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Resumen

RESUMEN

La variabilidad genética del virus herpes simplex tipo 1 se ha estudiado
mediante la aplicacion de un cuello de botella genético consistente en la obtencion de
clones viricos a través de diez pases sucesivos en placa de 23 clones procedentes de una
poblacién representada por la cepa de referencia F. Tras la realizacién de los pases
sucesivos pudimos observar que dos clones, de un total de veintitrés, no fueron capaces
de alcanzar el dltimo pase en placa en células 143tk’. Estos clones al ser inoculados en
condiciones iguales en una linea celular diferente (células Vero) demuestran un notable
incremento en su capacidad de producir infeccion. En el presente estudio investigamos
los posibles cambios en la secuencia de varios genes comparando los “clones
parentales” o clones 1, con los “clones transferidos” o clones 10, asi como el estudio de
las posibles modificaciones en la neurovirulencia de los clones transferidos en un
modelo animal en raton. No se encontré ningiin cambio en las secuencias de la region
Exo III de la DNA polimerasa entre ambas poblaciones. Con respecto a los genes de la
glicoproteina gD y la timidina kinasa, se detectaron cambios en las secuencias en
clones virales, pertenecientes a los clones transferidos, con respecto a los clones
parentales. Asimismo, los clones transferidos de las series que no mantuvieron su
viabilidad hasta el décimo pase mostraron una neurovirulencia disminuida con respecto

a los clones finales de otras series y con respecto a la poblacion original.
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Abstract

ABSTRACT

Genetic variability of herpes simplex virus type 1 (HSV-1) has been studied by
subjecting 23 biological clones of the virus to 10 plaque-to-plaque transfer, followed by
sequence analysis of three genomic regions belonging to DNA polymerase, thymidine
kinase and glycoprotein gD genes. Two out of a total of twenty three clones did not
survive to the last transfer. Several nucleotide substitutions were detected in the TK and
gD genes, but not in the DNA polymerase gene. Assuming a uniform distribution of
mutations along the genome, the average rate of fixation of mutations was of 1.64 x 10”
per nucleotide and transfer, or 1.08 mutations per viral genome and transfer, a value
which is 10-fold lower than that obtained for some RNA viruses. The biological
behaviour of clones subjected to plaque to plaque transfers was studied using a mice
model for HSV-1 neurovirulence. Four bottlenecked populations had lost
neurovirulence for mice, as compared with the corresponding initial clones. One of the
clones that did not survive the total ten plaque-to-plaque passages, displayed a 30 -fold
lower mouse neurovirulence than the parental strain. These results equate HSV-1 with
highly variable RNA viruses regarding the accumulation of mutations and the biological
effects of bottleneck passages. Implications for the evolution of complex DNA viruses

are discussed.
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Introduccion

1. INTRODUCCION

1.1. HERPES SIMPLEX VIRUS
1.1.1. Caracteristicas y clasificacion.

El herpes simplex virus (HSV) humano ejemplifica uno de los microorganismos
patégenos mds exitosos conocidos, ha desarrollado mecanismos altamente sofisticados
que lo capacitan para mantenerse infectando a su hospedador durante todo lo largo de su
vida (Ward y Roizman, 1994), esto puede lograrlo mediante uno de los aspectos mas
fascinantes de su biologia, su capacidad de establecer un estado de latencia en la

neurona (Weir, 2001).

Las infecciones por este agente se describen entre las mads frecuentes en los
humanos. Se han identificado dos tipos del virus: el tipo 1 que usualmente causa
enfermedad oro labial y el tipo 2 que ha sido asociado mds frecuentemente con
infecciones genitales y neonatales. Generalmente, el virus causa enfermedad banal, que
es controlada por el hospedador; sin embargo, en ocasiones la enfermedad puede ser
grave, como en el caso de neonatos, con afectacion del sistema nervioso central, y en los
pacientes inmunocomprometidos, en los cuales es causa importante de morbilidad
(Whitley, 2002). Se conoce que el microorganismo se distribuye mundialmente, no
presenta variacion estacionaria y, salvo condiciones experimentales, sélo infecta a la
especie humana. La infeccién productiva se caracteriza por la formaciéon de lesiones
vesiculares en el epitelio mucoso, seguido de la invasiéon del virus a las neuronas
sensoriales, con el establecimiento de la infeccidn latente, que puede durar toda la vida.
La reactivacion del virus latente tiene como resultado la recurrencia en la presentacion
de lesiones, generalmente adyacentes al sitio donde se verificé la infeccion primaria

(Whitley y Roizman, 2001).

