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Objetivos

OBJETIVOS DE ESTE TRABAJO DE TESIS

e El objetivo principal de este trabajo, consisti6 en el estudio de la
informacion contenida en el genoma del virus Junin, en relacion al fenomeno
de atenuacioén de la virulencia.

e Como objetivo secundario, se estudio la filogenia en la familia de los
arenavirus y se analizaron las relaciones evolutivas entre los mismos.

e Ademas, se disefid un método para la deteccidon de nuevos arenavirus a
nivel molecular, en base al analisis de secuencias mencionado arriba.

¢ Finalmente, se estudio el papel de la proteina de la nucleocapside en la
regulacion de los procesos de transcripcion y replicacion en el virus Junin.




Presentacion

PRESENTACION DE LA INFORMACION

Con el fin de organizar el contenido y favorecer la presentacién de este
estudio resultd conveniente la divisidbn en capitulos, a saber: introduccion,
materiales y métodos, analisis y discusion de los resultados, conclusiones
generales y referencias bibliograficas. A continuacion, se resume brevemente
el contenido de cada capitulo.

1. En el primer capitulo, se realiza una descripcion introductoria sobre la
estructura del virus Junin y su relacidon con la fiebre hemorragica. En
particular, se analiza la informacién disponible y los antecedentes
bibliograficos que forman el contexto para el desarrollo de este estudio.

2. En el segundo capitulo se describen los materiales y los métodos utilizados
en el transcurso de este estudio.

3. En el tercer capitulo se aborda especificamente, el problema de la
atenuacién de la virulencia en las cepas relacionadas genealdgicamente
con el virus vacunal, Junin Candid #1.

4. En el cuarto capitulo, se analiza la filogenia en la familia de los arenavirus
y las posibles relaciones evolutivas entre los mismos.

5. En el quinto capitulo, se describe el disefio de un procedimiento
experimental que permitid caracterizar un nuevo arenavirus. Este trabajo se
realizé en colaboracién con el Dr. M.E. Lozano y el Lic. D.M. Posik.

6. En el sexto capitulo, se analiza el control de la transcripciéon en el virus
Junin. Este trabajo se realizd en colaboracion con el Dr. R.V. Rivera Pomar
y el Dr. M.E. Lozano.

7. En el séptimo capitulo, se establecen las conclusiones generales del
presente estudio.

8. En el ultimo capitulo, se listan las referencias bibliograficas relacionadas
con los capitulos anteriores.
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Capitulo 1 Introduccion

CAPIiTULO 1

INTRODUCCION

1. Arenavirus

Los arenavirus pertenecen a la familia Arenaviridae y reciben su nombre
(del latin arenosus) debido al aspecto granuloso que presentan los viriones,
observados al microscopio electronico. Esta familia estd compuesta por un
numero creciente de virus, incluyendo hasta el momento 18 miembros
reconocidos por el Comité Internacional para la Taxonomia de los Virus (ICTV,
International Committee for the Taxonomy of Viruses).

De acuerdo al sitio geografico de aislamiento, la reactividad seroldgica
cruzada y la informacion genética, los arenavirus fueron clasificados en dos
grandes grupos. Estos grupos se podrian homologar con géneros incluidos en
la familia.

La division separa a los arenavirus del Viejo Mundo de aquellos del
Nuevo Mundo (Wulff et als, 1978; Buchmeier ef al., 1995). El grupo de los
arenavirus del Viejo Mundo incluye al virus de la coriomeningitis linfocitaria
(LCM) y a los virus Ippy, Lassa, Mobala y Mopeia (McCormick, 1990). Por otra
parte, el grupo de los arenavirus del Nuevo Mundo comprende a los virus
Amapari, Flexal, Guanarito, Junin, Latino, Machupo, Oliveros, Parana,
Pichindé, Sabia, Tacaribe, Tamiami y Whitewater Arroyo (McCormick, 1990;
Salas et al., 1991; Coimbra ef al., 1994; Bowen et al., 1996).

El virus LCM es el prototipo de esta familia y es el unico arenavirus que
posee una distribucion amplia en todo el mundo. En cambio, el resto de los
miembros de la familia estan restringidos geograficamente. Es interesante
notar que el area de dispersion de los arenavirus esta en relacion con la
distribucidn geogréfica de los hospedadores y es probable que este sea un
factor determinante en la co-evolucion de los mismos. En este sentido, todas
las especies de arenavirus tienen como reservorios naturales a los roedores;
con excepcion del virus Tacaribe, cuyo reservorio es un quirdptero.

Un aspecto importante de esta familia de virus, es que algunos de sus
miembros son altamente patdégenos para el hombre, por ejemplo: Lassa, Junin,
Machupo, Guanarito y Sabia, (McCormick, 1990; Salas ef a/.,1991; Coimbra et
al.,1994). En particular, los arenavirus Junin, Machupo y Guanarito producen
fiebres hemorragicas severas, con caracteristicas endemo-epidémicas en
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Argentina, Bolivia y Venezuela, respectivamente. El virus Sabia también
produce una fiebre hemorragica en humanos, pero el numero escaso de
infecciones reportadas no permite asociarlo con una enfermedad epidémica.

1.2. Fiebre Hemorragica Argentina

Los primeros casos de la fiebre hemorragica argentina (FHA) se
registraron en la década del '50 en el norte de |la provincia de Buenos Aires.
Desde entonces la enfermedad se ha extendido hacia las provincias de Santa
Fé, Cérdoba y La Pampa (Maiztegui y Sabattini, 1977). En la actualidad, el
area endémica cubre aproximadamente 150.000 km’ de la zona agricola-
ganadera mas importante de la Argentina. Esta region esta habitada por 3,5
millones de personas y la poblacién en riesgo se compone principalmente por
trabajadores rurales (Maiztegui et al., 1986).

La FHA es una enfermedad caracterizada por un conjunto de sintomas
clinicos, incluyendo alteraciones hematoldgicas, inmunoldgicas, cardio-
vasculares, renales y neurologicas. Ademas, se reconocen formas clinicas
leves y graves de la FHA. A su vez, las formas graves pueden presentar
caracteristicas predominantes hemorragicas, neurolégicas o renales; aunque
también pueden presentar caracteristicas mixtas.

La ruptura de capilares en el sistema vascular es responsable de las
hemorragias severas; de este modo, la disfuncion generalizada del endotelio
produce un colapso vascular, shock hipotensivo y edema pulmonar. Ademas,
los pacientes de FHA sufren otras complicaciones frecuentes, originadas por
infecciones bacterianas y micéticas oportunistas que producen una sepsis
generalizada y pueden elevar la tasa de mortalidad hasta un 30%.

En este sentido, la replicacion viral no ha sido detectada en los tejidos del
sistema vascular, sin embargo, se ha demostrado que los linfocitos vy
monocitos de sangre periférica constituyen el sitio primario de la replicacion
del virus Junin (Ambrosio et al., 1986).

Por otra parte, en algunos pacientes la respuesta inmune resulta muy
efectiva en la eliminacion del virus durante la enfermedad y podria ser
suficiente para proteger contra futuras infecciones. Sin embargo, el rol de la
respuesta inmune celular en la eliminacion del virus y la proteccion
subsiguiente es desconocido.
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1.2.1. Relacién de la enfermedad con el virus Junin

La etiologia de la FHA fue establecida en el Hospital Regional de la
ciudad de Junin, donde se efectuaron los primeros aislamientos del virus en
muestras de sangre y 6rganos obtenidos por necropsias (Parodi ef al., 1958,
Pirosky et al., 1959). De este modo, el virus recibié su nombre por la ciudad
donde se produjo su aislamiento.

Los principales reservorios naturales para el virus Junin son roedores de
habitos rurales, de las especies Calomys musculinus y Calomys laucha,
aunque también ha sido aislado de Akodon azarae y Orizomys flavescens
(Maiztegui, 1975). Ocasionalmente, el virus ha sido detectado en roedores de
habitos urbanos como Mus musculus (Sabattini et al., 1977). Este roedor
constituye el principal hospedador natural del virus LCM, que también fue
aislado en la region endémica del virus Junin.

Los roedores infectados por arenavirus sufren infecciones crénicas y
liberan virus al medio ambiente persistentemente, cumpliendo, de este modo,
con el ciclo de mantenimiento en la naturaleza. Los seres humanos se cree
que son infectados a través de cortes o abrasiones en la piel o por inhalacion
de aerosoles o polvo contaminado con orina, saliva o sangre de ratones
infectados (Maiztegui et al., 1986). El contagio interhumano se ha registrado

en muy pocos casos y se debid principalmente al contacto intimo con el
enfermo.

Por otra parte, la patogénesis de la FHA se estudid en infecciones
experimentales de ratones lactantes, cobayos y monos macacos. La infeccion
en los animales produce diferentes patrones de enfermedad dependiendo de
la via de entrada del virus y la edad del animal (Buchmeier et al., 1980). Sin
embargo, la infeccion en los monos produce alteraciones fisioldgicas vy
patologicas que se correlacionan mejor con las manifestaciones de la
enfermedad en humanos. Con posterioridad, se reportd que los diferentes
aislamientos del virus Junin presentan un alto grado de variacion en la
virulencia y patrones clinicos, cuando son ensayados en macacos (McKee et
al., 1985).

1.2.2. Tratamiento y prevencién de la enfermedad

Entre los ensayos realizados en modelos animales, se ha demostrado
que la administracion pasiva de anticuerpos de origen humano, fue suficiente
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para alcanzar la proteccion de los monos contra el virus Machupo (Eddy,
1975). El resultado de esta investigacion sugirié la posible utilizacion de esta
terapia en pacientes humanos con fiebre hemorragica boliviana o FHA.

En el marco de los estudios posteriores, llevados a cabo en el Instituto
Nacional de Enfermedades Virales Humanas (INEVH, Pergamino, Argentina),
se establecid la eficacia de la administracion de plasma inmune (plasma de
pacientes convalecientes) en |la fase convaleciente de la FHA. En este sentido,
la eficacia del tratamiento estéd directamente relacionada con el titulo de
anticuerpos neutralizantes en el plasma suministrado a los pacientes. El
tratamiento neutraliza la viremia, disminuye las alteraciones fisiologicas y
reduce la incidencia de las infecciones oportunistas. La aplicacion de esta
terapia durante los primeros 8 dias de infeccidn resultdé en una disminucién de
la tasa de mortalidad, hasta el 1% de los pacientes afectados (Maiztegui et al.,
1979; Enria et al., 1986).

Con respecto a la prevencion de la enfermedad se ha desarrollado una
vacuna, como resultado de un proyecto de colaboraciéon entre el Ministerior de
Salud Publica de la Republica Argentina y los laboratorios del USAMRIID
(United States Army Medical Research Institute of Infectious Diseases) en
Maryland, EEUU (Barrera Oro & Edy, 1982).

La cepa vacunal Junin Candid #1 (candidate 1) presenta virulencia
atenuada y se administra como vacuna a virus vivos, para inducir la respuesta
inmune de los pacientes. La vacuna no mostrd efectos adversos en primates y
ha pasado exitosamente una serie de pruebas clinicas muy rigurosas en EEUU
y en Argentina. De hecho, la vacunacidn de los trabajadores rurales en la zona
endémica redujo la incidencia de la enfermedad durante los ultimos afos
(Maiztegui, 1990).

Sin embargo, los riesgos implicitos de las vacunas a virus vivos no
pueden ser descartados. En este sentido, se debe considerar la alta tasa de
mutacion propia de los genomas a RNA y las posibilidades de recombinacion y
reasociacion que presentan los virus con genomas segmentados.

1.2.3. Diagnéstico

El diagnéstico para establecer la terapia especifica esta basado en el
examen clinico de los pacientes y en los ensayos de laboratorio. Para
determinar el diagndstico etiolégico se emplean métodos inmunoldgicos
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corrientes, tales como ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay), IFA
(immunofluorescence assay) y ensayos de neutralizacion.

Teniendo en cuenta que la conversidn seroldgica ocurre tardiamente
durante el transcurso de la infeccion, estos ensayos no pueden ser usados
como marcadores sensibles en las etapas tempranas de la enfermedad.
Ademas, el bajo titulo de virus en sangre impide el uso del ELISA para la
deteccién de los antigenos virales. En este sentido, el co-cultivo de linfocitos
de sangre periférica de los pacientes con células Vero, mejora el resultado de
la determinacion. Sin embargo, estos procedimientos implican manipulaciones
riesgosas del virus Junin, requieren condiciones de seguridad apropiadas y el
resultado se obtiene en 14-20 dias.

Recientemente en el Instituto de Bioquimica y Biologia Molecular (IBBM),
se ha desarrollado una prueba diagnodstica de laboratorio, basado en la
deteccion de los acidos nucleicos del virus. El procedimiento permite inactivar
el agente patogeno despues de la extraccibn de sangre y disminuye
notablemente los riesgos de la manipulacion (Lozano et al, 1993b). En
principio, la deteccion de los acidos nucleicos del virus se obtiene en una
reaccion catalizada por la transcriptasa reversa y seguida por la amplificacion
por PCR (RT-PCR). Esta técnica de deteccion ha sido validada exitosamente
para la deteccidon del virus Junin en muestras de sangre extraidas durante la
fase aguda de la FHA, en el marco de un proyecto de colaboracidén entre el
IBBM y el INEVH (Lozano et al., 1995).

1.3. Caracteristicas de los arenavirus

Los arenavirus comparten una serie de propiedades morfologicas y
moleculares. Las particulas virales poseen formas esféricas o pleomérficas con
un diametro de 50 a 300 nm (Compans, R.W., 1993). En el caso del virus
Junin el diametro promedio de sus particulas virales es de 120 nm (Lascano y
Berria, 1970) y su densidad de flotacion en gradientes de CsCl fue calculada
en 1,20 g/cm® (Romanowski, 1981 y 1993).

Durante la brotacidn en las células infectadas, los viriones se rodean de
una envoltura lipoproteica, arrastrando parte del citoplasma adyacente. La
envoltura viral, contiene espiculas proteicas insertadas en la bicapa lipidica,
visibles por microscopia electronica (Figura 1.1).
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En el interior de los viriones se observa una materia amorfa constituida
principalmente por el resto del citoplasma celular, las nucleocapsides y un
numero variable de ribosomas. La presencia de estos ultimos le da un aspecto
granuloso o arenoso a los viriones, originando el nombre de esta familia. La
incorporacién de los ribosomas provenientes de la célula huésped, podria ser
el resultado de un proceso de encapsidacion no especifico y tal vez se
relacione con los mRNAs virales, que estaban siendo traducidos en el
momento de la brotacidn. En cualquiera de estos casos, el rol de los mismos
en el ciclo de replicacién viral no ha sido aclarado.

Figura 1.1. Microscopia electrénica de arenavirus. En A se observan viriones del
virus LCM brotando de células BHK 21 y en B (angulo superior derecho) se muestra
un viribn con mayor aumento. Los viriones tipicos miden 110 nm y contienen
particulas electrodensas de 20 nm en su interior; la barra representa 100 nm (Burns &
Buchmeier, 1993).

1.3.1. Estructura de las nucleocapsides

Aparte de la presencia de los ribosomas, los detalles estructurales
internos de las particulas virales no han podido ser resueltos en los viriones
intactos. La obtencidn de las nucleocapsides se logra con el tratamiento de los
viriones con detergentes no i6nicos, para eliminar su envoltura. A
continuacion, las nucleocapsides purificadas por centrifugacion en gradientes
de CsCl pudieron ser observadas por microscopia electrénica (Young y
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Howard, 1983). Actualmente, las formas circulares aparentes que adoptan las
nucleocapsides se atribuyen a la presencia de secuencias complementarias en
los extremos de ambos RNA gendmicos (Figura 1.2).

Las nucleocapsides son complejos de ribonucleoproteinas y estan
integradas principalmente por la proteina N (63 kDa), asociada a las moléculas
de RNA gendémicos S y L. La distribucidn de tamaros de las estructuras
circulares revelé dos clases predominantes de 640 y 1300 nm de longitud,
correspondientes a los complejos formadas por la proteina N y los RNAs Sy L,
respectivamente (Compans, 1993).

Ademas, los RNAs virales se encuentran asociadas a las proteinas Ly Z,
en menor proporcion que la proteina N. La proteina L (200 kDa) constituye la
RNA polimerasa viral y la proteina Z (11 kDa), denominada de este modo por
la presencia de motivos estructurales tipo zinc-finger, no posee una funcion
biolégica conocida hasta el momento.

Figura 1.2. Micrografias electronicas de nucleocapsides. Las nucleocapsides
purificadas del virus Pichindé fueron sombreadas, por rotacidon en un angulo de 10°
con Au-Pd en A y B; y con Pt-C en C (Young y Howard, 1983). Las nucleocapsides
observadas en A, B y C presentan diferentes grados de superenrrollamiento.
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1.3.2. Propiedades moleculares de los viriones

Las espiculas de la cubierta viral estan formadas por los polipéptidos G1
y G2, originados durante el clivaje proteolitico del precursor de las
glicoproteinas de la envoltura, GPC de 57 kDa aprox. (Figura 1.3). Las
moléculas del polipeptido G1 forman tetrameros globulares en el exterior del
virion; mientras que los tetrameros del polipéptido G2 atraviesan la bicapa
lipidica. El dominio N-terminal de G2 se encuentra en el exterior del virién y el
C-terminal, en su interior. Ademas, el tetramero transmebrana (G2) se conecta
en el exterior del virion con los tetrameros globulares (G1) y, en el interior con
las nucleocapsides (Figura 1.4).
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Figura 1.3. Estructura del precursor de las glicoproteinas. En A se muestra un
esquema del precursor GPC; se indica la ubicaciéon del péptido sefal (ps) y de los
polipéptidos G1 y G2. En B se muestra el grafico de hidropatia para la proteina GPC
del virus LCM Armstrong (Burns & Buchmeier, 1993). Arriba del grafico se indican los
sitios de clivaje (flechas) y el dominio transmembrana (tm) de G2. Debajo del grafico
se indican las secuencias cercanas a los sitios de clivaje de la peptidasa sefal y de la
proteasa asociada al aparato de Golgi.
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A
N-RNA S
G1
G2 »,
N-RNA L

RNA polimerasa

Figura 1.4. Particula viral de los arenavirus. En A se representa esquematicamente
las estructuras presentes en la particula viral (Bishop, 1990). Se puede observar la
envoltura viral con las glicoproteinas asociadas, las nucleocapsides (N-RNA S y N-
RNA L) y los ribosomas incluidos. En B se representa la estructura de las espiculas
claviformes constituidas por tetrameros de los polipéptidos G1 y G2 (Burns &
Buchmeier, 1993). También se muestran las interacciones entre los tetrameros y las
nucleocapsides (complejos N-RNA).

1.4. Estructura genémica

Los arenavirus poseen un genoma segmentado compuesto por dos
moléculas de RNA de simple cadena, denominadas S (small) y L (large), con
un tamano promedio aproximado de 3,5 y 7 kb, respectivamente (Bishop,
1990). Dentro de los viriones, se ha encontrado una proporcién variable de
cada una de las moléculas de RNA gendémico, aunque frecuententemente la
cantidad del RNA S es mayor que la cantidad de RNA L. De hecho, se ha
demostrado experimentalmente la formacidn de viriones diploides para el RNA
S (Romanowski y Bishop, 1983).

Durante las ultimas décadas se han realizado numerosos estudios sobre
la biologia molecular de los arenavirus y se ha determinado la secuencia
nucleotidica de los RNAs gendmicos de algunos de ellos. La informacion
publicada sobre la secuencia del RNA L, esta limitada a los virus LCM,
Tacaribe, Lassa y Pichindé (Salvato y Shimomaye, 1989, Salvato et a/., 1989;
lapalucci et al., 1989a, 1989b; Lukashevich et al., 1997; Harnish, comunicacion
personal). En contraste, la informacion sobre el RNA S es abundante y se ha
reportado la secuencia completa correspondiente a los virus Pichindé (Auperin
et al., 1984), LCM (Romanowski et al.,, 1985), Tacaribe (Franze Fernandez et
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al., 1987), Lassa (Auperin y McCormick, 1989; Clegg et al., 1990), Junin MC2
(Ghiringhelli et al., 1991), Mopeia (Wilson y Clegg, 1991), Oliveros (Bowen et
al., 1996a) y Sabia (Gonzalez et al., 1996). Ademas, se han reportado
secuencias parciales del RNA S de los virus Machupo, Amapari, Flexal, Latino,
Parana, Tamiami, Guanarito, Whitewater Arroyo y Pampa (Griffiths et al., 1992;
Bowen et al., 1996b; Gonzalez et al., 1995; Fulhorst et al., 1996; Lozano ef al.
1997).

Cada uno de los RNAs genomicos S y L, posee dos marcos de lectura
abiertos (ORFs, open reading frames) no solapados, con orientaciones
opuestas. La disposicion de los genes, denominada ambisense, constituye la
estrategia de codificacion caracteristica de los arenavirus (Auperin et al. 1984),
aunque también se manifiesta en algunos géneros de la familia Bunyaviridae.
Los ORFs se hallan separados por una regién no codificante que contiene
secuencias autocomplementarias (Figura 1.5). Esta caracteristica les confiere
la potencialidad de formar una estructura secundaria muy estable, compuesta
por una o dos horquillas, denominadas hairpin-loops (Romanowski, 1993,
Salvato, 1993).

Como se menciond anteriormente, la disposicion de los ORFs es
semejante en ambas moléculas genémicas. En la mitad 5 del RNA S se halla
codificado el gen del precursor de las glicoproteinas de la envoltura (GPC),
con sentido gendmico o viral; mientras que en la mitad 3', se halla codificado el
gen de la proteina de la nucleocapside (N), con sentido antigenémico o viral
complementario. Por otra parte, en la mitad 5' del RNA L se halla codificado el
gen de la proteina Z (zinc-finger-like protein), en sentido viral; mientras que en
la mitad 3' de la misma molécula, se halla codificado el gen de la RNA
polimerasa viral (L), en sentido viral complementario (Franze Fernandez,
1993).

De acuerdo a la estrategia de codificacion, las proteinas N y L se
traducen, en las células infectadas, a partir de RNA mensajeros (mRNAs) con
sentido antigendmico (viral complementario); mientras que las proteinas GPC y
Z se traducen de mRNAs con sentido gendmico (viral).

Los extremos 5 y 3' del RNA S poseen secuencias nucleotidicas
complementarias que podrian formar una estructura de doble cadena,
denominada panhandle (Figura 1.5). El apareamiento en los extremos
resultaria en una estructura seudocircular, que permite explicar la forma de las
nucleocapsides observadas al microscopio electronico (ver Figura 1.2). De
acuerdo al analisis de secuencia, seria esperable que se forme una estructura
semejante en los extremos del RNA L.
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La secuencia de los extremos del RNA S se halla muy conservada en los
arenavirus, lo cual sugiere la posibilidad que la RNA polimerasa viral
reconozca estos sitios durante el inicio de la replicacién (Bishop,1990). Sin
embargo, se han reportado datos sobre la heterogeneidad de esta secuencia
en el virus LCM, en aparente contradiccion con la hipotesis anterior (Meyer y
Southern, 1994).

GPC

88

3' 1628

N

Figura 1.5. Organizaciéon molecular en el RNA S del virus Junin. El esquema
resume la organizacion genomica y molecular deducida a partir del analisis de las
secuencias nucleotidicas del RNA S (Romanowski, 1993). Las secuencias de la
region intergénica son autocomplementarias y estabilizan la estructura secundaria de
los hairpins. El apareamiento de las secuencias complementarias en los extremos del
RNA S, producen la estructura secundaria del panhandle. Las regiones de los
hairpins y del panhandle no estan representadas en escala. La numeraciéon comienza
en el extremo 5' del RNA S y se indica la disposicidn ambisense de los genes GPC y
N.

1.5. Estrategia de transcripcién/replicaciéon

El ciclo de infeccidn viral comienza con la adsorcidon de los viriones en la
superficie de la célula blanco, con la colaboracién de receptores especificos
que no han sido identificados hasta el momento. El proceso continta con la
fusion de la envoltura viral a la membrana plasmatica y el pasaje al interior de
la célula, de las nucleocapsides y las proteinas asociadas (Z y L).
Posteriormente, se inicia una serie de eventos en la célula infectada, que
incluye la transcripcion de los genes virales, la traduccion de los mRNAs, la
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replicacion del RNA gendmico, el ensamblado de las nucleocépsides y la
brotacién de los nuevos virus.

Dentro de la célula infectada, la RNA polimerasa viral comienza la
transcripcion, utilizando los RNAs genomicos S y L, como molde. En este
sentido, la actividad de esta enzima fue detectada en extractos citoplasmaticos
de células infectadas con los virus Tacaribe (Garcin y Kolakofski, 1992) y LCM
(Fuller-Pace y Southern, 1989).

La transcripcion del RNA S genera dos moléculas de polaridad
antigenémica o viral complementaria: el mMRNA de la proteina N y una copia de
longitud completa del RNA S (RNA S vc); de 1,8 kb y 3,4 kb respectivamente.
A suvez, el RNA S vc es utilizado como molde para la transcripcion del mRNA
de la proteina GPC y constituye la forma replicativa del virus, a partir del cual
se transcribe el RNA S viral (Figura 1.6). Considerando la informacion
disponible sobre el RNA L, se podria afirmar que esta molécula se transcribe y
replica, de acuerdo a un modelo semejante al descripto para el RNA S (Franze
Fernandez et al., 1993).

Es interesante notar que el RNA S y su copia complementaria, el RNA S
vc, contienen un ORF que no es traducido por los ribosomas de las células
infectadas y tampoco es utilizado en los sistemas de sintesis de proteinas in
vitro. Sin embargo, los codones de iniciacion de los ORFs estan en un entorno
adecuado, de acuerdo a las secuencias consenso de los mRNAs eucarioticos
(Kozak, 1984). El hecho que la secuencia 3' no codificante de los RNAs virales
esta compartida por los mRNAs de igual polaridad, hace suponer que habria
factores adicionales que influyen en el reconocimiento de los mRNAs por parte
de los ribosomas.

Con el objeto de precisar el sitio donde termina la transcripcion del mMRNA
para la proteina N, se realizaron ensayos de proteccion a RNasas a partir de la
hibridacion de sondas especificas sobre RNA total proveniente de células
infectadas con los virus Tacaribe (lapalucci ef al., 1991) y Junin (Rivera
Pomar, 1991). Los resultados de los ensayos indicaron que la RNA polimerasa
viral interrumpe su actividad en la region intergénica y genera el mRNA para la
proteina N, con una copia del primer hairpin-loop en su extremo 3'.

De acuerdo a los resultados mencionados, se desprende la existencia de
un mecanismo molecular que impide la terminacion de la transcripcidn en Ila
region intergénica y permite la generacion de las copias antigendémicas
completas del RNA S (RNA S vc, full-length). EI mecanismo molecular de
antiterminacion cambiaria la modalidad desde la transcripcion hacia la
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replicacion durante el transcurso de la infeccion viral. A partir de esta
conclusion, se puede especular la existencia de un mecanismo similar de
antiterminacion sobre el RNA S vc, que permita alternar la generacion del
mRNA para la proteina GPC, con la generacion del RNA S viral full-length.
Ademas, habria que considerar la existencia de un mecanismo homoélogo que
opere sobre el RNA L viral y su copia complementaria (RNA L vc).

