantes no pueden multiplicar a la temperatura restrictiva (generalmente 39-40°C) pero
si a la permisiva (33 a 37°C). Esta caracteristica puede estar dada por una susceptibilidad de
la particula viral al calor (termoestabilidad) o por una falla de crecimiento del virus a la
temperatura restrictiva. Esto nos llevé a analizar el fenotipo ts del virus liberado por las células
K8.

Con este proposito se investigd en primer lugar la termoestabilidad de los clones virales
obtenidos de las células K3. Para ello se prepararon suspensiones de los mismos y de JUNV
XJCl; diluidas en PBS, incubandolas durante 1 h a 45°C vy titulandose la infectividad
remanente mediante el método de UFP. Finalmente, se calculd el cociente entre el titulo
obtenido de la muestra tratada y el titulo del control que se mantuvo en hielo por el mismo
tiempo. En la Tabla R8 se muestran los resultados obtenidos.

Tabla R8 Termoestabilidad del virus liberado por las células K3

. Titulo s/c Titulo. 45°C Inactivacién
Sl (L ORRIm somin Titulo 45°C 60 min/ Titulo s/c
Controles
XJClgi (1,2+0,6) 10° (1,2+0,2) 10* 0,10 + 0,061
XJCly i (3,3+£1,1)10° (5,3 £ 1,4) 10° 0,15+ 0,070
XJCl; clon3 (5,2 +1,4) 10* (9,8 +£1,9) 10° 0,18 + 0,063
XJCl; clon4 (6,2 +1,5)10* (9,6 +1,9) 10° 0,15 £ 0,050
XJCl; clon5 (4,6 +1,3) 10* (8,6 +1,8) 10° 0,18 £ 0,068
Clones virales
1 NH
2 NH
3 NH
4 NH
5 NH
6 (1,5+0,7) 10° (1,0 £0,2) 10* 0,066 + 0,037
8 NH
9 (2,6 +£1,0) 10* (6,4 +1,6) 10° 0,24 + 0,114
10 (1,5+0,7)10° (9,5+1,9) 10° 0,063 + 0,035
11 NH
12 (7,8+1,7)10° (2,1+0,9) 10° 0,26 + 0,132
13 NH
15 NH
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17
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
33
42
45
46
52
53
54
55
56
58
59
60
65
66
67
68
69
71
73
78
79
80
81
83
85

NH
0,036 + 0,017
0,006 + 0,003
0,10 £ 0,049
0,062 + 0,040
0,041 £ 0,031
0,20 £ 0,108
0,20 £ 0,081
0,25+0,119
0,12 £ 0,065
0,42 £ 0,340
0,044 + 0,021
0,13 £ 0,039
0,098 + 0,051

NH
0,43 £0,141
0,034 £ 0,012
0,045 £ 0,013
0,10 £ 0,032

NH
0,10 £ 0,040

NH
1,07 £ 0,357
0,14 £ 0,052

NH

NH
0,053 £ 0,017
0,098 £ 0,042
0,015 + 0,006
0,15+ 0,107
0,12 £ 0,074

NH

NH
0,10 £ 0,044
0,10 £ 0,044

NH
0,21 £0,130
0,10 £ 0,039

NH
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86 (3,2+1,1)10° (3,2+1,1) 10 0,10 + 0,050
87 NH

Los clones virales 20 y 67 que mostraron cocientes de inactivacion de 25 y 10 veces
menores respecto a los obtenidos para la cepa parental, respectivamente (Tabla R8), se
emplearon para realizar una cinética de inactivaciéon. Los resultados obtenidos permiten
confirmar que los clones 20 y 67 resultaron mas termolabiles que el virus que el virus
parental ya que sufrieron una rapida y pronunciada inactivacion frente al calor, con una
disminucion maxima de la infectividad a los 5 minutos de exposicion al agente inactivante
(Figura R17).
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tiempo de inactivacién a 45° C

Figura R17: Cinética de inactivacion de los clones 20 y 67. Suspensiones virales fueron
incubadas por diferentes tiempos, segun se indica, a 45 °C. La infectividad residual (S) fue
cuantificada mediante el método de UFP en células Vero. So es la infectividad de la muestra sin
calentar.

En segundo lugar se investigd la capacidad de los clones de multiplicar a la temperatura
restrictiva de 39 °C en forma comparativa con el virus que originé la infeccion, JUNV XJCl;. A
tal fin, células Vero fueron infectadas con los clones en paralelo con el virus parental. Luego
de 1h de adsorcion a 37°C, los indculos fueron removidos y las células fueron incubadas con
medio semisdlido e incubadas a 37°C y 39°C. A los 7 dias las mismas fueron fijadas y
reveladas segun la técnica de UFP a fin de calcular las eficiencias de plaqueo (EOP)
respectivas.

Como se muestra en la Tabla R9 la mayor proporcién del virus liberado por las células K3 a
los dias 367 y 809 p.i. mostro titulos superiores luego de la incubacion a 37°C respecto de la

incubacién a la temperatura restrictiva de la misma manera que el virus parental. Sin embargo,
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los clones virales 23, 24, 26, 27, 28, 29, 30, 42, 45, 52, 55, 59, 60, 69, 71, 73, 78, 80 y 85
mostraron titulos similares para ambas temperaturas. Por otra parte, los clones 81 y 87 fueron
los que mostraron las mayores diferencias en los titulos obtenidos a ambas temperaturas. Aun
asi, no se pueden considerar a dichos clones virales como variantes ts ya que la diferencia
entre la EOP obtenida respecto al virus estandar no llego a ser de 1 log.

Tabla R9 Termosensibilidad del virus liberado por las células K3

o v Titulo 37°C Titulo 39°C E.O.P.
(UFP/mI) (UFP/mI) 39°C/37°C
Control
XJCls (8,6 +1,8) 10° (6,5+0,5) 10° 0,75+ 0,17
Clones virales
1 (4,6 £1,3)10° (3,8 +1,2)10° 0,82+ 0,36
2 (2,4 £0,9) 10° (1,4+0,2) 10° 0,58 + 0,25
3 (4,0 £1,2)10° (1,5+0,2) 10° 0,38+0,13
4 (2,7 £1,0) 10° (8,8+1,8) 10° 0,32+0,14
5 (2,1 +0,9)10° (5,9+ 1,5) 10° 0,28+ 0,14
6 (5,3 +1,4)10° (1,6£0,2) 10° 0,30 + 0,09
8 Nh Nh
9 (2,3+0,9) 10° (1,4+0,2) 10° 0,60 + 0,27
10 (3,6 £1,2)10° (1,8+0,2) 10° 0,50+0,18
11 Nh Nh
12 Nh Nh
13 Nh Nh
15 Nh Nh
17 Nh Nh
19 (3,1+1,1)10° (1,5+0,2) 10° 0,50 + 0,20
20 (2,3+0,9) 10° (7,1 1,6) 10° 0,30+ 0,14
21 (4,1+1,2)10° (2,3+0,9) 10° 0,56 + 0,29
22 (1,8 £0,8) 10° (8,0 +1,7)10° 0,44 +0,23
23 (3,4 £1,1)10° (3,4 +1,1)10° 1,01+ 0,49
24 (6,6 £1,6) 10° (6,7 £1,6) 10° 1,01+ 0,35
25 (1,5+0,7)10° (8,5+1,8) 10° 0,56 + 0,31
26 (4,3 +1,3)10° (4,1+1,2)10° 0,94 + 0,41
27 (1,7 £0,8) 10° (1,6 £0,8) 10° 0,94 + 0,66
28 (7,5+1,7)10° (6,9 +1,6) 10° 0,92+ 0,30
29 (3,4 +£1,1)10° (3,5+1,1)10° 1,02 + 0,49
30 (1,8 £0,8) 10° (2,2 +0,9) 10° 1,21+ 0,27
31 (8,8 +1,8) 10° (7,5+1,7) 10° 0,85 + 0,26
33 Nh Nh
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42
45
46
52
53
54
55
56
58
59
60
65
66
67
68
69
71
73
78
79
80
81
83
85
86
87

(8,8 +1,8)10°
Nh

(7,3+1,7)10°
(7,3+1,7)10°
(7,9+1,7)10°
Nh

,0+0,2) 10’
,0+1,8)10°
,0+0,2) 10’
6+1,5)10°
0+1,5)10°
7 +£1,3)10°
2+1,8)10°
7 £1,5)10°
8+1,5)10°
4+1,6)10°
8+1,7)10*
6+1,3)10*
7 £1,3) 10°
6+1,3)10°

(1
9
(1
5
6
(4
8
5
5
6
(7
(4
(4
(4

(8,7 +£1,8) 10°
Nh
(3,8 +1,2)10°

1,52+ 0,45
1,21+ 0,39
0,89+0,28
1,30+ 0,42
0,59+0,23

0,98 £ 0,29

0,52 0,20
1,47 £ 0,44
0,93 £0,30

0,74 £ 0,22
0,38 +0,15
0,87 +£0,25
1,39+ 0,48
1,03+ 0,37
1,04 £ 0,42
1,29+ 0,38
0,70 £ 0,28
1,29+ 0,45
0,14 £ 0,04
0,50 £ 0,19
1,28 + 0,50
0,48 £ 0,24
0,12+ 0,04

Del analisis en conjunto de estos resultados se concluye que soélo dos de los clones

obtenidos durante el primer (CI20) y segundo aislamiento (CI67) mostraron un fenotipo de

termoestabilidad diferencial respecto del virus control. Asimismo, la proporcién de clones con

EOP superiores e inferiores respecto a la obtenida para la cepa parental (0,75) resulto

similar y no difirid6 de acuerdo con el aislamiento considerado.

R. Il. 3. Variacién antigénica de clones virales

Los clones virales caracterizados en la seccidén anterior en cuanto a su capacidad de

multiplicacion in vitro, citopatogenicidad y termosensibilidad fueron analizados de acuerdo a su

comportamiento frente a un suero hiperinmune anti-JUNV a fin de detectar diferencias

antigénicas respecto a la cepa parental.
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Para ello se empledé la técnica de neutralizacion suero variable-virus constante,
encontrandose los resultados de la Tabla R10. Como puede observarse, todos los clones,
independientemente de pertenecer al primer o segundo aislamiento, fueron neutralizados,
aunque con distinta eficiencia, por el suero empleado. Ninguno de los clones, excepto el clon
10 con el que se obtuvo un titulo significativamente menor (400) que el obtenido para el virus
control (2304), mostré un comportamiento diferencial frente al antisuero empleado que lo
distinguiera del virus que origind la infeccion. Por otro lado, se obtuvieron titulos de
neutralizacion mayores para los clones 65 y 69 (6400), lo que indicaria una mayor afinidad del
antisuero por estos clones, sin embargo, cuando se analizan los titulos maximos y minimos
estos se solapan con los valores obtenidos para el virus control indicando que las diferencias
no son significativas.

Tabla R10 Neutralizacién de los clones virales aislados de células K3

Titulo neutralizacion

S Titulo max. Titulo min.
Controles
XJClg 2304 5500 965
Clones virales

1 2753 5260 1441
2 1443 4061 512
3 2503 6223 1007
4 1250 2440 641
5 1455 2807 754
6 NH
8 2687 6042 1195
9 2954 6428 1358
10 400 717 220
11 831 1666 415
12 1768 4377 714
13 2265 4003 1281
15 1282 2903 566
17 2173 4745 995
19 NH
20 NH
21 1153 2821 471
22 949 1852 486
23 NH
24 1930 4410 845
25 2963 6569 1336
26 2097 4865 903
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27 NH

28 1176 2682 515
29 2950 5951 1462
30 NH

31 NH

33 2641 4995 1396
42 1104 3269 372
45 1702 4747 610
46 1869 6253 559
52 1926 6471 573
53 NH

54 NH

55 NH

56 1152 4171 318
58 2692 7283 995
59 NH

60 NH

65 6400 13409 1637
66 2945 7859 1103
67 2068 7605 562
68 902 2247 362
69 6400 16275 2446
71 NH

73 NH

78 4778 18828 1212
79 1600 5290 474
80 NH

81 1132 1996 642
83 800 2193 287
85 NH

86 3589 8850 1455
87 NH

R. Il. 4. Caracterizacién gendmica de los clones virales

La poblacién de una especie viral cuyo genoma esta constituido por ARN consiste en una
colecciéon de variantes virales denominadas quasiespecies (Domingo, 1998). La variacion
genética ha sido corroborada como un evento frecuente en las infecciones por arenavirus,

particularmente asociado con la progresion a la infeccion persistente (Coto et al., 1993). A fin
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de analizar la variabilidad en las secuencias de la cepa parental y los clones virales obtenidos

en los dos aislamientos, se secuenci6 el gen completo de N y parte del de GPC.

R. Il. 4. a. Nucleoproteina

El fragmento de 1778 pb que contiene la region codificante para la nucleoproteina N
completa se amplifico utilizando los oligonucleétidos especificos Arena/J5 a partir del cADN
obtenido a partir de células Vero infectadas con los diferentes clones virales. Los productos de
amplificacién de PCR se clonaron en el plasmido pGEM T easy y fueron secuenciados por el
método de terminadores de cadena empleando los oligonucledtidos T7 y SP6 y los
oligonucledtidos internos 2343/3249.

En la Figura R18 se muestra el alineamiento de la secuencia nucleotidica correspondiente
a la proteina N de los clones virales 10 (primer aislamiento), 65, 67, 46, 45, 83 y 69 (segundo
aislamiento) junto con la secuencia obtenida a partir de la infeccion aguda del virus parental
XJCl;. Asimismo, se incluyeron cepas de referencias de JUNV publicadas en el GenBank,
JUNV XJ13 (NC_005081), Cba 1v4454 (DQ272266), Candid-1 (AY746353), Rumero
(AY619641), MC-2 (D10072) y XJ44 N (U70803).