El Comité Internacional para la Taxonomia de los Virus (ICTV) le da su
denominacién formal como herpes virus humano 1 (human herpes virus I), cuyo

acrénimo corresponde a HHV-1, y lo ubica como especie en la clasificacién dentro del

Nacari Jaramillo Doniush 1



Introduccion

género Simplexvirus de la subfamilia de los Alphaherpesvirinae, familia

Herpesviridae. (ICTVdB, 2000).

1.1.2. Estructura y genoma viral.

La particula viral madura tiene un didmetro de entre 150-200 nm y estd
conformada por las siguientes estructuras: el core, que contienen el DNA virico, es una
capside de simetria cibica icosaédrica; por fuera de la cdpside se encuentra una capa de
proteinas virales denominada tegumento y una unidad de membrana (doble capa
lipidica) como envoltura, en la que se encuentra glicoproteina viricas formando

espiculas (Taylor et al., 2002) (Figura 1).

A.

DNA Viral

Tegumento Capside

150-200nm

UL ba” avc” US ca

[ N L
Long (L) | Short (S)
[ =|}‘—.‘

- =Repetidas Inversas

Figura 1. Estructura y genoma de HSV. Adaptado de Taylor et al., 2002.

El virién del HSV (A) estd compuesto por: (1) cadena doble de DNA estrechamente empaquetada;
(2) Capside de simetria cubica; (3) una capa de proteinas virales denominada tegumento; (4) la
envoltura compuesta por una membrana lipidica de la cual sobresalen glicoproteinas virales. Los
cuales se observan en el diagrama y en la microfotografia electrénica en la parte superior izquierda
y derecha respectivamente. El genoma del HSV (B) se organiza en dos componentes “long” (L),
largo y “short”(S), corto. Cada componente contiene una regién tnica (U) flanqueadas por regiones
repetitivas inversas (ab, ba, at, ca), ambas se unen para generar un genoma total de
aproximadamente 150 000 pares de bases.

2 Nacari Jaramillo Doniush



Introduccion

Los estudios a nivel genético y molecular del virus muestran que su genoma
consiste en una doble cadena de DNA de 150 kb con estructura lineal, que contiene dos
segmentos unidos de manera covalente designados como segmento largo (L) y
segmento corto (S). Cada segmento contiene una secuencia Unica que se encuentra
flanqueada por pares de secuencias repetidas inversas. La secuencia completa del
HSV-1 cepa 17 consta de 152 260 pares de bases, cuyo contenido de guanina y citosina

se considera alto y corresponde al 68.3% en G + C (McGeoch et al., 1985; 1988).

Se ha determinado que las regiones repetidas inversas internas del virus que se
encuentran flanqueando los componentes L y S no poseen una funcién fisioldgica
especifica, o que, en cualquier caso, sus funciones pueden ser satisfechas en otras
formas dentro del genoma de HSV-1. Este hecho fue demostrado a través del desarrollo
de un virus recombinante denominado [HSV-1F (I358)] al cual, le fueron suprimidas las
regiones repetidas inversas internas, manteniéndose viable sin mostrar pérdida en su

capacidad replicativa (Poffenberger et al., 1983).

Después de haber sido conocida la estructura genética de este virus, HHV ha
sido objeto de modificaciones por ingenieria genética para su uso en el desarrollo de

vacunas y de terapia génica (Ward y Roizman, 1994; Whitley y Roizman, 2001).

1.2. VARIABILIDAD GENETICA DE LOS MICROORGANISMOS.
1.2.1. Importancia practica y evolutiva.

El polimorfismo genético, tanto del hospedador humano como del
microorganismo, determinan que se produzca o no la enfermedad luego de un encuentro
entre ambos, asi como también la severidad de la misma (Terhune et al., 1998). La
diversidad genética es una de las mds importantes caracteristicas de los organismos
vivos y se considera una de las bases de la evolucion. En los ultimos afos las técnicas
de biologia molecular han permitido el estudio genético detallado de muchos aislados
viricos asi como, de cepas de referencia. Ello trajo consigo la observacion de una alta
heterogeneidad genética entre las poblaciones de virus RNA, las cuales han sido

ampliamente estudiadas desde el punto de vista genético poblacional. Por otro lado el
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desarrollo de dichas técnicas también ha traido consigo gran interés en cuanto a la

diversidad genética poblacional en los virus de DNA (Rojas et al., 1993).