Por otra parte, los extremos 5 de los mRNAs contienen varios
nucleotidos que no se encuentran en el RNA molde, lo cual llevé a proponer un
mecanismo de iniciacibn por cap-snatching para la iniciacion de la
transcripcion (Garcin y Kolakofsky, 1992; Raju et al.,1990; Rivera Pomar,
1991), semejante al descripto inicialmente para el virus Influenza (Krug, 1981).

S RNA genémico (V)
51 _l >_nn 3|

N mRNA (VC)

5l
S RNA antigenémico (VC)
’ m________J

GPC mRNA (V)

5

Figura 1.6. Estrategia de transcripcién/replicaciéon del RNA S de los arenavirus.
El esquema muestra la codificacion ambisense en el RNA S del virus Junin. El gen
GPC (rectangulo vacio) esta codificado en sentido genémico y el gen N (rectangulo
lleno) en sentido antigendmico. Las especies de RNA con polaridad genoémica o viral
se indica como V y las de polaridad antigendmica o viral complementario como VC.
También, se muestran los mRNAs subgendomicos y se indica la direccion de
traduccién por los extremos de flecha. Las flechas curvadas indican explicitamente,
las relaciones entre las diferentes especies de RNA.
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1.6. Efectos de la infeccidon a nivel celular

La propagacion de los arenavirus en cultivo de células puede provocar un
efecto citopatico e infecciones persistentes, dependiendo de la linea celular y
del tipo de inéculo utilizado (lapalucci et al.,1994). E| efecto citopatico se
observa en las primeras etapas de infeccidn y se caracteriza por la presencia
de numerosos cuerpos de inclusion y vacuolas en el citoplasma celular.

El efecto citopatico conduce a la lisis en lineas suceptibles como Vero,
CV-1y HelLa. En cambio, estas alteraciones no se manifiestan en otras lineas
como BHK-21. En este sentido, la suceptibilidad diferencial de las lineas
celulares se puede aprovechar para la propagacion de los virus y la titulacion
de los indculos virales. Durante el desarrollo de este estudio, el virus Junin fue
propagado infectando células BHK-21 y los sobrenadantes de los cultivos
fueron titulados por ensayo de placas en células Vero.

Ademas, la supervivencia de células que no sufren los efectos citopaticos
caracteristicos, resulta en una linea celular infectada persistentemente que
puede ser cultivada en forma indefinida (Welsh & Buchmeier, 1979).

Por otra parte, las células infectadas por virus liberan viriones funcionales
asi como viriones mutantes. Los mutantes no pueden replicarse por si mismos
y por lo general, poseen deleciones importantes en su genoma. En ciertos
casos, los mutantes interfieren con la multiplicacion de las viriones funcionales
y por este motivo fueron denominados particulas interferentes defectivas. Este
fendmeno, también se manifiesta en las infecciones por arenavirus, en
particular, cuando se utilizan multiplicidades de infeccidn (mdi) mayores que 1
unidad formadora de placas por célula (ufp/cel). En estos casos, se observa
una disminucion del nivel de lisis celular y de los titulos de los sobrenadantes.
Este inconveniente se puede solucionar utilizando diluciones sucesivas del
mismo indculo. Por este motivo, cuando se amplifica un inéculo viral en
cultivos de células, se utiliza una mdi de 0,1 a 0,01 ufp/cel para evitar la
infeccion simultanea de particulas virales funcionales con particulas
interferentes defectivas (Rivera Pomar, 1991; Lozano, 1995).
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CAPITULO 2

MATERIALES Y METODOS

Este capitulo fue dividido en cuatro secciones para describir las metodologias
utilizadas en cada etapa de este trabajo.

Primera seccidn

En esta seccidn se describen las metodologias utilizadas durante el estudio
sobre la atenuacion de la virulencia en el virus Junin. Las técnicas generales
fueron empleadas anteriormente por los investigadores del laboratorio del
Instituto de Bioquimica y Biologia Molecular (1.B.B.M.) y otras fueron
desarrolladas durante el presente trabajo para solucionar problemas nuevos o
para simplificar procedimientos técnicos.

1.1. Productos quimicos y enzimaticos

Durante el desarrollo del presente trabajo se utilizaron reactivos de grado
analitico o de grado biologia molecular suministrados por Merck (Darmstadt,
Alemania), Sigma (St. Louis, USA) y Carlo Erba (Milano, ltalia). Las enzimas
utilizadas fueron provistas por las empresas Stratagene (LaJolla, USA),
Promega (Madison, USA) y New England Biolabs (Beverly, USA). Los medios
de cultivo de células eucariotas fueron suministradas por Gibco BRL (Grand
Island, USA) y los sueros fetales por Bioser (Buenos Aires, Argentina) o GEN
(Buenos Aires, Argentina). Las cajas de Petri y los frascos de poliestireno,
utilizados en el cultivo de células fueron provistos por Nunc (Kamstrup,
Dinamarca) y Corning (USA). El agua utilizada fue destilada, desionizada y
esterilizada por autoclave a 120 °C, dado el requerimiento de una maxima
calidad y pureza en los protocolos de biologia molecular.

1.2. Materiales radioactivos

El dosaje del material radioactivo, principalmente P, se realizd por
medicion con un contador de centelleo liquido y con un contador Geiger. Las
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autorradiografias se realizaron utilizando peliculas X-Omat™ de Kodak
(Rochester, USA) o su equivalente de otra marca.

La generacién de sondas radioactivas y las reacciones de secuencia de
nucledtidos se realizaron por incorporacion de [o *?P]-dATP. La marcacion de
primers se realizé por incorporacion de [y *P]-ATP. En ambos casos, los
nucleétidos fueron sintetizados a partir de [*’P]-HsPO., suministrado por NEN
(New England Nuclear, USA).

1.3. Sintesis de los nucleétidos radioactivos

La sintesis de nucledtidos radioactivos se realizé de acuerdo a la
modificacion (Ghiringhelli et al.,, 1985) del método original de Walseth y
Johnson (1979). El [*?P]-HsPO, constituye el sustrato para la sintesis de [y *P]-
ATP, el cual a su vez, es el sustrato para la sintesis de [o *?P]-ATP y [a *P)-
dATP. La sintesis de estos ultimos se realizd en paralelo, a través de un
conjunto de reacciones muy similares.

La primer etapa consistid en la sintesis de [y **P]-ATP, a partir de [**PJ-
HsPO, y ADP. La reaccidn esta catalizada por un conjunto de enzimas
(glicerofosfato deshidrogenasa, triosafosfato isomerasa, gliceraldehido-3-
fosfato deshidrogenasa, 3-fosfoglicerato quinasa y lactato deshidrogenasa), en
presencia de piruvato y cisteina.

En la etapa siguiente el grupo fosfato radioactivo del [y *P]-ATP se
transfirid a una molécula de 3' AMP, para formar 3'5' [oa **P}-ADP; en una
reaccion catalizada por la enzima polinucleétido quinasa. En una reaccion
paralela, se uso el precursor 3' dAMP para formar 3',5' [a **P}-dADP. En las
etapas siguientes se detallan los productos de la sintesis del [a. *P}-ATP, ya
que los obtenidos en la sintesis de [a. **P]-dATP son analogos.

Posteriormente, se utilizd la nucleasa P1 para hidrolizar especificamente
el fosfato 3', no radioactivo, del ADP y obtener 5' [*P]- AMP. El pH utilizado en
esta etapa es critico, ya que la nucleasa P1 posee su actividad maxima a
diferentes pHs, si en la reaccidn se utilizan ribonucleétidos (pH 7 a 9) o
deoxiribonucledtidos (pH 4,5 a 6).

La ultima etapa consistio en la fosforilacion del 5' [?P]-AMP para rendir
[«®*P]-ATP. Esta reaccién esta catalizada por las enzimas piruvato quinasa y
mioquinasa y se realizd en presencia de fosfoenolpiruvato, que representa la
molécula dadora de fosfatos.
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El rendimiento de cada una de las etapas se analizé por medio de una
cromatografia en papel de PEl-celulosa, utilizando acido fosférico 0,33M como
fase movil. En general, el rendimiento total de la sintesis varié entre 50 y 90 %
segun la fuente del *P y el tipo de nucledtido sintetizado.

1.4. Cultivo de células

Las células BHK21 c13 (ATCC, CRL8544, C1008) fueron cultivadas en el
medio DMEM (Dulbecco's minimal essential medium, cat. 430-1600, Gibco)
suplementado con L-glutamina (GIn, 2mM), glucosa (4,5 g/l) y suero bovino
fetal (SBF, 10%). Las células Vero E6 (ATCC, CRL1586) y Vero (ATCC,
CCL81) fueron cultivadas en medio MEM (minimal essential medium, cat. 410-
1500, Gibco), incluyendo una mezcla de aminoacidos no esenciales vy
suplementado con GIn (2mM) y de SBF (10%). Ambos medios de cultivo
(DMEM y MEM) fueron preparados con el agregado de anfotericina B (1,5
pg/ml) y gentamicina (50 ug/mil). Los medios utilizados en cultivos bajo
atmésfera de 5% de CO; tuvieron el agregado adicional de NaHCO; (22mM) y
HEPES pH 7,5 (10mM).

Los frascos y cajas de Petri utilizados en los cultivos fueron reutilizados,
luego de ser lavados con una solucion diluida de Triton X100 y enjuagados
abundantemente con agua destilada y bidestilada. Finalmente, el material seco
fue esterilizado en un horno de microondas durante 3 ciclos de 5 minutos con
la maxima potencia.

Los repiques celulares se realizaron por desprendimiento de las células y
pasaje a nuevos frascos (o cajas) usando diferentes diluciones, de acuerdo a
la linea celular. Brevemente, las células se lavaron con PBS (NaCl 8g/l; KCI
0,2g/l; Na,HPO, 1,15 g/l; KH,PO, 0,2g/l) y se trataron con un volumen minimo
para cubrir la monocapa, de una solucion de tripsina (tripsina 0,25%; Na,EDTA
0,02%; rojo fenol 0,001% y glucosa 0,1%, en PBS 1x). Luego de este
tratamiento por 2 minutos aproximadamente, se agregd el volumen necesario
de medio de cultivo para realizar el pasaje a los nuevos frascos o cajas. En
estas condiciones, se inhibio por completo la actividad enzimatica de la
tripsina, por efecto de la presencia de iones Ca™ y Mg"™ en el medio de cuiltivo.
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1.5. Propagacion de los virus

El virus junin XJ#44 fue suministrado por J.G. Barrera Oro (USAMRIID)
como un homogenado de cerebro de ratdn y fue propagado infectando
monocapas de células en cultivo. Con el indculo original se infectd una
monocapa de células BHK 21 crecidas hasta un 50% de confluencia en un
frasco de 75 cm? con una multiplicidad de infeccién (mdi) = 0,01 ufp/cel
(unidades formadoras de placas por célula). La mdi se eligié para evitar el
ingreso simultaneo en una célula, de particulas defectivas interferentes junto
con una particula infecciosa estandar. Después de la adsorcidon de los virus
por 1h a 37 °C, las monocapas se lavaron con PBS y se mantuvieron en cultivo
por 72 hs en el medio DMEM suplementado con 2% de SBF. El sobrenadante
de este cultivo se utilizd como indculo, para infectar monocapas de células
BHK 21, cultivadas en frascos de 175 cm® y posteriormente en un Cell Factory
(Nunc) de 6300 cm’.

Los virus Junin MC2, Tacaribe y LCM-WE fueron propagados infectando
monocapas de células BHK 21 en condiciones semejantes a las descriptas
anteriormente. La propagaciéon de la cepa XJ#44 y los virus mencionados
anteriormente, se realizé en un laboratorio de bioseguridad. El laboratorio esta
compuesto por una primer camara con las estufas de cultivo, una segunda
camara con las centrifugas y una antecamara de entrada. Durante el trabajo
con materiales infectivos, se activo un sistema que produce presion negativa
en el laboratorio y esteriliza el aire extraido. Ademas, al finalizar el trabajo,
todos los cuartos fueron irradiados con luz ultravioleta y los materiales
potencialmente infectivos fueron descartados en soluciones con detergentes o
hipoclorito de sodio. La vestimenta de seguridad utilizada consistio en un
guardapolvo, bata de cirugia, guantes de latex, cofia, barbijo, mascara de
proteccion facial y bolsas de proteccion del calzado.

La cepa mas virulenta XJ (prototipo) fue propagada en el laboratorio de
maxima seguridad biolégica (BSL4, BioSafety Leve!l 4) del CDC (Centers for
Disease Control, Atlanta, USA) y fue suministrada por C.J. Peters (CDC) como

un lisado de células infectadas inactivado con isotiocianato de guanidinio
(Lozano et al., 1993a).

1.6. Titulacion de virus

El titulo del virus en el medio de cultivo sobrenadante se determind por
ensayo de placas (Rustici, 1984). Las células Vero E6 se cultivaron en
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monocapa, en cajas de 35 mm de diametro o en policubetas (6 x 35mm), y se
infectaron usando 100 pl de las diferentes diluciones de los sobrenadantes (10°
®a107). Luego de 1 h de adsorcion a 37°C, se elimind el inoculo y se lavaron
las monocapas con PBS; a continuacion las células se cubrieron con una capa
compuesta por agarosa 1% en PBS y MEM 1X. Las placas de lisis se
detectaron, al 5° dia pos-infeccion (dpi), por tincidn de las monocapas con rojo
neutro (0,5% en PBS). Alternativamente, las monocapas se fijaron con
formaldehido (3,7%) y se colorearon con cristal violeta (0,5%) o con azul de
metileno (0,5%).

1.7. Purificacién de viriones

El medio de los cultivos infectados fue cambiado diariamente a partir del
3° dia pos-infeccion (dpi) y los viriones fueron recuperados y purificados a
partir del medio de cultivo sobrenadante, recogido al 3° 4° y 5° dpi. La
purificaciéon comenzo con una clarificacion del sobrenadante por centrifugacion
a 8.000xg por 15 min, para descartar los restos celulares, seguido de una
ultracentrifugacion a 150.000xg para sedimentar los viriones en un rotor #70Ti
(Beckman Inst., New Jersey, USA). En esta etapa se descarto el sobrenadante
y se recuperaron los viriones para ser utilizados como inoculos o para la
extraccion de RNA. La obtencién de inoculos concentrados se obtuvo
resuspendiendo el pellet en 1/100 del volumen inicial, con medio de cultivo.

1.8. Extracciéon de RNA viral

La extraccion de RNA a partir de los viriones se realizoé por el método de
Chomczynski y Sacchi (1987). El pellet de viriones correspondiente a 25 ml de
sobrenadante, se resuspendio en 250 nl de 1xTCG (isotiocianato de guanidinio
4M, citrato de sodio 25mM, sarkosyl 0,5% y 2-mercaptoetanol 90mM). Sobre
esta solucion se realizaron dos extracciones: con fenol acido (pH 4) y con
cloroformo:isoamilico (24:1), en ese orden. El RNA viral se obtuvo de la fase
acuosa por precipitacion en presencia de NaAc 0,3 M y 2,5 vols. de etanol. El
pellet de RNA se resuspendid en agua y se guardo a -70 °C.

Por otra parte, las células infectadas fueron cosechadas al 5° dpi, para
obtener RNA total a partir de las mismas. Brevemente, las monocapas se
lavaron con PBS 1X y las células se lisaron por el agregado de 1 volumen de
una solucidon de 4xTCG (Lozano et al, 1993a, 1993b). El proceso de
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extraccion de RNA a partir del lisado de células, se realizO con el
procedimiento descripto anteriormente.

El RNA fue analizado por electroforesis en geles de agarosa
desnaturalizante, en presencia de hidroxido de metil mercurio (Bayley &
Davidson, 1976). Posteriormente, el gel fue transferido por capilaridad a una
membrana de nylon para detectar especificamente los RNA virales por
hibridacién con sondas radioactivas (Northern blot).

1.9. Preparacion de sondas radioactivas

Las sondas radioactivas fueron sintetizadas por la técnica de multipriming
(Sambrook et al., 1989) sobre moldes de DNA de doble cadena. Estas
reacciones se realizaron sobre un molde constituido por fragmentos clonados
del cDNA de la cepa MC2 (Ghiringhelli et al.,, 1991), en presencia del
fragmento mayor de la DNA pol | (Klenow) y [«”P}-dATP. En principio se
desnaturalizd el DNA molde por calentamiento a 100 °C por 3 min, en
presencia de una mezcla de hexanucledétidos (pdNs) con secuencias al azar
(random primers). A continuacion, se enfrié la mezcla a 0 °C para permitir el
apareamiento de los primers con el molde y luego, se agregaron los dNTPs, la
enzima y su buffer especifico (Tris-HCI 50mM pH 7,5, NaCl 50mM; MgCl,
10mM; DTT 5mM), de acuerdo al siguiente protocolo:

DNA (100ng/pl) 1
pdNe (100ng/pl) 1
Agua 16,5 pnl
buffer 10X 2,5
3 dNTPs -dATP (1 mM de c/u) 1
o 2P-dATP (20 pCi/ul) 2
Klenow (5 U/pl) 1

La reaccidn se incub6 a 37 °C durante 2 hs para permitir la extension de
los primers y se detuvo con el agregado de EDTA (20 mM final).
Posteriormente, la mezcla de reaccion fue diluida a 100 ul y las sondas
radioactivas se purificaron por cromatografia de exclusién molecular para
remover el exceso de los dNTPs. La purificacion se reaiizd en columnas
conteniendo la resina Sephadex G-50 (Nick columns™, Pharmacia, Upsala,
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Suecia) y la elucién de las mismas se obtuvo con una solucién de TE (Tris-HCI
10 mM pH 8, EDTA 1 mM pH 8).

1.10. Northern Blot

Una vez terminada la electroforesis, se fotografio el gel y se eliminaron
las partes innecesarias del mismo. Luego, se lavd el gel con agua bidestilada
estéril y con en el buffer de transferencia SSC 20X (NaCl 3M, citrato de sodio
0,3 M pH 7) durante 10 minutos. Para realizar la transferencia por capilaridad,
se armo un dispositivo en una cuba con el buffer de transferencia y un soporte
para sostener un papel de filtro mojado en el buffer y el gel sobre este ultimo.
Encima del gel se colocd una membrana de nitrocelulosa (o nylon) y un
apilamiento de toallas de papel, del mismo tamafo que la membrana y el gel.
Una vez realizada la transferencia durante toda la noche, se lavo la membrana
con SSC 6X para eliminar los restos de agarosa y se la dejé secar sobre papel
de filtro a temperatura ambiente. La fijacidon del RNA se obtuvo horneando la
membrana durante 2 horas a 80 °C.

A continuacién, se bloguearon los sitios inespecificos sobre la membrana,
incubandola con 100 plicm® de la solucién de pre-hibridacién (SSC 6X, SDS
1%, formamida 50%, tRNA 100ug/ml) en bolsitas de nylon selladas. Luego del
bloqueo durante 2 hs a 42 °C, la sonda desnaturalizada por calentamiento
(100 °C por 3 min; 0° C por 3 min) fue agregada a las bolsitas. Finalizada la
hibridacién durante toda la noche, se realizaron tres lavados sobre la
membrana de 3 min con 50 ml de las siguientes soluciones, en este 6rden:
SSC 2x, SDS 0,1% p/v;, SSC 0,2x, SDS 0,1% p/vy SSC 0,16x, SDS 0,1% p/v.
Dependiendo de |la marca retenida en la membrana se realiz6é un lavado con la
ultima solucién por 15 min a 50 °C. La deteccién de los hibridos sobre la
membrana se logré exponiendo la membrana con una pelicula radiograficacon
y una pantalla amplificadora, durante toda una noche a -70 °C.

1.11. Sintesis de cDNA

Para iniciar la sintesis de cDNA se usaron diferentes oligonucleétidos
sintéticos (primers) complementarios a la secuencia del RNA S de Junin MC2
(Ghiringhelli et al., 1991). Con el objeto de facilitar el clonado de los
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fragmentos amplificados, se agrego el sitio de reconocimiento para la enzima
Bam HI en el extremo &' de algunos de estos primers.

Primers utilizados

sentido V sentido VC
88 - 104 196 - 215
436 - 457 805 - 820
788 - 811 843 - 866
819 - 834 1226 - 1250
1161 - 1189 1517 - 1534
1471 - 1498 1661 - 1680
1625 - 1642 2536 - 2555
2501 - 2520 2906 - 2923
2872 - 2889 3302-3319
3216 - 3232 3382 - 3400

Tabla 1.1. Lista de primers utilizados en la sintesis de cDNA y su posterior
amplificaciéon por PCR. La numeracién indica la ubicacién de los primers de acuerdo
a la secuencia del RNA S del virus Junin MC2. También, se indica la polaridad de los
prnmers: V por viral y VC por viral complementario. Los primers con sentido VC se
usaron para iniciar la sintesis de cDNA sobre el RNA S viral de las cepas XJ y XJ#44.

Las muestras de RNA (1-5 ng) fueron calentadas a 95 °C por 5 min en
presencia de los primers (concentracion final 2uM) y desnaturalizados con
hidroxido de metil mercurio (I1) en una concentracion final de 10mM por 5 min
antes de iniciar la transcripcidn reversa. Despues del agregado de 2-
mercaptoetanol (14 mM) para inactivar el agente desnaturalizante, la sintesis
de la primer cadena de cDNA se realizd0 en un volumen final de 10
conteniendo RNA total, 60 mM KCI, 25 mM Tris-HCI (pH 8.0), 10 mM MgCl,, 1
mM DTT, 0,5 mM de cada dNTPs (dATP, dCTP, dGTP, dTTP), 7,5 U de
RNasin (Promega) y 4 U de la transcriptasa reversa del virus AMV (Avian
myeloblastosis virus reverse transcriptase, Promega, USA).

La mezcla de reaccion fue incubada por 1 h a 42 °C y luego fue
precipitada con 2,5 vols. de etanol, 100mM de NaAc y 2,5 ug de PAL
(poliacrilamida lineal) y finalmente disuelta en 10 pl de agua. La segunda
cadena se sintetizdo con una mezcla de enzimas que contiene RNasa H, DNA
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pol | y T4 DNA ligasa en los buffers correspondientes, segun las
recomendaciones del fabricante (Promega, Madison, USA).

1.12. Amplificaciéon por PCR

Con el objeto de aumentar la eficiencia del clonado de cDNA y
compensar los bajos rendimientos de RNA viral, se amplificaron por PCR
regiones seleccionadas del RNA S de las cepas XJ y XJ#44. Después de la
sintesis de la primer cadena de cDNA, se amplificd la secuencia blanco
usando los primers flanqueantes y DNA polimerasa termoestable de
Pyrococcus furiosus (Pfu DNA pol, Stratagene, La Jolla, USA). Esta enzima, a
diferencia de la Taq DNA pol, posee la capacidad de lectura de prueba
(actividad exonucleasa 3'-5') que le confiere una menor frecuencia de errores a
sus productos.

Las amplificaciones por PCR se llevaron a cabo en el buffer especifico
(50 mM KCI, 10 mM Tris-HCI pH 8,3, 1,56 mM MgCl, y 0,01% de gelatina), de
acuerdo al protocolo descripto a continuacion:

cDNA (primer cadena) 1
buffer 10X 1
4 dNTPs (1mM de c/u) 1
primers (5uM) 1
Agua 59l
Pfu DNA pol (5 U/ul) 0,1 ul

Después del agregado de todos los componentes, la reaccidn fue
cubierta con una gota de aceite mineral y luego se inicid el ciclado de
temperaturas. Inicialmente, las amplificaciones por PCR se realizaron
cambiando manualmente el tubo de reaccidon en 3 bloques sélidos con
temperaturas fijas (94, 50 y 72 °C). Posteriormente, las reacciones se
realizaron en un ciclador disefiado en el laboratorio (Lozano et al., 1993b) y
finalmente en un ciclador térmico comercial (Hybaid, Teddington, UK). A
continuacidon se describe el programa usado en el ciclador comercial para
amplificar fragmentos con un tamario aproximado de 500 pares de bases.
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Ciclos Temperatura Tiempo Etapa
(°C) (seq)
1 92 60 inicio
92 30 desnaturalizacion
35 50 30 apareamiento
72 30 sintesis
1 72 300 fin

La etapa inicial favorece la desnaturalizacién de la muestra y la etapa
final asegura la terminacion de todas las moléculas sintetizadas. El perfil de
ciclado fue modificado ligeramente de acuerdo a las caracteristicas del los
primers usados en cada reaccion y el tamario de los fragmentos esperados.

1.13. Purificacion del cDNA amplificado

Los fragmentos de c¢DNA amplificados fueron analizados por
electroforesis a 80 volts en geles de agarosa (1,5%) en buffer TAE (Tris 40mM,
HAc 0,114%, EDTA 1 mM pH 8). Los geles fueron tefiidos con bromuro de
etidio (0,5 pg/ml) y la deteccidn se realizd por transiluminacion con luz UV. La
region del gel conteniendo el DNA de interés, se cortd con bisturi y se separ6
en un tubo. A continuacion, el DNA fue purificado usando el método del polvo
de vidrio (GeneClean, Bio101, La Jolla, USA). Brevemente, el fragmento de
agarosa se disolvié en 1 volumen de una solucién de Nal (6M) a 55 °C y luego,
se agrego la matriz de silica, permitiendo la adsorcion del DNA durante 5 min a
temperatura ambiente. Posteriormente, la suspension se centrifugd y se lavo el
sedimento 3 veces, con una solucion concentrada de NaCl y Tris-HCI pH 8 en
etanol (50%). Finalmente, el DNA se eluy6 en agua a 55 °C por 15 min.

Los fragmentos de cDNA amplificados y purificados, recibieron un
tratamiento previo al clonado por ligacion de extremos romos en vectores
plasmidicos. De acuerdo a este sistema, el plasmido pUC19 fue cortado con
enzimas de restriccion, que dejan extremos romos (p.ej EcoR V o Hinc lI), y
posteriormente desfosforilados con una fosfatasa alcalina (C/IP, calf intestine
phosphatase). De este modo se impide la religacion del vector, a menos que
se haya insertado un fragmento fosforilado entre sus extremos. Para ello, los
fragmentos amplificados fueron tratados simultaneamente con el fragmento
mayor de la DNA pol | (Klenow) y polinucledtido quinasa (PNK) con el objeto
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de reparar y fosforilar sus extremos. Esta reaccion se realizé en presencia de
los 4 dNTPs y ATP, en el buffer especifico (Tris-HClI 50mM pH 7,5; NaCl
50mM; MgCl; 10mM; DTT 5mM), incluido en el kit SureClone™ (Pharmacia,
Uppsala, Suecia). A continuaciéon se describe un protocolo usado para reparar
y fosforilar extremos en los fragmentos de PCR:

producto de PCR 10
buffer de reparacion 10X 2yl
4 dNTPs (1mM de c/u) 1ul
ATP (1mM) 1 ul
PNK (5 U/pl) 1 pl
Klenow (5 U/ui) 1Tul
Agua 4l

En forma alternativa, los productos amplificados fueron digeridos con
Bam HI, cuyos sitio de reconocimiento fue incluido en la secuencia de algunos
primers usados en la reaccién de PCR. Posteriormente, los productos tratados
con la enzima de restriccion fueron clonados por ligacidn de extremos
cohesivos en el plasmido pUC19, digerido con la misma enzima.