No se encontraron diferencias aminoacidicas entre el clon 10 (primer aislamiento) respecto
de la cepa parental XJCI;. Por el contrario, cuando se analizaron las secuencias de los clones
provenientes del segundo aislamiento, se encontré 1 cambio nucleotidico en los clones 65, 67,
69, 46, 45 y 83, respecto de XJCl;. Como se muestra en la Figura R18, dicho cambio se
produjo por una transicion en la posicidon nucleotidica 172, dando como resultado el cambio
del codon AAA por GAA, con el concomitante cambio del aminoacido lisina (K, basico) por el
aminoacido acido glutamico (E, acido) en la posicion 58 de la proteina N, el cual fue descripto
para la secuencia obtenida a partir de las células persistentemente infectadas con JUNV en la
seccion R.I.5.a.. Dicho aminodacido basico en la posicidon 58 se encuentra conservado en todas
las cepas de JUNV analizadas, lo cual indicaria una funcionalidad biolégica en la secuencia

proteica.
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Figura R18: Secuencia nucleotidica y aminoacidica parcial del gen de N de los clones
virales aislados de células K3. El fragmento de 1778 pb que contiene la region codificante para la
proteina N completa se amplifico utilizando los oligonucleétidos especificos Arena/J5 a partir del
cADN correspondiente obtenido a partir de células Vero infectadas con los diferentes clones virales.
Los productos de amplificacion de PCR se clonaron en el plasmido pGEM T easy y fueron
secuenciados por el método de terminadores de cadena empleando los oligonucledtidos T7 y SP6 y
los oligonucledtidos internos 2343/3249.

El clon 69 presenta, ademas del cambio mencionado anteriormente, una transicion de C a
T en la posicion nucleotidica 1433, la cual da como resultado el cambio del codéon ACA a ATA
con el concomitante cambio aminoacidico del aa hidrofilico treonina (T) por isoleucina (I), no
polar, en la posicién 478 de N (Figura R19). Asimismo, este clon viral presenta otra transicion
de G a A en la posicién nucleotidica 1674 la cual resulta en una mutacion silenciosa (Figura
R20). Dichos cambios en las posiciones nucleotidicas 1433 y 1674 no fueron encontrados en
la secuencia obtenida a partir de células K3 (seccion R.1.6.a.), ni en ninguna cepa de JUNV

analizada.
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Figura R19: Secuencia nucleotidica y aminoacidica parcial del gen de N de los clones
virales aislados de células K3. El fragmento de 1695 pb que contiene la region codificante para la
proteina N completa se amplifico utilizando los oligonucleétidos especificos Arena/J5 a partir del
cADN correspondiente obtenido a partir de células Vero infectadas con los diferentes clones virales.
Los productos de amplificacion de PCR se clonaron en el pldsmido pGEM T easy y fueron
secuenciados por el método de terminadores de cadena empleando los oligonucledtidos T7 y SP6 y
los oligonucledtidos internos 2343/3249.
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Figura R20: Secuencia nucleotidica y aminoacidica parcial del gen de N de los clones
virales aislados de células K3. El fragmento de 1695 pb que contiene la regién codificante para la
proteina N completa se amplifico utilizando los oligonucleétidos especificos Arena/J5 a partir del
cADN correspondiente obtenido a partir de células Vero infectadas con los diferentes clones virales.
Los productos de amplificacion de PCR se clonaron en el plasmido pGEM T easy y fueron
secuenciados por el método de terminadores de cadena empleando los oligonucledtidos T7 y SP6 y
los oligonucledtidos internos 2343/3249.

R. Il. 4. b. Precursor glicoproteico

Dado que la secuencia obtenida a partir de las células K3 de GPC mostré un cambio
nucleotidico en el sitio que contiene la sefial de reconocimiento de la proteasa celular
subtilasa, se analizo si la progenie viral aislada también poseia dicho cambio. El fragmento de
398 pb que contiene la region correspondiente a dicho sitio de reconocimiento, se amplificd
utilizando los oligonucledtidos especificos 651F/1049R a partir del cADN obtenido a partir de
células Vero infectadas con los diferentes clones virales. Los productos de amplificacion de
PCR fueron purificados y secuenciados por el método de terminadores de cadena. En la
Figura R21 se muestra el alineamiento de secuencias nucleotidicas correspondiente a una
parte de la secuencia codificante de GPC junto con las correspondientes secuencias
nucleotidicas de las cepas de JUNV, XJ13 (NC_005081), Cba V4454 (DQ272266), Candid-1
(AY746353), Rumero (AY619641), MC-2 (D10072) y XJ44 GPC (U70800) publicadas en el
GenBank.

Al analizar la secuencia nucleotidica de los clones virales 45, 65, 67, 69, 46 y 83, se

encontré en los primeros 3 el cambio nucleotidico descripto para las células K3 en la seccion
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R.1.6.b., correspondiente a una transicion de A a G, la cual da origen a un cambio del codon
AGG a GGG con el concomitante cambio del aminoacido arginina (R, basico) por glicina (G,
neutro) en la posicion 243 en la secuencia aminoacidica. Como ya se menciond
anteriormente, dicho cambio se ubicé en la regidon que contiene la sefal de procesamiento de
GPC por la proteasa, que por clivaje post-traduccional da origen a G1 y G2. Asimismo, estos
clones también presentaron otra transicion, en este caso, C a T en la posicion nucleotidica
798, no encontrada en la secuencia obtenida a partir de las células K3, la cual resulta en una
mutacion silenciosa.

Por otro lado, los clones 46, 69, 83 no presentaron cambios respecto de la cepa parental en
el fragmento analizado, hecho que evidencia la presencia de una poblacién viral mixta
presente en el sobrenadante de las células K3 a los 809 d.p.i. Ninguno de los cambios
observados en el fragmento analizado se compartié con ninguna de las cepas de JUNV
consideradas, sin embargo cabe mencionarse que TCRYV tiene una glicina en la posicion 243

de la secuencia aminoacidica de GPC.
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Figura R21: Secuencia nucleotidica y aminoacidica parcial del gen de GPC de los clones virales aislados de
células K3. El fragmento de 398 pb que contiene la regiéon codificante para el sitio de procesamiento del precursor GPC, se
amplifico utilizando los oligonucledtidos especificos 651F/1049R a partir del cADN obtenido a partir de células Vero
infectadas con los diferentes clones virales. Los productos de amplificacion de PCR fueron purificados y secuenciados por
el método de terminadores de cadena.
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R. Il. 5. Expresion de antigenos virales de los clones virales
A fin de analizar los posibles efectos biologicos de los cambios aminoacidicos encontrados
en las secuencias de las proteinas N, G1 y G2 de los clones virales, se analizé la expresion de
dichos antigenos mediante las técnicas de IFl, WB y ensayos de actividad fusogénica.

Asimismo, se analiz6 el procesamiento de GPC mediante la técnica de RIPA.

R. II. 5. a. Glicoproteinas virales

Dados los cambios encontrados en la secuencia del precursor glicoproteico en los clones
virales 45 y 65 (conteniendo los aminoacidos GRLS en el sitio de reconocimiento de la
proteasa celular), se analizé el transporte y expresion de dicha proteina en la membrana de
células infectadas. Para ello, células Vero fueron infectadas con los clones 45 y 65 (secuencia:
GRLS) y con los clones virales controles 46 y 69 (secuencia: RRLS), ya que los mismos no
presentaron la mutacion en el sitio de procesamiento de GPC. Asimismo, se analiz6 la
capacidad de las células infectadas de fusionarse a bajo pH, actividad atribuible a la presencia
y funcionalidad de G2 en la membrana de las mismas.

Las células infectadas con los clones virales 45 y 65 fueron capaces de fusionarse cuando
fueron sometidas a pH 5, de igual manera a lo observado para las células infectadas con los
clones 46 y 69 (Figura R22). Este resultado sugiere que el cambio de G por R en el sitio de
reconocimiento no alterd el transporte de G2 a la membrana ni su capacidad fusogénica.

Asimismo, se analizé la presencia de la glicoproteina G1 en la membrana de células
infectadas mediante una IFI de membrana, no encontrandose diferencias entre los clones
virales 45 y 65 con la mutacion GRLS respecto de los clones 46 y 69, con el sitio de

reconocimiento salvaje (Figura R23).
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Figura R22: Capacidad fusogénica de células Vero infectadas con los clones 45, 46,
65 y 69. Células Vero infectadas con los clones virales 45 (clon 45), 46 (clon 46), 65 (clon 65) y
69 (clon 69) a una m.o.i. de 0.1 UFP/cél, fueron incubadas con medio de cultivo a pH 5 por 1 h.
Transcurrido este periodo, se mantuvieron con medio de cultivo pH 7 por 24 h. y finalmente, se
fijaron con metanol y se tifieron con Giemsa. Los preparados se observaron empleando un
aumento de 100X.

De esta manera, se puede concluir que el cambio en el sitio de reconocimiento (RRLS a
GRLS) de la proteasa celular SKI-1/S1P en GPC no afectaria la expresion, localizaciéon en
membrana ni la actividad fusogénica de las glicoproteinas virales en las células infectadas con

los clones virales que poseen dicha mutacion.
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Figura R23: Expresion de G1 en células Vero infectadas con los clones 45, 46, 65 y
69. Celulas Vero fueron infectadas con los clones virales 45 (clon 45), 46 (clon 46), 65 (clon
65) y 69 (clon 69) a una m.o.i. de 0.1 UFP/cél. Fueron procesadas a las 48 h. p.i. para IFl de

membrana utilizando un Mab anti G1. Los preparados se observaron empleando un aumento
de 400X (primera columna) y 100X (segunda columna).

Dado el cambio en la secuencia nucleotidica de GPC en los clones virales 45, 65 y 67,
resultando en un cambio aminoacidico en el sitio de reconocimiento (RRLS a GRLS) de la
proteasa celular SKI-1/S1P, se decidi6 investigar su procesamiento para producir G1 y G2. A
tal fin, células Vero se infectaron a una m.o.i. de 1 UFP/cél. con los clones 65 y 67,
conteniendo la secuencia GRLS o con los clones 69 y 83, conteniendo el sitio de
reconocimiento salvaje. Luego de 4 dias p.i. las células fueron procesadas para RIPA,
empleando un Mab capaz de reconocer tanto a GPC como a G1. En la Figura R24, se
muestran los resultados de la RIPA, observandose la presencia de G1 en células Vero
infectadas con todos los clones estudiados. Estos resultados, estarian indicando que, aunque

los clones 65 y 67 poseen un sitio de reconocimiento diferente para la proteasa celular SKI-
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1/S1P, el GPC de dichos clones puede ser procesado durante la infeccidén para dar origen a
G1lyG2.
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Figura R24: Procesamiento de GPC en células Vero infectadas con los clones 65, 67, 69 y
83. Células Vero fueron infectadas con los clones virales 69 (clon 69), 83 (clon 83), 65 (clon 65) y 67
(clon 67) a una m.o.i. de 1 UFP/cél.. A los 4 d.p.i. se agrego una mezcla de **S-metionina y *°S-
cisteina al medio de cultivo y se incub6é por un periodo de 3 horas a 37°C. Las células se
resuspendieron en buffer RIPA y el lisado se incub6é con un Mab anti GPC-G1 y se precipitd
empleando proteina A Sefarosa. El precipitado fue resuelto en PAGE, luego de lo cual los geles
fueron procesados para fluorogafia.

R.Il. 5. b. Nucleoproteina viral

La secuencia del gen de N obtenida a partir de células Vero infectadas con los clones
virales del segundo aislamiento (45, 46, 65, 67, 69 y 83), revel6 la presencia de una
sustitucion nucleotidica la cual resultdé en un cambio del aminoacido lisina (K, basico) por el
aminoacido acido glutamico (E, acido), en la posicion 58 de dicha proteina. A fin de evidenciar
si este cambio aminoacidico afectaba la sintesis y expresion de N, se realizé un ensayo de
WB empleando un Mab dirigido hacia dicha proteina. Para ello, células Vero fueron infectadas
con JUNV XJCI; o con los clones virales obtenidos del primer (9, 10, 12, 19, 20, 21, 22, 24, 26,
28, 30 y 31) o del segundo aislamiento (45, 46, 52, 53, 55, 56, 58, 60, 65, 66, 67, 69, 78, 79,
81, 83, 85 y 86), a una m.o.i. de 0,1 UFP/cél.. A las 48 h.p.i. las células fueron procesadas
para WB e IFl. Como se observa en la Figura R25, no se detectaron diferencias en la sintesis
de N, en células infectadas con clones obtenidos a partir del primer o segundo aislamiento
(incluyendo los clones cuyas secuencias revelaron la presencia de la mutacion en la posicion

58 de la proteina), respecto del control de células Vero infectadas con la cepa parental.
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Figura R25: Sintesis de N en células Vero infectadas con clones aislados de células K3.
Células Vero fueron infectadas con los diferentes clones virales (segun se indica) a una m.o.i. de 0,1
UFP/cél.. A las 48 h.p.i. las células fueron procesadas para WB o IFI total. Los preparados se
observaron empleando un aumento de 400X.
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R. Ill Sobreinfeccién de células K3 con JUNV

Una las propiedades bioldgicas distintiva de las células persistentemente infectadas con
JUNV es la resistencia que las mismas presentan a la sobreinfeccibn con virus
antigénicamente relacionados. Esta propiedad se analizé en células K3 sobreinfectadas con

distintos virus con el objeto de definir los factores involucrados en dicho fenédmeno.