1.2.2. Mutaciones espontineas en los microorganismos.

En 1969 Drake plantea que la tasa de mutaciones espontdneas en una especie
consiste en el cdlculo del promedio de muchas tasas en diferentes sitios del genoma y
debe reflejar todos los cambios hallados en las secuencias de DNA de los sitios
estudiados, segun Drake la tasa resulta muy representativa para realizar comparaciones
entre especies. Drake hace una clara diferenciacioén en las tres formas en que puede
expresarse la tasa de mutaciones espontdneas: por pares de base por replicacién; por
pares de bases por genoma y la tasa total; también planteé que la tasa de mutaciones
espontdneas por pares de bases es inversamente proporcional al tamafio del genoma
indicando asi que a menor tamafio del genoma mayor tasa de mutacién. Esto sugiere
entonces, que la disminucién en la tasa de mutacién en organismos mas complejos
puede estar regulada por mecanismos que disminuyan la tasa de errores y una creciente
sofisticacion en los sistemas de reparacion (Drake, 1969). Se observan en la Tabla 1
tasas de mutacién para microorganismos con tamafios de genomas distintos (Drake,

1991).

Tabla 1. Tasas de las Mutaciones espontaneas en microorganismos
con tamaiios de genomas distintos. Tomado de Drake, J. W. 1991
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1.2.3. Teoria de las cuasiespecies

Las cuasiespecies son distribuciones dindmicas y complejas de replicones los
cuales no son idénticos aunque estin muy relacionas entre si. Existen diferencias
importantes entre el concepto tedrico de cuasiespecies formulado originalmente por
Eigen y colaboradores y las cuasiespecies virales reales. Una de las diferencias mas
significativas consiste en que un estado de equilibrio constante en la distribucién de los
genomas es muy dificil de lograr en una poblacién viral que infecta a un organismo
complejo o inclusive un cultivo celular. Este estado de equilibrio se encuentra
perturbado por constantes cambios en el micro ambiente del organismo infectado donde
tiene lugar la replicacion viral, asi como de las fluctuaciones en el nimero de la
poblacién viral. A pesar de estas diferencias, el enfoque de los virus como poblaciones
de distribucién dindmica y compleja en el cual cada genoma individualmente sélo
cuenta con una existencia fugaz, ha sido de gran utilidad para el entendimiento del

comportamiento viral en los organismos infectados (Domingo y Holland, 1997).

1.2.4. Trinquete de Miiller

El Trinquete de Miiller se considera un concepto de gran importancia en el
estudio de la genética poblacional. Predice que en una pequefia poblaciéon de
microorganismos asexuales la ausencia de recombinacién unida a una alta tasa de
mutacién producird, eventualmente, una catistrofe genética debido a la acumulacién
irreversible de mutaciones deletéreas. Por el contrario la recombinacién sexual actuaria
reparando el dafio genético de tal manera que se podria detener o revertir el efecto

deletéreo de tales mutaciones (Miiller, 1964; Duarte et al, 1992; Yuste et al., 1999).

Pruebas realizadas para verificar esta hipétesis, hechas en modelos de
simulacién computarizados, sustentan el mecanismo de trinquete formulado por Miiller

(Felsenstein, 1974).

Uno de los primeros estudios realizados para comprobar la operacién del
mecanismo de trinquete de Miiller en una poblacién viral lo realiza Chao con el

bacteriéfago ¢ 6. Su modelo experimental consistié en la aplicacién del cuello de
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botella genético a 20 “clones parentales” originados a partir del mismo bacteridéfago,
cada uno de los clones constituyd wuna serie clonal la cual sufri6 40 ciclos de
crecimiento lo que dio origen a una poblacién final denominada por Chao como “clones
transferidos”. Al comparar ambas poblaciones en su fitness (capacidad de producir
progenie infecciosa), la poblacion final mostré una disminucién significativa (Chao,

1990).

Se considera que el mecanismo del trinquete podria tener significativas
implicaciones en cuanto a variabilidad en la severidad de la enfermedad en el curso de
brotes epidémicos virales. Eventos del tipo cuello de botella genético ocurren, muy
probablemente, durante el ciclo vital de los virus con diferentes intensidades. Algunos
ejemplos son la transmision via aerosol desde un hospedador infectado a un hospedador
susceptible, la activaciéon de una célula que albergue a un provirus u otra forma en
estado de reposo de un genoma viral latente o las transiciones ciclicas entre
hospedadores mamiferos y artropodos durante los ciclos de los arbovirus (Domingo y

Holland, 1997).

En condiciones de laboratorio la transferencia viral a través de pases seriados de
focos aislados excluye la posibilidad de optimizacién competitiva de las cuasiespecies.
Este disefio experimental resulta en la acentuacion del efecto deletéreo del trinquete de

Miiller.

En los virus RNA los eventos del tipo cuello de botella genético repetidos,
semejantes a los pases sucesivos, se espera que causen una desviacion progresiva de la
secuencia consenso original o inicial, lo cual es debido a su estructura poblacional de

cuasispecies (Domingo et. al., 1996).