1.14. Reacciones de ligacion

La ligacion de extremos cohesivos se llevd a cabo en el buffer especifico
(Tris.HCI pH 7,6 20 mM; MgCl, 5§ mM, DTT 5 mM, BSA 50 mg/ml), en presencia
de 500uM de ATP y 1U Weiss de T4 DNA ligasa. En las reacciones de ligacion
de extremos romos se utilizd ATP en una concentracidn final de 50uM y 5U
Weiss de ligasa. Las reacciones de ligacion se llevaron a cabo habitualmente,
a 16 °C durante 16 hs 0 a 22 °C durante 4 hs. A continuacién se describe un

protocolo usado para ligar un fragmento de DNA de 0,5 kpb en un vector
plasmidico de 2,5 kpb.

25



Capituio 2 Materiales y Métodos

fragmento (1 ng/ul) 2l
vector (5 ng/pl) 2l
Buffer de ligacion 10X 1w
ATP 5 mM 1l
Agua 3ul
DNA ligasa del fago T4 (1U Weiss/ul) 1l

Para lograr la mayor eficiencia en la reaccién de ligacion, se ajusto
experimentalmente la relacidn molar entre el vector y el inserto; si bien la
relacion optima resultd ser 1:1, en la mayoria de los casos. Ademas, es
importante tener en cuenta la definicién de las unidades de T4 DNA ligasa,
debido a que las compafias comerciales utilizan distintas formas de dosar las
mismas. La mayoria de las compaiiias utilizan las unidades Weiss, que indica
la cantidad de enzima que cataliza el intercambio de 1 nmol de *P del
pirofosfato al ATP en 20 min a 37 °C. Una unidad Weiss corresponde a 67
unidades de la compania New England Biolabs, definidas en base a la ligacion
de 1 ng de DNA del fago A digerido con la enzima Hind |ll, en 20 min a 16 °C.

1.15. Preparacion de bacterias competentes

Por lo general, se usaron 5ul de las reacciones de ligacion para
transformar bacterias competentes Escherichia coli DHS5«F' y SURE. El
genotipo de estas cepas se detalla a continuacion:

DH5aF' {endA1, hsdR17(rk, mk*), supEd44, thi-1, recA1, gyrA96, relA1, AlacU169
F'[f80 lacZAM15]}. Hanahan (1983): BRL (1986).

SURE {mcrA, mcrB, mrr, endA1, supE44, recA1, I', thi, gyrA96, umuC::Tn5 (kan'),

cbcC201, uvrC, lac’, relA1, recB, recJ, A(hsdRMS), F'[proAB, lacl?, lacZAM15, Tn10
(tet')]}. Stratagene™ (1989).

Previamente a su transformacion, las bacterias se llevaron a un estado de
competencia que facilita la incorporacion de DNA, por el método de Hanahan
(1983). Para llevar a cabo este procedimiento, se utilizé el medio de cultivo
PsiB y las soluciones Tfbl y Tibll. El medio PsiB estd compuesto por extracto
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de levadura (5 g/l), triptona (20 g/l) y MgSQO, (5 g/l), ajustado a pH 7,6 con
KOH. La solucion Tfb | esta compuesta por KAc (30 mM), KCI (100 mM), CaCl;
(10 mM), MnCl, (50 mM), glicerol (15%), ajustando la mezcla a pH 5,8 con
acido acético (HAc). La solucion Tfb Il esta compuesta por PIPES (10 mM),
CaCl, (75 mM), KCI (10 mM), glicerol (156%), ajustando la mezcla a pH 6,5 con
KOH. El medio PsiB fue esterilizado por autoclave y las soluciones Tfbl y Il por
filtracion.

Para desarrollar la competencia, las bacterias se sembraron en medio
PsiB y se incubaron a 37 °C durante toda una noche, hasta alcanzar la fase
estacionaria de crecimiento. Al dia siguiente, el cultivo fue diluido (1/100) en
medio PsiB fresco y se continud Ia incubacion a 37 °C hasta llegar a la fase
logaritmica media del crecimiento. Al cabo de 2h 30 min el cultivo alcanz6
valores de Aspnm Ccercanos a 0,5 ; en ese momento, se detuvo su crecimiento
colocando el cultivo en bafio de agua-hielo (0 °C).

Las bacterias fueron recolectadas por centrifugacion a 3.000xg durante 5
min a 4 °C, en un rotor SS34 de una centrifuga Sorvall,. El peliet de bacterias
se resuspendié en la mitad del volumen original en la solucion Tfb | pre-
enfriada a 0 °C. En estas condiciones, se dejaron reposar 5 min y luego se
centrifugaron por 5 min a 3.000xg. Por ultimo, las bacterias se resuspendieron
en 1/10 del volumen anterior, en la solucion Tfb Il y se mantuvieron a 0 °C
durante 15 min. Posteriormente, la suspension de bacterias competentes se
fracciond en alicuotas de 200 pl y se mantuvieron en una congeladora a -135
°C hasta su utilizacion.

1.16. Transformacién de bacterias competentes

A continuacion se describe el protocolo utilizado para la transformacion
de bacterias competentes (Sambrook et a/., 1989). En principio, se descongelo
un tubo de bacterias competentes e, inmediatamente, se fraccionaron 50 il en
tubos eppendorf preenfriados a 0 °C. Las bacterias se dejaron reposar 5 min y
se mezclaron con el DNA plasmidico o la mezcla de ligacion; cuidando que
estas soluciones no excedieran el 10% de volumen inicial de bacterias
competentes.

Los tubos se conservaron durante 30 min a 0 °C y luego las bacterias se
sometieron a un shock térmico durante 2 min a 42 °C, tomando con presicion la
temperatura y el tiempo, ya que ésta etapa es critica en la transformacion.
Inmediatamente, se enfrio la mezcla a 0 °C durante 2 min, se agrego6 200 pl de
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medio LB y se incuba a 37°C durante 1 h para que las bacterias adquieran la
resistencia al antibiético. En este caso, las bacterias transformadas adquieren
resistencia a la ampicilina, ya que los plasmidos utilizados codificadan el gen
de la B-lactamasa.

Finalmente, la mezcla de transformacion se sembro en cajas de Petri,
conteniendo LB sdélido (1,5% agar en LB) con Ampicilina (100 ng/ml) y se
incubd a 37 °C durante 16 hs. El medio LB esta compuesto por extracto de
levadura (5 g/l), triptona (10 g/l), NaCi (10 g/l), ajustado a pH 7,6 con NaOH vy
esterilizado por autoclave.

Para estimar la eficiencia del procedimiento se transformaron bacterias
competentes con 0,1, 1, 10 y 100 ng de un DNA plasmidico superenrollado. En
particular, nosotros utilizamos DNA del plasmido pUC19 para transformar las
bacterias competentes. La eficiencia de transformacion se expresdé como el
numero unidades formadoras de colonias (ufc) crecidas en el medio selectivo,
correspondientes a bacterias transformadas por ug de DNA plasmidico
utilizado. Generalmente, se alcanzaron valores de eficiencia entre 10° y 107
ufc/ug de DNA.

1.17. Seleccion de clones recombinantes

En este trabajo se utilizaron sistemas de clonado que permiten la
deteccibn de clones recombinantes mediante el ensayo de «-
complementacion. Estos sistemas utilizan vectores que codifican la regién de
los 146 aminoacidos del extremo amino (fragmento o) del gen de la B-
galactosidasa de E. coli (lacZ). En este sentido, se utilizaron los plasmidos de
la serie pUC y la forma replicativa del fago M13 como vectores; en los cuales
el sitio de clonado esta ubicado en la regién codificante para el fragmento a.
De esta manera, las secuencias insertadas en el vector interrumpen el marco
de lectura del fragmento o e impiden su expresion. Estos vectores se utilizan
para transformar bacterias que codifican la regién carboxiterminal del gen de la
B-galactosidasa (genotipo /lacZAM15). La combinacion de los fragmentos N
terminal y C terminal de la B-galactosidasa posee actividad bioldgica, lo que
permite discriminar entre las bacterias transformadas con vectores con o sin
inserto.

De acuerdo a este sistema, las bacterias transformadas con la mezcla de
ligacion fueron cultivadas en presencia de IPTG (isopropil tiogalactdsido),
como inductor gratuito del operdn Lac, y X-gal (5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-
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galactosido) como sustrato sintético de la B-galactosidasa. En este sentido, se
prepararon cajas de Petri conteniendo LB-agar (medio LB, agar 1,5%),
ampicilina (100 pg/ml) y adicionadas con X-gal (40 pg/ml) e IPTG (0,5 mM).
Luego de incubar las cajas a 37 °C por 16 hs aproximadamente, se observaron
colonias azules y blancas. Las colonias azules corresponden a bacterias que
incorporaron el plasmido sin inserto (a-complementacion positiva) y las
colonias blancas corresponden a bacterias que incorporaron el plasmido
recombinante (a-complementacion negativa).

1.18. Extraccion y purificacion de los plasmidos recombinantes

Los clones seleccionados (colonias blancas) fueron sembradas en 10 ml
de medio LB-ampicilina y se cultivaron durante toda la noche con agitacion, a
37°C. Los plasmidos recombinantes se aislaron por lisis alcalina de las
bacterias y precipitacion con etanol (Sambrook et a/., 1989). El protocolo de
minipreps (minipreparacion) utilizado para la obtencién del DNA plasmidico se
describe a continuacion.

La primer etapa consiste en separar las bacterias del medio de cultivo.
Para ello, el cultivo saturado fue transferido a un tubo tipo eppendorf (1,5 ml) y
fue centrifugado a 14.000xg por 30 segundos en una microcentrifuga. A
continuacion, se descarto el sobrenadante y se resuspendi6 el sedimento de
bacterias en 100 pl de solucién | (Tris-HCI pH 8 50 mM, glucosa 50 mM y
EDTA 5 mM). Para eliminar los restos del medio de cultivo se repitieron los
pasos anteriores.

La segunda etapa consiste en producir la lisis de las bacterias. Con este
proposito, se agregaron 200 ul de solucidn Il (NaOH 0,2M y SDS 1%) y se
mezclaron suavemente por inversidn, hasta que se observo la pérdida de
turbidez.

La tercer etapa consiste en separar el DNA cromosomal que permanece
asociado a los restos de la membrana plasmatica y la pared celular. Para
lograr este objetivo, se agregaron 150 pl de solucién Il (KAc 3M, ajustado a pH
5,3 con HAc), se mezclaron suavemente por inversion y se incubaron por 5
minutos a 0 °C. Luego, la mezcla fue centrifugada durante 5 minutos y el
sobrenadante fue transferido a otro tubo eppendort.

La cuarta etapa consiste en purificar y concentrar el DNA plasmidico
presente en el extracto citoplasmatico. Para llevar a cabo la precipitacion del
DNA, se agregaron 2 volumenes de etanol 96%, se mezclaron con vortex y se
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incubd por 5 min a temperatura ambiente. Luego la mezcla fue centrifugada
durante 5 min en microcentrifuga y se descarté el sobrenadante.
Seguidamente, el precipitado fue lavado con 1 ml de etanol 70%, se repitio la
centrifugacion y el descarte del sobrenadante. El tubo abierto se mantuvo a 50
°C durante pocos min para secar el precipitado y eliminar los restos de etanol.
Finalmente, el pellet fue resuspendido en 20 ul de agua bidestilada estéril.

Con el objeto de obtener una preparacion de plasmidos con un grado
mayor de pureza, se agregd RNasaA (20 ug/ml) al sobrenadante transferido en
el tercer paso y se incubo durante 30 min para degradar los RNA celulares.
Posteriormente, se realizé una extraccion de proteinas con una solucién de
fenol:cloroformo:alcohol isoamilico (25:24:1). Para ello, se agregd 1 volumen
de esta solucién, se mezclé vigorosamente con vortex y se centrifugé durante
5 min A continuacion, se transfiere la fase acuosa a otro tubo y el DNA se
concentré por precipitacion en presencia de etanol (70%) y NaAc (0,3M).
Finalmente, la preparacion de DNA, se analizé por electroforesis en geles de
agarosa (0,8-1%), en presencia de buffer TAE. Ocasionalmente, los clones se
cultivaron en 10 o 100 ml de LB y los plasmidos se aislaron con el mismo
protocolo realizado a mayor escala (midipreps o maxipreps).

1.19. Digestion con enzimas de restriccion

La identidad de los clones recombinantes fue confirmada analizando los
patrones de restriccion para diferentes enzimas. Por lo general, se utilizaron
enzimas cuyos sitios de corte se hallan en el sitio multiple de clonado (multiple
cloning site o polylinker), flanqueando al inserto. Un protocolo tipico para
digerir plasmidos con enzimas de restriccion se detalla a continuacion.

DNA plasmidico 1 pg/pl 10 pl
Buffer de restriccion 10X 2l
Enzima de restricciéon 10 U/ul 1l
Agua 7 ul

La mayoria de las enzimas de restriccién funcionan en forma oOptima a
37°C y la incubacion se realiza durante 2 horas, en el buffer especifico para
cada enzima. La cantidad de enzima que se utiliza por reaccién se calcula de
acuerdo a la definicidon de las unidades enzimaticas: 1U enzimatica digiere 1ug
de DNA en 1 hora.
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Los productos de la digestion se analizaron por electroforesis en geles de
agarosa nativos. La concentracion de los fragmentos de DNA, se estima, en
forma aproximada, comparando la intensidad de fluorescencia de los
fragmentos de los patrones de peso molecular de concentracion conocida.

1.20. Subclonado en M13

En algunos casos el tamafo del cDNA insertado en ios plasmidos, hizo
necesaria el subclonado para facilitar la secuenciacion del mismo. EIl
subclonado se realizé en un vector plasmidico (pUC18) o alternativamente, en
los vectores derivados del fago M13 (M13mp18). El genoma de los fagos
filamentosos, como el M13, esta constituido por una molécula de DNA de
simple cadena (+), pero en las bacterias infectadas generan la forma
replicativa de doble cadena (RF, +/-) que sirve como molde para la
transcripcion y la replicacion. La principal ventaja del sistema, consiste en que
las molécula de DNA de simple cadena resultan un molde Optimo para la
reaccion de secuencia por el método de Sanger.

Brevemente, el fragmento de cDNA se ligbé a las RFs del fago M13; y la
mezcla de ligacidbn se utilizd para transformar bacterias E. coli DH5aF'.
Seguidamente, las bacterias transformadas se mezclaron en un tubo
conteniendo 3ml de top-agar fundido (medio LB, agar 0,8%), IPTG (0,5mM), X-
gal (40pg/mi) y 150ul de un cultivo saturado de bacterias E. coli DH5aF'. El
contenido del tubo se mezclé por vortex, se volco en cajas con LB-agar y se
incubd a 37°C. Al cabo de 18hs. de incubacién se abservaron placas de
retardo de crecimiento blancas (recombinantes) y azules (vectores sin inserto).

Los fagos recombinantes, aislados de las placas blancas, se usaron para
infectar cultivos liquidos en fase exponencial, de la misma cepa bacteriana.
Posteriormente, los cultivos se centrifugaron para separar las bacterias
infectadas del sobrenadante. Las RFs se purificaron a partir de las bacterias
por el método de minipreps y la identidad de los clones recombinantes se
comprobd por su patrén de restriccion. Los fagos se aislaron a partir del
sobrenadante, por precipitacion en presencia de PEGgeo (5%) y NaCl (0,5M).
ElI DNA gendmico se purificd a partir de los fagos, por medio de una extraccion
fendlica y precipitacion en presencia de NaAc (0,3M) y etanol (70%).
Finalmente, el DNA de simple cadena obtenido en el pellet se resuspendio en
20ul de agua.
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1.21. Secuenciacion de DNA

Los plasmidos y la forma gendomica de los fagos M13 recibieron
tratamientos diferente para ser utilizados como molde, en las reacciones de
secuencia. El DNA de simple cadena se desnaturalizd por calentamiento a 80
°C por 5 min para ser incorporado en la reaccion. En cambio, los plasmidos
fueron desnaturalizados, previamente, en presencia de NaOH 0,4M vy
purificados por cromatografia en columna en la resina de exclusidon molecular
Sepharosa CL-4B (Miniprep Spun Column, Pharmacia, Suecia).

Las secuencias nucleotidicas se determinaron por el método de
terminacion de cadenas (Sanger et al., 1977), usando una forma modificada de
la DNA polimerasa del fago T7 (Sequenase™, USB, Cleveland, USA). En el
caso de la secuenciacion de los fragmentos de DNA clonado, se utilizaron los
primers “"universales" directo y reverso complementarios al sitio de clonado
multiple de los plasmidos pUC y la RF del fago M13. En otros casos, se
utilizaron primers especificos, disefiados de acuerdo a la secuencia del RNA S
del virus Junin MC2; p.ej. para la determinacion directa de la secuencia de
fragmentos amplificados por PCR.

A continuacion se describe un protocolo estandar para la reaccion de
secuencia. En principio se mezcld el molde con los primers y se incub6 durante
2 minutos a 95 °C.

DNA (1nug) 3l
buffer de reaccion 5X Tl
primer (10ng/pl) 1l

La mezcla se dejo enfriar a temperatura ambiente por 30 min para
permitir la asociacion de los primers con el DNA molde. Durante ese tiempo se
preparo la solucién de marcacion, conteniendo la enzima, los 4 dNTPS (dATP,
dGTP, dCTP, dTTP) y el o[**P]-dATP.

DTT (0,1M) 2l

dNTPs (7,5 mM de clu) 0,8ul
buffer de dilucién de la enzima 3,7ul
T7 DNA pol (1,6 U/ul) 0,5ul

a *P dATP (400 Ci/mmol, 1uCi/ul) 4t
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La reaccion se inici6 con el agregado de la solucion de marcacion y
continud, incubando la mezcla durante 2 min a temperatura ambiente.

mezcla de apareamiento 5l
solucion de marcacion 2,75pl

La mezcla de reacciéon se separa en alicuotas de 1,75ul, en cuatro tubos
conteniendo 1,25ul de cada solucidon de terminacion. Cada una de estas
soluciones contiene uno de los 2'3'-dideoxinucledtidos (ddATP, ddGTP,
ddCTP, ddTTP). La reaccidon continua durante 5 minutos a 37°C y luego se
detiene con el agregado de 4l solucidn de finalizacion (formamida 95%, EDTA
20mM, azul de bromofenol 0,05%, xilen-cianol 0,05%).

Las reacciones de secuencia se analizaron por electroforesis en geles de
poliacrilamida (6%) y urea (50%), en presencia del buffer TBE (Tris 0,9M;
acido bodrico 0,9M, EDTA 2 mM pH 8). Las condiciones de la corrida se
establecen a una potencia constante de 80W para geles de 60cm de largo.
Finalmente, las secuencias se detectan por autorradiografia. Con este objeto,
los geles son cubiertos con una pelicula de polietileno y se ponen en contacto
con una pelicula radiografica a -70 °C durante toda la noche, utilizando una
pantalla intensificadora. La fijacién y el revelado se realizaron en condiciones
estandar.

1.22. Reacciones de secuencia con ciclado térmico

Alternativamente, las secuencias nucleotidicas se determinaron por el
método de terminacion de cadenas en una reaccion de ciclado, en presencia
de Tag DNA pol (fmol™ DNA Sequencing System, Promega, USA). Esta
reaccion fue utilizada sobre moldes de DNA plasmidico, aislados por el
procedimiento de minipreps y purificados por precipitacion en presencia de
PEGgoo (5%) y NaCl (0,5M). Ademas, este procedimiento fue utilizado para
determinar la secuencia nucleotidica de fragmentos de cDNA amplificados por
PCR, analizados por electroforesis en geles de agarosa y purificados por el
método de adsorcion y eluciéon con polvo de vidrio (Geneclean, Bio101, La
Jolla, USA).
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A continuaciéon se describe un protocolo estandar para llevar a cabo
estas reacciones. En comienzo, se preparé una mezcla conteniendo el DNA
molde y los primers, en presencia de la enzima (Taq DNA pol, de grado
secuencia) y su buffer especifico (Tris HC| 50mM pH 7,5; MgCl, 2mM).

DNA molde (0,5pg/pl) 2ul
primer (20ng/ul) Tl
buffer de marcacién 5x 4pul
o?PdATP (400 Ci/mmol, 1uCifpul) 4yl
Taq DNA pol (5U/pl) M
agua 4pl

La mezcla de reaccidon se separd en alicuotas de 4ul, en cuatro tubos
conteniendo 2ul de cada solucion de terminacién. Cada una de estas
soluciones contienen, uno de los 2'3'-dideoxinucleétidos (ddATP 350uM,
ddGTP 30uM, ddCTP 200uM, ddTTP 600uM), los 4 dNTPs (20uM) y 7-deaza-
dGTP (20uM). Las reacciones se cubrieron con una gota de aceite mineral y
se inici6 el ciclado térmico, de acuerdo al siguiente perfil:

Ciclos Temperatura Tiempo Etapa
C) (seg)
1 92 120 inicio
92 30 desnaturalizacién
30 50 60 apareamiento
72 60 sintesis

Cuando termina el ciclado, las reacciones se completan con el agregado
de 3ul de la solucidén de finalizacidn (NaOH 10mM, formamida 95%, azul de
bromofenol 0,05%, xilen cianol 0,05%). Las reacciones se analizaron por

electroforesis en geles desnaturalizantes y se revelaron por autorradiografia,
como se describié anteriormente.
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1.23. Clonado de los extremos 5' no codificantes de la cepa XJ#44

La estrategia utilizada consistié en sintetizar el cDNA a partir de RNA
viral con AMV-RT, utilizando primers especificos marcados en el extremo 5' en
presencia de PNK y [y”’P]-ATP. El cDNA del tamafio esperado se aislé por
electroforesis en geles de poliacrilamida 6% y urea 50%, cortando la banda
identificada por autorradiografia y eluyendo del gel por difusion en agua. El
cDNA purificado fue tratado con deoxinucleotidil transferasa terminal (TdT) y
dCTP, generando una extensiéon de poli-dC en su extremo 3'. El cDNA
extendido se amplifico por PCR con un oligo-dG y el primer usado en la
extension. Posteriormente, los fragmentos amplificados se purificaron y se
clonaron en el plasmido pUC19. Finalmente, los clones recombinantes se
aislaron y purificaron con los procedimientos descriptos previamente.

1.24. Analisis y procesamiento de los datos de secuencia

La reconstruccién de la secuencia nucleotidica del RNA S a partir de la
secuencia de clones solapados de cDNA pertenecientes a las cepas XJ y
XJ#44 se realizé con el programa DNASIS (Hitachi Co., Japdén) en una
computadora personal.

Su posterior analisis se realiz0 en una computadora MicroVax 3100
(Digital) con la aplicacion de diferentes rutinas del conjunto de programas
GCG (Genetics Computer Group, Sequence Analysis Package, Version 7.1,
University of Wisconsin, Madison, USA).

Los marcos de lectura abiertos (ORF, open reading frames) dentro de las
secuencias gendmicas fueron ubicados con el programa MAP y la traduccién
de las secuencias nucleotidicas se obtuvo con el programa TRANSLATE. La
prediccion de las estructuras secundarias de las proteinas fueron calculadas
con el algoritmo de Garnier, Osguthorpe y Robson (G.O.R.) y los datos de
hidrofobicidad/hidrofilicidad fueron calculados por el método de Kyte-Doolitle,

ambos incluidos en el programa PEPTIDESTRUCTURE y graficados con el
programa PLOTSTRUCTURE.

La comparacion de las secuencias nucleotidica o aminoacidicas, tomadas
de a pares, se realizé con el programa GAP. El algoritmo de este programa
genera un alineamiento y presenta los valores de similitud e identidad del par
de secuencias analizado. En el caso de las secuencias de aminoacidos
también se obtiene un valor de similitud entre los polipéptidos analizados
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teniendo en cuenta los cambios de aminoacidos segun la tabla de PAM y
Dayhoff. La comparacion simultdnea de las secuencias se realizd con con el
programa PILEUP incorporando gaps para optimizar el alineamiento de las
secuencias. El numero y la longitud de los gaps incorporados fueron
controlados utilizando los parametros sugeridos por defecto. Con el objeto de
mostrar claramente los alineamientos de secuencias, los mismos fueron
procesados con un programa grafico desarrollado por P.D. Ghiringhelli (no
publicado).
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Segunda seccion

En esta seccién se describen las técnicas utilizadas en el analisis filogenético
de la familia de los arenavirus. Aparte de las técnicas especificas, se utilizaron
otras que fueron descriptas en la seccion previa, p.ej.: ubicacion de los marcos
de lectura abiertos, comparacion de a pares y multiples de secuencias.

2.1. Secuencias de arenavirus

Las secuencias nucleotidicas del genoma de los siguientes arenavirus se
obtuvieron del GenBank (National Institute of Health, Bethesda, Maryland,
USA): Machupo (MAC), Tacaribe (TAC), Sabia (SAB), Pichindé (PIC), Oliveros
(OLI), LCM, cepas WE y Armstrong (LCM-we y LCM-ar), Lassa, cepas Nigeria
y Josiah (LAS-ni y LAS-j0), Mopeia (MOP). También se obtuvieron las
secuencias de los bunyavirus INSV y RVFV, en la misma base de datos. Los
numeros de acceso de las secuencias utilizadas son: JUN-mc2, D10072; PIC,
K02734; TAC, M20304, M65834; MAC, X62616; SAB, U41071; OLI, U34248;
LCM-we, M22138; LCM-ar, M20869; LAS-ni, X52400; LAS-jo, JO4324;, MOP,
M33879; INSV, M74904, L20886;, RVFV, M11157, X53771. Las secuencias
nucleotidicas de las cepas MC2 (JUN-mc2), Candid #1 (JUN-can), XJ (JUN-xj)
y XJ#44 (JUN-xj#44) del virus Junin, fueron obtenidas en el laboratorio.

El analisis previo de las secuencias se realizd en una computadora
MicroVax 3100 (Digital) con la aplicacion de diferentes rutinas del conjunto de
programas GCG (Genetics Computer Group, Sequence Analysis Package,
Version 7.1, University of Wisconsin, Madison, USA).

Metodolégicamente, la primer etapa consiste en la comparacion
simultanea de las secuencias, correspondientes a las regiones seleccionadas
para el andlisis. La obtencidn de alineamientos multiples se realizd con con el
programa PILEUP. Inicialmente, se realizé un alineamiento de la secuencia
nucleotidica del RNA S de aquellos arenavirus para los cuales se habia
reportado la secuencia completa: JUN-xj, JUN-xj#44 y JUN-mc2, TAC, SAB,
OLl, PIC, LCM-ar, LCM-we, LAS-ni, LAS-jo y MOP. En paralelo, se realizaron
alineamientos de la secuencia de aminoacidos deducida para las proteinas N,
GPC y sus productos proteoliticos, G1 y G2. El programa PILEUP, ademas de
construir los alineamientos multiples, genera una representacion grafica
(dendrograma), basada en la similitud general, que muestra las relaciones
entre las secuencias analizadas.
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La comparacién de secuencias nucleotidicas o aminoacidicas, tomadas
de a pares, se realizd6 con el programa GAP. Este programa permitio la
obtencién de los valores de identidad entre las secuencias nucleotidicas del
RNA S de los arenavirus. Ademas, se obtuvieron los valores de identidad y
similitud entre las secuencias aminoacidicas de las proteinas N, GPC y los
polipéptidos G1 y G2.