R. 11l.1 Multiplicacién de virus homélogo v heter6logo en células K3

En primer lugar se evaluo la susceptibilidad de las células K3 a la multiplicacion de JUNV y
de distintos virus relacionados o no con dicho agente. Esta propiedad se estudi6é a través de
ensayos de rendimiento a partir de la sobreinfeccion de células K3 con virus homologo
(JUNV), heterdlogos (VSV y HSV1) y heterdlogos antigénicamente relacionados (TCRV, PICV
y LCMV). Células BHK-21, empleadas como control y K3 fueron infectadas a una m.o.i. de 0,1
UFP/cél., cuantificandose la infectividad en el sobrenadante de dichos cultivos a distintos
d.p.i.. Como puede observarse en la Figura R26, los virus heterélogos VSV y HSV1 se
comportaron de manera similar. En el caso de VSV, tanto las células BHK-21 como las células
K3 presentaron el mayor titulo de infectividad a las 24 h.p.i., siendo los mismos de 8,8.10°% y
5,3.108 UFP/ml, respectivamente. A partir de ese momento, la infectividad fue disminuyendo
siguiendo una cinética similar para ambos tipos celulares. En el caso de HSV1, se observo un
incremento de infectividad en el sobrenadante del cultivo a partir del dia 2 p.i., obteniéndose
un titulo maximo al dia 4 p.i. tanto para las células BHK-21 como para las K3 de 1,5.10% y
8,1.107, UFP/ml, respectivamente.

En el caso de PICV, virus heterdlogo antigénicamente relacionado, se observd un
incremento en la infectividad detectada en los sobrenadantes tanto de las células BHK-21
como de las células K3 a partir del 2% dia p.i., momento a partir del cual la cantidad de
infectividad detectada presentd niveles similares, llegando al titulo maximo de infectividad al
dia 6 p.i. para las células BHK-21 (2.10” UFP/ml) y 7 p.i. para las células K3 (1.10” UFP/ml).
Asimismo, cuando se analizé la multiplicacion de LCMV en las células BHK-21 y K3 se
observd que la infectividad en el sobrenadante de cultivo aumenté a partir del dia 2 p.i, con
titulos maximos al dia 6 p.i., siendo los mismos de 4,1.10° y 3,6.10° UFP/ml para BHK-21 y K3,
respectivamente, observandose una cinética de multiplicacion del virus similar para ambos
tipos celulares (Figura R26).

Por otro lado, cuando se evalué la multiplicacion JUNV en las células BHK-21 y K3, aunque
se observaron niveles de infectividad similares durante los dos primeros d.p.i., al 4° d.p.i. la
infectividad en las células BHK-21 alcanzo 2,7.10° UFP/ml, mientras que el titulo en las células
persistentemente infectadas y sobreinfectadas fue de 6,3.10* UFP/ml. Los maximos titulos de

infectividad en el sobrenadante se detectaron al 6° dia p.i. para ambos cultivos, siendo de
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1.10" y 4,6.10° UFP/ml para BHK-21 y K3, respectivamente. Asimismo, cuando se analizé la
multiplicacion de TCRV, virus heterdlogo, antigénicamente relacionado con JUNV, se
observaron resultados similares a los descriptos para JUNV. Aunque no se observaron
diferencias significativas en los niveles de infectividad en los dos primeros d.p.i., al 4° d.p.i. se
detectaron diferencias en la infectividad, obteniéndose titulos de 1,1.10° y 1,3.10* UFP/ml,
para BHK-21 y K3, respectivamente. Durante los dias posteriores, en el caso de las células
BHK-21, se observaron niveles elevados de infectividad, alcanzando un titulo méaximo de 1.10’
UFP/ml al dia 8 p.i., mientras que en el sobrenadante de cultivo de las células K3 se obtuvo un
titulo maximo de 1,1.10° UFP/ml, al mismo dia p.i. (Figura R26).

Los titulos obtenidos a partir de células K3 sobreinfectadas con los virus JUNV y TCRV
fueron 2 log. menores respecto a los que se obtuvieron a partir de células BHK-21. Por el
contrario, no se observaron diferencias en los titulos obtenidos a partir de células K3 respecto
de los obtenidos a partir de las células BHK-21 para los virus PICV, LCMV vy los heterélogos
no relacionados VSV y HSV1. Este hecho estaria indicando que la resistencia a la
sobreinfeccion observada en las células K3 se restringe al caso de utilizar virus homodlogo

(JUNV) y virus antigénicamente relacionados al mismo.
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Figura R26: Multiplicacion de distintos virus en células K3. Células BHK-21 (H) y K3
(O) fueron infectadas con JUNV (A), TCRV (B), PICV (C), LCMV (D), VSV (E) Y HSV1 (F) a
una m.o.i. de 0,1 UFP/cél.. Los sobrenadantes de los cultivos fueron cosechados a diferentes
dias p.i. y fueron titulados mediante la técnica de UFP. Los cultivos de K3 sin sobreinfectar
produjeron 1,1 .10° UFP/ml. Experimento desarrollado a los 737 d.p.i..

Una causa probable que daria cuenta de los niveles reducidos de infectividad recuperada
en los sobrenadantes de los cultivos de células K3 sobreinfectadas con JUNV, seria un
numero reducido de células productoras de virus en dichos cultivos. A fin de analizar esta

especulacion, se realizé un ensayo de C.l. a partir de cultivos de células K3 sobreinfectados
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con JUNV. La proporcién de células productoras de virus en los cultivos de células K3 y K3
sobreinfectadas con JUNV, se determind por plaqueo de suspensiones de las mismas sobre

monocapas de células Vero.
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Figura R27: Células productoras de virus en células K3 sobreinfectadas con JUNV.
Células BHK-21 y K3 crecidas en botellas T25 fueron infectadas y sobreinfectadas,
respectivamente, con JUNV a una m.o.i. de 0,1 UFP/cél.. A los 3 d.p.i. las células se
tripsinaron, se lavaron y fueron resuspendidas en 0.5 ml de MEM. Finalmente, las células se
plaquearon sobre monocapas de células Vero, evaluandose la cantidad de células productoras
de virus, estimadas a través del numero de centros infecciosos, mediante la técnica de UFP.
Se emplearon células K3 sin sobreinfectar como control. Experimento desarrollado a los 1150
d.p.i.

En la Figura R27, se muestra el numero de centros infecciosos (C.l) para las células BHK-
21 y K8, infectadas y sobreinfectadas, respectivamente, con JUNV. El numero de centros
infecciosos detectados en las células K3 y K3 sobreinfectadas resulté entre 1 y 0.5 logaritmos
menor que el correspondiente a células BHK-21 infectadas con JUNV, respectivamente. Este
resultado indica que en las células K3 sin sobreinfectar el nimero de células productoras es
10 veces menor al hallado en la infeccién aguda. Luego de la sobreinfeccion de estas células,
se observd un aumento en el numero de C.lI., indicativo de la presencia de células
susceptibles a la infeccion con el virus parental. Esto sugiere que la resistencia homaéloga no
es debida a factores solubles que interferirian con la infeccion del virus sobreinfectante sino

mas bien denotaria una contribucion intracelular al bloqueo de la multiplicacién del virus.

R. lll. 2. Estudio del ciclo de multiplicacion del virus sobreinfectante
Habiendo comprobado la restriccion en la multiplicacién de JUNV y TCRV en células K3 se
procedio a analizar las distintas etapas del ciclo de multiplicacion del virus sobreinfectante a fin

de identificar el paso bloqueado.
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R. lll. 2. a. Adsorcion del virus sobreinfectante a las células K3

El proceso de adsorcion viral se investigd infectando células a una alta m.o.i. (m.o.i. = 5
UFP/cél), y manteniendo el cultivo a 4°C de modo de impedir el proceso de internalizacion,
determinandose a distintos tiempos p.i. la infectividad asociada a células.

Como puede observarse en la Figura R28, los niveles de infectividad asociada a células
siguieron una cinética similar en el caso de las células BHK-21 y K3 para los tres virus
utilizados: JUNV, TCRV y LCMV. Sin embargo, los niveles de infectividad adsorbida en el caso
de JUNV y TCRV (multiplicacion restringida, Figura R26) resultaron inferiores en las células
K3, respecto a los observados para las células BHK-21. Por el contrario, no se observaron
diferencias en cuanto a la infectividad asociada a ambos tipos celulares luego de la incubacion
con LCMV (multiplicaciéon normal, Figura 26). Este hecho indicaria que el proceso de
adsorcion de LCMV a las células K3 ocurre con igual eficiencia respecto a lo que se observé
para las células control BHK-21, mientras que JUNV y TCRV se adsorberian menos

eficientemente a las células persistentemente infectadas.
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Figura R28: Cinética de adsorcidén viral en células K3. Células K3 (K3 O) y células BHK-21 (BHK-21H) fueron
infectadas con JUNV (A), TCRV (B) y LCMV (C) a una m.o.i. de 5 UFP/cél.. Luego de diferentes tiempos de
adsorcion a 4°C, se descartaron los inoculos y las células se lavaron con PBS frio. Finalmente, se evaluo la
infectividad asociada a células mediante la técnica de UFP. Experimento desarrollado a los 905 d.p.i.

Las diferencias en la adsorcién de JUNV a células K3 y BHK-21 fueron confirmadas cuando
se realizd este ensayo empleando JUNV marcado radioactivamente. A tal fin, se incubaron
células BHK-21 y K3 con JUNV marcado metabdlicamente con metionina y cisteina S** (m.o.i.
=1 UFP/cél, 6,6 10* cpm) durante distintos tiempos a 4°C, midiéndose la radioactividad
asociada a células. Como se observa en la Figura R29, la adsorcion de JUNV marcado
muestra una cinética similar en ambos cultivos celulares. Asimismo se observa que los niveles
de radioactividad asociada a células son ligeramente menores para las células K3 respecto de
las BHK-21, confirmando los resultados mencionados anteriormente, obtenidos al cuantificar

infectividad asociada a dichos cultivos (Figura R28).
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Figura R29: Cinética de adsorcion viral en células K3. Células K3 (O) y células BHK-21
(M) fueron incubadas con JUNV marcado radioactivamente con metionina y cisteina **S a una
m.o.i. de 1 UFP/cél. (6,6 10* cpm) dejandose adsorber por diferentes tiempos a 4°C.
Transcurridos los mismos, se descartaron los indculos y las células se lavaron. Finalmente, se
cuantifico la radioactividad asociada a células en un contador de centelleo liquido. Experimento
desarrollado a los 862 d.p.i..

Las diferencia a nivel de la adsorcion de JUNV a los dos tipos celulares podria deberse a
una expresion diferencial del receptor utilizado por el virus en el proceso de adsorcion.
Recientemente, se ha descripto al receptor de transferrina como el responsable de la entrada
de JUNV a las células blanco (Radoshitzky et al., 2007). A fin de estudiar la presencia y
endocitosis del receptor de JUNV, células BHK-21 sin infectar y células K3 se incubaron con
transferrina acoplada a rodamina por diferentes tiempos, al cabo de los cuales las células se
procesaron para su observaciéon al microscopio. Los resultados obtenidos se muestran en la
Figura R30. A tiempos cortos (5 y 10 min.) puede observarse que la endocitosis de la
transferrina en las células K3 no fue significativamente diferente respecto de las células
control. Sin embargo, a tiempos mas largos (15-30 min.) se observé una acumulacion del
ligando en un compartimiento citoplasmatico de las células K3, lo que indicaria un reciclado
defectivo del receptor de transferrina respecto a lo observado para las células BHK-21, hecho

que justificaria la adsorcion diferencial de JUNV en ambos tipos de cultivos.
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Figura R30: Endocitosis de transferrina en las células K3. Células BHK-21 y K3 crecidas sobre cubreobjetos
fueron incubadas con transferrina acoplada a rodamina por 20 minutos a 4°C. Transcurrido este periodo las células
se incubaron por diferentes tiempos (segun se indica) a 37°C para permitir la endocitosis del ligando. Finalmente, las
células se lavaron, se fijaron con metanol y se observaron en el microscopio de fluorescencia. Experimento
desarrollado a los 1486 d.p.i.

R. lll. 2. b. Adsorcidn y penetracién del virus sobreinfectante a las células K3

A fin de estudiar las etapas de adsorcion y penetracion combinadas, células BHK-21 y K3
se infectaron con JUNV marcado (1.10” UFP/ml ,10° cpm), se incubaron a 37°C por diferentes
tiempos y se midi6 la radioactividad asociada a células para cada tiempo. En la Figura 31 se
puede observar que los valores de radioactividad asociada a células, a partir de los 15 min. de
contacto virus-célula, son, en promedio, 1.5 veces mayores en las células BHK-21 que en las
células K3. Este resultado indicaria que una proporcibn menor de virus es capaz de

adsorberse y penetrar a las células K3 respecto de lo que ocurre en la infeccién aguda.
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Figura R31: Cinética de adsorcidn/penetraciéon viral en células K3. Células K3 (O) y
células BHK-21 (H) fueron incubadas con JUNV marcado radioactivamente con metionina y
cisteina %S (1.10° cpm) por diferentes tiempos a 37°C de modo de permitir la adsorcion e
internalizacion del virus. Transcurridos dichos tiempos, se descartaron los indculos, las células
se lavaron y se trataron con proteinasa K. Finalmente, las células se solubilizaron con NaOH-
SDS cuantificandose la radioactividad en un contador de centelleo liquido. Experimento
desarrollado a los 862 d.p.i.

Las diferencias menores obtenidas mediante esta técnica, en cuanto a la cantidad de JUNV
adsorbido y penetrado a cada tipo celular, respecto de la empleada en la Figura R29, podrian
deberse a que a 37°C el virus que se adsorbe es endocitado (Figura R31) superandose asi la

reversibilidad de la adsorcidén que se verifica a 4°C (Figura R 29).