En el presente estudio se aplico el cuello de botella genético al HSV-1, como
ejemplo de virus DNA, de manera similar al modelo experimental de Chao (1990). Se
practicaron pases sucesivos a 23 clones originados a partir de la Cepa F del HSV-1
éstos constituyeron los “clones parentales”. Cada clon padre da origen a una serie

clonal, la cual luego de 10 ciclos de crecimiento dio origen a los “clones transferidos”.
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1.2.5. Variabilidad en el HSV.

Se ha demostrado que una misma cepa de HSV presenta diferencias en su
patogenicidad en distintas cepas de ratones, los cuales mostraron diferente

susceptibilidad al virus luego de la inoculacién intraperitoneal (Lopez, 1975).

Diversos estudios sugieren que el polimorfismo que existe entre las poblaciones
de HSV-1 se observa a nivel de ciertas propiedades bioldgicas tales como:
neurovirulencia, habilidad de establecer y recuperarse del estado de latencia, o la
habilidad de establecer una respuesta inmune en el hospedador. Sin embargo, estos
aspectos han sido muy poco estudiados de una manera sistemdtica. Por otro lado, se ha
prestado muy poca atencion al estudio del polimorfismo interno del HSV-1 a nivel de
poblaciones individuales, y al problema de la estructura genética de las poblaciones
virales y su evolucién en condiciones particulares de presion selectiva. Lo cual es una
cuestion importante, tanto desde el punto de vista teorético, como por sus
implicaciones préacticas y clinicas, debido a que el HSV-1 es capaz de infectar mas de
un tipo celular en el organismo y, al parecer, es muy probable que surjan diferentes

variantes virales en el curso de una infeccion (Epstein et al., 1990).

Se ha logrado documentar que cepas de HSV-1 no relacionadas
epidemioldgicamente poseen polimorfismo en sus patrones de enzimas de restriccion
(Hayward et al., 1975). Entre los primeros estudios que describen la presentacion de
cambios en una poblacién de HSV y la aparicion de variantes virales se encuentran los
reportados por Hoggan y Roizman en 1959, ellos encontraron que luego de realizar
pases continuos del virus en células FC emergié una variante viral que se caracterizaba

por la produccion de gran cantidad de células gigantes multinucleadas.

A este respecto, algunos investigadores observaron que la mayoria de los
cultivos de virus herpes simplex se componen de poblaciones virales capaces de
producir dos o tres tipos de efectos citopdticos distintos, lo cual los llevé a suponer que
los cambios observados podrian ser el resultado de un proceso de seleccion dentro de la

poblacién (Gray et al., 1958; Scott y McLeod, 1959; Scott et al., 1961).

Posteriormente se comunica la aparicion de una variante viral que surge a partir

de un cultivo persistente del virus, esta variante presenta cambios bien definidos en
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caracteristicas tales como: su neutralizacién frente a antisueros y su capacidad de
inmunizar ratones. Los investigadores atribuyen estos cambios a un proceso de
seleccion verificado dentro de la poblacion viral originalmente introducida en los

cultivos del cual surge una de las variantes (Hinze y Walker, 1961).

Basados en todas estas observaciones, Ejercito y colaboradores llevan a cabo un
estudio que involucra un ndimero de 33 diferentes cepas y aislados de pacientes
provenientes de diversos laboratorios, con el fin de caracterizarlas segin su efecto en
el comportamiento social de las células infectadas, agruparlas segun sus semejanzas y
escoger un prototipo de cada grupo para compararlas con otros pardmetros. Los aislados
virales y cepas estudiadas fueron segregadas en los siguientes cuatro grupos: (1) cepas
que causan un redondeamiento de las células mas no adhesion ni fusién, (2) cepas que
causan agregados de células redondeadas, (3) cepas que causan una adhesién muy
marcada de células infectadas y redondeadas, y (4) cepas que causan policariocitosis. Al
comparar las alteraciones que se presentaban en el comportamiento social de las células
infectadas encontraron que coincidian invariablemente con el cambio en otros
parametros relacionados con las propiedades en la superficie de virus, como lo son la

antigenicidad y la densidad de flotacion (Ejercito et al., 1968).

Estas variaciones en el virus pueden atribuirse a cambios en la estructura de la
envoltura del virién. Se ha descrito que la particula viral obtiene los antigenos virales,
asi como, sus determinantes antigénicos directamente de la célula infectada durante su

egreso de la misma (Epstein, 1962).