2.2. Analisis filogenético

El analisis filogenético utilizando el enfoque cladista, fue elaborado
usando diferentes rutinas del conjunto de programas PHYLIP (Phylogeny
Inferencing Package, Version 3.5) sobre los alineamientos de secuencias, en
una computadora personal. La secuencia del virus INSV (/mpatiens Necrotic
Spot Virus), un tospovirus de la familia Bunyaviridae, fue elegido como grupo
de referencia externo (outgroup). Alternativamente, se utilizé como outgroup, la
secuencia del virus RVFV (Rift Valley Fever Virus), un phlebovirus de la misma
familia. El muestreo sobre los alineamientos de secuencias se realizé por el
meétodo de bootstrapping con el programa SEQBOOT, durante 100 ciclos
consecutivos.

El analisis de parsimonia sobre los alineamientos de secuencias de
aminoacidos, se realizé con el programa PROTPARS. Alternativamente, estos
alineamientos se analizaron con el programa de construccion de matrices de
distancias, PROTDIST, de acuerdo a la tabla de similitudes de aminoacidos de
Dayhoff-PAM. A partir del alineamiento de la secuencia nuleotidica del RNA S,
se construyd una matriz de distancias con el programa DNADIST, calculadas
de acuerdo al modelo de sustitucion de nucleétidos de Kimura. El analisis de
parsimonia sobre las matrices de distancia y la generacion de los cladogramas
correspondientes fue realizado con los programas FITCH y NEIGHBOR. En
todos los casos el arbol de consenso se obtuvo por la regla de la mayoria con
el programa CONSENSE.
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Tercera seccion

En esta seccion se describen las técnicas utilizadas durante la caracterizacidon
molecular de nuevos arenavirus. En esta etapa del trabajo se utilizaron
técnicas especificas y otras que fueron descriptas en secciones previas, p.ej.:
extraccion de RNA, sintesis de cDNA, reacciones de PCR, electroforesis de
acidos nucleicos, digestion con enzimas de restriccidbn, clonado vy
secuenciacion de DNA.

3.1. Disefio del RT-PCR-RFLP

Las secuencias nucleotidicas de los RNAs S de los arenavirus Machupo
(MAC), Tacaribe (TAC), Sabia (SAB), Pichindé (PIC), Oliveros (OLI), LCM
(LCM-we y LCM-ar), Lassa (LAS-ni y LAS-jo) y Mopeia (MOP) se obtuvieron
del GenBank (National Institute of Health, Bethesda, Maryland, USA). Los
numeros de acceso en esta base de datos se listaron en la seccién anterior.

El analisis previo de las secuencias se realiz6 con la aplicacion de
diferentes rutinas del conjunto de programas GCG (Genetics Computer Group,
Sequence Analysis Package, Version 7.1, University of Wisconsin, Madison,
USA). A partir de la secuencia nucleotidica del RNA S de los arenavirus JUN-
mc2 (Junin MC2), JUN-xj (Junin XJ), SAB, TAC, OLI, PIC, LCM-we, LCM-ar,
LAS-ni, LAS-jo y MOP; se realizd un alineamiento multiple con el programa
PILEUP. Los parametros por defecto (Gap Weight = 5, Gap Length Weight =
0.3) fueron utilizados para construir el alineamiento. La secuencia consenso se
obtuvo a partir de los alineamientos, con el programa PRETTY.

La determinacidon de regiones conservadas en el alineamiento multiple se
realizé a partir de la secuencia consenso. Posteriormente, las regiones
conservadas fueron utilizadas para disefar primers generalizados para los
arenavirus. Los mapas de restriccion correspondientes a los fragmentos de
amplificacion predichos, se calcularon con el programa MAPSORT, para las
enzimas Aval, Ddel, Dral, Haelll y Hinfl.

3.2. RT-PCR

A partir de las muestras de RNA de los virus JUN-mc2, LCM-we, TAC
PAM se sintetizd el cDNA en presencia de los primers ARS1, ARS8V y
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ARS6C. Los primers se listan en la Tabla 1 de la seccién de resultados
correspondiente.

El ciclado en la PCR para los primers ARS1/ARS16V y ARS6C/ARS3V
fue como sigue: 2 min a 92 °C, seguido por 35-40 ciclos de 30 seg a 92 °C, 30
seg a 55 °C y 1 min a 72 °C en un ciclador térmico Hybaid (Teddington, UK).
Los parametros de ciclado fueron optimizados para los pares de primers
ARS16C/ARS8V, ARS8C/ARS6YV, ARS6C/ARS3V y ARS3C/ARS1.

Una alicuota de 4 pl de la reaccion de PCR se analiz6 por electroforesis
en geles de agarosa (1,5%), tefdidos con bromuro de etidio (0,5 pg/ml) y
fotografiados con una pelicula Polaroid 667.

Denominacién Secuencia (5’ —» 3)* " Localizacion
ARS1 CGCACCGGGGATCCTAGGC 1y 3647*
ARS3V CATGACKMTGAATTYTGTGACA 1117
ARS3C TCAAAKAGCCKCAGCRTGTC 1154
ARS4C ATAGCATTYTTGTTGWAATC 1172
ARS5V AAYTACACMAARTTTTGGTA 1297
ARS6V RAGAGRCAGGGGARAACTCC 1465
ARS6C AATGGAGTGYTRCCCTGCCT 1487
ARS7V ATACCAACTCAYAGRCACAT 1558
ARS7C ATGTGYCTRTGAGTTGG 1577
ARS8V ATRCAGTCWAKCAGTGCACA 1918
ARSS8CA1 CTGMTGGACTGCATMATGTT 1931
ARS8C2 GTTGMCCCTCACTGTGC 1949
ARS9V CTGATGTCATCWGAMCCTTG 2134
ARS10C GCTSCCTCMGRARATGGT 2181
ARS13V TCMACWATHGTGTTTTCCCA 2546
ARS14C AKAGRAAYCCTTATGAAAA 2650
ARS16V GGCATWGANCCAAACTGATT 3007
ARS16C CAAYTKAACAATCARTTTGG 3035
ARS17C GGTGTTGTRAGRGTKTGGGA 3071

Tabla 1.3. Primers generalizados para arenavirus. * El numero indica la ubicacion
del extremo 5' del primer, en el alineamiento muiltiple de secuencias del RNA S de
diferentes arenavirus. * El primer ARS1 es totalmente complementario al extremo 3'
de la secuencia genémica del RNA S y parcialmente complementario al extremo 3' de
la forma antigendmica del RNA S. *Los siguientes simbolos fueron usados para
mezcla de bases: Y=C/T, R=A/G, S=C/G, M=A/C, W=A/T, K=G/T, H=A/CT,
N=A/CIG/T
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3.3. RFLP

Los fragmentos de cDNA amplificados fueron fraccionados por tamarno
por electroforesis en geles de agarosa y purificados con Nal y adsorcion en
polvo de vidrio (GeneClean™, Bio101, La Jolla, CA). Los fragmentos eluidos
fueron digeridos con la enzima Hinf | o, alternativamente, la digestién fue
llevada a cabo sobre la reacciéon de amplificacion, ajustando la concentracion
de MgCl, de acuerdo al requerimiento de la enzima. Los productos digeridos
se analizaron por electroforesis en geles de agarosa (4%), tefidos con
bromuro de etidio (0,5 ug/ml) y fotografiados con transiluminacion UV, usando
una pelicula Polaroid 667 .

3.4. Clonado y secuenciacion

El fragmento amplificado correspondiente al virus Pampa fue insertado
por ligacién, en un vector pBS KS* modificado (Bluescript™ KS'*, Stratagene,
La Jolla, CA). El pBS KS" fue modificado por digestion con Hinc Il y tratamiento
con Taq DNA pol en presencia de dTTP para extender sus extremos 3'. La T
extendida en el vector forma un apareamiento con la A no templada presente
en el extremo 3' de los fragmentos amplificados por PCR. Las reacciones de
ligacion se realizaron en presencia de T4 DNA ligase y fueron utilizadas para
transformar bacterias E. coli DH5 a F'. La seleccion se llevo a cabo en cajas de
LB-agar con Ampicilina, IPTG y X-gal. La secuencia nucleotidica de 5 clones
se determiné por el método de Sanger et al. (1977) usando 77 DNA pol
(Sequenase™ 2.0, USB, Cleveland, OH) y o’P-dATP en la mezcla de
reaccion.

3.5. Aislamiento de virus a partir de roedores capturados

Un programa de captura de roedores esta siendo llevado a cabo por el
INEVH (Instituto Nacional de Estudio de Enfermedades Virales Humanas,
Pergamino, Prov. Buenos Aires) con el objeto de realizar un estudio endemo-
epidémico de las enfermedades producidas por arenavirus. En este contexto,
se extrajeron muestras de sangre, higado y cerebro de roedores capturados en
el campo, pertenecientes a diferentes especies (Calomys musculinus, Bolomys
sp., Akodon azarae, Mus musculus, Oligoryzomys flavescens. Las muestras se
analizan por inmunofluorescencia (IFA) y ELISA dependiendo de las
caracteristicas de las muestras.
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En una muestra de tejidos de un roedor Bolomys sp., capturado en Maciel
(Prov. de Santa Fé) fue detectado un arenavirus por (IFA) y posteriormente
aislado en cultivo de células Vero CCL81 (Calderon et al., 1996). Las células
infectadas se lisaron en 1xXTCG (Chomczynski y Sacchi, 1987) y las muestras
de tejidos fueron homogeneizadas en una solucion de 2xTCG (Lozano et al.,
1993a, 1993b). Las muestras de RNA en TCG fueron enviadas al IBBM donde
se realizaron las ultimas etapas de la purificacion. Brevemente, el RNA se
extrajo por extracciones con fenol, con cloroformo/isoamilico y posterior
precipitacién con etanol. Esta preparacion fue utilizada en las reacciones de
RT-PCR-RFLP segun los protocolos descriptos anteriormente (3.2 y 3.3).

3.6. Analisis de las secuencias

La secuencia nucleotidica del fragmento comprendida entre los primers
ARS1/ARS16V del aislamiento Pampa fue comparada con la region homoéloga
de los arenavirus JUN-xj, JUN-mc2, TAC, SAB, OLI, PIC, LCM-ar, LCM-we,
LAS-ni, LAS-jo y MOP. Estas comparaciones se realizaron con el programa
GAP y se obtuvieron los valores de identidad con cada una de ellas.

Por otra parte, se realizé un alineamiento multiple de estas secuencias
con el programa PILEUP y se generdé el dendrograma asociado. De forma
semejante, se realizd un alineamiento multiple de la secuencia de aminoacidos
deducida para esta region.

El analisis filogenético utilizando el enfoque cladista se realizd
procesando los alineamientos generados por el PILEUP, con la aplicacion del
programa PROTPARS, del conjunto de programas PHYLIP (Phylogeny
Inferencing Package, Version 3.5), en una computadora personal.
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Cuarta seccion

En esta seccién se describen las técnicas utilizadas durante el estudio sobre la
regulacion de la transcripcion. En esta etapa del trabajo se utilizaron técnicas
especificas y otras que fueron descriptas en secciones previas, p.€j.: cultivo de
células, propagacion de virus, extraccidn de RNA, sintesis de CcDNA,
reacciones de PCR y electroforesis de acidos nucleicos en geles de
poliacrilamida desnaturalizantes.

4.1. Inhibicion de la sintesis de proteinas

Para medir la sintesis de proteinas in vivo, se utilizaron *H-leucina (*H-
Leu) y *S-metionina (**S-Met); suministrados por NEN (New England Nuclear,
USA). Las células BHK21 se cultivaron en cajas de 10 cm’ hasta que la
monocapa llegd a ocupar un 50% de la superficie disponible. Los antibiticos
puromicina y pactamicina, se adicionaron al medio de cultivo en diferentes
concentraciones (100 a 600 ug/ml final) y al cabo de 30 min se adicionaron los
aminoacidos marcados radioactivamente (5 uCi/caja).

A diferentes tiempos posteriores al inicio del tratamiento (1, 2, y 8 hpi) se
obtuvo el lisado de las monocapas con el agregado de 1ml de SDS 1%. Las
proteinas se precipitaron en presencia de 5% de 4cido tricloroacético (TCA) y
se pasaron a través de filtros de nitrato de celulosa de 45um. La incorporacion
de los aminoacidos marcados se detectd por medicion de la radioactividad
retenida en los filtros, con un contador de centelleo liquido.

4.2. Ensayo de antiterminacion in vivo

Con el objeto de expresar el gen N en células eucariotas, se construyo6 el
plasmido recombinante pKG4/N, incluyendo el marco de lectura abierto del gen
N y las regiones no codificantes, que flanquean al gen en 5 y 3'. La
transfeccion de células BHK21 con el plasmido pKG4/N, permitio la seleccion
de clones (BHK/N-JUN), por su resistencia al antibiotico G418, analogo de la
neomicina (Rivera Pomar ef a/, 1991).

Las células BHK21 y BHK/N-JUN fueron cultivadas hasta cubrir un 70%
de la superficie disponible, previamente a iniciar el ensayo. Para inhibir la
sintesis de proteinas en ambas lineas celulares, se utilizd el antibidtico
puromicina en una concentracidn final de 400 ng/ml. El antibidtico se agregé a
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los cultivos 30 minutos antes de la infeccidbn y se mantuvo durante el
transcurso del experimento. En estas condiciones se obtuvo un 99% de
inhibicion de la sintesis de proteinas, medido por incorporacién de *°S-
metionina.

A continuacion, las células BHK21 y BHK21/N-JUN tratadas y sin tratar
con puromicina, fueron infectadas con el virus Junin MC2. En este ensayo se
utilizé una mdi ~_10, para que la infecciéon se desarrolle en forma sincronica en
todas las células de la monocapa.

4.3. Analisis de la transcripcion-replicaciéon por RT-PCR

Las células BHK21 y BHK/N-JUN se cosecharon, a varios tiempos pos-
infeccion, para extraer RNA total de las mismas, por el método del
isotiocianato de guanidinio (Chomczynski & Sacchi; 1987). En la sintesis de
cDNA se usaron los primers N1y G1, de sentido viral (V). En las reacciones de
PCR se usaron N1 y G1 en combinacion con los primers N2 y G2, de sentido
viral complementario (VC). La secuencia de los primers se describe a
continuacion:

N1 (5' GGCATCCTTCAGAACAT 3" Vv
G1 (5 GAGATCTGGATCCATGGGGCAATTCATCAG 3') Vv
N2 (5 CGCACAGTGGATCCTAGGC 3) VC
G2 (5' CCCCTTAATGTAAACATGGC 3') VC

Las reacciones de sintesis y amplificacién de cDNA por RT-PCR fueron
realizadas de acuerdo al procedimiento descripto anteriormente (Lozano ef al.,
1993a). Brevemente, las muestras de RNA fueron hervidas en presencia de los
primers N1 o G1 y sirvieron como molde para la sintesis de la primer cadena
de cDNA. La mezcla de reaccion se precipitd en presencia de etanol (70%),
acetato de sodio (0,2 M) y PAL (2,5 ng). Luego de la centrifugacion a 14.000
xg por 15 min, el pellet de cDNA se resuspendié en 10 pl de agua estéril.

Las amplificaciones por PCR se realizaron con los pares de primers N1-
N2 y G1-G2, incorporando 1/10 de la reaccion de cDNA en un volumen final de
10 wl. El perfil de ciclado consistié en 45 ciclos de 15 seg a 92 °C, 30 seg a 50
°Cy90sega72-°C.

Los productos de amplificaciéon fueron analizados por electroforesis en un
gel desnaturalizante de poliacrilamida (6%) y urea (50%), en buffer 1xTBE,
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sembrando alicuotas de 4 il de cada reaccion. Los productos se resolvieron
luego de 2h a 70 V y se detectaron por tincion con plata (Bassam et al., 1991).
De acuerdo a este protocolo, el gel se fija en presencia de HAc (10%), se tife
en una solucién de nitrato de plata y formaldehido (AgNO; 1g/l, 1,5 ml/l H,CO)
y se revela en presencia de carbonato de sodio, tiosulfato de sodio y
formaldehido (Na,CO; 30 g/l, Na,$,0; 2 mg/l, H,CO 1,5 ml/l). Finalmente, el
desarrollo de color se detuvo con la solucion de fijacion y el gel se fotografid
con una pelicula Polaroid 667, por transiluminacién con luz blanca.

45



Capitulo 3 Virulencia

CAPITULO 3

ESTUDIO SOBRE LA ATENUACION DE LA VIRULENCIA
EN EL VIRUS JUNIN

INTRODUCCION

Con el objeto de obtener una vacuna para la FHA, se llevé a cabo un
proyecto de colaboracién entre los gobiernos de Argentina y EEUU, que
condujo a la produccion de una variante del virus Junin con virulencia
altamente atenuada (Barrera Oro & Eddy, 1982). La cepa vacunal, denominada
Candid#1, fue probada en numerosos ensayos biolégicos y se demostrd la
ausencia de efectos adversos en monos Rhesus (McKee et al., 1985),
particularmente, de indicios de neurovirulencia. Posteriormente, pasoé
exitosamente una serie de ensayos clinicos muy rigurosos realizados en
voluntarios, en los EEUU y en la zona endémica de la FHA (Maiztegui et al.,
1990). Actualmente, la prevenciéon obtenida por la vacunacion y el tratamiento
de los pacientes con suero inmune han reducido notablemente la incidencia y
la mortalidad de esta enfermedad.

La cepa vacunal se obtuvo a partir del virus Junin XJ (XJ prototipo),
aislado de un paciente de FHA, en la ciudad de Junin, Provincia de Buenos
Aires (Parodi et al., en 1958). La historia de pasajes de la cepa XJ y la
obtencién del virus Junin Candid #1 se muestra en la Figura 3.1. La
informacion sobre los pasajes provienen de los registros del Dr. J. Casals
(Yale Arbovirus Research Unit, New Haven, Connecticut, USA) y del Dr. J.G.
Barrera Oro (USAMRIID, Frederick, Maryland, USA).

La caracterizacion molecular de la cepa vacunal y de sus antecesores
mas virulentos, XJ (prototipo) y XJ#44, permite una aproximacién sistematica
al estudio de las bases de la virulencia en el virus Junin. Este trabajo se
enfoco principalmente en el analisis y comparacion de la secuencia del RNA S
de las cepas relacionadas genealogicamente y de la cepa salvaje MC2, con
virulencia intermedia (Ghiringhelli et al., 1991).
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XJ (aislado por Parodi) virulenta

XJ GP,MB;; (XJ #13)

XJ GP,MBy44 (XJ #44 ) atenuado en cobayo,
l virulento en ratén
indice de letalidad 1,37 + 0,45
FRhL-24, (ultimo pasaje de virus
J( sin diluir para adaptacion
a células FRhL-2)

FRhL-243 (pseudo single bursf)

y

FRhL-244 (dilucién limite)

FRhL-2:s  (dilucion limite)

l

FRhL-26 (amplificacién)

l

FRhL-2;7 (semilla maestra)
FRhL-24s (semilla secundaria)
FRhL-2,¢ (vacuna Candid #1) atenuado para humano,

ratén, y cobayo
neurovirulencia no detectada
indice de letalidad 3,87 + 0,42

Figura 3.1. Historia de pasajes de la cepa Candid #1. La cepa XJ fué sometida a
dos pasajes en hamster (GP,, guinea pigs) y 43 pasajes en cerebro de raton (MBg,
mouse brain). El pasaje 43 fué amplificado por inyeccion en cerebro de raton,
resultando la cepa XJ#44. Este homogenado de cerebro fué usado para infectar
células FRhL-2. Después de 12 pasajes, se llevd a cabo una amplificaciéon del indculo
en un ciclo de replicacidon aproximadamente (pseudo single burst), seguido de dos
etapas de clonado por dilucion terminal. Luego de dos rondas de amplificacion
sucesivas se obtuvieron la "semilla maestra" y la "semilla secundaria”
respectivamente. Finalmente, el stock de la vacuna (Candid #1) se obtuvo por una
sola amplificacion de la semilla secundaria. El indice de letalidad fué calculado como
el logyp ufp (unidades formadoras de placas) que producen una DLgg (dosis letal 50%)
por inoculacién intracerebral en ratén.
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RESULTADOS
3.1. Clonado y secuencia nucleotidica del RNA S de las cepas XJ y XJ#44

Durante el desarrollo de este estudio se tomaron precauciones
especiales para evitar variaciones genéticas espurias que podrian oscurecer
los cambios relevantes para la atenuacidén de la virulencia. Considerando que
los arenavirus son notorios por las variaciones en sus propiedades biologicas
basadas en su historia de pasajes (Ahmed et al, 1984), los estudios
moleculares sobre las cepas analizadas se llevaron a cabo sobre viriones que
poseen un tratamiento semejante al stock de la vacuna. Las propiedades
podrian cambiar debido a la acumulacion de mutaciones en cada pasaje o a la
seleccién de genotipos particulares, cuando los virus se propagan en lineas
celulares diferentes.

Por otra parte, la amplificacion del cDNA viral por PCR se llevé a cabo
utilizando la DNA polimerasa termoestable de Pyrococcus furiosus (Pfu DNA
pol), debido a su capacidad de correccion de errores de incorporacion
(actividad exonucleasa 3'-5') incrementada con respecto a la enzima homéloga
de Termus aquaticus (Tag DNA pol). Ademas, la determinacion de las
secuencias nucleotidicas por el método de terminacion de cadenas, se efectud
sobre un minimo de dos clones independientes del cDNA.

El RNA de la cepa XJ#44, aislado de los viriones y de células infectadas,
fue utilizado en reacciones de amplificacién por la técnica de RT-PCR con
primers especificos. Posteriormente, las reacciones de ligacion entre los

fragmentos amplificados de cDNA y los vectores plasmidicos, fueron usadas
para transformar bacterias. De este modo se obtuvieron clones

correspondientes a los genes completos GPC y N (1458 y 1695 pb,
respectivamente). También, se obtuvieron clones solapados de menor tamarno
(entre 300 y 900 pb) cubriendo la longitud total del RNA S de la misma cepa.
Los clones de las regiones no codificantes de los extremos del RNA S, fueron
generados a partir del cDNA extendido con poli-dC en su extremo 3' y
amplificado por PCR, segun se describi6 en el capitulo de Materiales y
Métodos.

Con respecto a la cepa XJ, se obtuvieron varios clones solapados
cubriendo el gen GPC y la mitad 3' del gen N mediante la metodologia
descripta. En cambio, la mitad 5' del gen N y las regiones no codificantes del
RNA S de la cepa XJ se obtuvieron por secuenciacion directa de los
fragmentos de cDNA amplificados por PCR.
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También, se aplicé la secuenciacion directa de un fragmento amplificado
del gen GPC de la cepa XJ#44, para confirmar la informacion obtenida a partir
de dos clones diferentes.

1kb 2kb 3 kb
RNA S N
GPC
5 > }-3'
JUN-XJ#44
pGPC pN
| H K ]
- |
p186
—a
p3ext
[ -
JUN-XJ
pG1A pN2B
——— 1 | | |
243
BN

Figura 3.2. Estrategia de clonado y secuenciacion del RNA S de las cepas XJ y
XJ#44 del virus Junin. El RNA S esta representado en sentido viral, con los ORF de
N y GPC, indicados por flechas abiertas. Los primers usados en la sintesis y
amplificacién del cDNA se muestran como areas oscuras en los extremos de cada
region amplificada. Los clones de cDNA, amplificados por RT-PCR y secuenciados,
estan indicados por rectangulos blancos. Ademas, fueron secuenciados varios
clones, similares a los indicados, y subclones de cada regiéon. Los rectangulos
sombreados indican fragmentos de cDNA amplificados por RT-PCR y secuenciados
en forma directa.
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3.2. Comparacion de los genes GPC correspondientes a las cepas del
virus Junin y otros arenavirus

El alineamiento de la secuencia de nucle6tidos correspondientes al
marco de lectura abierto (ORF, open reading frame) del gen GPC de las cepas
XJ (JUN-xj), XJ#44 (JUN-xj44), Candid #1 (JUN-can) y MC2 (JUN-mc2) se
muestra en la Figura 3.3. En la Figura 3.4 se muestra el alineamiento de la
secuencia deducida para la proteina GPC de las cepas del virus Junin y de los
arenavirus Tacaribe (TAC), Pichindé (PIC), Oliveros (OLI), LCM cepas WE y
Armstrong (LCM-we, LCM-ar), Lassa cepas Nigeria y Josiah (LAS-ni, LAS-jo) y
Mopeia (MOP). Las alteraciones mas importantes en las secuencias
nucleotidica y aminoacidica, se resumen en la Tabla 3.1 y se describen a
continuacion.

Las cepas relacionadas cercanamente (XJ, XJ#44 y Candid #1)
comparten un patron comun de inserciones y deleciones en la region amino
terminal de la GPC (Figuras 3.3 y 3.4), con respecto a la secuencia
previamente reportada de la cepa MC2 (Ghiringhelli et al., 1991). El patron
comun consiste en 6 inserciones de un nucle6tido que cambian la secuencia
de aminoacidos de la cepa MC2 (,;,CSILD — 4,LFQFFVF) y una insercion de
un bloque de 6 nucledtidos resultando en la insercion de 2 aminoacidos (soLA).
Mas adelante, 1 transversidn y tres inserciones de un nucleétido, cambian la
secuencia de aminoacidos (ssPR — ssTEE). Otros cambios mayores resultan de
tres deleciones de un nucledtido que desplazan el marco de lectura, alterando
la secuencia de MC2 en el resto de las cepas (VPDCVLLQWWVS —
7nFQTVSMVGL).

Ademas, se detectaron 28 sustituciones silenciosas (24 transiciones y 4
transversiones) entre las secuencias comparadas y 4 transversiones que
resultan en 4 cambios de aminoacidos propios de cada cepa. Uno de estos
cambios (14VW — R) estda compartido por las cepas relacionadas (XJ, XJ#44 y
Candid #1), 2 son particulares de Candid #1 (4731l > F ¥ 405 — T) y uno de
XJ#44 (6:.L — V). Tres de estos cambios se consideran semi-conservativos de
acuerdo a la matriz de Schwartz y Dayhoff (GCG Package).

Como se muestra en la Tabla 3.1, los cambios de nucledtidos entre las
cepas relacionadas y MC2 estan dispersos en todo el ORF del gen GPC. En
contraste, los cambios de aminoacidos se concentran en la region amino
proximal de G1. A pesar de que las sustituciones de nucledtidos en G2 no
alteran la secuencia de aminoacidos, la presencia de dos cambios de
aminoacidos (473l y 492S) en la region hidrofébica de G2 en Candid #1 provocan
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la pérdida de 4 giros B en la estructura secundaria predicha, cuando se
compara con el resto de las cepas (Figura 3.5).

Por otra parte, los cambios de aminoacidos entre las cepas analizadas
del virus Junin, no produjeron alteracion en los 8 sitios potenciales de N-
glicosilacion (NX{T/S}), aunque no se conoce si todos ellos son utilizados
dentro de las células para la unién de cadenas laterales de oligosacaridos.