R. lll. 2. c. Internalizacién del virus sobreinfectante a las células K3

Con el objeto de analizar la internalizacion del virus sobreinfectante en células K3, se
realizd un ensayo de cinética de formacion de centros infecciosos. A tal fin, células BHK-21 y
K3 fueron infectadas a alta m.o.i. (m.o.i. =5 UFP/cél.). Transcurrida la adsorcion a 4°C y luego
de diferentes tiempos de internalizacion a 37°C, las células se tripsinaron y se sembraron
sobre células Vero. Como se puede observar en la Figura R32 los valores de células
productoras de virus fueron menores para las células K3 respeto de las células BHK-21 en
todos los tiempos analizados, indicando que una menor cantidad de virus sobreinfectante fue
capaz de penetrar en las células K3 respecto de la cantidad de virus internalizado en las
células BHK-21.
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Figura R32: Cinética de internalizacion de JUNV a células K3. Monocapas de células K3
(O) y células BHK-21 (M) se infectaron con JUNV a una m.o.i. de 5 UFP/cél, dejandose
adsorber 1h. a 4°C. Transcurrido este periodo los indculos se descartaron, las células se lavaron
y se cubrieron con medio de cultivo a 37°C, al cabo de distintos tiempos se agregd suero anti-
JUNV al medio de cultivo, incubandose por 30 min. adicionales a fin de neutralizar el virus no
internalizado. Finalmente, las células se tripsinaron y se plaquearon sobre monocapas de células
Vero, cuantificandose el nimero de centros infecciosos por la técnica de UFP. Experimento
desarrollado a los 918 d.p.i..

R. lll. 2. d. Sintesis de la cadena viral complementaria

A fin de estudiar la sintesis de la cadena viral complementaria del virus sobreinfectante se
diseiid una estrategia que permitiera diferenciar la cadena complementaria del virus
sobreinfectante respecto de la cadena complementaria del virus endégeno. En primer lugar se
comprobd la presencia de la cadena complementaria de JUNV en las células mediante una
RT-PCR especifica de cadena, para lo cual, se sintetizO6 cADN utilizando un cebador
especifico (GPC F) de la cadena viral complementaria correspondiente a secuencias del gen
de GPC de JUNV. Posteriormente, se realizdé una reaccion de PCR utilizando cebadores
especificos (GPCF/ JDG2SQ).

En la Figura R33 se observa la presencia del producto de amplificacion en las calles
correspondientes a las células BHK-21 infectadas de forma aguda con JUNV y las células K3,
indicando la existencia de secuencias del segmento S de sentido antigendmico del virus
enddgeno y demostrando la presencia de una polimerasa viral funcional para JUNV en las

células KS3.
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Figura R33: Presencia de la cadena de ARN S de JUNV de sentido complementario al
viral en células K3. Se realizé una RT-PCR especifica de cadena, utilizando como molde el
cADN obtenido a partir de células K3 (K3), células BHK-21 sin infectar (BHK-21) y células BHK-
21 infectadas en forma aguda con JUNV XJClI; (BHK + JUNV) a una m.o.i. de 1 UFP/cél..

Se analizé entonces la sintesis de la cadena viral complementaria en las células K3 como
siguiente etapa del ciclo de multiplicacion luego del estudio de la adsorcién y de la
penetracion viral. A fin de discriminar entre el ARN endégeno de JUNV y el ARN del virus
sobreinfectante, las células K3 se sobreinfectaron con TCRV (m.o.i. =1 UFP/cél.). Esto resulta
posible ya que, como se mostro en la Figura R28, ambos virus se adsorben de igual manera a
las células K3.

Se realizd la extraccion de ARN a partir de células K3 y BHK-21 luego de diferentes
tiempos p.i. con el objetivo de determinar la cinética de sintesis de la cadena viral
complementaria del virus sobreinfectante. Posteriormente, se sintetiz6 cADN empleando el
cebador TCRV7F que es especifico de la cadena viral complementaria de TCRV vy finalmente
se realizd una reaccion de PCR empleando los cebadores TCRV7F/ TCRV476R especificos
del virus sobreinfectante.

En la Figura R34 A se observa que el ARN viral complementario de TCRV fue detectado a
las 4 y 6 h.p.i. en las células BHK 21. Como era de esperarse, las células BHK-21, al ser
células no infectadas con JUNV, no presentaron el fragmento de 186 pb correspondiente a
secuencias especificas de dicho virus. Asimismo, en el cultivo de células BHK-21 se determind
la presencia del fragmento de amplificaciéon de ARNm de actina, el cual se utilizd6 como control
del experimento. Por otro lado, las secuencias correspondientes al ARN viral complementario
fueron detectadas en las células K3 a partir de la primera hora p.i., detectandose también
luego de 2, 4 y 6 h.p.i.. Estas células presentaron el fragmento de amplificacién de 186 pb
correspondiente a secuencias de JUNV, ya que se trataba de células persistentemente
infectadas con dicho virus. Asimismo, en el cultivo de células K3 se determiné la presencia del
fragmento de amplificacion de ARNm de actina, el cual se utilizé como control del experimento
(Figura R34 A).

Como se puede observar en la Figura R34 A, la cadena viral complementaria de TCRV fue
detectado de manera temprana en las células K3 (1 h.p.i.), respecto de las células control

BHK-21 (4 h.p.i.). Este resultado sugiere una ventaja inicial para la biosintesis de la cadena
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viral complementaria del virus sobreinfectante en las células persistentemente infectadas con
JUNV.

Los resultados obtenidos en el caso de las células K3 sobreinfectadas indicarian que la
presencia de las proteinas de JUNV en dichas células, favorecerian la sintesis temprana de la
cadena viral complementaria de TCRV, dada la condicion de virus antigénicamente
relacionados (Figura R34 A). A fin de analizar esta posibilidad, células BHK-21 y K3 fueron
transfectadas con el ARN purificado a partir de viriones de TCRV. Como puede observarse en
la Figura R34 B, las células BHK-21 y K3 fueron transfectadas eficientemente ya que se
detecto la presencia de ARN de sentido viral en ambos cultivos. Por el contrario no se detectd
la presencia de la cadena viral complementaria de TCRV ni en células K3 ni en las células
control BHK-21, lo que sugiere que la presencia de la maquinaria biosintética de JUNV en las
células K3 no es suficiente para que se produzca la sintesis de la cadena viral complementaria
de TCRYV (Figura R34 B).
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Figura R34:Sintesis de la cadena de ARN S de TCRV de sentido complementario al viral en
células K3. Células BHK-21 y K3 crecidas en botellas T25 fueron infectadas o sobreinfectadas con TCRV
(m.o.i. =1 UFP/cél.). A diferentes tiempos p.i. (segun se indica), las células fueron procesadas para la
extraccion de ARN. Posteriormente se sintetizo el cADN empleando el cebador TCRV 7F que hibridiza a la
cadena viral complementaria de TCRV. Finalmente, se realizé una reaccion de PCR empleando el par de
cebadores especificos de TCRV TCRV7F/TCRV476R para la amplificacion de un fragmento de 469 pb. La
amplificacion de secuencias de JUNV (cebadores Arena/186) y actina (cebadores acti1/acti2) se realizaron
a modo de control (A). Células BHK-21 (BHK-21 T) y K3 (K3 T) fueron transfectadas con ARN obtenido a
partir de TCRV purificado. Transcurridas las 48 h. post-transfeccion las células fueron procesadas para la
extraccion de ARN. Posteriormente, el ARN fue empleado como molde para la sintesis del cADN
empleando cebadores para la deteccion de ARN de sentido gendémico (TCRV476R) o ARN de sentido
antigenémico (TCRV7F). Finalmente se realizé6 una reaccion de PCR empleando el par de cebadores
TCRV7F/TCRV476R para la amplificacion de un fragmento de 469 pb. Se emplearon las células K3 y BHK-
21 sin infectar como controles (B). Experimento desarrollado a los 884 d.p.i.
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R. lll. 2. e. Sintesis de antigenos virales en células K3 sobreinfectadas

El siguiente paso a analizar fue la sintesis de proteinas virales. Para ello se estudio la
expresion de N empleando la técnica de IFl. A tal fin, células K3 y BHK-21 fueron
sobreinfectadas o infectadas con JUNV, respectivamente (m.o.i. = 0,1 UFP/cél). Luego de 3
d.p.i. las células fueron fijadas y procesadas para IFl total empleando un Mab anti-N. Se
puede observar en la Figura R35 que la sobreinfeccion de células K3 con JUNV no modifico la
expresion de N respecto de las mismas células sin sobreinfectar. Asimismo, el patrén de
expresion de esta proteina fue similar tanto para las células K3 como para las K3
sobreinfectadas con JUNV. El porcentaje de células N (+) en el caso del control de la infeccién
alcanzo el 73,1 £ 5,2 %, mientras que para las células K3 y K3 sobreinfectadas los mismos
fueron de 34,6 + 4,3 % y 43,3 £ 5,2 %, respectivamente. Estos resultados indicarian que la
sobreinfeccion de células K3 con JUNV no aumenta la expresiéon de las proteinas virales ya

expresadas por el cultivo persistentemente infectado.

BHK + JUNV K3 + JUNV

Figura R35: Expresion de N en células K3 sobreinfectadas con JUNV. Células BHK-21 sin
infectar (BHK-21) o infectadas en forma aguda con JUNV XJCl; (BHK+JUNV) y células K3 (K3) y
células K3 sobreinfectadas con JUNV (K3+JUNV) fueron procesadas a las 72 h.p.i. para IFI total
utilizando un Mab anti-N. El preparado fue observado con un aumento de 100X. Experimento
desarrollado a los 1147 d.p.i..

Dado que la técnica de IFI no permite discriminar entre la sintesis de antigenos del virus
endogeno y del virus sobreinfectante, se diseiid una estrategia experimental para poner de
manifiesto la sintesis de virus sobreinfectante aunque la misma ocurra de manera muy
reducida.

En infecciones mixtas con dos virus distintos, se ha descripto la formacion de progenie viral
compuesta por mezclas fenotipicas que ocurren durante el proceso de maduracion viral. Estos
viriones, llamados “pseudotipos”, estan formados por los antigenos de envoltura de un virus y
el genoma del otro.

Con el objetivo de analizar la produccion de antigenos del virus sobreinfectante y analizar la
posibilidad de la formacién mezclas fenotipicas cuando el virus TCRV multiplica en las células
persistentemente infectadas con JUNV, se realizé un ensayo de formacién de pseudotipos, a
partir de la progenie viral obtenida luego de la sobreinfeccion de las células K3 con TCRV.
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A fin de detectar la presencia de TCRV o de JUNV producido a partir de las células K3
sobreinfectadas, se hicieron tratamientos de los sobrenadantes de estas células con sueros
neutralizantes anti-JUNV o anti-TCRV. Posteriormente se utilizaron estos sobrenadantes para
infectar células Vero, las cuales fueron luego procesadas para la extraccion de ARN vy
posterior RT-PCR para la deteccion del genoma de JUNV o TCRV, como se esquematiza en
la Figura R36.
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Figura R36: Esquema experimental para la deteccién de TCRV y pseudotipos producidos por las
células K3 sobreinfectadas con TCRV.

En la Figura R37 se puede observar la presencia del ARN de JUNV obtenido a partir de
células Vero infectadas con los sobrenadantes de células K3 sobreinfectadas con JUNV o
TCRYV los cuales se trataron con MEM o suero policlonal anti-TCRV (calles 4, 6 y 7). Por el
contrario, en las calles 2 y 3, correspondientes a sobrenadantes tratados con anti-JUNV, no se
observd producto de amplificacién, por lo que se descartd la presencia de viriones con
genoma de JUNV y envoltura de TCRV.

Asimismo, células infectadas con sobrenadantes obtenidos de células BHK-21 infectadas
con TCRYV, tratados con el antisuero anti-TCRV no mostraron producto de amplificacion
correspondiente al ARN de ese virus (calle 14), mientras que se si se observd amplificacion
cuando ese mismo sobrenadante fue tratado con MEM (calle 13), comprobandose asi la

eficiencia de neutralizacion del antisuero anti-TCRV.

109



Resultados

Se detecto la presencia de viriones con genoma de TCRV en sobrenadantes de células K3
sobreinfectadas con este virus (calle 11), como asi también cuando este sobrenadante fue
neutralizado con antisuero anti-JUNV, lo que permitié inferir la presencia de viriones con
genoma de TCRV y envoltura del mismo virus (calle 15). Por el contrario, el ARN de TCRV no
fue detectado cuando el sobrenadante fue tratado con antisuero anti-TCRV, indicando la
ausencia de viriones con genoma de TCRV y envoltura de JUNV (calle 12).

Estos resultados analizados en conjunto demuestran que si bien las células K3
sobreinfectadas presentaron un impedimento a nivel de la producciéon de proteinas del virus
sobreinfectante, esta etapa no se encontré bloqueada completamente ya que las células K3
sobreinfectadas con TCRYV fueron capaces de sintetizar las proteinas del virus sobreinfectante
con la subsiguiente formacion de viriones de TCRV. Por otro lado seria posible descartar la
formacion de pseudotipos en células K3 sobreinfectadas con TCRV debido a la imposibilidad

de detectar viriones con envoltura de JUNV y genoma de TCRYV vy viceversa.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18

JUNV RNA TCRV RNA

Figura R37: Formacién de pseudotipos en células K3 sobreinfectadas con TCRV.
Células BHK-21 y K3 fueron infectadas o sobreinfectadas con JUNV (K3 JUNV). o TCRV (BHK
TCRV y K3 TCRYV, respectivamente) a una m.o.i. de 0,1 UFP/cél.. Los sobrenadantes de los
cultivos fueron recolectados al 4 d.p.i. y neutralizados con un suero policlonal anti-JUNV (+Ab
JUNV) o anti-TCRV (+Ab TCRV) o tratados con medio de cultivo como control (+MEM). Los
sobrenadantes asi tratados se emplearon para infectar células Vero. Luego de 72 h.p.i. las
células se procesaron para extraccion de ARN, el cual fue empleado como molde en una
reaccion de RT-PCR para la deteccion del ARN de TCRV (TCRV7F/TCRV476R) o JUNV
(Arena/2881). Se evaluod la especificidad de los cebadores en las calles 8, 9 y 17.Experimento
desarrollado a los 1098 d.p.i..