En 1970 Terni y Roizman comunican el aislamiento de dos variantes de herpes
simplex en lesiones recurrentes y simultdneas en labio y muslo de un mismo paciente,
estas variantes aisladas mostraron diferencias en cuanto a su especificidad
inmunoldgica, su habilidad para multiplicarse en células HEp-2 y en su efecto en el
comportamiento social de las células infectadas, o dicho en otras palabras, su efecto
citopatico. Al comparar la variante aislada de la lesion recurrente en muslo de este
paciente, con el aislamiento de otro paciente proveniente también de una lesién
recurrente localizada en la misma zona anatomica, los investigadores determinan que

ambos aislados mostraron caracteristica similares, lo cual los llevo a pensar que muy
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probablemente, en el transcurso de numerosas erupciones, surgié una variante que
resulté ser la mejor adaptada para sobrevivir en las condiciones fisioldgicas que brindan

los tejidos en dicha region anatomica (Terni y Roizman, 1970).

Por otra parte, Cassai y colaboradores publica la seleccion de dos variantes a
partir de un cultivo de herpes simplex virus tipo 1, estas variantes resultaron
significativamente diferentes, tanto en sus caracteristicas bioldgicas, como bioquimicas

(Cassai et al., 1975).

Mais tarde, en base a importantes diferencias halladas en la virulencia del HSV,
se realiza una categorizacion de las variantes observadas de la siguiente forma: (i)
variantes entre tipos ( intertipica), (ii) variantes entre cepas dentro de un tipo (intercepa)

y (1i1) variantes dentro de una misma cepa (intracepa) (Dix, et al., 1983).

Rojas y colaboradores estudiaron la diversidad genética de los virus HSV-1 y
HSV-2, mediante el andlisis del genoma de aislados viricos con endonucleasas de
restriccion, encontrdndose que el HSV-1 presenta mayor heterogeneidad genética que el
HSV-2 (Rojas et al., 1993). Posteriormente, otro estudio al respecto donde se aplica
por primera vez el Rnase A mismatch cleavage method en una poblacion de virus de
DNA confirma los resultados obtenidos por Rojas en 1993, ya que se observa que el gen
de la timidina kinasa resulta més heterogéneo que el de la glicoproteina B para ambos
subtipos del HSV y que HSV-1 es mds heterogéneo que HSV-2 en ambos genes.
Ademas, el estudio encuentra estabilidad genética en la distribucion grupal en una parte
de la poblacion viral estudiada, para ambos genes. Sin embargo, para otra parte de la
poblacién se observaron dramdticos cambios en su distribucién, lo cual, segin
consideraciones de los investigadores, podria ser el resultado de eventos de
recombinacion en la poblacion viral o la fijacion de mutaciones promovidas por

diferencias en los factores de presion selectiva (Rojas et al., 1995a).

Aplicando la misma técnica en el analisis genético de los aislados de lesiones
recurrentes de HSV-1 fueron detectadas ligeras diferencias dentro de los patrones de la
glicoproteina B entre las muestras originales y las de las sucesivas reactivaciones, lo
cual sugiere una heterogeneidad genética entre la poblacion de HSV-1 que se encuentra

en estado de latencia (Rojas et al., 1995b).
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En la experimentacién con modelos animales se comunica interesantes
resultados en cuanto a la presencia de heterogeneidad dentro de una poblacién de
HSV-1 en términos de variaciones que presenta en cuanto a patogenicidad y demuestra
que se verifica seleccion in vivo de particulas virales neurotrépicas (Montgomery et al.,
1989). Estos resultados sugieren que las divergencias obtenidas en HSV-1 in vivo
probablemente son influenciadas por fendémenos como recombinacion, estado de
latencia viral, episodios de seleccion inmunoldgica, asi como la co-evolucion del virus

con su hospedador (Rojas et al., 1995b).

Bower y colaboradores publican un estudio donde demostraron el aislamiento de
dos variantes del virus, provenientes de un neonato que sufri una diseminacion fatal de
la infeccién, los investigadores documentaron la presentacion de dos variantes intracepa
del virus, que se diferenciaban significativamente en el tamafio de los focos que
producian, y otras caracteristicas importantes, como su tropismo por diferentes tejidos

(Bower et al., 1999).

La relevancia del fendmeno de variabilidad en el HSV-1 se incrementa
gradualmente entre la comunidad médica y cientifica debido a que los hallazgos
observados hacen inferir que existe un gran nimero de variantes circulando entre la
poblacion humana (Terhune et al., 1998). Lo que se aprecia en la presentacion de
comunicaciones donde las poblaciones estudiadas son cada vez mayores y en periodos
de tiempo mds prolongados. Seguin aportan Kimberlin y colaboradores, a pesar de los
avances en las terapias antivirales, la morbilidad y mortalidad por infecciones del HSV
humano se mantiene inaceptablemente alta, y concluyen ademds, que las formas de
presentacion de la enfermedad en neonatos se han ido modificando en el transcurso de
los afios, de manera que, en la actualidad, entre un 17% al 31% de los neonatos
enfermos no presentan , ni desarrollan vesiculas cutdneas, lesiones que se consideraban

caracteristicas de la enfermedad (Kimberlin et al., 2001).