Considerando que la proteina GPC del virus LCM es procesada
proteoliticamente en la cercania de ,RR (Burns y Buchmeier, 1991),
generando los polipéptidos G1 (mitad amino terminal) y G2 (mitad carboxilo
terminal), se pueden deducir los sitios homologos de las cepas del virus Junin,
cercanos al ,g3RR. En el alineamiento de la secuencia de aminoacidos de los
arenavirus (Figura 3.4) se observa que G1 y G2 exhiben grados muy diferentes
de homologia. Mientras que en G1 hay pocas regiones de secuencia
conservada, en G2 hay un alto grado de homologia entre los diferentes
arenavirus.

(En la pagina siguiente)

Tabla 3.1. Cambios de nucleétidos y aminoacidos en los genes GPC de las
cepas del virus Junin. Se muestran los cambios de nucleétidos y aminoacidos
particulares a cada cepa y aquellos compartidos por algunas de ellas. Los cambios
de nucleédtidos dentro de los codones se indican en negrita. Las inserciones y
deleciones de nucledtidos en el extremo 5 del gen GPC son responsables de Ia
secuencia particular en la cepa MC2. El patron de cambios de la cepa MC2 con
respecto a Candid #1 fue asociado, preliminarmente, al fenomeno de atenuacion de
la virulencia en esta ultima. El analisis de las secuencias correspondientes a las
cepas XJ y XJ#44 permitié desechar la hipétesis mencionada.
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Tabla 3.1.

Posicion Nucleétido Codén Aminoacido
mc2 | can | xj44 | mc2| can | xj44 | xj | mc2| can | xj44 | xj | mc2 | can | xj44 | X

YX

214 | 216 | 215 U cambio de
218 | 221 | 220 C marco de
225|229 228 -- ins. U -- lectura CSILD LFQFFVF
226 | 231 | 230 ) (2 codones
228 | 234 | 233 U extra)
229 | 236 | 235 C
234 | 242 | 241 | -- (ins. bloque) -- (2 codones -- LA
2351 243 | 242 CUCGCA extra)
247 1 260 |1 259 | C A
248 | 262 | 261 A cambio de marco PR TEE
250 | 265 | 264 | -- ins. A de lectura
252 | 268 | 267 A (1 coddn extra)
280 (2951294 | G cambio de marco VPDC FQTV
300 3141 313 | U del. de lectura VLLQ SFSM
319 (332 (331 | U (1 codon perdido)  [WWVS VGL
502 | 515 [ 514 { A U AGG| UGG R W
745 | 758 | 757 c | G C CUC |GUC cuc L [ v I]L
822 | 835 | 834 U 104 ucu uccC S
825 | 838 | 837 A G UUA UUG L
837 | 850 | 849 U Cc Uuu uuc S
847 | 860 | 859 C U CUG uuG L
870 | 883 | 882 Cc U GAC GAU D
909 | 922 | 921 U A GUU GUA \'
958 | 971 | 970 C U CuUG uuG L
988 | 1001|1000 C U CUG uuG L
1027(1040) 1039 ) C UUA CUA L
1065|1078( 1077 A G GGA GGG G
1080( 10931 1092 G C GCG GCC A
1123(1136{1135( U C U C |UUG CUG UUG CUG L
1239(1252{1251f U C ) C |AUU AUC AUU AUC |
1264 (1277{1276( C U C U |[CUA UUA CUA UUA L
1323(1336| 1335 C U C U |GGC GGU GGC GGU G
1332(1345(1344| C U C U |CCC CCU CCC CCU E
1354(1367[1366 U A | U UUU AUU| UuU F | 1 F
1383( 139611395 C A C A [UCC UCA uUCC UCA S
1404| 1417|1416 C U C U |GGC GGU GGC GGU G
1411(1424{1423] A U | A ACC UCC| ACC T | s T
1416 1429(1428| U C ) C |CAU CAC CAU CAC H
1419(1432]|1431; G A G A |AGG AGA AGG AGA R
1428|1441 (1440 A G A G |AGA AGG AGA AGG R
1434114471446 G A G A |GAG GAA GAG GAA E
1444 (145711456 C U C U |CUG UUG CUG UUG L
1449|1462 1461 C A C A [CCC CCA CCC CCA P
1456146911468 C U C U |CUA UUG CUA UUG L
1458( 1471|1470 A G A G
14611147411473] U C U C |AAU AAC AAU AAC N
1521[1534|1533| C U CGC] CcGuU R
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1 100
Jun-can AUGGGGCAAUUCAUCAGCUUCAUGCAAGAAAUACCUACCUUUUVUGCAGGARGCUCUGAAVAUUGCUCUUGYUGCAGUCAGUCUCAUUGCCAUCAUVUAAGG
1808 T I T e e
Jun-xi
Jun-mc2

101 200
Jun-can GUGUAGUAAACCUGUACAAAAGUGGUUUGUUCCAAUUCUUUGUAUUCCUAGCACUCGCAGGAAGAUCCUGCACAGAANGAAGCUUVUUAAAAUCGGACUGCA
Jun-xj44
Jun-xj
Jun-mc2

201 300
Jun-can
Jun-xj44
Jun-x3j
Jun-mc2

301 400
Jun-can
Jun-xj44
Jun-xj
Jun-mc2

401 500
Jun- can

Jun-xj
Jun-mc2

501 600
Jun- can

Jun-can
B8 T T .
Jun-xj

Jun-mc2

701 800
Jun-can
Jun-xj44
Jun-xj
Jun-mc2

801 900
Jun-can
Jun-x344
Jun-xj
Jun-mc2

901 1000
Jun-can
Jun-xjd4
Jun-xj
Jun-mc2

1001 1100
Jun-can
Jun-x3j44
Jun-x3
Jun-mc2

1101 1200
Jun~-can
Jun-xj44
Jun-xj
Jun-mc2

1201 1300
Jun-caan

Jun-xj44
Jun-nj
Jun-mc2

1301 1400
Jun-can UCACAGCGUCACUCUUCCUUCACUUGGUGGGUAVACCCUCCCACAGACACAUCAGGGGCGAAGCAUGCCCUUUGCCACACAGGUUGAACAGCUUGGGUGG
Jun-xj44 . ........ Catneenaenncananann Covennn A....U..G
Jun-xj A
Jun-mc2

...................... C....CoivetbCLALLULiiiluan

1401 1461
Jun-can
Jun-xj44
Jun-xj
Jun-mc2

Figura 3.3. Comparacion de la secuencia nucleotidica del gen GPC de las cepas
del virus Junin. Las secuencias de las cepas Candid #1, XJ44, XJ y MC2, fueron
alineadas en sentido viral, desde el codén de iniciacion hasta el coddén de
terminacion. La secuencia de Candid #1 fué utilizada como referencia; los nucleoétidos
homoblogos en las otras secuencias estan indicados por puntos y solamente se
muestran los cambios. En la regién 5' del gen GPC se puede notar el patrén comun
de inserciones y deleciones en la secuencia de las cepas relacionadas
genealdgicamente (XJ, XJ44 y Candid #1).
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JUN-can
JUN-xj44

1 100
MGQEF ISFMOEIPTFLOEALNIALVAVSLIATIKGYVNLYKSGLEQFFVELALAGRSCTREAFK - IGLUTEF -QTVSFSMYGLESNNPIDLPLLCTLNKSE

JUN-xj

JUN-mc2

\
TAC
"

oLl { [ i HE 4 H B < Bl | B8 IGRN——
PIC i B B AV TH] IDR

LAS-jo
LAS-ni
LCM-ar
LCM-we ! sssBvallvesvae b ) dAR) unvlgnup.;YK;vy

101.n N—- LNMT
vr n—- LNLT
VEgD—-‘ RLNLT

101 200
JUN-can L ~~NRTKTEGFIFQVNTSKTGINEN
JUN-x744
JUN-xJ
JUN-mc2
TAC b | : ; Tt ; "
OLI ] S y €SEKVETNIHUNITN VENJLEOH J
PIC A 4 ANESNIGSLGYGNISNCRRTEEAGHTEKWE
MoP § SDAHRRNIY KAEM ' NQYEAHGCDF

LAS-jo FEnnkien DAHKKN@Y HA»M“ ISTEH NQY EAMSCDF|
LAS-ni i 3 ¥ NH§ CN SDAHKRN

Y HS‘ IST#H QYEAHSCDF Q FAVDAAG
CN TRPAFNKKTFZHT VSS! H SIRGN NYKAVSCDF QEN DRQSAES
LNKKSF#HT #VSS SIRGN NYKAVSCDF 5 NESSHEDPQSAMS

LCM-ar 1 SH
LCM-we ¥ NH

201 . 1 300
JUN=-can i s SCT ) § 3 HVNTLHFL.TRGKNTQLPRRSTLKAFF
JUN-xj44
JUN-x3
JUN-mc2
TAC

OLI K SE HS LYGLSEKLLGSSKE

GR

LDEE-RTAEGEKEERSGWGWTGSDGKTTWCS - TYAGPEGESREL
LCM-we acn

LD§%-RTAEGE K RRSGWGWTGSDGKTTWCS - < MRYAGPFGESRiL

PIC FRH!IA;b 11 C

MOP HCGT AH .RMY STR-PSVASDISGTQ- ! 4 SRPSP S
LAS-jo HCGF Lir MRMAEG! ALDSGRGNWD- i QRASP GY G
LAS-ni HC L MRMAEG ALDSGRGNWD- SRPSPEGY QG
LCM-ar Q

100
JUN-can SH LTDSSGKDTPGGYCLEEWMLVAAKMKCFGNTAVAKCNLNHDSEFCDMLRLEDYNKNATKTLNDETKKQVNLMGOTINALISDNLLMKNKIRELMSVP
JUN-xj44
JUN-x]
JUN-mc2
TAC
OLI
PIC
MopP
LAS-jo
LAS-ni
LCM-ar
LCM-we

401 * 500

JUN-can
JUN-xj44
JUN-xj
JUN-mc2
TAC

OLI

PIC

MOP
LAS-jo
LAS-ni
LCM-ar
LCM-we

501 532
JUN-can CPLPHRLNSLGGCRCGKY PNLKKPTVWRRGH -
JUN-xj44
JUN=-xj
JUN-mc2
TAC
OLI
PIC
MOP
LAS-jo
LAS-ni
LCM-ar
LCM-we

Figura 3.4. Comparacion de la secuencia de aminoacidos de la proteina GPC de
los arenavirus. La secuencia de Candid #1 fué utilizada como referencia para
resaltar los cambios de XJ#44 y XJ con respecto a la misma. Los aminoacidos
idénticos a aquellos de la secuencia de referencia son indicados por bloques negros
y aquellos que representan cambios conservativos se muestran como areas
sombreadas. La posicion aproximada del sitio de clivaje proteolitico esta indicado por
una flecha (). Los asteriscos indican diferencias en las secuencias de las cepas del
virus Junin. En la region NH, de la proteina GPC se puede notar el patron comun en

54



Capitulo 3

Virulencia

la secuencia de las cepas del virus Junin relacionadas genealogicamente. En

general, se puede observar un grado mayor de homologia en la regién G2.

JUN-can

NH2

COOH
JUN-xj

NH2

200

COOH

JUN-xj#44

180
NH2

COOH

JUN-mc2

Figura 3.5. Cambios estructurales en la proteina G2 de las cepas del virus Junin.
La estructura secundaria fue calculada con el algoritmo de Garnier-Osguthorpe-
Robson (GCG Version 7.0). El gréafico presenta la regiéon entre los residuos 150 y 200
de G2 de las cepas Candid #1, XJ#44, XJ y MC2. Los rombos y los octagonos
indican residuos aminoacidicos hidrofébicos e hidrofilicos, respectivamente. El
cambio en la topologia del grafico de Candid #1 se debe a la ausencia de cuatro girqs

B, que se hallan presentes en las otras. La misma region es abundante en residuos

hidrofébicos y se postula su asociacion transmembrana.
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3.3. Comparacion de los genes N de las cepas del virus Junin y otros
arenavirus

El alineamiento de la secuencia de nucledtidos correspondientes al
marco de lectura abierto (ORF, open reading frame) del gen N de las cepas del
virus Junin (JUN-xj, JUN-xj#44, JUN-can y JUN-mc2) se muestra en la Figura
3.6. Las alteraciones en las secuencias nucleotidica y aminoacidica se
resumen en la Tabla 3.2 y se describen a continuacién.

En el alineamiento de las secuencias codificantes para el gen N de las
cepas del virus Junin no se detectaron inserciones o deleciones de nucledtidos
(Figura 3.6). No obstante se pueden observar 15 sustituciones silenciosas de
nucledtidos (14 transiciones y 1 transversion) y 15 sustituciones adicionales (6
transiciones y 9 transversiones) que resultan en 13 cambios especificos de
aminoacidos (Figura 3.7). Nueve de estos cambios son compartidos por las
tres cepas relacionadas dos son particulares de XJ (ssR — Ky ¢1A - V), uno
es compartido por XJ y XJ#44 (111 T — N) y uno es especifico de Candid #1 (4E
— V). Cinco de estos cambios son considerados semiconservativos de
acuerdo a la tabla de Schwartz y Dayhoff.

Por otra parte, la carga positiva de la proteina N (p.ej. +12 para MC2) es
un reflejo de la abundancia relativa de los aminoacidos basicos K y R,
dispersos en su estructura primaria. En este sentido, la carga eléctrica neta a
pH 7 cambia de +10 en XJ y XJ#44 a +9 en Candid #1.

En la Figura 3.7 se muestra el alineamiento de la secuencia deducida
para la proteina N de las cepas del virus Junin (JUN-xj, JUN-xj#44, JUN-can y
JUN-mc2) y del resto de los arenavirus (Machupo, MAC; TAC; PIC; OLI; LCM-
we; LCM-ar; LAS-ni; LAS-jo, MOP). En este alineamiento se observan varias
regiones bien conservadas, lo cual refleja la extensa reactividad inmunoldgica
cruzada de este antigeno de grupo.

El cambio de aminoacidos especifico de Candid #1 en la region amino
terminal de la proteina N resulta en la pérdida de 2 giros B en la estructura
secundaria predicha, cuando se compara con el resto de las cepas (Figura
3.8).
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Posicion Codon Aminoacido
mc2 can xj#44 xj | mc2 | can [xj#44] xj | mc2 [ can [xj#44] xj
96 AAA AAG K
144 AGU AGC s
150 uuu uuc F
168 ucG UCA L
175 CUG uuG L
207 AUU AUC |
221 GUG GAG| GuUG V]IE] v
257 AGG [AAG R [ K
342 ACG | ACA T
353 GCG [cuc A [ v
371 GUU| GAU v | D
375 GAG [GAA E
377 CGG CuG R L
395 CGG GAC G D
401 GGG GAG G E
405 AAU AAA N K
413 AcC | AAC T | N
418 /420 uuu| Auu  [AuA| F | [
444 CAA CAG Q
468 ucu ucce s
47 CAG CAA| CAG Q
480 CUG cuu L
483 GCC GCU A
486 AAG AAA K
848 GAU GGU D G
1277 /1278 AGC AAG S K
1279 AAG CAG K Q
1536 uuc Uuu F
Carga neta a pH 7 +12[ +9 |  +10

Tabla 3.2. Cambios de nucleétidos y aminoacidos en los genes N de las cepas
del virus Junin. Se muestran los cambios de nucleétidos y aminoacidos particulares
a cada cepa y aquellos compartidos por algunas de ellas. Los cambios de nucleétidos
dentro de los codones se indican en negrita. Se puede notar la ausencia de
inserciones y deleciones de nucledtidos en este gen y las sustituciones de
aminoacidos que provocan los cambios en la carga neta.

(En la pagina siguiente)
Figura 3.6. Comparacion de la secuencia nucleotidica del gen N de las cepas del
virus Junin. Las secuencias de las cepas Candid #1, XJ#44, XJ y MC2, fueron
alineadas en sentido viral, desde el coddon de iniciacidn hasta el coddon de
terminacion. La secuencia de Candid #1 fué utilizada como referencia; los nucleétidos
homologos y los cambios se muestran como en la figura 2.
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Jun-can
Jun-rj44
Jun-xj
Jun-mc2

Jun-can
Jun-xja4
Jun-x3}
Jun-mc2

Jun-can
Jun-nj44
Jun-xj
Jun-me2

Jun-can
Jun-xj44
Jun-xj
Jun-mc2

Jun-can
Jun-xj44
Jun-xj
Jun-mc2

Jun-can
Jun-xj44
Jun-xj
Jun-mc2

Jun-can
Jun- x]44
Jun-xj

Jun-mc2

Jun-can
Jun-x}44
Jun-xj
Jun-mc2

Jun-can
Jun-xj44
Jun-x3j
Jun-mc2

Jun-can
Jun-xj44
Jun-xj
Jun-~mc2

Jun-can
Jun-xj44
Jun-xj
Jun-mc2

Jun-can
Jun-xjd44
Jun-xj
Jun-mc2

Jun-can
Jun-x)

Jun-mc2

Jun-can
Jun-xj44
Jun-xj
Jun-mc2

Jun- can
Jun-xj

Jun-mc2

Jun-can

1 100
AUGGCACACUCCAAAGAGGUUCCAAGCUUUAGAUGGACUCAGUCCUUAAGGAGAGGUUUGAGUCAAUUUACUCAGACUGUCAAGUCGGAUGUUCUGAAGG

101 200
AUGCCAAGCUAAUUGCUGACAGCAUUGACUUCAACCAAGAGGCACAGGUGCAGCGGGCACUCAGAAAGACUAAAAGGGGGGAAGAAGACCUCAAUAAGUU

s.-AlLL..

Joo

301 400
GAGUUGGCGUCUGACCUUGAGAAAUUAAAAACCAAGAUUAGAAGAGCAGAGACAGGCUCUCAAGGGGUUUACAUGGGUAACUUGUCUCAAUCACAACUGG
A

401 500
CCAAGAGAUCAGAGAUAUUGAGAACACUGGGAUUVCAACAGCAAGGAACUGGGGGAAAUGGUGUGGUGAGGGUAUGGGAUGUUAAAGAUCCUUCAAAACY

501 600

601 700

801 900

901 1000

1001 1100

1101 1200
AGUGGGGAAACUCGACCCCACCAAUACCCUUUGGCUCGACAUUGAAGGACCAGCUACUGACCCUGUUGAGAUGGCGUUGUUCCAGCCUGCAGGUAAGCAG

1201 1300

1400

1401 1500

1501 1600
AAUGGAGUGGUUGUCAGCAAGAAAAAGAGAGAUAAGGAUGCUCCCUUVAAGUUGGCCUCCAGUGAGCCACACUGUGCUCUGCUAGACUGCAUAAUGUUUC

Jun-xj
Jun-mc2

1601 1695
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1 B . . . -

JUN-can MAHSKEVPSFRWTQSLRRGLSQFTQTVKSDVLKDAKLIADSIDENQEAQVORALRKTKRGEEDLNKLRDLNKEVDRLMSMRSVOQRNTVEKAGDLGRDELM
JUN-xj44 I i \ [ i

JUN-xj o] ! RE
JUN-mc2

=
>
a
=1 =

LAS-jo
LAS-ni
LCM-ar
LCM-we

7 mO mm O

> > WU

101 % #» & 2 200
JUN-can ELASDLEKLKTKIRRAETGSQ-GVYMGNLSQSQLAKRSEILRTLGF~-Q0QGTGGN~~-GVVRVWDVKDPSKLNNQFGSVPALTIACMTVQGGETMNSVIQ
JUN-xj44  NEE! BEREEER i | | [
JUN-x7
JUN-mc2
MAC
TAC
OLI : z
PIC ; 3 i h ; : i
MOP | 1 3

LCM-we

201 ¢ 300
JUN-can
JUN=x714
JUN=-x7
JUN-mc2
MAC
TAC
OLI
PIC
Mop
LAS-jo
LAS-ni
LCM-ar
LCM-we

301 400
JUN-can
JUN-xj44
JUN-x7
JUN-mc2
MAC
TAC
OLI
PIC

MOoPp

L}
GDVQONAK
ESDGKPQ-K

P e e

101 e 500

VEMALFQPAGKQYIHCFRKPHDEKGFKNGSRHSHGILMKDIEDAMPGVLSYVIGLLPPDMVVTTQGSDDIRKLFDLHGRRDLKLVDVRLTSEQARQFDQQ
| | | |

|

JUN-can
JUN-xj44
JUN-xj
JUN-mc2
MAC

TAC

OLI

PI1C

MOP
LAS-jo
LAS-ni
LCM-ar
LCM-we

OO == X0 MO

S
A
A
Al
S|
S|

5 579
JUN-can VW
JUN-xj44
JUN-x3
JUN-mc2
MAC
TAC
OLI
PIC 8t g | b ; 3 3
MOP ! T { | i = ip 'I’Il!
LAS-jo {Qi ) ! i TSELR
LAS-ni T RSE - i AKELRV
LCM-ar i T! i § LKTVHN
LCM-we s 3 3 LPTVHN

Figura 3.7. Comparacion de la secuencia de la proteina N de los arenavirus. La
secuencia de Candid #1 fué utilizada como referencia para resaltar los cambios de
XJ#44 y XJ con respecto a la misma. Las identidades y homologias con respecto a la
secuencia de referencia se indican como en la figura 3. Los asteriscos indican
diferencias en las secuencias de las cepas del virus Junin. Se puede observar un alto
grado de homologia entre los arenavirus a través de toda la proteina N.
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JUN-can NH2 JUN-xj#44 NH2
100
100
COOH
COOH
JUN-xj NH2 JUN-mc2 NH2
100 100
COCH COOH

Figura 3.8. Cambios estructurales predichos para la proteina N de las cepas del
virus Junin. La estructura secundaria fue predicha con el algoritmo de Garnier-
Osguthorpe-Robson (GCG Version 7.0). El grafico presenta los aminoacidos entre los
residuos 1 al 100 de la region G2 de las cepas Candid #1, XJ44, XJ y MC2. El cambio
en la topologia del piot de Candid #1 se debe a la ausencia de dos giros B, que se
hallan presentes en las otras.
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3.4. Comparacion de las regiones no codificantes

El analisis de la secuencia nucleotidica de la region intergénica del RNA
S reveld un 100% de homologia entre las cepas XJ y Candid #1 del virus
Junin. Por lo tanto, el rol de esta regién en el fenomeno de atenuacion del
grupo de virus analizado fue descartado. Ademas, niguno de los cambios
menores entre la secuencia de estas cepas con respecto a MC2, alteran la
estabilidad termodinamica de la estructura secundaria (doble hairpin-loop)
predicha para esta region.

Por otra parte, cuando se analizo la region 5' no codificante del RNA S de
a la cepa XJ#44, se observaron variaciones menores en la secuencia de
clones independientes (Figura 3.9). Con el objeto de simplificar el analisis, se
genero la secuencia consenso para esta region de la cepa XJ#44, y se incluy6
en un alineamiento multiple junto con las secuencias correspondientes al resto
de las cepas (Figura 3.10). La secuencia de XJ reveld un 100% de homologia
con el consenso de XJ#44; mientras que Cd#1 se diferencia de las anteriores,
por una transicion y una delecion.

En este punto cabe recordar el procedimiento técnico utilizado en la
obtencién de las secuencias de los extremos del RNA S correspondientes a las
cepas XJ#44 y XJ. Como se describe en la seccion de materiales y métodos, el
cDNA correspondiente a los extremos 5' y 3' del RNA S de la cepa XJ#44, fue
sintetizado por extension de primers y tratado posteriormente, con transferasa
terminal, para agregar una cola de poli-dC (tailing). Posteriormente, el cDNA
fue amplificado con un primer especifico y un poli-dG; a su vez los fragmentos
amplificados fueron clonados en vectores plasmidicos. De este modo, la
informacion sobre esta region se obtuvo a partir de la secuencia de clones
independientes. En cambio, la informacién sobre los extremos del RNA S de la
cepa XJ, fue obtenida por secuenciacion directa de los fragmentos
amplificados por RT-PCR, utilizando solamente, primers especificos.

Asimismo, cuando se analizé la regién 3' no codificante del RNA S, se
observaron variaciones en la secuencia de clones de la cepa XJ #44 y
diferencias de una cepa a otra. Examinando la secuencia de dos clones de la
cepa XJ#44, una de ellos resulta idéntico a la cepa XJ y el otro a la cepa MC2
(Figura 3.11).
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A
A

o

a

-
'

2 G
Con GGGGAUCCUAGGCGAUUUUGGUUACGCUAUAAUUGU-~AACUGUUUUCUGUUUGGACAACAUCAAAAACAUCCAUVUGCACAAUG

Figura 3.9. Analisis de la secuencia de la regién 5’ no codificante de XJ#44. El
alineamiento multiple de las secuencias 5' no codificante, obtenidas a partir de clones
independientes, permite obtener el consenso para esta region. Las secuencias cuya
denominacion comienza con "e" corresponden a moléculas de cDNA extendido por
tailing, amplificado por PCR y clonado. El resto corresponde a clones de cDNA, sin
extender, que fueron amplificados con primers especificos.

1 50 92
L | U.GU-A.._.U..... Lo AA....C....C......
XIBEE —— = - e Ui, U.GU-A....U..... [ AA....C....C......
[0 T tceieaaena.

MC2 UGCAGUAAGGGGAUCCUAGGCGAUUUUGGUAACGCUAUAAGUUGUUACUGCUUUCUAUYUGGACAACAUCAAA-CCAUCUAUUGUACAAUG

Figura 3.10. Comparacién de la secuencia nucleotidica de la regién 5 no
codificante. En esta comparacion de las secuencias correspondientes a las cepas
del virus Junin, se puede observar la identidad completa entre el consenso de XJ#44
y la secuencia de la cepa XJ.

1 50
D Y C.C.A.UCU......... || S Ao,
KJIRA4 (0C)  —=—--—=m— e eeaieaacaaaaa C.C.A.UCU. .. ...... U....... Ao
D 00 1 L -3
MC2 CGCACAGUGGAUCCUAGGCAUAGUGUCUAACACUUUCACUGAGCAAUUUUUUCUCAGAUCAAAACCACCAGAUCUUCUGGCAUG

Figura 3.11. Comparaciéon de la secuencia nucleotidica de la regiéon 3’ no
codificante. En esta comparacion de las secuencias correspondientes a las cepas
del virus Junin, se pueden observar diferencias importantes en dos clones de la cepa
XJ#44.
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DISCUSION

Este trabajo se enfocd principalmente, en la obtencion y el andlisis de la
secuencia nucleotidica del RNA S de las cepas XJ y XJ#44 del virus Junin. La
caracterizacion molecular de estas cepas con diferente grado de virulencia y
su comparacion con la informacion disponible sobre la cepa vacunal, Candid
#1 y la cepa salvaje, MC2, permitiria una aproximacion sistematica en la
determinacion de las bases de |la virulencia.