R. lll. 2. f. Brotacién de virus a partir de células K3

Los niveles de producciéon de virus infeccioso en el sobrenadante de células K3 resultaron
significativamente menores respecto del virus total presente en dichos cultivos, tal como lo
muestran los resultados de la Tabla R2, hecho que indicaria un impedimento a nivel de la
etapa de brotacion del virus en los mismos.

A fin de evaluar las etapas tardias en el ciclo de multiplicacion del virus sobreinfectante en

las células K3, las mismas fueron sobreinfectadas con JUNV (m.o.i.= 0,1 UFP/cél)
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analizandose el titulo obtenido en el sobrenadante del cultivo (virus extracelular), como asi
también el obtenido a partir del sobrenadante y las células en conjunto, sometiendo el cultivo a
ciclos de congelado y descongelado (virus total). En la Figura R38 se grafica el cociente entre
el titulo del virus total y el titulo del virus extracelular correspondiente a los distintos tipos
celulares, pudiendo observarse que gran parte del virus producido por las células K3
sobreinfectadas quedo asociado a células, de manera similar a lo que ocurrié con las células
K3 sin sobreinfectar (Tabla R2), siendo unas 30 veces mayor al cociente obtenido para las
células control BHK-21 (Figura R38).
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Figura R38: Producciéon de virus en células K3 sobreinfectadas con JUNV. Células
BHK-21 (BHK JUNV) y K3 (K3 JUNV) fueron infectadas o sobreinfectadas, respectivamente,
con JUNV a una m.o.i. de 0,1 UFP/cél.. A los 4 d.p.i. se coseché el sobrenadante del cultivo y
se cuantificd el virus extracelular mediante la técnica de UFP. En forma paralela, el cultivo
celular junto con el sobrenadante del cultivo fueron sometidos a ciclos de
congelado/descongelado y el virus total se cuantificd por la técnica de UFP. Se emplearon las
células K3 sin sobreinfectar como control. Experimento desarrollado a los 1150 d.p.i.

Estos resultados se confirmaron cuando las células K3, K3 sobreinfectadas con JUNV y los
controles de células BHK-21 no infectadas e infectadas en forma aguda con JUNV fueron
procesadas para microscopia electronica. En la Figura R39 B se observa que las células BHK-
21 presentaron numerosos viriones liberados al espacio extracelular, mientras que en el caso
de las células K3 se observaron particulas virales asociadas a la membrana plasmatica.
Asimismo, se encontraron estructuras aberrantes que se asemejan a viriones interconectados
y pocos viriones en el espacio extracelular en los cultivos persistentemente infectados con
JUNV, demostrando una alteracion a nivel de la liberacién del virus a partir de células K3
(FiguraR39 C, Dy E).
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Figura R39. Brotacién de JUNV en células K3. Células BHK-21 sin infectar (A), células
K3 (C), células BHK-21(B) y K3 (E y D) infectadas o sobreinfectadas con JUNV a una m.o.i. de
5 UFP/cél. fueron procesadas a las 48 h.p.i. para microscopia electronica. Experimento
desarrollado a los 1220 d.p.i. La barra corresponde a 100nm.

R. lll. 3. Participacién de proteinas celulares y virales en la brotacion viral a partir
de K3
Teniendo en cuenta los resultados mencionados anteriormente en donde se muestra que el
virus producido por las células K3, a diferencia de lo que ocurre en una infeccion aguda de
JUNV en células BHK-21, queda en gran medida asociado a las mismas, se estudiaron
algunas proteinas celulares involucradas en el proceso de brotacién del virus con el objetivo
de identificar alguna alteracion que contribuiria, junto a la restriccion en la sintesis de
proteinas virales, en la reducida infectividad producida y liberada al sobrenadante por parte de
las células persistentemente infectadas.
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R. lll. 3. a. Nucleoproteina y citoesqueleto

El citoesqueleto es una red citoplasmatica constituida por tres clases de filamentos
(microfilamentos, filamentos intermedios y microtubllos) y proteinas accesorias. Estos
componentes se ensamblan en una estructura tridimensional que define la forma y la
organizacion estructural de la célula. La incorporacion de proteinas especificas del
citoesqueleto, tales como la actina, en los viriones ha sido comprobada para diversos virus
envueltos, entre ellos retrovirus y rhabdovirus (Chen et al., 2004, Han & Harty, 2005).
Asimismo, se ha demostrado la importancia del citoesqueleto en la multiplicacion de JUNV
como participante del transporte de macromoléculas virales, del ensamblado y brotacion
(Candurra et al., 1999, Cordo & Candurra, 2003).

A fin de analizar la interaccion entre N y el citoesqueleto se realizé una doble marcacion de
N y actina, observandose en la Figura R40, que tanto las células BHK-21, no infectadas e
infectadas de forma aguda con JUNV y las células K3 mostraron el patron de expresion tipico
para actina de fibras orientadas segun el eje longitudinal de la célula. Asimismo, las células

positivas para N, mostraron la organizacion de actina comparable a las células sin infectar.

N Actina

BHK-21

BHK + JUNV

Figura R40: Expresiéon de N y actina en células K3. Células BHK-21, K3 y células BHK-21
infectadas con JUNV (m.o.i.= 5 UFP/cél.) fueron fijadas y procesadas para IFl a las 48 h.p.i. y 72
h. post siembra. Para la deteccién de N se utilizd un Mab dirigido hacia dicha proteina,
posteriormente se incubaron los preparados con el compuesto faloidina-FITC (verde) y el
anticuerpo anti-IgG de raton conjugado con TRITC (rojo). Los preparados fueron observados con
un aumento de 400X. Experimento desarrollado a los 1172 d.p.i..
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También se ha descripto la asociacion de distintas proteinas virales a fracciones
subcelulares resultantes de la extraccion de cultivos de células infectadas con detergentes en
diferentes condiciones de salinidad y/o temperatura. La presencia de N en la fraccion insoluble
luego de la extraccion de células Vero infectadas con JUNV con el detergente Triton X-100 ha
sido indicativo de la asociacion de esta proteina viral con el citoesqueleto (Candurra et al.,
1999).

Con el objetivo de estudiar la asociacién de N al citoesqueleto de las células K3, se realizd
una extraccion de las mismas con este detergente a 4°C. Asimismo, se emplearon células
BHK-21 infectadas en forma aguda con JUNV y células BHK-21 sin infectar como controles.

En la Figura R41 se pueden observar los resultados obtenidos luego de someter las
muestras extraidas con el detergente a un SDS-PAGE seguido del revelado de N mediante la

técnica de WB empleando un Mab. dirigido hacia dicha proteina.
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Figura R41. Asociacidon de N con el citoesqueleto en células K3. Cultivos de células
BHK-21 infectados en forma aguda (BHK+JUNV) o sin infectar (BHK-21) y células K3 (K3)
fueron extraidas a 4°C con el detergente Triton X-100 1%. El material del sobrenadante (S)
como asi también el remanente insoluble luego de la extraccion (l) se resolvieron mediante
SDS-PAGE revelandose con un Mab anti N. Experimento desarrollado a los 1241 d.p.i..

En las condiciones del ensayo se puede observar que la nucleoproteina viral se encontrd
asociada en mayor medida a la fraccion insoluble. Los productos de degradacion de esta
proteina se encontraron también mayoritariamente en la fraccién insoluble al detergente,
resistente a la extraccion, sugiriendo la asociacion de N y sus productos de degradacion al
citoesqueleto.

Analizando en conjunto los resultados obtenidos, se puede concluir que con los
experimentos realizados no se pudieron encontrar alteraciones en el citoesqueleto en su

interaccion con N que justifiquen la brotacion ineficiente de JUNV observada en las células K3.

R. lll. 3. b. Co-localizacién de Ny Z
La proteina Z de los arenavirus contiene diversas secuencias conservadas, las cuales
estan involucradas en las interacciones proteina-proteina entre dicha proteina y proteinas

celulares y/o virales, durante los procesos de transcripcion, replicacion y brotacion. Asimismo,

114



Resultados

esta proteina ha sido propuesta como proteina de matriz en los arenavirus (Eichler et al.,
2004, Perez et al., 2003, Strecker et al., 2003). Las proteinas de matriz estan usualmente
implicadas en la interaccion de la nucleocapside y la envoltura viral durante el ensamblado. Se
ha descripto para algunas proteinas de matriz la uniéon en forma directa a la nucleocapside,
mientras otras lo hacen de manera indirecta a través del ARN u otra proteina (Eichler et al.,
2004). En el caso de los arenavirus, se ha estudiado la interaccion entre Z y L mediante
ensayos de co-inmunoprecipitacion, describiéndose también la co-precipitacion de N junto a
estas dos proteinas gracias a la interaccion N-L (Jacamo et al., 2003), aunque también hay
trabajos que describen una interaccion directa entre dichas proteinas (Eichler et al., 2004).

Dado el patron de fluorescencia diferencial de N observado durante la infeccion persistente
de JUNV, se decidio determinar si existian diferencias en la co-localizacion de N y Z en las
células K3, asociadas a la brotacién deficiente de JUNV.

Con este objetivo, se empleé el plasmido pcDNA-ZFLAG conteniendo la secuencia
codificante de la proteina Z fusionada a la secuencia codificante del péptido FLAG en su
extremo carboxi-terminal a fin de facilitar su deteccion.

Como se puede observar en la Figura R42, la expresion de Z mostré un patrén de
fluorescencia puntillado que se distribuyé de una manera uniforme en el citoplasma y mas
marcadamente en la region perinuclear tanto en las células BHK-21 infectadas de forma
aguda como en las células K3.

Por otro lado, el modelo de expresion de N resulté de tipo granular citoplasmatico como se
describié anteriormente. Como se puede observar en la Figura R42 existen extensas zonas de
co-localizacion de N y Z en la region perinuclear tanto en la infeccién aguda con JUNV como
asi también en las células K3, similar a lo descripto para las proteinas N y Z de LASV (Eichler
et al., 2004). Se concluye entonces, que el patron de expresion diferencial observado para N

en las células K3 no se correlacioné con una alteracion en su interaccion con Z.
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BHK + JUNV

Figura R42: Co-localizacién de las proteinas Ny Z en las células K3. Células BHK-21 y K3
fueron transfectadas con el plasmido de expresion de la proteina de fusion Z-Flag. A las 24 h. post-
transfeccion las células BHK-21 fueron infectadas a una m.o.i. de 5 UFP/cél.. A las 48 h.p.i. 0 4 dias
post-siembra las células se fijaron con metanol y se procesaron para IFI doble empleando un
anticuerpo anti-Flag y un Mab anti N. Los preparados se observaron con un aumento de 630X.
Experimento desarrollado a los 1234 d.p.i.

R. 1ll. 3. c. Expresion de TSG101 y brotacion viral a partir de células K3

R.1ll. 3. c. 1. Expresion de TSG101 en células K3

El proceso de brotacion viral utiliza numerosas proteinas celulares implicadas en el sistema
de translocacion vacuolar (Welsch et al., 2007). A fin de analizar la participaciéon de este tipo
de proteinas en la restriccion en la liberacion de virus infectivo al sobrenadante de las células
K3 se eligio a TSG101 como objeto de estudio, ya que se ha demostrado su participacion en
el egreso de LASV y LCMV (Perez et al., 2003, Urata et al., 2006).

Como indicador de la interacciéon TSG101-JUNV se analizé en primer lugar la presencia de
esta proteina en viriones purificados del virus, ya que se ha descripto la interaccion de
TSG101 con los dominios PTAP de la proteina GAG, y su incorporacion a los viriones de HIV-
2 (Myers & Allen, 2002). Dado que se ha postulado a la proteina Z de los arenavirus como
proteina responsable del ensamblado de los viriones y que dicha proteina en los virus LASV,
JUNV, PICV y TCRV (ASAP), contiene al igual que GAG dominios P(T/S)AP, se decidid
investigar la incorporacion de TSG101 a las particulas virales de diferentes arenavirus.

A tal fin, se realiz6 un WB empleando un Mab anti TSG101 a partir de particulas virales
purificadas de JUNV, TCRV, PICV y LCMV.

En la Figura R43, se observa la presencia de una banda correspondiente a la proteina
TSG101 sélo en viriones purificados de JUNV y TCRV, pero no en PICV y LCMV, sugiriendo
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una interaccion especifica de esta proteina celular con estos dos arenavirus. A modo de
control del experimento se detectd la presencia de la proteina celular actina, la cual se ha
reportado co-purifica con las particulas virales y es incorporada a los viriones (Pasian et al.,
1983).
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Figura R43: Incorporacion de TSG101 a particulas virales de JUNV y TCRV. Células
Vero crecidas en botellas T150 fueron infectadas con JUNV, TCRV, PICV o LCMV a una m.o.i.
de 0,1 UFP/cél.. A los 3 y 4 d.p.i. se cosecharon los sobrenadantes de cultivo y se procedi6 a
purificar virus como se indica en la seccién materiales y métodos. El virus asi purificado, fue
procesado para SDS-PAGE. Posteriormente, las proteinas se transfirieron a una membrana de
PVDF y se revelaron con un Mab anti TSG101 y un Mab anti-actina.