En otro estudio donde se analizan los casos de pacientes entre enero de 1994 y
diciembre de 2005, se evidencia la aparicién de ‘“formas atipicas de la enfermedad por
HSV que afectan el sistema nervioso central en nifios” (Elbers et al., 2007). El estudio
no deja lugar a duda de la relevancia de HSV como agente etioldgico en la presentacion

de encefalitis agudas en nifios, donde fue responsable del 5% de los casos, y en el que la
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aparicion de secuelas neuroldgicas se observo en el 63% de los enfermos, asi como, de
la importancia del estudio del fenémeno de variabilidad observado en este

microorganismo.

Rekabdar y colaboradores en estudios de variabilidad genética en HSV-1,
detectan mutaciones en el gen de la gG en 3 de un total de 11 aislados clinicos
estudiados, las cuales resultaban en cambios en los aminoacidos (Rekabdar et al., 1999).
Mais tarde, en otro estudio donde se incluyeron 105 aislados, los mismos autores
detectaron dos variables genéticas por secuenciacion de la parte inmuno dominante del

gen de la gG (Rekabdar et al., 2002).

Se han comunicado mutaciones dentro del locus de la DNA Polimerasa (Pol) en
diferentes variantes del HSV-1 cepa KOS, las cuales le confieren resistencia frente a
diversos farmacos antivirales, como el acido fosfonoacético, acyclovir, y la vidarabina

(Coen et al., 1984).

El estudio de la variabilidad genética en el HSV resulta de importancia para el
entendimiento del desarrollo de la patogenicidad y se ha incrementado con el
reconocimiento de que este microorganismo viral puede ser utilizado como vector en el

desarrollo de terapias y profilaxis génicas (Ward y Roizman, 1994).

1.3. ESTUDIO GENETICO
1.3.1. Region Exo III de la DNA polimerasa

1.3.1.1. Mecanismos y factores que contribuyen a la fidelidad durante la

replicacion del DNA.

Actualmente persiste el interés por los mecanismos que mantienen la fidelidad
durante el proceso de copia de DNA, esto se debe a que el balance entre la correcta e
incorrecta sintesis de DNA es materia de gran relevancia biolégica. La sintesis de DNA
con alta fidelidad redunda en beneficio del mantenimiento de la informacién genética
durante muchas generaciones y  evita mutaciones que podrian iniciar y promover

enfermedades tales como el céncer y las alteraciones neurodegenerativas. Por otro lado,
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una baja fidelidad en la sintesis de DNA resulta en beneficio del proceso de evolucion
de especies, en la generacion de diversidad, la cual conlleva al incremento de la
supervivencia de los virus y otros microorganismos, al ser sujetos a cambios en su

medio ambiente, y para el desarrollo de un sistema inmune adecuado (Kunkel, 2004).

Existe evidencia de, al menos, tres mecanismos cuyo objetivo es asegurar
fidelidad durante el proceso de replicaciéon del DNA: 1) mecanismo de prevenciéon de
errores, el cual mejora la iteracion entre pares de bases y es mediado por la enzima
polimerasa; 2) mecanismo de correccion de error o corrector de pruebas, que actia
mediante la hidrélisis preferencial de los nucledtidos mal apareados durante la
polimerizacion y 3) correccidon de apareamiento, que actuia por escision endonucleolitica

post sintética de los nucledtidos incorrectamente incorporados (Kunkel et al., 1981).

1.3.1.2. Polimerasas de DNA y actividad exonucleasa

Multiples polimerasas de DNA se conocen, la mayoria de las cuales han sido
descubiertas en los ultimos afos, entre ellas existen diversas diferencias una de las mas

importantes es la que se observa en la fidelidad.

Un factor decisivo en ello es la presencia de actividad exonucleasa de
correccion de prueba ya sea de manera intrinseca o codificada por un gen separado,
entre las polimerasas que poseen intrinsecamente actividad correctora de prueba se
encuentran las polimerasas de la familia A (Ej. T7 Pol), familia B (Ej. T4 Pol, Pol9,
Pole) y familia C (Ej. E. coli I). La importancia de la actividad correctora de prueba se
demuestra al comparar las tasas de error en la sintesis entre polimerasas con actividad

correctora de prueba con sus correspondientes polimerasas defectivas (Kunkel, 2004).

1.3.1.3. Actividad exonucleasa en HSV-1

Los virus pertenecientes a la familia Herpesviridae codifican de manera muy
conservada la subunidad catalitica de DNA Polimerasa, que forma parte de la familia de

las polimerasas B (Knopf, 1998).
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El gen que codifica la enzima DNA polimerasa se ubica en la posicién 30 de la

region unica larga, UL30 del genoma del HSV-1 (McGeoch et al., 1988).