Hasta el momento, no se ha establecido con claridad la participacion de
alguna regién gendémica en particular, 0 sus productos codificados, en la
patogenicidad de los arenavirus. Segun la informacién disponible sobre la
estructura del virus LCM, los tetrdmeros formados por los polipéptidos G1 y
G2, se asocian para formar las espiculas insertadas en la envoltura lipidica
(Burns y Buchmeier, 1991). Por este motivo seria esperable que los cambios
en uno o ambos polipéptidos pudieran alterar la interaccion temprana del virion
con la célula hospedadora, afectando la infectividad, en general, y el tropismo
tisular, en particular.

En este sentido, cuando se compard la secuencia de aminoacidos de la
region cercana al extremo amino del polipéptido G1, de la cepa Candid #1 y la
cepa salvaje MC2, se encontrd un conjunto de alteraciones importantes. Estos
cambios en la secuencia de la cepa vacunal fueron correlacionados,
tentativamente, con su fenotipo atenuado (Ghiringhelli et al., 1996). Las
evidencias obtenidas en el presente estudio, mostraron que las cepas
virulentas (XJ y XJ#44) comparten el patron de secuencia en esta region, con
la cepa atenuada Candid #1. Consecuentemente, el marcador de atenuacién
propuesto, inicialmente, ha sido descartado.

Sin embargo, la sustitucion de, tan sdlo, dos aminoacidos en el polipétido
G2 provoca un cambio notable en la estructura secundaria predicha para esta
proteina de la cepa vacunal. Este dato podria ser considerado como un
marcador genético de la cepa Candid #1, que probablemente se relacione con
su fenotipo caracteristico. Esta consideracion no excluye posibles cambios en
otras regiones genoémicas no analizadas en este trabajo.

Coincidentemente con los reportes sobre otros sistemas virales, los
resultados preliminares de este estudio sugieren la participacion de las
glicoproteinas de superficie en la atenuacién de la virulencia. En este sentido,
se han obtenido evidencias experimentales sobre la relacién entre la alteracion
de las proteinas de superficie y la atenuacion de la virulencia para las cepas
vacunales, Sabin tipo1 y 3, del virus de la polio y 17D, del virus de la fiebre
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amarilla (Hahn et al., 1987; Tatem et al/, 1992). Del mismo modo, se
encuentran numerosos reportes en la literatura, sobre los efectos profundos en
la virulencia y el tropismo tisular provocados por sustituciones de aminoacidos
en las proteinas de la envoltura de reo, rhabdo, toga, bunya y picornavirus
(Spriggs et al., 1983; Vrati et al., 1986; Takehara et al., 1989; Prehaud et al.,
1990; Polo et al., 1991; Jensen et al., 1993). Ademas, la literatura indica que el
clivaje proteolitico de la glicoproteina de superficie se relaciona el tropismo y la
virulencia en parmyxo y togavirus (Tashiro et al., 1990; Davis et al., 1995).
Asimismo, se ha detectado la relacion entre el patron de glicosilacion de las
proteinas de ortomyxo y togavirus, y el fenémeno de atenuacion (Despande et
al., 1987; Zheng et al., 1989).

En este sentido, no se han observado cambios de aminoacidos cercanos
al sitio de clivaje del precursor de las glicoproteinas, en las cepas del virus
Junin. Por otra parte, las cepas del virus Junin presentan un grado de
conservaciéon muy estricto en los sitios de N-glicosilacion de esta proteina. Por
lo tanto, se puede concluir que el clivaje del precursor GPC y su patron de
glicosilacién no se relacionan con la atenuacion de la virulencia en las cepas
estudiadas.

Por otro lado, las diferencias en la secuencia de aminoacidos de la
proteina N entre las cepas del virus Junin, son menos notorios que aquellos en
G1 y G2. No obstante, los cambios de aminoacidos provocan efectos
importantes sobre la carga eléctrica neta y sobre la estructura secundaria
calculada para la proteina N. En particular, la cepa Candid #1 presenta un
patron distintivo en la estructura secundaria de la region cercana al extremo
amino de la proteina N y una disminucién en su carga neta, como resultado de
la sustitucion de aminoacidos acidos por hidrofébicos.

La trascendencia de estos resultados no se ha establecido aun, si bien es
posible que el efecto de los cambios estructurales ocurra a nivel de las
interacciones de la proteina N con el RNA viral, con el polipéptido G2 o con la
proteina Z. Por otra parte, teniendo en cuenta la funcién de antiterminador de
la transcripcion propuesta para la proteina N una alteracion en la interaccién
N-RNA podria afectar la regulacidon del proceso de transcripcidon-replicaciéon
(discutida en el Capitulo 6). Alternativamente o en forma simultanea, los
cambios en las interacciones N-RNA y N-G2, también podrian afectar el
ensamblado de los viriones en las células infectadas.

La participacién de las regiones no codificantes en el proceso de
atenuacion de la virulencia ha sido reportada abundantemente en la literatura
de picorna y togavirus (Macadam et al, 1992; Kuhn et al, 1992,
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Bandyopadhyay et al., 1993). También, se ha sugerido que los cambios en la
region intergénica podrian tener un papel en el proceso de atenuacion de los
arenavirus (Wilson & Clegg, 1991). Sin embargo, el andlisis de las secuencias
de la region intergénica de las cepas XJ y Candid #1 del virus Junin, reveld un
100% de conservacion y sugirio la presencia de una restriccion evolutiva
importante. El hecho que los cambios de nucleétidos no sean tolerados,
probablemente esta relacionado con la funciéon de terminador de transcripcion,
propuesta para la estructura secundaria, tipo doble hairpin-loop, de esta region
(Franze-Fernandez et al., 1993; Romanowski, 1993).

Con respecto a la variabilidad en la secuencia de los extremos no
codificantes del RNA S, detectada en clones independientes de la cepa XJ#44;
también fué observada en las cepas MC2 y Candid #1 del virus Junin (P.D.
Ghiringhelli, comunicacion personal). La heterogeneidad podria generarse por
un mecanismo de edicion de los productos de transcripcion, similar al
reportado para el virus Tacaribe (Garcin & Kolakofski, 1992). De todos modos,
la participacion de las regiones no codificantes del RNA S en el proceso de
atenuacién, aun no ha sido evaluada. Desde el punto de vista experimental,
cabe destacar que la secuencia consenso del extremo 5' no codificante del
RNA S, obtenida a partir de clones independientes de la cepa XJ#44, resulté
idéntica a la secuencia del fragmento amplificado perteneciente a la cepa XJ.
En este sentido, la determinacidn directa de la secuencia de un fragmento
amplificado por PCR, representa la secuencia promedio dentro de las
existentes o al menos la mas abundante. Estos datos sugieren que la
obtencion directa de la secuencia de un fragmento amplificado por PCR
constituye la metodologia mas apropiada, cuando se estudien virus con
genoma a RNA, caracterizados por sus altas tasas de mutacion.

La comprension de la base genética de la atenuacion de la virulencia ha
progresado significativamente con el uso de virus recombinantes, obtenidos a
partir de cDNAs infectivos (Kohara et al., 1986; Duke et al., 1990). Brevemente,
este proceso se inicia con la construccion de un vector recombinante
incluyendo al cDNA viral, bajo el control de transcripcion de un
promotor/enhancer adecuado. A partir del vector transfectado en las células
blanco, se sintetiza una molécula de RNA viral y comienza el ciclo de
infeccion. Alternativamente, los RNAs virales se transcriben in vitro y se
utilizan para transfectar células, en combinacion con las proteinas virales.

El enfoque de la "genética reversa" ha resultado muy productivo, al
permitir la modificacion del cDNA viral, por mutagénesis dirigida, y el analisis
de los fenotipos resultantes. Sin embargo, la aplicacién de esta metodologia a
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sistemas de virus con genomas segmentados de RNA con polaridad negativa,
ha sido limitada (Luytjes et al., 1989, Collins et al., 1995).

En este sentido, la genética reversa no ha podido ser aprovechada como
herramienta en el estudio de los arenavirus, hasta el momento. En principio, la
transcripcion in vivo del cDNA y la sintesis del RNA gendmico viral no
representan un impedimento infranqueable. En este punto, es necesario
recordar que los RNAs gendmicos de polaridad negativa o ambisense, no son
traducidos por los ribosomas de la célula huésped; y en consecuencia, la
transcripcion y replicacion posterior dependen de las proteinas aportadas por
el virion. Una posible aproximacion para solucionar este problema, consiste en
transfectar el cDNA viral en una linea celular que sintetice las proteinas
aportadas por el virion, durante el proceso de infeccion. Este requerimiento
seria satisfecho con la expresion del gen L y N en las células transfectadas;
aunque, seguramente sera necesaria la expresion adicional de Z dentro de las
mismas. De este modo, el procedimiento resultaria relativamente complejo y tal
vez, deba ser considerado cuando se logre el clonado del RNA L completo del
virus Junin.

Considerando las dificultades metodoldgicas mencionadas anteriormente,
se utilizé un enfoque clasico durante el desarrollo de este estudio, basado en
el analisis de la informacion de las secuencias disponibles. Esta informacidn
sobre el RNA S se obtuvo a partir de mutantes generados espontaneamente,
cuyos fenotipos se distinguen por su virulencia. En este punto, se deben
considerar al menos, cuatro posibles consecuencias resultantes de la
presencia de mutaciones en una molécula gendmica de RNA. La primera
consecuencia deducible, seria la alteracion del nivel de expresion de los genes
codificados en esta molécula. La segunda, estaria relacionada con los cambios
estructurales y/o funcionales que podrian sufrir las proteinas codificadas. La
tercera seria la alteracion en la velocidad de sintesis de proteinas, relacionada
con el cambio de codones para un mismo aminoacido y la abundancia de los
aminoacil-tRNA disponibles en la célula (codon usage). Por ultimo, habria que
considerar que los cambios en |la secuencia del RNA viral podrian afectar su
estructura secundaria y/o su interaccion con las proteinas virales o celulares.

En resumen, este trabajo debe ser considerado como la primera etapa en
la identificacion de regiones en el genoma del virus Junin relacionadas a un
patron de virulencia particular. Teniendo en cuenta que el analisis fué

restringido al RNA S, no se puede descartar el rol de los posibles cambios en
el RNA L o sus productos génicos en el proceso de atenuacion de la

virulencia. Tampoco habria que descartar la posibilidad de un esquema mas
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complejo, que involucre la participacion simultdnea de mutaciones multiples en
los RNA genomicos S y L, como se ha reportado en otros sistemas virales
(Snyder et al., 1988).

La informacién acumulada por el analisis de las secuencias de los
genomas virales constituye el punto de partida para el estudio del complejo
fendbmeno bioldgico de la atenuaciéon de la virulencia. Ademas, esta
informacion sera de gran utilidad cuando se haya desarrollado efectivamente,
la metodologia de la genética reversa para el sistema de los arenavirus.
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CAPITULO 4

ANALISIS FILOGENETICO EN LA FAMILIA DE LOS ARENAVIRUS

INTRODUCCION

La familia Arenaviridae estd compuesta hasta el momento, por 18
miembros distribuidos por todo el mundo. De acuerdo al sitio geografico de
aislamiento, la reactividad serologica cruzada y la informacién genética, los
arenavirus fueron clasificados en dos grandes grupos (Wulff et al.,, 1978;
Buchmeier et al., 1995). Esta division separa a los arenavirus aislados en el
Viejo Mundo (LCM, Ippy, Lassa, Mobala y Mopeia), de aquellos aislados en el
Nuevo Mundo (Amapari, Flexal, Guanarito, Junin, Latino, Machupo, Oliveros,
Parana, Pichindé, Sabia, Tacaribe, Tamiami y Whitewater Arroyo).

En el presente estudio se examind la relacidon filogenética entre los
arenavirus, usando la secuencia de nucledtidos completa del RNA S, la
secuencia de aminodacidos de las proteinas N, GPC y de sus productos
proteoliticos, G1 y G2. Inicialmente, se aplicO un enfoque clasico,
considerando los valores de similitud globales. A continuacion, se utilizo el
enfoque cladista, enfatizando la construccion de grupos monofiléticos, con la
incorporacion de un grupo de referencia externo y la aplicacion de técnicas de
muestreo al azar. En este sentido, se emplearon programas que operan
directamente sobre los alineamientos y otros que generan una matriz de
distancia para la construccidon de los cladogramas. Coincidentemente, los
resultados sugieren un posible parentezco entre los virus Oliveros y Pichindé,
aislados en el continente americano, con los arenavirus del Viejo Mundo. Este
analisis apunta a establecer las relaciones evolutivas entre los arenavirus de
América y podria ser usado para evaluar las diferentes hipétesis sobre su
origen, en relacién a la historia evolutiva de sus reservorios.
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RESULTADOS
4.1. Similitud entre los arenavirus

Las relaciones entre las secuencias analizadas se pueden apreciar en los
dendrogramas generados con el programa PILEUP. En este punto, cabe
destacar que la construccion de los dendrogramas esta basada en la similitud
general, pero éstos no constituyen un analisis filogenético. El algoritmo del
PILEUP calcula los valores de identidad (de nucledtidos y aminoacidos) y
similitud (de aminoacidos) a partir de la comparacién de las secuencias,
tomadas de a pares. Luego, utiliza los valores calculados para generar un
orden de agrupamiento; comenzando por el o los pares de secuencias mas
relacionados y agrupando sucesivamente el resto de las secuencias.

En el dendrograma correspondiente a la secuencia nucleotidica del RNA
S se puede notar la divisién de esta familia de virus en dos grandes grupos
(Figura 4.1). Uno de ellos incluye a los arenavirus del Nuevo Mundo (JUN-xj,
JUN-xj44, JUN-mc2, TAC, SAB, OLI y PIC) y el otro a los arenavirus del Viejo
Mundo (LCM-ar, LCM-we, LAS-ni, LAS-jo y MOP). Estas relaciones también se
aprecian en la Tabla 4.1, donde se presentan los valores de identidad entre las
secuencias.

El dendrograma correspondiente a la secuencia de aminoacidos de la
proteina N, también muestra la misma distribucion de los arenavirus en dos
grandes grupos (Figura 4.1, izquierda). Las secuencias disponibles,
correspondientes a los virus Machupo y virus Junin Candid #1 fueron
incorporadas en este analisis. En contraste con los resultados anteriores, los
virus OLI y PIC aparecen relacionados con los arenavirus del Viejo Mundo en
el dendrograma de la secuencia de aminoacidos de la proteina GPC (Figura
4.1).

La discrepancia observada en los dendrogramas, sobre la relacién de OLI
y PIC con el resto de los arenavirus, es coincidente con los valores de similitud
obtenidos en la comparacion de los pares de secuencias (Tabla 4.2). La
observacion de la tabla se puede simplificar examinando los valores promedio
de similitud. La secuencia de aminoacidos de la proteina N de PIC presenta
una similitud promedio del 72% con los arenavirus del Nuevo Mundo y un valor
menor (68%) con aquellos del Viejo Mundo. Cuando se analiza la proteina
GPC, la similitud promedio de PIC con respecto a los arenavirus del Nuevo
Mundo (64%) y Viejo Mundo (66%) sugiere su inclusion en el ultimo grupo.
Resultados muy similares se observan para el agrupamiento del virus OLI.
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RNA S JUN-Xj
F JUN-xj44
JUN-mc2

TAC
SAB
oLl
PIC
LCM-ar
LCM-we
__: LAS-ni
LAS-jo
L MOP
N JUN-xj GPC JUN-x
JUN-xj44 JUN-xj44
JUN-can JUN-can
JUN-mc2 JUN-mc2
MAC TAC
TAC —— SAB
SAB PIC
OLI OLI
PIC [ LCM-ar
I: LCM-ar LCM-we
LCM-we LAS-ni
— LAS-jo —L LAS-jo
LAS-ni L MOP
MOP

Figura 4.1. Similitud general en las secuencias de los arenavirus. La secuencia
nucleotidica completa del RNA S fue considerada en el cladograma de arriba;
mientras que la secuencia de aminoacidos de las proteinas N y GPC fueron
consideradas en los de abajo. En los dendrograma generados por el PILEUP, la
longitud de las ramas horizontales es inversamente proporcional a la similitud entre
las secuencias analizadas.
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JUN JUN JUN JUN TAC SAB OLI PIC LCM LCM LAS LAS
Xj Xxj44 can mc2 ar we ni jo

MUN-xj44 [ 99

MUN-can | 99 99

JUN-mc2 | 97 98 98

TAC 69 69 69 68

SAB 64 64 63 63 62

OLI 58 58 58 58 57 58

PIC 54 54 54 53 56 56 JEGH]

LCM-ar 52 52 52 52 53 54 55 EE

LCM-we 53 52 52 52 52 53 55 E& 84

LAS-ni 54 54 54 54 55 54 55 EF] 61 61

LAS-jo 54 55 654 54 54 54 55 PFEE 63 62 78

MOP 52 52 52 52 53 52 55 E§ 62 62 68 69

Tabla 4.1. Identidad en la secuencia de nucleétidos del RNA S completo. Los
valores fueron obtenidos en la comparacion de secuencias tomadas de a pares con
el programa GAP. Los datos resaltados fueron usados para obtener el promedio de
identidad de PIC con el resto de los arenavirus. PIC presenta una similitud promedio
del 54,5% ([fIB) con los arenavirus del Nuevo Mundo; y del 54,8% (IINE]) con
los arenavirus del Viejo Mundo. OLI fue excluido en el calculo del promedio debido a
su relacion cercana con PIC.

JUN JUN JUN JUN MAC TAC SAB OLI PIC LCM LCM LAS LAS MOP
Xj xj44 can mc2 ar we ni jo
\\99 99 98 94 90 85 77 68 68 68 68 68
100 "~ 99 99 94 90 84 77 68 68 68 68 68
99 99 ™~ 99 94 89 84 77 68 67 68 68 68
97 97 97 ~~_ 93 88 84 77 67 67 68 67 67
* * * * 89 85 77 69 68 68 68 68
83 83 82 81 * 82 76 68 68 69 68 67
73 73 73 72 * 73 74 69 68 69 68 71N
65 65 65 65 * 66 69 67 67 69 69 67
68 67 69 69 69
60 60 59 58 * 58 63 68 97 77 76 79
59 59 59 58 * 60 64 67 [H 97 78 77 79
63 63 63 62 * 62 64 66 MW 77 77 94 85
62 62 62 62 * 59 63 67 [§ 76 77 96 85
64 64 64 63 * 61 62 67 @ 77 77 89 88
GPC

Tabla 4.2. Similitud en la secuencia de aminoacidos de las proteinas N y GPC.
Los valores de similitud y los promedios fueron calculados en forma similar a la Tabla
4.1. Considerando la proteina N (triangulo derecho), PIC presenta una similitud
promedio del 72% con los arenavirus del Nuevo Mundo ( ); y del 68% con
los arenavirus del Viejo Mundo ( ). Examinando la proteina GPC (triangulo
izquierdo), PIC presenta una similitud promedio del 64% con los arenavirus del Nuevo
Mundo (B ); y del 66% con los arenavirus Viejo Mundo ( [SMNaE] ). *La secuencias
de la GPC correspondientes al virus Machupo no han sido reportadas aun.
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Otra discrepancia interesante se observa cuando se examinan los valores
de similitud de los polipéptidos G1 y G2 (Tabla 4.3). En este punto la
secuencia de los polipéptidos fue definida de acuerdo al sitio de clivaje entre
los mismos (Burns & Buchmeier, 1993). Analizando la region G1, PIC presenta
una similitud del 56% con los arenavirus del Nuevo Mundo y un valor mayor
con los del Viejo Mundo (60%). Sin embargo, cuando se examina la region G2,
la similitud promedio de PIC, indica una relacién diferente con los virus del
Nuevo (75%) y Viejo Mundo (72%).

JUN JUN JUN JUN TAC SAB OLI PIC LCM LCM LAS LAS MOP

Xj xj44 can mc2 ar we nijo
JUN-xj \\\100 100 95 75 60 57 EEl 50 48 55 55 58

MJUN-xj44 [ 99 ™ 100 95 75 60 57 pB 50 48 55 55 58
JUN-can | 99 99 ™. 95 75 60 57 EN] 50 48 55 55 58
JUN-mc2 [ 99 99 99 ™~ 71 57 656 [EK 47 46 54 54 56

[TAC 91 91 91 AN \\59 50 EF] 47 50 55 50 54
SAB 88 88 87 88 88 -~ 63 Efl 53 56 58 56 54
bLI 74 74 73 74 74 75 \\\ 656 63 61 60 63 62 |G

PIC 76 76 75 76 73 72 ANAGERRNGMO0 57 62 60 62
LCM-ar "1 7M1 71 71 70 72 73 72 95 71 70 69

LCM-we | 71 71 70 71 70 72 73 §E 99\72 70 69
LAS-ni |70 70 70 70 69 71 73 gH 84 84 9% 87

~.

LAS-jo 69 70 69 69 68 70 71 g4 84 84 97 88
MOP 69 69 69 69 69 70 73 |4 85 85 90 89
G2

Tabla 4.3. Similitud en la secuencia de aminoacidos de los polipéptidos G1 y G2.
Los valores de similitud y los promedios fueron calculados en forma similar a la Tabla
4.1. Considerando el péptido G1 (triangulo derecho), se obtiene una similitud
promedio del 55,6% entre PIC y los arenavirus Nuevo Mundo ( [XIWINeE ); mientras
que PIC y los arenavirus del Viejo Mundo presentan una similitud promedio del 60,2%
( ). Considerando el péptido G2 (triangulo izquierdo), se obtiene una similitud
promedio del 74,6% entre PIC y los arenavirus del Nuevo Mundo ([l[B); mientras que
PIC y los arenavirus Viejo Mundo presentan una similitud promedio del 72%

{columna)}
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4.2. Reconstruccion filogenética

Con el objeto de evaluar fa probable relacién de OLI y PIC con los
arenavirus del Viejo Mundo, se realizé un andlisis filogenético, usando el
enfoque propuesto por el cladismo o sistematica filogenética. Este analisis
permite obtener una clasificacion que refleja las relaciones genealdgicas,
estableciendo una reconstruccion hipotética de la filogenia. Con este
propésito, se emplearon diferentes rutinas de computacion del paquete de
programas PHYLIP. En particular, se wusaron algoritmos que operan
directamente sobre los alineamientos de secuencias para reconstruir la
filogenia y otros que elaboran matrices de distancias como paso previo.

El enfoque cladista se basa en el criterio de la maxima parsimonia,
asumiendo que los procesos evolutivos naturales (de organismos o
secuencias), ocurren con la maxima economia posible de pasos o etapas. Los
algoritmos matematicos determinan el numero minimo de cambios genéticos
(sustituciones de nucleétidos o cambios de aminoacidos) requeridos para
transformar una secuencia en su vecina mas cercana y, de ese modo, infieren
el arbol filogenético mas parsimonioso. En otras palabras, el arbol filogenético
(cladograma) elegido es el que involucra menor numero de cambios. Por lo
general, no se dispone de suficiente informacion biolégica para asignarle una
raiz al cladograma y tampoco para asumir la existencia de un reloj evolutivo
que permita calibrar la secuencia de eventos.

El analisis cladista indica la incorporacion de un grupo de referencia
externo (outgroup), con el objeto de normalizar las ramas del cladograma.
Ademas, se emplean procedimientos de muestreo, para evaluar
estadisticamente la topologia general del cladograma y la consistencia de los
puntos de ramificacion (nodos). La secuencia del tospovirus INSV (familia
Bunyaviridae) fue seleccionada como outgroup, basado en su relativa similitud
con los arenavirus, en cuanto a la estructura gendémica y su estrategia de
codificacion. El genoma de los bunyavirus esta compuesto por tres moléculas
de RNA de simple cadena, S, My L (small, medium y large). Los genes del
INSV estan codificados en forma ambisense en los RNA S y M; y en sentido
negativo en el RNA L (Law et al., 1992; Dewey, 1995). En el RNA L se halla
codificada la RNA polimerasa viral; en el RNA S, la nucleoproteina (N) y una
proteina no estructural (NSs); y en el RNA M, el precursor de las glicoproteinas
(GPC) y otra proteina no estructural (NSm).
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El muestreo por el método de bootstrapping, genera un conjunto de
alineamientos con reemplazos de columnas al azar, sin cambiar su longitud
original. A continuacién, los alineamientos resultantes fueron analizados por el
criterio de parsimonia, generando un cladograma de consenso por la regla de
la mayoria. La frecuencia en la que se presenta cada grupo monofilético (valor
de consenso) se indica sobre las ramas del cladograma, aunque la longitud de
las mismas carece de significado.

El primer analisis cladista se realizé aplicando el programa PROTPARS
(Protein Sequence Parsimony Method) sobre los alineamientos de secuencias
de aminoacidos. Este programa calcula el nimero de cambios de nucleé6tidos
asociados al cambio de cada aminoacido, de acuerdo al codigo genético.
Posteriormente, el algoritmo evalda la sumatoria de los cambios de nucleotidos
necesarios para convertir una secuencia en cada una de las otras y agrupa las
secuencias mas relacionadas.

Examinando el cladograma correspondiente a la proteina N (Figura 4.2,
izquierda), se observa que los arenavirus del Nuevo y Viejo Mundo estan
claramente separados. Sin embargo, en el cladograma de la proteina GPC
(Figura 4.2, derecha), los virus OLI y PIC fueron agrupados con los arenavirus
del Viejo Mundo (consenso = 67%). En ambos casos, la topologia de fos
cladogramas resulta similar a los dendrogramas correspondientes (Figura 4.1,
abajo).

En analisis posteriores, las secuencias de los polipéptidos G1 y G2
fueron definidas de acuerdo a los sitios de clivaje proteolitico (Figura 1.3,
Capitulo 1) reportados para el precursor GPC del virus LCM (Burns &
Buchmeier, 1993). El cladograma correspondiente al polipéptido G1 (sin el
péptido sefal) presenta un valor de consenso mas significativo (82%) para el
agrupamiento de OLI y PIC con los arenavirus del Viejo Mundo (Figura 4.2,
izquierda). Cuando se examind la secuencia de aminoacidos del polipéptido
G2 con este enfoque (Figura 4.2, derecha), se obtuvo un agrupamiento
semejante de OLI y PIC, pero con un valor de consenso menor (61%).
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JUN-mc2 GPC 0 JUN-xj
JUN-can 3 JUN-xj44
JUN-xj44 ol L JUNcan
JUN-xj 0 JUN-mc2
MAC B TAC
TAC SAB
SAB {0 85[: oLl
oLl PIC
PIC 67 100 LCM-ar
o 100 LCM-ar o0 LCM-we
LCM-we 100 LAS-ni
£ 100~ LAS-ni 0 LAS-jo
LAS-jo MOP
MOP INSV
INSV
G1 —— JUN-mc2 G2 22 JUN-can
100 JUN-xj44 100 — JUN-xj44
100 89 JUN-can % 2 JUN-mc2
o0 —— JUN-x 100 —L JUN-x]
o TAC TAC
SAB 100 L SAB
18 oa — OLI oLl
L PIC il —  PIC
82 100 LCM-ar 61 100 LCM-ar
ool LCM-we o LCM-we
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Figura 4.2. Relaciones filogenéticas entre los arenavirus. Los cladograma de
consenso fueron generados con los programas PROTPARS y CONSENSE del
conjunto PHYLIP. La secuencia de aminoacidos de las proteinas N y GPC fueron
consideradas en los cladogramas de arriba y las secuencias correspondientes a los
polipéptidos G1 y G2, en los de abajo. Los valores de consenso se muestran sobre
las ramas del arbol e indican la consistencia del nodo; mientras que la longitud de las
ramas carece de significado.
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4.3. Analisis filogenético usando matrices de distancia

Con el objeto de confirmar los resultados previos, se analiz6 la filogenia
del grupo mediante programas adicionales que generan matrices de distancia
para establecer la filogenia del grupo. Estos algoritmos comparan cada par de
secuencias dentro del alineamiento y obtienen un valor de distancia de
acuerdo a la tabla de homologias utilizada. El programa PROTDIST construye
la matriz de distancias entre secuencias peptidicas, de acuerdo a la tabla de
similitudes de aminoacidos de Dayhoff-PAM. Las distancias entre secuencias
de nucledtidos se calcularon con el programa DNADIST, de acuerdo al modelo
de sustitucion de nucleétidos de Kimura. El modelo considera probabilidades
diferentes para la ocurrencia de transiciones y transversiones. Los
cladogramas se obtuvieron a partir de las matrices, por el método de los
cuadrados minimos de Fitch y Margoliash, empleando el programa FITCH. En
ambos casos, el cladograma de consenso se obtuvo por la regla de la mayoria
con el programa CONSENSE.