A fin de determinar la influencia de TSG101 en la brotacion de JUNV, se evalud la
expresion de esta proteina mediante la técnica de IFI y WB en las células BHK-21 sin
infectar e infectadas de forma aguda con JUNV y en células K3 y K3 sobreinfectadas (Figura
R44).

Todos los tipos celulares analizados presentaron un patréon de IFl caracterizado por
fluorescencia citoplasmatica de aspecto puntillado, debido probablemente a la localizacion
endosomal de TSG101. Sin embargo, la expresioén de esta proteina fue mayor en las células
K3 y K3 sobreinfectadas con JUNV, respecto a las células BHK-21 y BHK-21 infectadas de
forma aguda con el mismo virus.

Estos resultados se confirmaron cuando se analizé la expresion de TSG101 mediante WB
empleando el mismo Mab, ya que se comprobd un aumento en la expresion de TSG101 en los
cultivos persistentemente infectados respecto a los cultivos de células BHK-21. Asimismo, y
de manera similar a los resultados observados por IFl, la infeccion aguda de células BHK-21
no modificé el nivel de expresion de TSG101 respecto del control sin infectar, sin embargo se
puede observar que las células K3 sobreinfectadas mostraron niveles de expresion levemente

superiores a los observados para las células K3 (Figura R45).
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Figura R44: Expresion de TSG101 en células K3. Células BHK-21 sin infectar, K3 y BHK-
21 y K3 infectadas o sobreinfectadas con JUNV (m.o.i.= 0, 1 UFP/cél.), respectivamente,
fueron procesadas a los 4 d.p.i. para IFI empleando un Mab anti TSG101. Los preparados
fueron observados con un aumento de 1000X. Experimento desarrollado a los 1198 d.p.i..
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Figura R45: Sintesis de TSG101 en células K3. Células BHK-21 sin infectar, K3 y BHK-21 y
K3 infectadas o sobreinfectadas con JUNV (m.o.i.= 0,1 UFP/cél.), respectivamente, fueron
procesadas a los 4 d.p.i. para SDS-PAGE. Las proteinas fueron luego transferidas a una
membrana de PVDF y reveladas con un Mab anti TSG101 y un Mab anti actina (A). Relacion de
los niveles de expresion de TSG101 respecto del control (BHK). Los niveles de TSG101 se
obtuvieron por densitometria de las bandas de TSG101 relativizadas respecto a las
correspondientes de actina (B). Experimento desarrollado a los 1210 d.p.i.
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R.1ll. 3. c. 2. Expresiéon de TSG101 y la liberacion de virus al sobrenadante.

La relacion entre el aumento de la expresion de TSG101 y la restriccion en la multiplicacion
de JUNV en las células K3 se confirmd mediante ensayos de reduccion de la expresion de
dicha proteina utilizando la técnica de ARN de interferencia especifico (ARN:i).

Los resultados mostrados en la Figura R46 indican que la expresion de TSG101 fue
reducida en las células K3 y K3 sobreinfectadas y también en las células BHK-21 infectadas
con JUNV, luego de la transfeccion con el ARNi especifico de TSG101 respecto de las células

transfectadas con el ARNi control.
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Figura R46: Reduccion de la expresion de TSG101 mediante ARN especifico de
interferencia. Células BHK-21 y K3 fueron transfectadas dos veces a intervalos de 24h. con ARNi
especifico de TSG101 (+RNAi). A las 24h. post-transfeccion, las células BHK-21 y K3 fueron
infectadas y sobreinfectadas con JUNV (m.o.i.=1 UFP/cél.). A las 24 h.p.i., las células fueron
procesadas para SDS-PAGE. Las proteinas fueron luego transferidas a una membrana de PVDF y
reveladas con un Mab anti TSG101 y un Mab anti actina (A). Relacidon de los niveles de expresion
de TSG101 respecto del control (BHK+JUNV). Los niveles de TSG101 se obtuvieron por
densitometria de las bandas de TSG101 relativizadas respecto a las correspondientes de actina (B).
Experimento desarrollado a los 1478 d.p.i.

Por otro lado, se analizo la infectividad producida por las células K3, como asi también por
las BHK-21 y K3 infectadas o sobreinfectadas, respectivamente, con JUNV en presencia de
los ARNi especificos para TSG101, respecto a las células transfectadas con el ARNi control.
En la Figura R47A se observa que para las células BHK-21 infectadas de manera aguda con
JUNV, la disminucion de la expresion de TGS101 si bien no afect6 los niveles de infectividad
total producida por estas células, se asocié con una disminucion en los niveles de infectividad
liberada al sobrenadante.

Cuando se analizaron los niveles de infectividad producida por las células K3
sobreinfectadas, se obtuvieron resultados concordantes a los mostrados en la Figura R38,
aunque en menor proporcion, debido probablemente a la diferencia en la m.o.i. utilizada y en
el dia de cosecha de los sobrenadantes para realizar la cuantificacion. Cuando el cultivo de

células K3 sobreinfectadas fueron transfectadas con el ARNi especifico para TSG101, si bien
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se pudo observar un leve aumento en el nivel de virus total, el mismo no fue significativamente
diferente respecto de las transfectadas con el ARNi control. Sin embargo el valor
correspondiente al virus extracelular producido por dichas células fue mayor respecto al
observado para K3 sobreinfectadas transfectadas con en ARNi control. Las células K3 sin
sobreinfectar muestran resultados similares a los mencionados anteriormente para los cultivos
sobreinfectados con JUNV vy transfectados con el ARNi especifico para TSG101, mostrando
un aumento significativo en la produccidon de virus extracelular cuando la expresion de
TSG101 se reduce mediante el tratamiento con el ARNi (Figura R47 A).
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Figura R47. Participacion de TSG101 en la brotacidn viral. La reduccion de la expresion de
TSG101 se llevd a cabo mediante la transfeccion de ARNi especifico para los mensajeros de esta
proteina (+RNAI). Células BHK-21 y K3 fueron transfectadas dos veces a intervalos de 24h. con
ARNi especifico de TSG101. A las 24h. post-transfeccion, las células BHK-21 y K3 fueron
infectadas o sobreinfectadas con JUNV (m.o.i.=1 UFP/cél.). A las 24 h.p.i., se cosechd el
sobrenadante de cultivo y se cuantifico el virus extracelular mediante la técnica de UFP (Extra). En
forma paralela, el cultivo celular junto con el sobrenadante de cultivo fueron sometidos a ciclos de
congelado y descongelado y el virus total se cuantificd por la técnica de UFP (Total). Se emplearon
las células K3 sin sobreinfectar como control (A). Se grafica la relaciéon entre los titulos obtenidos
del virus total respecto del virus extracelular. Se emplearon las células K3 sin sobreinfectar como
control (B). Experimento desarrollado a los 1478 d.p.i..

Como se observa en la Figura R47B, los niveles de infectividad producida por las células
K3 y K3 sobreinfectadas mostraron que el virus producido por estos cultivos se encontré en
mayor medida asociado a células. Por el contrario, los valores de infectividad en las células
BHK-21 infectadas de forma aguda con JUNV mostraron que el virus producido se encontrd
en cantidades equivalentes asociado a células y en el sobrenadante de estos cultivos. Las

diferencias encontradas en las células BHK-21 en la Figura R47 respecto de la Figura R38, se
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pueden deber a que en esta ultima el experimento se realizé a una m.o.i. de 0,1 UFP/ cél y el
material fue cosechado a los 4 d.p.i.. Cuando se investigd la infectividad producida por los
cultivos de células K3, K3 sobreinfectadas con JUNV que fueron previamente transfectados
con ARNi especificos para TSG101, los cocientes obtenidos fueron significativamente
menores que aquellos obtenidos a partir de células transfectadas con los ARNi control. Por el
contrario, la reduccién en los niveles de expresion de TSG101 en células BHK-21 infectadas
de forma aguda, resultaron en un incremento de la infectividad asociada a células (Figuras
R47Ay B).

Estos resultados demuestran la participacion de TSG101 en la brotacion de JUNV.
Asimismo, la sobreexpresion de esta proteina seria responsable en la brotacion ineficiente del
virus JUNV en los cultivos de células K3.

El desbalance en los niveles de TSG101 en células K3 seria ademas responsable de las
diferencias entre estas células y las células BHK-21 en cuanto al proceso de internalizacion
de la transferrina (Doyotte et al., 2005) debido a una redistribucion significativa de su
receptor, caracterizada por una disminucion del mismo en la membrana celular y por su

aumento en endosomas agrandados.

R. lll. 4. Susceptibilidad a la infeccion con JUNV de clones celulares aislados de
células K3

Con el objetivo de continuar el analisis de la participacion de TSG101 en la restriccién a la
multiplicacién de JUNV en células K3 se utilizaron como herramienta de estudio los clones
celulares aislados a partir de dichas células, descriptos en el item R.I.5. En primer lugar se
evaluo la susceptibilidad de dichos clones a la infeccion o sobreinfeccion con JUNV,
comparandolos con clones obtenidos de igual manera a partir de un cultivo de células BHK-21
sin infectar (Figura R48). Los clones de células K3 “no infectados” fueron susceptibles a la
multiplicacion de JUNV a niveles comparables a aquellos obtenidos para los de clones de
células BHK-21. Esta situacion también se dié con los clones A2, B2 y B5 que, luego de ser
sobreinfectados mostraron niveles de produccién de infectividad cercanos a 10° UFP/ml, valor
3 log superior a la infectividad producida por los mismos sin sobreinfectar.

Del mismo modo, los clones D4, D9 y E9 (no virogénicos, no productores de antigenos
virales y RT-PCR positivos) al ser sobreinfectados produjeron virus infeccioso con valores que
oscilaron entre 2.10° y 10° UFP/ml.

Por otro lado, los clones celulares infectados D10 y G3, resultaron resistentes a la
sobreinfeccion de JUNV, mostrando niveles de multiplicacion de 1.5 a 2 logaritmos menores a
los observados para los clones de células BHK-21 controles. Estos clones celulares (D10 y

G3) se comportaron de manera analoga a las células K3 (Figura R26 y R48).
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Figura R48: Sobreinfeccion de JUNV de clones celulares obtenidos a partir de células
K3. Clones celulares obtenidos por dilucion limite a partir de células BHK-21 (A) y K3 (B),
fueron infectados con JUNV a una m.o.i. de 0.1 UFP/cél.. Al 4° d.p.i. se cosecharon los
sobrenadantes de cultivos y se cuantificé infectividad mediante la técnica de UFP. En rosa se
muestran los niveles de infectividad obtenidos luego de la infeccion de los clones celulares de
K3 de la categoria “infectados”.

La resistencia a la sobreinfeccion de las células K3, también comprobada en los clones
celulares derivados de dichas células D10 y G3 podrian compartir la/s misma/s causals.
En funcién de esta especulacion se analizé la expresion de TSG101 en los clones
celulares aislados a partir de las células K3. Para ello, se realizé un WB empleando un
Mab anti TSG101. Se evaluaron aquellos clones celulares representativos de la
heterogenidad celular encontrada (Tabla R10), se analizaron los clones B2 y B5
representativos de clones celulares virogénicos y susceptibles a la sobreinfeccidon de
JUNV, D2, H8, A12, C5 y C8 clones celulares no infectados y el clon D10 productor de
virus y resistente a la sobreinfeccion de JUNV, analogo al comportamiento observado para
el cultivo de células K3. Los resultados obtenidos se muestran en la Figura R49. Se
observo que el nivel de expresion de TSG101 para los clones D2, H8, A12, C5, C8, B2 y
B5 resulté similar al observado en las células BHK-21. Por el contrario, se observé que el
nivel de expresion de esta proteina resulté mayor en el caso del clon celular D10 (Figura
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R49), confirmandose asi la correlaciéon entre la resistencia a la sobreinfeccién y la sobre-

expresion de la proteina celular TSG101.
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Figura R49: Expresion de TSG101 en los clones celulares obtenidos a partir de K3. Clones
celulares obtenidos a partir de las células K3 fueron procesados a las 48h. post-siembra para SDS-PAGE.
Las proteinas fueron luego transferidas a una membrana de PVDF y reveladas con Mab anti TSG101, Mab
anti N y Mab anti actina (A). Relacion de los niveles de expresion de TSG101 respecto del control (BHK-21).
Los niveles de TSG101 se obtuvieron por densitometria de las bandas de TSG101 relativizadas respecto a
las correspondientes de actina (B).
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En el presente trabajo de investigacion se caracterizé una linea de células BHK-21
persistentemente infectada con virus Junin (JUNV). Esta linea, denominada K3, fue obtenida
por infeccion experimental de células BHK-21 con la cepa atenuada de JUNV, XJCI;. La
caracterizacion se realizd por un periodo aprox. de 3 afos, durante los cuales se
investigaron distintos parametros biologicos y bioquimicos de las células K3, de manera
comparativa, con aquellos propios de la etapa aguda de la infeccion.