Estas polimerasas poseen intrinsecamente actividad 3°-5"exonucleasa (Spicer et
al.,, 1988) la cual se encuentran localizadas en las regiones que se indican en la
Figura 2 segin su alineamiento con la secuencia de la polimerasa de DNA I (E. coli) y
contienen 3 regiones motiffs muy conservado denominadas Exo I, Exo II, Exo III

(Larder, et al., 1987; Bernard et al., 1989; Baker y Hall, 1998).

HEV-1 DNA Polymerase Coding Sequence

T |
Exi l| Exo llb—01

I54=FDTET. . . 4 18=GONL EYD. . . 497-YARED (DNA Pol 1)
JET-FDIEC. . .464-QYNIINFD. . . 577-¥CIQD (HEY Pold

Figura 2. Secuencia que codifica parala Polimerasa de DNA
del HSV-1 en relacién con los segmentos Exo “motiffs”.
Adaptado de Baker y Hall, 1998.

Dentro del cuadro se indican las secuencias de los Exo “motiffs”
para HSV-1 (HSV Pol) alineadas junto con sus secuencias
analogas de la polimerasa de DNA de la Echerichia coli (DNA Pol
1). Los ntimeros indican el amino acido que ocupa la posicién N-

terminal en cada secuencia.

Se ha observado que organismos nucleasas deficientes exhiben tasas elevadas de
mutaciones espontdneas, lo cual indica que su actividad controla la produccién de

mutaciones in vivo (Morrison y Sugino, 1994; Simon et al., 1991).

Los tres segmentos se consideran segmentos conservados dentro de las
polimerasas de DNA, tanto eucariotas como procariotas, € incluyendo la HSV

polimerasa, se denominan en su conjunto Exo motiffs (Bernard et al, 1989).

Como se muestra en la Figura 3, los segmentos pueden ser alineados con sus

correspondientes homdlogos entre varias polimerasas de DNA, y se observa dentro de
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la regién Exo III la presencia de aminodcidos altamente conservados (Hwang et al.,

1997).

Se ha comunicado que la selectividad del nucledtido es el mayor factor para
lograr una alta fidelidad, ella es controlada fundamentalmente a nivel del incremento de
la afinidad por el nucleétido correcto versus nucledtido incorrecto. Y que el efecto de la
actividad Exo en la fidelidad se debe al incremento de la posibilidad de escision y
reparacion de nucledtidos mal incorporados durante la sintesis de DNA en presencia del

ULA2 processivity factor (Song et al., 2004).

En su estudio, Hwang y colaboradores producen dos mutantes de Exo III para
HSV, mutantes denominados Y7 y YD12, en los que se modifican los dos aminoacidos
altamente conservados y sugieren, en base a los resultados obtenidos, que estas
mutaciones no son letales para la replicacién viral mas se observd afectacion en
el tamafio de los focos que produjeron, ademds concluyen que la actividad
3°-5" exonucleasa contribuye de manera sustancial en la fidelidad durante la replicacién
del DNA demostrando un incremento en la frecuencia de mutaciones de entre 20 hasta
80 veces. También determinaron que en estos mutantes se producia un incremento de la

aparicion de HSV resistentes a ganciclovir durante la replicacion (Hwang et al., 1997).
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Figura 3. Secuencias homologas de la Exo III motif que son comunes

entre diversas polimerasas. Tomado de Hwang et al, 1997.
La linea superior esquematiza el polipéptido de la Polimerasa de DNA de
HSV y se observan las regiones de las secuencias similares entre otras
polimerasas. Las regiones del I al VIII y la & regién C. que coincide con el
Exo Il motif se muestran como recuadros claros; Las Exo I, Il y III motiffs se
muestran como recuadros oscuros; el segmento Exo I’, que originalmente se
le denominé como Exo I también se muestra en recuadro oscuro. La
numeracion sobre la linea se refiere a los aminoacidos (a.a) de la Polimerasa
de HSV. Bajo la linea se observan alineadas diversas secuencias de la region
Exo III de diversas polimerasas de DNA incluida la del virus HSV. Los
numeros indican los aminoacidos. Los aminoacidos altamente conservados
se observan sombreados. En el extremo inferior se indican los dos mutantes
de HSV, Y7 y YD12 creados por Hwang et al. para su estudio. En el diagrama
se incluyen las siguientes polimerasas de DNA: E. coli Pol I (Pol I),
bacteriéfago T4 Pol, polimerasa 8 de Saccharomyces cerevisiae [d (Sc)],
polimerasa 6 humana [0 (Human)], Polimerasa 6 bovina [§ (bovine)],
Adenovirus tipo-2 (Adeno-2), bacteriéfago ¢ 29, HSV, Citomegalovirus
humano (CMV), Epstein-Barr (EBV), virus de la varicella-zoster (VZV), y
virus vaccinia.