El cladograma de consenso para la secuencia nucleotidica completa del
RNA S (datos no mostrados) presentd una topologia similar al dendrograma
correspondiente (Figura 4.1A), con una clara separacion entre los virus del
Viejo y Nuevo Mundo. Del mismo modo, los cladogramas de consenso para las
proteinas N, GPC y los polipéptidos G1 y G2 (Figuras 4.3), presentan una
topologia semejante a los cladogramas correspondientes construidos con el
programa PROTPARS (Figura 4.2). La relacion de OLlI y PIC con los
arenavirus del Viejo Mundo se observa en los cladogramas correspondientes a
la proteina GPC y al polipéptido G1 (sin péptido sefal), con un consenso de
76% y 98% (Figuras 4.3). El cladograma de G2, también presenta la misma
distribucién pero con un consenso mas bajo (45%) para el mismo grupo
(Figura 4.3, abajo, derecha). En el cladograma de G1 también se observa la
inclusion de SAB en el grupo citado con un consenso bajo (60%).

Ademas, se aplico el programa NEIGHBOR sobre las matrices de
distancia, que realiza un agrupamiento sucesivo de linajes de acuerdo al
método de Neighbor-Joining para construir cladogramas de consenso. Los
cladogramas de consenso resultantes (datos no mostrados) presentaron la
misma topologia que la obtenida anteriormente con el programa FITCH. En
resumen, la topologia general de los arboles filogenéticos se conserva tanto
en los dendrogramas, como en los cladogramas de consenso, generados por
diferentes programas.
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JUN-can GPC 100 JUN-mc2
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Figura 4.3. Relaciones filogenéticas entre los arenavirus usando matrices de
distancia. Los cladograma de consenso fueron generados con los programas
PROTDIST y CONSENSE. La secuencia de aminoacidos de las proteinas N y GPC
fueron consideradas en los cladogramas de arriba y las secuencias correspondientes
a los polipeptidos G1 y G2, en los de abajo. Los valores de consenso se muestran
sobre las ramas del arbol indican la consistencia del nodo; mientras que la longitud

de las ramas carece de significado.
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4.4. Inclusion de una secuencia conservada y cambio del outgroup

La incorporacion de la secuencia del péptido sefal en el analisis del
polipéptido G1, generd cladogramas semejantes a los anteriores pero con
valores de consenso ligeramente menores. De hecho, el agrupamiento de OLI
y PIC con los arenavirus del Viejo Mundo fue observado en los cladogramas
generados con el PROTPARS y el PROTDIST, con valores de consenso del
79% y 86%, respectivamente (Figura 4.4). La disminucién de los valores de
consenso podria ser explicada por el aumento de la homogeneidad en el
alineamiento de las secuencias del polipéptido G1, debido a la incorporacion
de la secuencia conservada del péptido sefal. En este punto cabe recordar
que el polipéptido G1 posee la secuencia mas variable en la familia de los
arenavirus.

Por otra parte, se reemplazd la secuencia del tospovirus INSV por la
secuencia del phlebovirus RVFV (familia Bunyaviridae) con el objeto de
analizar la influencia del outgroup sobre la topologia general de los
cladogramas. El RNA M de RVFV codifica en forma negativa al gen de la GPC
(Schmaljohn & Patterson, 1990), a diferencia de INSV. Cabe destacar que los
analisis de una misma region, realizados con los programas PROTPARS,
FITCH y NEIGHBOR, generaron cladogramas con un patron de agrupamiento
diferente para los virus PIC y OLI (datos no mostrados). En los cladogramas
generados para una misma region, los virus PIC y OLI fueron agrupados con
los arenavirus del Nuevo Mundo, con los del Viejo Mundo e, inclusive,
formando un grupo independiente. Aparte de estas discrepancias, los valores
de consenso (35-50%) correspondientes al agrupamiento de PIC y OLI con el
resto de los arenavirus, le restaron consistencia estadistica a estos resultados.
Pese a que la sustitucion del outgroup no permitié obtener resultados
consistentes, estos datos fueron considerados en la evaluacion de las
hipotesis sobre las posibles relaciones entre los arenavirus, que se describe
en la discusidn (seccion siguiente).
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Figura 4.4. Efecto de la incorporacién de la secuencia del péptido sefial en la
secuencia de aminoacidos del polipéptido G1. Los cladogramas fueron generados
con los programas PROTPARS y PROTDIST en A y B, respectivamente. Se puede
notar que los valores de consenso para el agrupamiento de los virus OLI y PIC son
menores que en los analisis anteriores (ver figuras 4.2 y 4.3). Los valores de
consenso, sobre las ramas del arbol, indican la consistencia del nodo; mientras que la
longitud de las ramas carece de significado.
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DISCUSION

El estudio filogenético de los arenavirus fue realizado usando diferentes
enfoques y metodologias con el objeto de obtener resultados significativos.
Inicialmente, se aplicd un enfoque clasico, considerando solamente los valores
de similitud globales. A continuacién de este analisis simple y ampliamente
utilizado, el problema se abord6 segun el método cladista. Este ultimo enfatiza
la construccion de grupos monofiléticos, incorporando un grupo de referencia
externo y aplicando técnicas de muestreo al azar. En este sentido, se
emplearon programas que operan directamente sobre los alineamientos y otros
que generan una matriz de distancia previamente a la construccion de los
cladogramas. Ademas, se examinaron diferentes regiones y productos
codificados en el RNA S: la secuencia de nucledtidos completa del RNA S, la
secuencia de aminoacidos de las proteinas N, GPC y de sus productos
proteoliticos, G1 y G2.

Este estudio mostré una separacion evidente entre los arenavirus del
Nuevo y Viejo Mundo, como fue reportado anteriormente en la literatura
(Clegg, 1993). Sin embargo, el dendrograma correspondiente a la secuencia
del RNA S (Figura 4.1A) indicd que OLI y PIC son ligeramente diferentes del
resto de los virus del continente americano. La separacion también se observa
examinando los valores de identidad generados en la comparacion de las
secuencias tomadas de a pares, por ejemplo PIC presenta una similitud
promedio del 56% con los arenavirus del Nuevo Mundo y del 55% con los del
Viejo Mundo (Tabla 4.1). Estos resultados podrian sugerir que estos virus
estarian mas relacionados con el arenavirus ancestral que otros. En este
punto, es necesario mencionar que PIC fue considerado anteriormente, como
un virus ancestral con respecto a los arenavirus del Nuevo Mundo (Bowen et
al., 1996a). No obstante, los motivos de esta consideracion no han sido
fundamentados.

En este estudio se decidid examinar las secuencias completas del RNA S
y sus productos codificados, GPC y N, con el objeto de reducir la posible
aparicion de resultados artificiales, como consecuencia del uso de datos
parciales. El andlisis de la secuencia de aminoacidos de la proteina N produjo
resultados semejantes a los reportados anteriormente por Clegg (1993) y
Bowen (1996a). En cambio, el analisis de la secuencia de aminoacidos de la
proteina GPC y sus productos G1 y G2, generd resultados diferentes.
Considerando GPC y G1, los virus OLI y PIC se relacionan claramente con los
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arenavirus del Viejo Mundo; mientras que el grado de relacion es menos claro,
cuando se examina la region G2.

Para explicar esta discrepancia aparente se podrian plantear, al menos,
cuatro hipétesis (Figura 4.5). En principio, habria que considerar la posibilidad
que OLI y PIC, posean una relacion cercana con el grupo ancestral de los
arenavirus del Nuevo Mundo (Figura 4.5A). El ancestro proveniente del Viejo
Mundo, habria generado los linajes de arenavirus en América, y sus
descendientes mas directos podrian retener caracteristicas que reflejen su
origen.

La segunda hipdtesis es que estos virus posean un ancestro comun
relativamente moderno, con caracteristicas gendmicas correspondientes a los
dos grandes grupos de arenavirus. Las caracteristicas mixtas podrian haberse
originado por un evento de recombinacion en el RNA S, durante una co-
infeccién por arenavirus del Nuevo y Viejo Mundo, en un hospedador salvaje
(Figura 4.5B). Aunque actualmente, no sea posible identificar la regién de
recombinacién, se podria especular que el evento haya tenido lugar en la
region intergénica o incluso dentro del gen GPC (Blinov et al., comunicacion
personal). En el primer caso, el gen GPC tendria su origen en un arenavirus
del Viejo Mundo, mientras que en el segundo caso, solamente la region G1
tendria ese origen.

La tercer posibilidad seria que OLI y PIC posean una semejanza
superficial con los arenavirus del Viejo Mundo. Una situacion de este tipo,
podria originarse por la acumulacion de mutaciones al azar en el gen GPC,
generando una deriva génica entre los arenavirus del Nuevo Mundo (Figura
4.5C). En este punto se debe tener en cuenta que la extensa variabilidad del
gen GPC es un reflejo de la débil presion de seleccidn que opera en esa
region y que favorece los fenomenos evolutivos de este tipo. A continuacion,
habria surgido una semejanza analoga de OLI y PIC con los arenavirus del
Viejo Mundo, como resultado de una convergencia evolutiva.

Otra hipdtesis se podria proponer para explicar la existencia de dos
linajes de arenavirus en el Nuevo Mundo. Es bien conocido que diferentes sub-
familias de la familia Muridae, los hospedadores roedores para los arenavirus,
llegaron al continente americano, millones de afos atras. De este modo, los
ancestros de OLI y PIC y del resto de los arenavirus del Nuevo Mundo, podrian
haber sido introducidos por roedores de diferentes sub-familias, infectados con
virus de cada uno de los linajes (Figura 4.5D).
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Finalmente, se podrian considerar esquemas mas complejos que
involucren simultaneamente, a los elementos de las hipotesis descriptas
anteriormente.

(pagina siguiente)

Figura 4.5. Representacion grafica de las hipotesis sobre las relaciones entre
OLI y PIC con el resto de los arenavirus. La relacion cercana con un arenavirus
ancestral se considera en A y una recombinacion reciente en el RNA S entre virus del
Nuevo y Viejo Mundo se considera en B. En C, se considera una convergencia
evolutiva, mientras que la migracién de dos linajes independientes se considera en D.
Explicaciones detalladas sobre cada hipétesis se presentan en el texto.
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CAPITULO 5

CARACTERIZACION MOLECULAR DE NUEVOS ARENAVIRUS

INTRODUCCION

Los arenavirus que han sido analizados hasta el momento comparten una
secuencia muy conservada, de 19 nucledétidos de longitud, en el extremo 3' de
sus RNA S (Auperin et al., 1982; Bishop, 1990).

En este estudio se identificaron numerosas regiones conservadas en el
alineamiento multiple de la secuencia del RNA S de los arenavirus. La
secuencia consenso de estas regiones fue usada para disefar primers
generalizados, que permitirian amplificar por RT-PCR un conjunto de
fragmentos solapados abarcando el RNA S completo de todos los arenavirus.
Ademas, se calculd el patrdn de restriccion de los fragmentos amplificados y
se detectaron polimorfismos de longitud (RFLP) sobre los mismos.

El analisis por RT-PCR/RFLP fue utilizado para tipificar los fragmentos
amplificados a partir del cDNA de arenavirus del Viejo Mundo (LCM) y del
Nuevo Mundo (Junin y Tacaribe). Por otro lado, el ensayo permitid la
identificacion de un arenavirus nuevo, aislado en una muestra de un roedor
capturado en el sur de la provincia de Santa Fe. La secuencia de nucledtidos
de uno de los fragmentos amplificados fue usada en un analisis filogenético
para determinar la relacion entre el arenavirus nuevo y el resto de los
miembros de la familia.

Las principales caracteristicas del RT-PCR/RFLP son la rapidez del
procedimiento, la simplicidad y un costo relativamente bajo. Estas
caracteristicas resultarian sumamente apropiadas en estudios basicos,
epidemioldgicos y durante las etapas iniciales de la caracterizacion molecular
de arenavirus, en las cuales, se analizan numerosas muestras de campo.
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RESULTADOS
5.1. Diseiio de primers generalizados para arenavirus

La secuencia nucleotidica del RNA S de los arenavirus LCM-ar, LCM-we,
MOP, LAS+o, LAS-ni, PIC, TAC, JUN-mc2, JUN-xj, OLI y SAB, se utilizé6 para
construir un alineamiento multiple. El analisis del alineamiento permitié la
deteccion de 17 regiones conservadas, adicionales a la descripta
anteriormente (Figura 5.1)

Las secuencias consenso, correspondientes a estas regiones, fueron
utilizadas para disefiar primers generalizados para la familia de los arenavirus.
La utilizacion de los mismos en una reaccién de amplificacion por RT-PCR
permitiria obtener 8 fragmentos de cDNA solapados cubriendo el RNA S
completo de todos los arenavirus (Figura 5.1).

Estos primers fueron disefados con, al menos, 5 bases estrictamente
conservadas en su extremo 3'. En el resto de las 15-17 bases, se usaron
criterios adicionales. En principio el primer no deberia diferir en mas de un
20% con respecto a ninguna de las secuencia utilizadas. Ademas, se
permitieron degeneraciones de bases para favorecer el apareamiento de los
primers con el RNA S de todos los arenavirus. En general, se prefirieron
primers que presentaban diferencias menores con las secuencias alineadas
mas que el consenso estricto en esa region.

La secuencia de los primers esta indicada en la Tabla 1 de la seccion
correspondiente en el capitulo sobre materiales y métodos. Los primers
generalizados se nombraron con el prefijo ARS, indicando su presencia comun
en el RNA S de los arenavirus, seguido por un numero que identifica la region
conservada (del 1 al 19). También se indicoé en su denominacion la polaridad
de su secuencia: V por viral y VC por viral complementaria.

De los 8 productos de amplificacion, se requieren solo 7 para cubrir la
secuencia nucleotidica completa del RNA S. Seis de ellos presentan tamarios
de 410 a 640 pb, permitiendo la determinacion directa de su secuencia sin
pasar por una etapa previa de subclonado (Figura 5.1). Debido al bajo grado
de conservacién en la region $' del gen GPC, el fragmento amplificado tendria
una longitud minima aproximada de 1170 pb.
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Figura 5.1. Disefio de primers generalizados para arenavirus. El RNA S de los
arenavirus se representa por un rectangulo en la parte superior del esquema y los
numeros indican las posiciones relativas en el alineamiento multiple generado por el
PILEUP. Las areas negras corresponden a secuencias no-codificantes. Las lineas
cortas sobre el RNA S indican la ubicacion de las regiones conservadas. Los primers
generalizados estan indicados por flechas debajo del RNA S; su denominacién se
compone de un numero y una letra indicando su polaridad (V por viral y C por viral-
complementario). La longitud de lor primers no esta representada en escala y sus
extremos 3' corresponden a las puntas de flechas. Los rectanguios menores con
areas grises en sus extremos, representan un conjunto de fragmentos de
amplificacién esperados en una reaccion por RT-PCR, usando las combinaciones
apropiadas de primers. El tamarno aproximado de los fragmentos de amplificacion se

indica sobre los mismos; aunque el tamafio exacto depende de cada virus en
particular.
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5.2. Caracterizacion de los fragmentos amplificados

Para caracterizar los 7 fragmentos de amplificacibn predichos, se
calcularon los mapas de restriccion para las enzimas Ava |, Dde |, Dra |, Hae Il
y Hinf |. Los patrones de restriccion elegidos fueron los que permitieron
diferenciar a todos los arenavirus analizados. En esta eleccion, también se
tuvo en cuenta que los productos de la digestion posean una diferencia de
tamano suficiente, para ser apreciados por electroforesis en geles de agarosa.

De la comparacion de todos los mapas de restriccion generados se
eligieron dos de ellos que presentaban las caracteristicas deseadas: la
digestion con Hae lll del fragmento amplificado con los primers ARS1-ARS2C
(1170 pb aprox.) y la digestion del fragmento amplificado con los primers
ARS1-ARS16V (600 pb aprox.) con la enzima Hinf 1.

Posteriormente, se descartd el patron de restriccibn con Hae Il del
fragmento ARS1-ARS2C, considerando que su tamafo podria resultar en una
amplificacion poco eficiente y que su ubicacion dentro del gen GPC,
caracterizado por su variabilidad, podria impedir la deteccién de un arenavirus
nuevo. El patron con Hinf | del fragmento ARS1-ARS16V fue ensayado
experimentalmente, ya que no posee ninguna de las desventajas citadas:
posee un tamafio menor y esta ubicado dentro del gen N, que no presenta una
variabilidad muy importante en esa region (Figura 5.2).

5.3. Identificacion de arenavirus por RT-PCR-RFLP

En particular el par de primers ARS1/ARS16V fue utilizado en una
reaccion de RT-PCR, sobre muestras de RNA de los arenavirus JUN, TAC y
LCM y los productos de amplificacion fueron analizados por electroforesis en
geles de agarosa. Los fragmentos amplificados, de 600 pb aproximadamente,
fueron purificados a partir del gel y digeridos con Hinf 1. El patron de restriccion
obtenido coincidié con el calculado para estos virus.

También se usaron los pares de primers generalizados ARS16C/ARS8V,
ARS8C/ARS6BV, ARS6C/ARS3V y ARS3C/ARS1 para amplificar por RT-PCR el
RNA S completo de los arenavirus JUN-mc2, TAC y LCM.
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Figura 5.2. Ildentificacion de arenavirus por RT-PCR/RFLP. En esta figura se
representa graficamente el patron de restriccion usando la enzima Hinf | sobre los
fragmentos amplificados con los primers ARS1/ARS16V. En la parte superior se
indica el nombre de cada virus y la longitud del fragmento de amplificacion
correspondiente. Las rectangulos representan los fragmentos de restriccion como se
resolverian por electroforesis en gel de agarosa. Los tamafos esperados se indican
dentro de los rectangulos. El nombre de los virus fue abreviado como se describioé en
capitulos anteriores.

* El RFLP para los virus JUN-mc2, TAC, LCM-we y PAM fue obtenido
experimentalmente y analizado por electroforesis en geles de agarosa. El RFLP de
PAM resulté diferente del resto y permitié la identificacién de este nuevo aislamiento.
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5.4. Caracterizacion de un nuevo aislamiento

En el marco del programa de captura de roedores llevado a cabo por el
Instituto Nacional sobre Virosis Hemorragicas Humanas (Pergamino,
Argentina), un arenavirus fue detectado por métodos inmunolégicos en una
muestra de tejidos de un roedor Bolomys sp . Este virus fue aislado en cultivo
de células y caracterizado inmunolégicamente. En los IFAs, el virus aislado
mostrd una fuerte reaccidn cruzada con antisueros contra el virus Oliveros y
una reaccion mas débil con los antisueros contra Junin y LCM (Calderén et al.,
1996).

A partir de las muestras de tejidos y de las ceélulas infectadas en cultivo,
se realizd una extraccion de RNA total, el cual fue remitido posteriormente al
laboratorio del IBBM, para ser analizado por RT-PCR/RFLP.

La amplificacion de las diferentes muestras de RNA, por RT-PCR con los
primers ARS1/ARS16V, produjo un fragmento del tamafo esperado para el
resto de los arenavirus. Sin embargo, el patrén de restriccién con Hinf | resultd
diferente a los patrones calculados para los arenavirus cuya secuencia del
RNA S habia sido reportada (Figura 5.2). Este resultado era sugestivo de la
presencia de un nuevo aislamiento, el cual fue nombrado Pampa, de manera
provisoria.

Con el objeto de ampliar la informacion este fragmento fue clonado en un
plasmido y secuenciado. La secuencia nucleotidica fue comparada con la
secuencia de la region homologa del resto de los arenavirus. El virus Pampa
mostrd la homologia mas cercana con el virus Oliveros, coincidentemente con
los datos inmunoldgicos. Estos virus presentan un valor de identidad de la
secuencia nucleotidica de un 84%; y un valor de identidad y similitud de la
secuencia de aminoacidos de un 94% y 96%, respectivamente (Tabla 5.1).
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PAM OLI TAC MAC JUN JUN PIC LCM LCM LAS LAS MOP

Xj mc2 ar we jo ni
PAM \85 61 58 60 60 60 57 55 55 56 54
OL! 94 .59 62 59 59 63 56 56 55 55 54

TAC 57 59 o 72 72 70 57 55 57 57 57 656
MAC 59 59 7N3 74 55 54 54 564 53 54
JUN-j |57 59 82 84 ~_ 57 55 66 66 53 &3

95
JUN-mc2|54 56 78 81 95 \56 56 56 55 53 653 |nt
PIC 56 60 57 56 60 58 .54 54 55 55 54

LCM-ar (63 53 562 561 53 60 50 84 63 63 66
LCM-we [62 563 562 560 52 49 650 93 64 64 65
LAS-jo (62 63 49 51 49 46 47 66 66 74 7M1
LAS-ni |51 51 49 49 51 48 48 67 66 89 70
MOP 48 48 48 47 50 48 51 66 66 81 80

aa

Tabla 5.1. Comparacion de la secuencia del fragmento definido por los primers
ARS1/ARS16V. En el triangulo derecho se indican los valores de identidad de la
secuencia nucleotidica (nt) y en el triangulo izquierdo se indican los valores
correspondientes a la secuencia aminoacidica (aa). Los valores de l|a tabla fueron
obtenidos en las comparaciones de las secuencias tomadas de a pares con el
programa GAP. En negrita, se resaltan los valores de la comparacion entre el virus
PAM y OLI (su pariente mas cercano) y entre las cepas del mismo virus.

5.5. Analisis filogenético

El analisis filogenético se realizé a partir de los dendrogramas generados
en el alineamiento multiple de la secuencia nucleotidica del fragmento
comprendido entre los primers ARS1/ARS16V del virus Pampa y del resto de
los arenavirus.

En los dendrogramas se observé que los arenavirus del nuevo mundo
(PAM, JUN-mc2, JUN-xj, TAC, OLI, PIC, MAC) se agrupan
independientemente de aquellos del viejo mundo (LCM-we, LCM-ar, LAS-ni,
LAS-jo, MOP). También se observd que Pam y Oli se agrupan
consistentemente. Este agrupamiento esta de acuerdo con los valores de
similitud obtenidos en la comparacidon de este par de secuencias.

Posteriormente, se realizd6 un analisis filogenético desde el enfoque
cladista, a partir del alineamiento de la secuencia de aminoacidos predicha
para este fragmento. El arbol filogenético (cladograma) resultante presento la
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misma topologia y patron de agrupamiento que los dendrogramas (datos no
mostrados).

l: JUN-mc2
_ JUN-xj
MAC
TAC

— o

PAM
PIC

LCM-ar

—1 LCM-we
S S—
LAS-jo

MOP

Figura 5.3. Relacion del virus Pampa con el resto de la familia Arenaviridae. Las
secuencias de la region flanqueada por el par de primers ARS1/ARS16V fueron
alineadas y se construyé el dendrograma correspondiente con el programa PILEUP.
Las distancias en el eje horizontal son proporcionales a las diferencias entre las
secuencias. El nombre de los virus fue abreviado como se describié en el texto.
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DISCUSION

Los arenavirus comparten propiedades morfolégicas y moleculares.
Dentro de estas ultimas se incluye una secuencia comun a los arenavirus,
presente en ambos extremos del RNA S viral. Como resultado del analisis de
los alineamientos de la secuencia nucleotidica del RNA S se encontraron otras
regiones genodmicas conservadas. A partir de las mismas se disefiaron primers
generalizados para la amplificacion por RT-PCR, el clonado y la secuenciacion
del RNA S completo de todos los arenavirus. Ademas, el ensayo de RT-
PCR/RFLP fue disefiado para caracterizar rapidamente el cDNA de los
arenavirus, con el fin de extenderlo a estudios epidemiologicos.

Posteriormente, un arenavirus relacionado inmunolégicamente con el
virus OLI, fue aislado a partir de muestras de tejidos de un roedor de la
especie (Bolomys sp.). Este aislamiento fue caracterizado usando el ensayo de
RT-PCR/RFLP. El fragmento de cDNA amplificado por los primers
ARS1/ARS16V mostro un patron de restriccion para la enzima Hinf |, diferente
al resto de los arenavirus caracterizados hasta el momento. El virus nuevo fue
nombrado como Pampa por la region fitogeografica donde fue capturado el
roedor. Recientemente, otros integrantes de mi grupo de investigacion han
caracterizado un nuevo aislamiento utilizando la misma estrategia.

Las relaciones entre los virus y los roedores hospedadores, han sido
estudiadas para varios hantavirus (género de la familia Bunyaviridae). En la
bibliografia se ha reportado que cada especie de virus infecta una unica
especie de roedores y que la filogenia de los virus parece reflejar la filogenia
de sus hospedadores (Mills et al.,1996). Este resultado es coincidente con la
hipotesis de coevolucion de los hantavirus y sus hospedadores, asociada con
una baja tasa de transmision de los virus entre las especies.

El analisis de las secuencias indico que los virus PAM y OLI estan
relacionados en forma cercana, lo cual es esperable ya que ambos fueron
aislados del mismo género de roedores. Pese a la alta similitud, la posibilidad
que PAM y OLI sean virus de diferente especie no puede ser descartada.
Bowen ef al. (1996b), encontraron algunas evidencias que sostienen la
hipotesis de co-evolucion de los arenavirus y sus hospedadores roedores.
Ellos agruparon a los arenavirus del nuevo mundo en tres linajes diferentes (A,
B y C) usando la secuencia de la region C-terminal del gen N. En particular,
Pichindé, Parana y Flexal (miembros del linagje A) tienen hospedadores del
género Oryzomys, mientras que Junin y Macupo (miembros del linaje B) tienen
hospedadores del género Calomys. De todos modos, se conoce que el mismo
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arenavirus puede infectar varias especies de roedores; por ejemplo, el virus
Junin puede infectar Calomys musculinus, Calomys laucha, Akodon azarae,
Bolomys obscurus y Mus musculus. Ademas, la misma especie de roedor
puede estar infectada por dos arenavirus diferentes; por ejemplo, Machupo y
Latino pueden infectar Calomys callosus. Estos hechos serian consistentes
con la hipétesis de co-evolucion para los arenavirus y sus hospedadores,
considerando que podria ocurrir una tasa alta de transmision interespecifica.