Dentro de los parametros bioldgicos, la estrategia de la investigacion se basé en el
seguimiento temporal del comportamiento del virus en cuanto a la sintesis y expresiéon de
sus proteinas, produccion de infectividad, presencia de particulas D.l. y aparicion de
variantes virales. En este sentido pudo observarse que los niveles de infectividad producidos
por el cultivo luego de transcurrida la primera semana p.i. comenzaron a decaer al mismo
tiempo que aumentaba la proporcion de particulas D.I.. A partir de ese momento y durante el
primer ano p.i. los niveles de produccion de virus por parte de las células K3 se
correlacionaron inversamente con la capacidad interferente detectada en los sobrenadantes
de las mismas, patron caracteristico de la infeccion persistente de JUNV en distintos cultivos
celulares. Esta regulacién de la replicacidon del virus salvaje por parte de las particulas D.I.
ha sido descripta como un mecanismo para el mantenimiento de la infeccion persistente por
arenavirus y podria explicar tanto el establecimiento como el mantenimiento de la
persistencia durante el primer afio p.i. de las células K3 (Help et al., 1976, lapalucci et al.,
1994, Welsh et al., 1972). Sin embargo, los resultados muestran que, luego del primer afo
p.i., los niveles de infectividad extracelular decayeron de manera constante, mientras los
porcentajes de actividad interferente en los sobrenadantes fluctuaron independientemente
respecto de los niveles de virus infeccioso. Esta falta de correspondencia entre la produccion
de infectividad y la actividad interferente presente en los sobrenadantes del cultivo indicaria
la participacion de otro/s factor/es que controlen la produccién de virus infeccioso en dichas
células transcurrido el primer afio de persistencia. Se han descripto sistemas de infecciones
persistentes in vitro en los cuales las particulas D.I. no intervendrian en el mantenimiento de
la infeccidn persistente, sino que serian importantes en el establecimiento de este tipo de
infeccion, tal como se ha observado para un cultivo de células Vero persistentemente
infectado con TCRV (D'Aiutolo & Coto, 1986) y para la infeccidon persistente de VSV en
células BHK-21 (Holland & Villarreal, 1974). Asimismo, también se han descripto, para JUNV
y el virus respiratorio sincicial, cultivos celulares persistentemente infectados en los cuales
no fue posible detectar ciclos en la produccién de virus ni particulas D.l. en los
sobrenadantes de los mismos, indicando la existencia de un mecanismo diferente en el
mantenimiento de la persistencia (Ellenberg et al., 2002, Valdovinos & Gomez, 2003). Por
otro lado, se ha comprobado que cambios en el estado metabdlico del cultivo pueden afectar

la evolucion de la infeccion persistente de JUNV en parte por la modulacion en la produccion
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de particulas DI (Candurra & Damonte, 1985). Asimismo, se ha reportado una produccién
disminuida de virus en células 3T3 persistentemente infectadas con el virus Sendai en
estado estacionario respecto a la produccion de infectividad por parte del cultivo en
crecimiento exponencial (Ogura et al., 1984). En el caso de las células K3, se observé una
disminucion en la produccion de virus extracelular aun cuando las mismas crecieron de
manera similar a las células BHK-21 sin infectar y fueron subcultivadas siguiendo un
esquema que favorecio el establecimiento de un metabolismo activo.

En cuanto a la producciéon de virus infeccioso, las células K3 presentaron dos fases
diferenciadas segun los niveles de virus producido: la primera fue una etapa productiva,
virogénica, caracterizada por la liberacion ciclica de virus al medio extracelular con titulos
altos, aunque siempre inferiores al obtenido durante la infeccion aguda, mientras que la
segunda etapa se caracterizdé por una reduccidon marcada de la produccién viral. Estas
etapas a su vez podrian haberse correlacionado con la cantidad de células productoras de
virus presentes en el cultivo en ambos momentos. Sin embargo, esta cantidad no disminuyo
durante el curso de la infeccion, sino que el parametro que se redujo en funcién del tiempo
p.i. fue la cantidad de virus producido por célula productora, fendbmeno debido a una
brotacion deficiente de la progenie viral. Esta situacién se ha descripto para una linea de
células Vero persistentemente infectada con JUNV, en la cual no fue posible recuperar virus
en el sobrenadante y solo pudo ser aislado a partir de extractos celulares (Boxaca &
Giovanniello, 1977).

Durante el transcurso de la infeccién, la expresion de la nucleoproteina viral (N) y las
glicoproteinas G1 y G2 fue continua, aunque con valores variables. Los niveles de expresién
de las glicoproteinas, estimados de acuerdo al numero de células (+) por IFIl, se
correlacionaron con los niveles de infectividad recuperada a partir de los sobrenadantes de
las células K3. Por el contrario, en el caso de N, los porcentajes de células (+) para este
antigeno no mostraron correlacion con los niveles de virus producido. En este sentido, la
reduccién en la expresion de las glicoproteinas virales en la membrana de las células
persistentemente infectadas ha sido descripta como una caracteristica de este tipo de
infecciones con arenavirus (Ellenberg et al., 2002, Oldstone & Buchmeier, 1982, van der
Zeijst et al., 1983). Por otro lado, la expresion conjunta y simultdnea de N y G1 en el
citoplasma y la membrana de una misma célula, permite descartar la expresion alternativa
de las mismas como mecanismo probable de restriccion. Cabe destacar que en el caso de la
expresion de N en las células K3, se detectd un patrén de fluorescencia citoplasmatico
granular similar al descripto para células Vero y BHK-21 persistentemente infectadas con
JUNV y LCMV, respectivamente (Carballal et al., 1980, Ellenberg et al., 2002, van der Zeijst

et al., 1983). Este patrén de expresidén se correspondid con una acumulacion de los
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productos de degradacion de N, tal como se describid en el caso de la proteina NS1 del
virus de la encefalitis Japonesa (Chen et al., 1996).

Cuando se secuenciaron los genes de N y GPC a partir del ARN extraido de las células
K3 se encontraron varios cambios nucleotidicos y aminoacidicos respecto del virus que
origind la infeccion. La secuencia codificante de N mostré un cambio nucleotidico que resulté
en el cambio del aminoacido bésico K (lisina) por el aminoacido acido E (ac. glutamico) en la
posicion 58 (K58E) de la secuencia aminoacidica de dicha proteina. El hecho de que la
secuencia obtenida no presentara deleciones y la presencia de una banda de 64 kDa en los
extractos celulares correspondiente la proteina entera, permite descartar la expresién de una
proteina truncada como en el caso de la proteina NS1 del virus de la Encefalitis de Murray
Valley durante la infeccion persistente del virus en células Vero o de la proteina P en la
misma clase de infeccidn del virus Sendai en células BHK-21, disminuyéndose asi la
expresion génica viral y favoreciendo el mantenimiento de la persistencia (Garcin et al.,
1994, Lancaster et al., 1998). Por otro lado, la funcién antiterminadora de N (Tortorici et al.,
2001) y su papel promotor de la replicacion del genoma viral (Pinschewer et al., 2003)
dependen de su interaccion con el ARN viral, hecho que se encuentra favorecido debido a la
carga (+) de esta proteina. El cambio de un aminoacido basico por uno acido, como el aqui
descripto, causaria una alteracion en la carga neta de N, lo que podria afectar su interaccion
con el ARN viral y de esta manera alterar su funcion. También es posible que dicho cambio
ocasionase una alteracién conformacional en la proteina modificando su localizacién
citoplasmatica y cambiando su patron de IFI, tal como se observa en el caso de las células
K3. De manera similar a lo encontrado en este estudio, se ha descripto la alteracion en la
carga de la nucleoproteina durante la infeccion persistente in vitro del virus del sarampion
(Boriskin Yu et al., 1986). También se ha estudiado la importancia de las cargas
electroestaticas en las diferentes funciones de las proteinas virales, como en el caso de la
pérdida de la funcion de unidon al ARN y la homodimerizaciéon por la alteracion de los
aminoacidos basicos de la proteina NS1 del virus influenza (Wang et al., 1999). Asimismo,
se ha encontrado que mutaciones en los residuos basicos de la proteina de la nucleocapside
del virus de la leucemia de Moloney (MLV), que contiene motivos zinc finger, al igual que la
proteina N de los arenavirus, reducen drasticamente la liberacion de virus por parte de
células infectadas (Muriaux et al., 2004). La nucleoproteina de los arenavirus contiene en su
region amino terminal un segmento de cargas mixtas similar al de otras proteinas con
capacidad de interaccién con acidos nucleicos. Es en esta regién, que se identifico la
mutacion 58 (K58E) y probablemente dicha actividad se vea alterada durante la infeccion
persistente de JUNV (Parisi et al., 1996). Es también posible que dicha alteracion tenga un
efecto en la disminucion de la infectividad producida por las células K3. Cabe destacar que

el aminoacido K en dicha posicién en la secuencia aminoacidica de la proteina N de los
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diferentes arenavirus se encuentra conservado o se hallan cambios por aminoacidos con
propiedades similares, posiblemente indicando su importancia en la funcion biologica de la
proteina (Albarino et al., 1997, Ghiringhelli et al., 1991).

En este estudio también se analiz6 la secuencia nucleotidica codificante de GPC
encontrandose 3 mutaciones silenciosas. Asimismo, se encontré un cambio nucleotidico que
resulté en el cambio del aminoacido R (arginina) por G (glicina) en la posicion 243 (R243G)
de la secuencia aminoacidica del precursor. Dicha posicién es de relevancia bioldgica ya
que ha sido descripta como perteneciente a la secuencia de reconocimiento de la proteasa
celular SKI-1/S1P, responsable del procesamiento del precursor para dar origen a las dos
glicoproteinas virales. Se ha descripto para GPC de JUNV, que el procesamiento inicial que
da origen al péptido sefial es llevado a cabo por una peptidasa celular y que las subunidades
maduras de G1 y G2 son subsecuentemente generadas por la proteasa celular SKI-1/S1P.
Ambos eventos de procesamiento, conjuntamente con la presencia del péptido sefal
miristoilado, son requeridos para que se observe fusidbn mediada por la glicoproteina viral
(York et al., 2004). Empleando una linea celular deficiente en la proteasa SKI-1/S1P y
mutantes del sitio de reconocimiento RRLA, se ha descripto para el virus LCMV, que el
procesamiento no es requerido para la expresion de GPC en la membrana de las células
infectadas pero es esencial en 3 pasos de la replicacion del virus, la incorporacion de las
glicoproteinas a los viriones, la produccion de particulas infecciosas y la propagacion del
virus célula-célula (Kunz et al., 2003). En el caso de LASV, mediante analisis mutacionales
del tetra péptido RRLL, se reveld que el sitio consenso de reconocimiento es R-X-L donde X
fue reemplazado por los aminoacidos con caracteristicas similares L, | o V (Lenz et al.,
2000). En el cultivo de células persistentemente infectadas, la secuencia aminoacidica de
GPC presentd el tetrapéptido GRSL, similar al descripto como la secuencia consenso
requerida para el procesamiento de GPC en LASV. En concordancia con esto, en las células
K3 se observo la presencia de G1 en la membrana celular ademas de actividad fusogénica,
por lo cual dicho cambio no afectaria la localizacion, transporte y funcionalidad de las
glicoproteinas. Asimismo, la produccion de progenie viral permite descartar que dicho
cambio afecte la incorporacion de las glicoproteinas a la particula viral. Ademas, dichas
particulas virales resultaron infectivas ya que infectaron células Vero susceptibles en el
ensayo que permitié su cuantificacion. Teniendo en cuenta estos resultados y ademas que la
secuencia del tetrapeptido en el GPC del TCRV es GRTL, es probable que GPC sea
procesado en las células K3 originando G1 y G2. En lo que respecta a la caracterizacion
biolégica del virus aislado a partir de células K3 se encontraron variantes virales de menor
velocidad de multiplicacién y accion citopatogénica reducida respecto de la cepa parental. A
diferencia de lo observado para otros cultivos persistentemente infectados con arenavirus,

no se detectaron mutantes ts (termosensibles) en cuanto a su replicacion, pero si se
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pudieron detectar variantes que se inactivaron de manera diferencial en respuesta a la
temperatura. Durante la caracterizacion de diversos sistemas de células persistentemente
infectadas con arenavirus, se ha observado la liberacién de distintas clases de variantes
virales incluyendo variantes termolabiles en concordancia a lo encontrado en este estudio.
Se ha descripto ademas, una seleccion rapida y espontanea de variantes ts las cuales
ademas fueron inactivadas mas rapidamente que el virus salvaje (Damonte & Coto, 1979).
También fue posible obtener mutantes ts a partir de células Vero persistentemente
infectadas con TCRV, siendo dichas mutantes mas virulentas en ratones y mas
citopatogénicas en células Vero que el virus salvaje (Coto et al.,, 1982). Asimismo, se ha
observado que células MRC-5 infectadas persistentemente con JUNV, liberaron virus cuya
virulencia resulté semejante al virus original aunque mostraron diferente morfologia de placa
y termosensibilidad (Weber et al., 1985).

Por otra parte, a partir de las células K3 se pudieron aislar 3 clones virales con
comportamientos diferenciales respecto a su neutralizacion por un suero policlonal anti-
JUNV. Dos de ellos fueron reconocidos con mayor afinidad por los anticuerpos, mientras que
el restante fue resistente a ser neutralizado. En concordancia con estos resultados, se ha
descripto la emergencia de poblaciones virales resistentes a ser neutralizadas a partir de
cultivos celulares persistentemente infectados con JUNV, ya sean fibroblastos de embrion de
C. musculinus o células Vero, siendo necesario, en este Ultimo caso, el empleo de una
presion selectiva de anticuerpos (Alche & Coto, 1993). En el caso de las células K3, el
mecanismo de variacion antigénica resulté independiente de la presencia de anticuerpos.

A fin de correlacionar las caracteristicas diferenciales mostradas por los diferentes clones
virales aislados, con cambios en el genoma de los mismos, se eligieron diferentes clones a
fin de determinar la presencia de cambios a nivel nucleotidico tanto en la secuencia
completa de N como asi también en parte de la secuencia codificante de GPC. Es
interesante notar, que se encontré un nimero bajo de mutaciones en las secuencias de virus
obtenidos a partir de las células K3, respecto de XJCI;, hecho similar a lo encontrado para
otro virus con genoma de ARN, el virus de la Hepatitis murina obtenido a partir de células
DBT persistentemente infectadas (Chen & Baric, 1995). Todos los clones correspondientes
al segundo aislamiento presentaron la mutacion (K58E) en la secuencia aminoacidica de N,
mientras que dicha secuencia en el clon perteneciente al primer aislamiento resulté idéntica
a la del virus parental, lo que podria indicar, que el cambio ocurrié a tiempos tardios del
cultivo de células K3. La mutacion K58E se correlacionaria entonces con el comportamiento
de multiplicacion restringida o crecimiento retrasado de los clones del segundo aislamiento.
Se ha sugerido que la carga positiva total de N muestra una tendencia a disminuir de
acuerdo a la atenuacion de la cepa viral (Albarino et al., 1997, Enria & Barrera Oro, 2002).

También se ha encontrado que mutaciones en la proteina de la nucleocapside del
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coronavirus A59, que alteraron la carga de dicha proteina, redujeron la velocidad de
crecimiento y el titulo alcanzado por el virus (Verma et al., 2006). En este trabajo de
investigacion también se analizé la secuencia de la region del GPC correspondiente a la
region de reconocimiento por parte de la proteasa celular SKI-1/S1P en los clones del
segundo aislamiento. El virus obtenido a partir de las células K3 presenté una poblacion
mixta de acuerdo a lo observado para la secuencia de GPC. Dado que se aislaron clones
conteniendo la mutacion R243G, se estudié la expresion en membrana de G1, la actividad
fusogénica a bajo pH y el procesamiento de GPC en células Vero infectadas con dichos
clones virales. No se encontraron diferencias en ninguno de los tres aspectos mencionados
durante la infeccion de dichos clones respecto a los clones con la secuencia parental.

La resistencia parcial o total de los cultivos infectados a la sobreinfeccion con virus
homodlogos ha sido una caracteristica distintiva de la infeccidén persistente por arenavirus y
fue observada en todos los cultivos persistentemente infectados estudiados hasta el
momento. Asimismo, la falta de resistencia a la sobreinfeccidon con virus heterdlogos es
también una caracteristica comun a dichos sistemas (Boxaca, 1970, D'Aiutolo & Coto, 1986,
Damonte et al., 1979, Damonte et al.,, 1978, Damonte et al., 1983, Ellenberg et al., 2004,
Gimenez & Compans, 1980, Help et al., 1976, Jacobson et al., 1979, Welsh & Buchmeier,
1979, Coto 1979, Coto 1977). Las células K3 mostraron resistencia parcial, no mediada por
interferon, ni particulas D.l. a la sobreinfeccion con virus homodlogo (JUNV) vy
antigénicamente relacionados (TCRV). Si bien una causa posible de esta resistencia podria
ser la ausencia de células susceptibles a la multiplicacion viral en el cultivo persistentemente
infectado, dicha posibilidad podria descartarse en virtud de que luego de la sobreinfeccion
ocurrié un aumento de la cantidad de células productoras por lo que la resistencia observada
no seria debida a la presencia de un factor soluble que interfiera con la infeccién de nuevas
células o la falta de células susceptibles en el cultivo.

A diferencia de lo descripto en otros sistemas de infeccion persistente, en los que se
observé una regulacidon negativa de los receptores virales (Hirano et al., 1996, Michel et al.,
2005, Yamate et al., 2005), JUNV y TCRYV fueron capaces de adsorberse a las células K3
con una eficiencia levemente menor respecto de células BHK-21, hecho que podria deberse
a un reciclado alterado del receptor viral de acuerdo con los resultados obtenidos al estudiar
la internalizacién de la molécula de transferrina a las células K3.

La replicacion del genoma del virus sobreinfectante se llevo a cabo mas rapidamente en
las células K3 que en las BHK-21, debido probablemente a la elevada cantidad de proteinas
virales presentes en dichas células al momento de sobreinfectar, en particular de N,
necesaria para dicho proceso (Lopez et al., 2001, Pinschewer et al., 2003). Se ha descripto
que los efectos de una infeccion previa con JUNV sobre la replicacion de TCRV son

dependientes del tiempo transcurrido entre las dos infecciones. Mientras que la infeccién
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simultdnea de células RK13 con JUNV y TCRV no altera la eficiencia de plaqueo de TCRYV,
se observd un aumento en la replicacion de TCRYV si la sobreinfeccion con este virus se
produce luego de 1-24 h. de una pre infeccion con JUNV (Damonte & Coto, 1985). Puede
ser que este efecto sea el observado cuando se detecta mas tempranamente la aparicién de
la cadena viral complementaria de TCRV en las células K3 respecto de células BHK-21,
aunque las células persistentemente infectadas con JUNV posean luego alguna alteracion
en los pasos posteriores del ciclo de multiplicacion del virus. Esta especulacion se
correlaciono con el hecho de que el porcentaje de células (+) para N no aumenté luego de la
sobreinfeccién evidenciando un bloqueo marcado a nivel de la sintesis de antigenos virales.
De todas maneras, el bloqueo a nivel de la sintesis proteica del virus sobreinfectante no
explicaria el hecho de la mayor proporcion de virus asociado a células observado para las
células K3 comparativamente con las células BHK-21 infectadas de forma aguda. A este
respecto se observé que los viriones producidos por las células K3 quedaban asociados a la
membrana celular formando, en muchos casos, estructuras aberrantes, siendo, en
consecuencia, la brotacion otro de los pasos alterados que participan de la restriccion en la
multiplicacion del virus sobreinfectante.

Se analiz6 entonces el rol de la proteina celular TSG101 (Tumor susceptibility gene 101)
ya que la misma interviene en el transporte de proteinas desde la membrana plasmatica y el
aparato de Golgi. Cuando los endosomas maduran hacia los cuerpos multivesiculares
(MVBs), las proteinas trans-membrana son incorporadas a vesiculas que brotan hacia dentro
de dichos cuerpos. Este proceso de biogénesis de vesiculas depende de un conjunto de
proteinas citoplasmaticas conocidas como proteinas de translocacion vacuolar (Vps), siendo
TSG101 una de ellas. Varias de estas proteinas se ensamblan en complejos requeridos para
el transporte (ESCRTSs), los cuales se asocian transitoriamente a la membrana endosomal.
TSG101 forma parte del complejo ESCRT1 e interacciona con dominios P(T/S)AP,
presentes en la proteina celular HRS (Hepatocyte growth factor-regulated tyrosine kinase
substrate) (ESCRTO) o en diversas proteinas de matriz virales. Se ha observado que la
brotacién a partir de la membrana plasmatica de algunos virus con genoma de ARN es un
proceso topoldgicamente equivalente a la brotacion de vesiculas hacia el lumen de los
MVBs. Recientemente, se han descripto las bases moleculares de los procesos que
involucran a la célula hospedadora y los procesos tardios del ciclo de multiplicacion de HIV-1
que culminan con la liberacién de la progenie viral a partir de la célula infectada (Fisher et
al., 2007, von Schwedler et al., 2003). A este respecto, la alteracion en el balance de la
proteina TSG101 impide la brotacién de HIV-1, alterando el “pinching off” del virus durante la
brotacidn a partir de la célula infectada (Demirov et al., 2002, Goila-Gaur et al., 2003). De la

misma manera, se ha comenzado a identificar proteinas componentes del sistema de
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sorteado vacuolar, TSG101 y VPS4 como necesarias para el proceso de brotacion de los
arenavirus (Perez et al., 2003, Urata et al., 2006).

Los resultados obtenidos demostraron un aumento en la expresion de TSG101 en las
células K3, como asi también en clones celulares aislados a partir de las mismas que fueron
resistentes a la sobreinfeccion. Los niveles de TSG101 pudieron reducirse utilizando un
siARN favoreciéndose asi la liberacion de virus infeccioso al sobrenadante, tanto de las
células K3 como de las K3 sobreinfectadas con JUNV. Este tratamiento con siARN no alter6
significativamente la cantidad de virus total producida por el cultivo de células
persistentemente infectadas, sobreinfectadas o no, indicando su participacion en el paso de
brotacién del virus en las células K3. En lo que respecta a la interaccion TSG101-proteina
viral, se ha descripto que la sobre-expresién de su region N-terminal inhibe la brotacion de
HIV-1 bloqueando la funcién del dominio tardio PTAP presente en la region P6 de la
proteina Gag, provocando una acumulaciéon de viriones adyacentes a la membrana
plasmatica tal como se observo en las células K3. Este no fue el caso para el virus de la
leucemia murina (MLV) el cual presenta el dominio tardio PPxY en la region p12 de su
proteina Gag (Demirov et al., 2002). Asimismo, la sobre-expresion de TSG101 full length o
como una proteina de fusién también inhibié la funcién del dominio tardio del péptido p6 de
HIV-1 presumiblemente alterando la estequiometria del ESCRT1 (Carlton & Martin-Serrano,
2007, Goila-Gaur et al., 2003).

Dado que TSG101 interactua con los dominios ricos en prolinas P(T/S)AP y también con
una variacion de los mismos, el dominio ASAP (Garrus et al., 2001) y que las proteinas Z de
JUNV y TCRV poseen dominios PTAP y ASAP, respectivamente, podria ser que la
alteracion a nivel de brotacién a causa de la expresiéon anormal de TSG101 afecte a estos
virus y no a los virus LCMV y PICV los cuales en sus proteinas Z tienen dominios tardios
PPxY, similares al encontrado en la proteina M de VSV. Las proteinas de matriz con
dominios PPxY interactuarian con otro factor celular a fin de llevar a cabo el proceso de
brotacién del virus a partir de la membrana de la célula infectada (Bouamr et al., 2003, Harty
et al., 2000, Irie et al., 2004). En el caso especifico de PICV, que en su proteina Z contiene
los dominios tardios PPxY y PTAP solapados de forma similar a los encontrados en la
proteina VP40 del virus Ebola, y en el del virus linfotropico humano 1 (HTLV1), una
alteracion en el motivo PTAP de estos virus produjo efectos poco marcados sobre la
eficiencia de brotacion, mientras que dicha eficiencia fue muy reducida cuando el dominio
alterado fue PPxY, indicando que el dominio tardio PPxY resulta critico en la produccion de
particulas virales (Bouamr et al., 2003, Neumann et al., 2005). Asimismo, se ha observado
que la sobre-expresion de TSG101 provoca alteraciones en el reciclado para el receptor de
transferrina que utilizaria JUNV para adsorberse al cultivo, por lo que resulta posible que los

efectos observados en cuanto a la disminucién en la eficiencia de adsorcién de JUNV y
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TCRV, como asi también la acumulacion del ligando marcado en un compartimento
citoplasmatico, se deban a la sobre-expresion de TSG101 en las células K3 (Babst et al.,
2000, Doyotte et al., 2005, Razi & Futter, 2006).

Como puede observarse por lo aqui presentado, el mantenimiento de la persistencia de
JUNV en células BHK-21 es un proceso complejo donde son varios los factores que
interrelacionados permiten que el virus permanezca a través del tiempo en el cultivo celular.
El control de la infeccidn parece variar en funcion del tiempo, siendo durante el primer afo
p.i. responsables las particulas D.I. de la produccion viral disminuida por parte del cultivo
celular. Durante tiempos tardios de la infeccion persistente de las células K3, proponemos
que la infeccion persistente se mantendria por un estado refractario que adoptarian algunas
células en el cultivo frente a la sobreinfeccion del virus. Este estado, seria, en parte,
responsable por la sobre-expresion de la proteina celular TSG101, la cual interviene en el
paso de brotaciéon viral y también podria estar involucrada en el reciclado alterado del
receptor viral, afectando la eficiencia de la adsorcion del virus a las células K3.

Por otro lado, existiria otro mecanismo desconocido por el cual se limita la expresion de
antigenos virales luego de la sobreinfeccion de virus homologo.

Acompafiando la evolucion de las células del cultivo a un estado de semi permisividad, el
virus adquiere cambios en su genoma, los cuales limitan su crecimiento y citopatogenicidad
frente a diferentes cultivos celulares. En nuestro sistema, la participacion de variantes ts, no
parece ser el mecanismo responsable del mantenimiento de la infeccion persistente de
JUNV en células BHK-21, pero es posible que virus con menor capacidad citolitica juegue un
papel preponderante en el equilibrio dinamico que se establece entre el virus y la célula
hospedadora en esta clase de infeccion. De acuerdo a las caracteristicas de neutralizacion,
crecimiento y termolabilidad, las células persistentemente infectadas podrian generar una
poblacion con mezclas fenotipicas durante la infeccion persistente de JUNV en células BHK-
21. Aunque estos estudios deben ser completados, se puede evidenciar que la poblacién
viral y el fenotipo de las células ejercen diferentes presiones selectivas sobre el genoma de
JUNYV, resultando en la evolucion y la acumulacion de diferentes mutaciones que pueden
tener un rol en la iniciacion o el mantenimiento de la persistencia en las células K3.

La infeccién se mantendria por la infeccidon o re infeccion de las células susceptibles en el
cultivo por el virus con capacidad de crecimiento lento producido por las células infectadas,
sumado a que posiblemente habria una particion del ARN viral durante la division celular al
citoplasma de las células hijas, lo cual requeriria la funcionalidad de la proteina L del virus en
el cultivo de células K3.

Los virus son parasitos obligados y como tales deben pagar el precio de perder su

autonomia. ¢ Quien tiene el control, la célula hospedadora o el virus? La respuesta depende
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del patégeno y el hospedador pero el proceso de adaptacién conlleva a un poco de ambos.
En el modelo aqui presentado, se tiene en cuenta el papel preponderante que tienen los
factores presentes en la célula hospedadora en asociacion a factores intrinsecos del virus
(Figura D1).
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Figura D1: Modelo propuesto para las células K3.
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