Con el objeto de establecer reglas generales para definir especies
virales, Ward (1993) propuso que las especies del mismo género deben
poseer el mismo conjunto de genes y deberian mostrar una identidad de
secuencia moderada entre la mayoria de sus genes (35-85%). Ademas,
propuso para las cepas virales, que la identidad de secuencia para todas las
regiones codificantes deberia ser relativamente alta (85-90%). Por otra parte,
la clasificacion de la familia de los picornavirus (Rueckert, 1990) se muestra
que los serotipos reportados (cepas) exiben mas de un 85% de identidad en la
secuencia nucleotidica de la region P1. De acuerdo al mismo autor, las
especies y géneros virales exiben un 65-85% y 45-65% de identidad en la
secuencia de nucleotidos respectivamente.

Si se analiza la taxonomia actual de los Arenaviridae usando las mismas
reglas propuestas por Ward y Rueckert, la identidad en la secuencia
nucleotidica entre los virus Pampa y Oliveros (84,6%) estaria cerca del valor
de corte propuesto (85%) entre especies y cepas. Una definicion mas clara de
la relacion taxondmica entre Pampa y Oliveros debera aguardar a la obtencion
de datos mas amplios de la secuencia nucleotidica.

Iguaimente, si se utiliza el valor de corte propuesto entre especies y
cepas en los Arenaviridae, la relacion entre las cepas Nigeria y Josiah del virus
Lassa deberia ser reevaluada. La identidad en la secuencia nucleotidica entre
estas dos cepas (73,9%) es similar al valor obtenido entre especies virales
relacionadas pero bien definidas, por ejemplo, los virus Machupo y Junin MC2
exiben un valor de identidad del 73,9% si se considera la misma region.
También, se puede realizar el mismo tipo de analisis en las comparaciones de
la secuencia nucleotidica del RNA S completo. El valor de identidad de
secuencia entre las cepas Nigeria y Josiah del virus Lassa (78%) es inferior a
los valores de identidad entra las cepas del virus Junin (98-99%) y entre las
cepas WE y Armstrong del virus LCM (94%). No obstante, la similitud en la
secuencia de aminoacidos de las proteinas N y GPC (94 y 96%
respectivamente) entre las cepas del virus Lassa, definen su estrecha relacion
inmunologica.
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Finalmente, la utilizacion de los primers generalizados en los ensayos de
RT-PCR podria facilitar la deteccidon de arenavirus conocidos o aun no
descriptos en muestras clinicas o de campo; y el ensayo de RFLP permitiria
una caracterizacion preliminar rapida y econdmica de los mismos, en
laboratorios de mediana complejidad.
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CAPITULO 6

ESTUDIO SOBRE LA REGULACION DE LA TRANSCRIPCION

INTRODUCCION

La antiterminacion de la transcripcion es un proceso que regula la
actividad génica y ha sido estudiada en varios sistemas procariotas y
eucariotas (Lazinski et al., 1989; Roberts, 1993; Greenblatt et al., 1993;
Chattopadhyay et al., 1995). Recientemente, han surgido evidencias sobre los
mecanismos comunes que controlan la elongacidon de los transcriptos
sintetizados por las RNA polimerasas procariotas y eucariotas (Krumm et al.,
1993). Estos resultados son compatibles con la similitud en la secuencia de
aminoacidos y la funcién de las subunidades mayores de ambas enzimas.
Ademas, se ha determinado que la interaccion de la RNA polimerasa con otros
componentes del complejo de transcripcién evitan su detencion en pausas y la
terminacion prematura de la transcripcidon en varios sistemas eucariotes
(Cullen, 1994; O'Brien et al., 1994; Krumm ef al., 1995).

En presencia de inhibidores de la sintesis de proteinas, la transcripcion
del RNA S de los arenavirus se interrumpe en la region intergénica y genera
unicamente, el mMRNA para la proteina N (Rivera-Pomar, 1991; Rivera-Pomar
et al, 1992; Franze-Fernandez et al., 1987). Este fenémeno sugiere la
existencia de un mecanismo molecular de antiterminacidn que permita la
sintesis de la copia antigenémica full-length del RNA S. A priori, esta funcion
podria ser llevada a cabo por la proteina N, por algun otro producto génico
viral o por un polipéptido celular con una alta tasa de recambio.

Los resultados de este trabajo mostraron que el cambio de modalidad
desde la transcripcion hacia la replicacion en el virus Junin, esta sujeta a una
terminacién dependiente de la estructura secundaria de la region intergénica y
a un control de antiterminacion, llevado a cabo por la proteina N.
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RESULTADOS
6.1. Diseno del sistema experimental

Con el objeto de expresar el gen N en células eucariotas, se construy un
plasmido recombinante, incluyendo el marco de lectura abierto del gen N y las
regiones no codificantes que flanquean al gen en 5 y 3'. En el plasmido
recombinante (pKG4/N) la transcripcion del gen N se halla bajo el control del
promotor del antigeno T del virus SV40 (Rivera Pomar ef al., 1991).

La transfeccion de células BHK21 con el plasmido pKG4/N, permitid la
seleccion de clones (BHK/N-JUN), por su resistencia al antibiotico G418,
analogo de la neomicina. La proteina N del virus Junin fué detectada en el
citoplasma celular por inmunofluorescencia y su tamaro fué determinado por
Western blot, usando anticuerpos monoclonales especificos (Sanchez et al.,
1989). De este modo, se confirmd que las caracteristicas de la proteina N
sintetizada constitutivamente en las células BHK/N-JUN, era semejante al
observado en células BHK21 infectadas (Rivera Pomar et al, 1992). Sin
embargo, al tiempo que la proteina N alcanzaba una alta concentracion

intracelular, se observaba un efecto citopatico pronunciado que conducia a la
muerte celular en las etapas tempranas de la seleccion clonal. En

consecuencia, los clones seleccionados (BHK/N-JUN) expresaban
constitutivamente el gen N, con un nivel menor que en los pasajes iniciales.

Con el proposito de estudiar el fenomeno de antiterminacion, se examiné
la replicaciéon del virus Junin en células infectadas (BHK21 y BHK/N-JUN), en
presencia y ausencia de sintesis de proteinas. El antibiotico puromicina se
agrego al medio de cultivo para inhibir la sintesis de proteinas en las células,
previamente a ser infectadas. Posteriormente, se usd una reaccion de RT-PCR
para detectar la sintesis de los transcriptos antigendmicos en las células
infectadas.

El disefio experimental se muestra en la Figura 6.1. La deteccidon de los
transcriptos antigenomicos se realiz0 mediante una sintesis de cDNA,
especifica de cadena. La discriminacion entre el mMRNA para la proteina N y la
copia antigendmica completa del RNA S (RNA S vc full-length) se logrd
mediante una amplificacion con primers especificos. De acuerdo a este
sistema, el fragmento amplificado de 186 pb resulta indicativo de secuencias
conteniendo el gen N, que podrian representar el mMRNA de N y/o el RNA S
viral complementario. En tanto que, el fragmento amplificado de 310 pb indica
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la presencia del RNA S antigendmico o viral complementario, conteniendo
secuencias complementarias al gen GPC.

N mRNA

5 -U

vc S RNA
5 -_-UU 3
/_\ // \
/ \
/ \\ // \
/ \ d A

\ /7 \

186 pb 310 pb

Figura 6.1. Diseflio experimental utilizado para la deteccion de los transcriptos
antigendmicos del virus Junin. Las formas antigenémicas (mRNA de la proteina N y
RNA S vc full-length) se muestran en la parte superior de la figura. Los primers
usados para la deteccion por RT-PCR se indican abajo como flechas vacias o
rellenas. Solamente los primers de sentido viral, N1 y G1, fueron usados en la
sintesis de cDNA. A continuacion, se utilizé el par de pimers N1 y N2 para detectar
el mMRNA de N y el RNA S vc; mientras que los primers G1 y G2 fueron usados para
detectar el RNA S vc full-length. El tamafno en pares de bases (pb), de los productos
de amplificacion predichos se indican debajo.
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6.2. Deteccidn de la antiterminacion in vivo

Los experimentos mostrados en la Figura 6.2 corresponden a muestras
obtenidas a 24 horas pos-infeccion. El fragmento de 186 pb fue detectado en
células infectadas (calles 3, 4, 5 y 6) y en células BHK/N-JUN no infectadas
(calle 2). La deteccidon en estas ultimas se debe a la expresion enddgena del
gen N. El control negativo para esta deteccion, corresponde a células BHK21
no infectadas (calle 1).

Por otra parte, el fragmento de 310 pb fue detectado en células
infectadas sin tratar con puromicina (calles 9 y 10) y en las células BHK/N-JUN
infectadas y tratadas con puromicina (calle 12). El control negativo para esta
deteccion corresponde a células BHK21 y BHK/N-JUN no infectadas (calles 7 y
8).

El resultado clave de este ensayo se obtiene al comparar los resultados
en las calles 11 y 12. Mientras que la puromicina inhibe la sintesis del RNA S
vc en celulas BHK21 infectadas (calle 11), esta especie molecular fué
detectada en células BHK/N-JUN inhibidas e infectadas (calle 12).

Los resultados descriptos anteriormente fueron confirmados en diferentes
repiticiones del ensayo completo y ademas, se llevé a cabo un control
adicional para este ensayo. Experimentalmente, se repitidé el procedimiento de
sintesis de cDNA, en ausencia de primers, sobre muestras de RNA extraidas
de células BHK21 y BHK/N-JUN infectadas. El resultado negativo de la
deteccion por PCR permitié descartar la posibilidad que otras moléculas,
aparte de los oligonucleétidos G1 y N1, pudieran iniciar la sintesis de cDNA y
generar artefactos.
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Figura 6.2. Deteccioén de antiterminacién de transcripcion en el RNA S del virus
Junin. A varios tiempos pos-infeccion, se aisld RNA celular total y se realizaron las
amplificaciones por RT-PCR como se describi6 en materiales y meétodos. Los
productos de amplificacién fueron analizados por PAGE y detectados por tincion con
plata. En el gel se muestra el analisis de las muestras correspondientes a 24 horas
pos-infeccién. Las calles "B" corresponden a células BHK21, mientras que las calles
"N" corresponden al clon BHK-NJUN, que expresa establemente el gen N. La
infeccion viral de las células "B" y "N" se indican por un rectangulo abierto sobre las
calles correspondientes (3, 4, 5,6 y 9, 10, 11, 12). En forma similar, la inhibicién de la
sintesis de proteinas se indica por un rectangulo lleno (calles 5, 6, y 11, 12). Las
células "B" y "N" sin infectar fueron usados como controles (calles 1, 2, 7 y 8). La
calle "M" corresponde al marcador de peso molecular.
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6.3. Ensayo de antiterminacidn en otros sistemas virales

El ensayo completo se repitid infectando células BHK y BHK/N-JUN, en
presencia y ausencia de sintesis de proteinas, con la cepa XJ#44 del virus
Junin. El resultado positivo de este ensayo permite afirmar que la proteina N
de la cepa MC2 soporta la sintesis del RNA S vc de la cepa heterdloga, en
presencia de puromicina. Este resultado es compatible con el valor de similitud
(99%) en la secuencia de la proteina N de ambas cepas.

Por ofra parte, se realizaron dos ensayos para analizar el proceso de
antiterminacion en el RNA S del virus LCM. En un ensayo se obtuvieron clones
que expresaban constitutivamente el gen N del virus LCM (BHK/N-LCM),
generados por transfeccion de células BHK21 con el plasmido pKG4/NLCM. A
continuacion, se infectaron células BHK/N-LCM con el virus LCM, en presencia
y ausencia de sintesis de proteinas. Este ensayo se diseid para determinar si
los datos obtenidos para el virus Junin, eran compatibles para otro miembro de
la familia de los arenavirus.

En otro ensayo, se infectaron células BHK/N-JUN con el virus LCM, en
presencia y ausencia de sintesis de proteinas. El objetivo de este analisis
permitiria determinar si la proteina N del virus Junin podia funcionar como
antiterminador en el sistema de transcripcién/replicacion del virus LCM.

De acuerdo a los resultados de ambos ensayos, el modelo experimental
fué descartado para el sistema del virus LCM. En principio, se logro una
deteccidn positiva del RNA S vc full-length, en presencia y ausencia de
sintesis de proteinas, en todos los tipos celulares. Los datos fueron
interpretados considerando que la sintesis de proteinas, inhibida en un 95%,
permitia la acumulacién de la proteina N y la sintesis del RNA S vc full-length a
las 24 horas pos-infeccidén. En ensayos posteriores, se detectd el RNA S vc del
virus LCM en muestras obtenidas a tiempos pos-infeccion progresivamente
menores. Incluso, esta especie de RNA fué detectada en los indculos
utilizados, correspondientes a sobrenadantes de ceélulas infectadas. La
interpretacion mas probable de estos resultados, es que los viriones de LCM
contienen una cantidad suficiente del RNA S viral complementario para ser
detectada por RT-PCR. Por este motivo, seria necesario disefar un sistema de
deteccidén cuantitativo que permita apreciar la cantidad del RNA S vc del virus
LCM sintetizada en presencia y ausencia de sintesis de proteinas.
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Con repecto al virus Junin, la forma complementaria del RNA S también
formaria parte de los viriones; sin embargo, su concentracion estaria por
debajo del nivel minimo requerido para su deteccion en las condiciones
experimentales utilizadas.
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DISCUSION

En estudios previos, se analizaron los extremos 3' de los mRNA para la
proteina N del virus Junin MC2, mediante ensayos de proteccion a RNAsa
(Rivera Pomar, 1991). Brevemente, se obtuvieron hibridos en solucion a partir
de RNA total de células infectadas y una sonda de RNA de polaridad
genomica, abarcando la region intergénica del RNA S. El tratamiento de los
hibridos con una mezcla de RNAsa T1 y RNAsa A, rindi6 dos productos
protegidos: uno de mayor tamano, resultante de la hibridacién de la sonda con
el RNA S vc, y otro menor, resultante de la hibridacion de la sonda con del
mRNA de N. El tamario del producto menor, indico que la transcripcion termina
prematuramente en la region intergénica y genera el mRNA de N con una
copia del primer hairpin-loop en su extremo 3'. De acuerdo a estos resultados,
se postuld que la estructura de los hairpins podria representar una sefal de
terminacioén de la transcripcion. Ademas, estos resultados son compatibles con
reportes previos relacionados con los mRNAs del arenavirus Tacaribe
(lapalucci et al., 1991).

Es interesante notar que la terminacién prematura, también fué detectada
en un sistema heterdlogo de transcripcion in vitro (run-off transcription assay).
El ensayo fué realizado sobre un molde plasmidico conteniendo la secuencia
del gen N completo y la regidon intergénica, bajo el control del promotor del
fago T7. En estas condiciones se sintetizaron moléculas de RNA con una
terminacion cercana al primer hairpin-loop (Rivera Pomar, 1991).

De acuerdo a los resultados descriptos, se desprende la existencia de un
mecanismo molecular que impide la terminacion de la transcripcion en la
region intergénica y permite la generacion de las copias antigendmicas
completas del RNA S. El sistema de antiterminacidon cambiaria la modalidad
desde la transcripcidon hacia la replicacion, durante el transcurso de la
infeccion viral.

La hipotesis de trabajo se formulé en base a los resultados obtenidos
sobre el virus Junin y a los reportes bibliograficos sobre los sistemas de
antiterminacion de la transcripcion en los fagos (Greenblatt et al., 1993). En
estos ultimos, la antiterminacidn resulta de la interaccion de proteinas del fago
con el mMRNA naciente. Por este motivo, se considerd la posibilidad de que la
proteina N del virus Junin pudiera cumplir, de algun modo, con la funcién de
antiterminacion.
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Para estudiar el proceso de antiterminacion in vivo, se examino la
transcripcion del RNA S, en ausencia de sintesis de proteinas y en presencia
de proteina N enddgena. La deteccion de las formas antigendmicas se realiz6
por medio de una reaccion de amplificacion por RT-PCR, especifica de
cadenas (Figura 6.1). Esta se basa en sintetizar el cDNA utilizando primers de
polaridad viral que permiten detectar las formas complementarias (MRNA de N
y RNA S vc). La discriminacion de las formas antigendmicas se obtiene en la
reaccion de amplificacion por PCR, usando los primers de polaridad viral junto
con otros especificos para cada producto y de polaridad complementaria. Esta
metodologia ha sido utilizado en otros sistemas virales para examinar el curso
de la replicacion (Takeda ef al., 1992, Lanford et al., 1994; Tam et al., 1996).

Como se muestra en la Figura 6.2, el mMRNA de N y la forma vc del RNA S
fueron sintetizados en células BHK21 infectadas; pero solamente el mMRNA de
N fué detectado en estas células, cuando fueron pre-incubadas con
puromicina. Estos datos indicarian que la sefal de terminacién de la
transcripcion no puede ser sobrepasada en ausencia de sintesis de proteinas.
Sin embargo, cuando las células que contenian la proteina N endogena
(BHK/N-JUN) fueron infectadas en las mismas condiciones experimentales, se
sintetizo la forma full-length del RNA S vc, ademas del mRNA de N.

La informacion obtenida en estos ensayos indicaria que la proteina N
funciona como antiterminador en el sistema de replicacion del virus Junin. El
esquema presentado en la Figura 6.3 presenta un modelo compatible con
estos resultados.

La actividad de antiterminacidn de la proteina N podria ser interpretada
de acuerdo a tres hipétesis. En principio, habria que considerar la posibilidad
que la proteina N posee una alta afinidad por la estructura de los hairpins. A su
vez, esta interaccion anularia la sefnal de terminacion de la transcripcion en la
region intergénica. Por ningun motivo, esto se contrapone con la funcion
estructural de la proteina N, que se asocia a toda la extension RNA S durante
el proceso de ensamblaje de la nucleocapside.

Otra hipotesis es que la proteina N se une al transcripto naciente cuando
alcanza una alta concentracion intracelular, luego de la traduccidon de su
mRNA. De este modo, cambiaria el destino del transcripto hacia la formacion
de una copia full-length del RNA S viral.

También es posible que la proteina N se asocie con el complejo de
transcripcion/replicacion y torne a la RNA polimerasa viral insensible a la sefal
de terminacion de la transcripcidn.
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En este punto, es necesario mencionar una hipoétesis alternativa (Franze-
Fernandez et al,, 1993) basada en el procesamiento pos-transcripcional del
RNA S vc y la generacion del mMRNA de N. La ribonucleasa hipotética podria
degradar progresivamente al RNA S vc, hasta alcanzar la estructura
secundaria de la region intergénica (actividad exonucleasa); o por un corte
interno sobre la misma region (actividad endonucleasa). De acuerdo a este
modelo, la proteina N impediria la actividad enzimatica de la RNAsa y
mantendria la concentracion del RNA S vc en un estado estacionario.

El modelo alternativo resulta mucho mas complejo que el mecanismo
molecular de antiterminacion, propuesto en este trabajo, y requiere de una
nucleasa celular o una nueva funcidén para una de las cuatro proteinas virales.
Por otra parte, las predicciones del modelo alternativo pueden ser analizadas
experimentalmente. En este sentido, un ensayo de Northern blot permitiria la
deteccion de productos parcialmente digeridos generados por la actividad de
una exorribonucleasa a tiempos cortos. De modo similar, este ensayo
permitiria detectar los productos resultantes del corte generados por la
participacion de una endorribonucleasa. En ningun caso se han observado
estos productos y en consecuencia, la evidencia experimental le resta validez
al modelo alternativo (Franze Fernandez et al., 1993; lapalucci et al., 1991;
Rivera Pomar, 1991).

El mecanismo de antiterminacion, propuesto en este trabajo, es similar al
modo de accidn en los sistemas dependientes de DNA. En el caso del virus
Junin, se trata de un sistema de sintesis de RNA dependiente de RNA y
permitiria el cambio de modalidad desde la transcripcion viral primaria a la
replicacion.

La relacion entre la proteina N y el cambio de modalidad desde la
transcripcion hacia la replicaciéon, también se ha demostrado en otros sistemas
virales. Sin embargo, durante la replicacion de los rhabdovirus y paramixovirus
hay un requerimiento de la sintesis de proteinas, y mas especificamente de la
proteina N. Por otra parte, sus RNAs gendmicos no tienen estructuras
secundarias conspicuas en las regiones intergénicas (Patton et al, 1984;
Pattnaik et al., 1992; Horikami et al., 1992).

Los experimentos realizados in vitro sobre el virus Tacaribe, sugieren que
la proteina Z es requerida para la replicacion viral y, en menor grado, para la
sintesis de los MRNAs (Garcin ef al., 1993). Los resultados de este estudio no
descartan el posible rol de la proteina Z en la replicacion del virus Junin. De
hecho, la cantidad de esta proteina, incorporada por los viriones en la célula
hospedadora, podria ser suficiente para cumplir con su funcion. En contraste,
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las moléculas de la proteina N aportada por el virién, serian insuficientementes
para actuar como antiterminador de transcripcion. En consecuencia, la
proteina N sintetizada de novo en la célula infectada, llevaria a cabo esta
funcién y determinaria el inicio de la replicacion.
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Figura 6.3. Modelo propuesto para el mecanismo de antiterminacién en el virus
Junin. A bajos niveles intracelulares de la proteina N, el extremo 3' de los RNA
transcriptos se pliegan en un hairpin, obligando a la RNA polimerasa a tomar una
pausa y terminar la transcripcion. La proteina N sintetizada de novo, se podria unir a
la estructura de los hairpins, al RNA naciente o al complejo de transcripcion, anulando
la senal de terminacion o tornando la RNA polimerasa, insensible a esa seial.
Ademas, la proteina N se une al RNA S full-length para formar la nucleocapside,
bajando la cantidad de N libre actuando como antiterminador y permitiendo una
sintesis adicional del mMRNA de N. Ambas funciones de N (control transcripcional y
estructural) son probablemente la base para la sintesis simultanea del mMRNA de N y
del RNA S full-length.
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Por otra parte, se han reportado numerosos antecedentes relacionados a
la interaccion proteina-RNA. Los datos publicados indican que las proteinas
que se unen a determinadas estructuras secundarias en el RNA (Greenblatt et
al., 1993; Mataj, 1993) poseen motivos ricos en arginina (ARM, arginine rich
motif). Una de ellas, la proteina N del fago A reconoce un hairpin en los mMRNA
tempranos del fago y cumple la funcién de antiterminacion. La proteina N de
los fagos lambdoides, 21 y P22, tendria un modo de acciéon semejante. Los
ARMs, también han sido encontrados encontrados en las proteinas Rev y Tat
de HIV; residuos especificos de Arg en esta ultima proteina han sido
involucrados en el reconocimiento de la estructura secundaria del TAR
(Calnan et al., 1991). Ademas, se ha sugerido que la proteina N del virus
Hantaan contiene un ARM y que se une preferencialmente a regiones de doble
cadena de RNA, tales como las que se encuentran en los hairpins (Gott et al.,
1993).

En este sentido, se han encontrado motivos semejantes a los descriptos,
en la proteina N del virus Junin (Romanowski, 1993) y en el resto de los
arenavirus (Rivera Pomar et al., 1997). En coincidencia con los datos
mencionados, se ha detectado la interaccion de ia proteina N con la region del
hairpin del RNA S viral (Rivera Pomar et al., 1997), en experimentos de retardo
de la migracion en gel (gel shiff). Actualmente, se estan desarrollando
diferentes ensayos en el laboratorio del IBBM para indagar si la proteina N se
une a una secuencia especifica o una estructura particular de doble cadena
(pandhandle o hairpin loop). También se estan realizando ensayos para
obtener datos sobre los dominios de esta proteina responsables de su
interaccion con el RNA.

Las evidencias presentadas en este trabajo, como resuitado de los
ensayos in vivo, junto con los datos obtenidos sobre la interaccion proteina-
RNA, sugieren que la proteina N cumple la funcidn de antiterminador de la
transcripcion en el sistema del virus Junin.

Finalmente, resta aclarar que hasta el presente, no se puede establecer
si el cambio de modalidad desde la transcripcion hacia la replicacion del virus
Junin esta definido simplemente por la concentracion de N. También, habria
que considerar esquemas mas complejos involucrando interacciones con otras
proteinas virales o celulares, o inclusive, otras funciones, como la modificacion
(p.ej. fosforilacion) de los componentes del complejo de transcripcion-
replicacion.
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CAPITULO 7

CONCLUSIONES GENERALES

Estudio sobre la atenuacion de la virulencia en el virus Junin

La cepa atenuada Junin Candid #1 fué desarrollada como una vacuna a
virus vivo, para la fiebre hemorragica argentina. En este estudio se obtuvo la
secuencia nucleotidica del RNA S de los antecesores virulentos de la cepa
vacunal, XJ (prototipo) y XJ#44. Las secuencias se examinaron en relacion a
la cepa vacunal y a la cepa salvaje MC2. El analisis y comparacion de la
secuencia de nucledtidos y de aminoacidos de los genes GPC y N de estas
cepas, pemitio la deteccion de algunos cambios unicos a la cepa vacunal.
Estos cambios podrian ser asociados provisionalmente con el fenotipo
atenuado de esta cepa.

Analisis filogenético en |la familia de los arenavirus

Los arenavirus aislados en el Viejo Mundo y en el Nuevo Mundo se
distinguen por una serie de propiedades serolégicas y genéticas. En este
estudio se examinoé la relacion filogenética entre los miembros de la familia de
los arenavirus, utilizando las secuencias nucleotidicas del RNA S y las
secuencias aminoacidicas predichas para las proteinas GPC y N. Los
resultados de este analisis revelé un posible parentezco entre los arenavirus
Pichindé y Oliveros, aislados en el continente americano, con los arenavirus
del Viejo mundo. Este analisis permitiria establecer las relaciones evolutivas
entre los arenavirus del continente americano y evaluar las diferentes hipotesis
sobre su origen.
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Caracterizacion molecular de nuevos arenavirus

El analisis de la secuencia nucleotidica del RNA S de los arenavirus
permitio la deteccidn de numerosas regiones conservadas. A partir de ellas, se
disefiaron primers generalizados para amplificar por RT-PCR un conjunto de
fragmentos de cDNA, cubriendo la extension completa del RNA S. A
continuaciéon, se diseild un andlisis de restriccion (RFLP) para tipificar
rapidamente los fragmentos amplificados. El ensayo completo de RT-
PCR/RFLP permitié identificar un arenavirus nuevo, aislado en una muestra de
campo.

Estudio sobre la regulacion de la transcripcion

La transcripcion inicial del genoma de los arenavirus se interumpe en la
regiéon intergénica y requiere de la sintesis de proteinas para superar esta
sefal. El mecanismo molecular que controla la antiterminacion de la
transcripcion, también seria responsable del cambio de modalidad hacia la
replicacion en los arenavirus. Este evento se analizd6 experimentalmente,
infectando una linea celular que expresaba constitutivamente el gen N, en
presencia de inhibidores de la sintesis de proteinas. El resultado de este
ensayo confirmo la participacion de la proteina de la nucleocapside en el
evento de antiterminacién de la transcripcidn en el virus Junin. En este sistema
experimental, la proteina regulatoria preexistente en la celula fue suficiente
para ejercer su efecto, en ausencia de |a sintesis de proteinas simultanea.
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