Actualmente se considera que posee gran potencial para ser utilizada como

blanco en la terapia antiviral (Whitley y Roizman, 2001).
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Mis tarde se reconoce el gen de la holoenzima de polimerasa UL42 como factor
indispensable para el mantenimiento de la fidelidad durante la sintesis de DNA en la
replicacion del HSV-1, el cual contribuye actuando como barrera cinética que se activa
al producirse una incorporacion errada de nucleédtido, generando que se dispare la
actividad correctora de prueba de la  3°-5°exonucleasa, postulando asi que la
disminucién en la frecuencia de mutaciones espontdneas durante el proceso de
replicacion viral in vivo del HSV-1 se logra mediante la conjuncion de ambos factores

(Song et al., 2004).

Se conoce que diversos mecanismos se encuentran involucrados en la
prevencion de mutaciones durante la replicacion de DNA, se considera que uno de los
mds importantes es el de correccién de prueba que realizan las 3°-5" exonucleasas
asociadas a las polimerasas de DNA. En el presente estudio se investigd, por
secuenciacion, la aparicion de mutaciones espontdneas en un fragmento de la region
Exo III de la polimerasa de DNA, comparando dos poblaciones clonales del herpes

virus humano 1.

1.3.2. Gen de la glicoproteina D

1.3.2.1. Caracteristicas y estructura

La glicoproteina D es una de las 11 glicoproteinas de membrana codificadas por
el virus que han sido identificadas en la envoltura del HSV (Chiang et al., 1994;
Connolly et al., 2003). Se reconocen como glicoproteinas esenciales para la entrada del
virus a células permisivas las glicoproteinas gD, gB, gC, gH y gL (Connolly et al.,
2003; Jogger et al., 2004).

El gen que codifica la glicoproteina D se ubica en la sexta posicion de la region
unica corta, US6 y codifica para 394 aminodcidos (Watson et al., 1982). Se ha
determinado que existe una gran similitud intertipica entre las glicoproteinas D de los
virus HSV-1 y HSV-2 aunque se ha demostrado que no son idénticas (Cohen, 1980).
Sin embargo aparenta ser altamente conservada entre ambos virus asi como también

funcionalmente similares (Eisemberg et al., 1980).
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La funcién bioldgica de la glicoproteina D es altamente dependiente de su
estructura, que, a su vez, depende de que se mantengan intactas las uniones disulfuro
que mantienen su conformacién nativa. Las uniones disulfuro se forman de la unién
entre seis cisteinas: C1 (aa 66), unida a C5 (aa 184) C2 (aa 106) unida a C6 (aa 202), y
C3 (aa 118) unida a C4 (aa 106). Estas uniones son criticas para el mantenimiento de la
estructura espacial Figura 4. Se ha observado que la presencia de mutaciones en estas
posiciones produce un inadecuado plegamiento con la consecuente disfuncionalidad de

la proteina (Long et al., 1992).

10 DL

Figura 4. Modelo de la estructura de la gD que muestra las cuatro regiones funcionales.

Adaptado de Long et al, 1992.
Muestra la forma espacial que adopta la gD en su plegamiento. Entre las regiones N terminal y
la C terminal se observan los epitopos VII (aminoacidos del 11 al 19), II (aa 273 al 279), XI (aa
284 al 301) y V (aa 340 al 356). Entre ellos se encuentran seis cysteinas (en rojo) formando tres
uniones disulfuro: C1 (aa 66), unido a C5 (aa 184) C2 (aa 106) unido a C6 (aa 202),y C3 (aa 118)
unido a C4 (aa 106). Estas uniones son criticas para el mantenimiento de la estructura en
plegamiento.
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1.3.2.2. Actividad biolégica

La infeccion celular por un virus requiere que se verifique una secuencia de
interacciones entre ambas, lo cual tiene como consecuencia la entrada, denudamiento y
desensamblaje viral para el inicio de la replicacion dentro de la célula huésped. La
entrada del virus a la célula ocurre a través de una serie de interacciones reguladas a
nivel molecular entre componentes de la envoltura, el tegumento y la nucleocdpside

viral con la superficie de una célula susceptible (Fuller y Lee, 1992).

Fuller y Lee proponen un modelo de entrada de HSV-1 (Figura 5), el cual se
logra a través de multiples interacciones que disparan cambios en el virién, que da
como resultado una fusién con la membrana, y el consecuente denudamiento de la
nucleo cdpside. Ellos determinaron que la gD media la adhesion estable y disefiaron un
modelo detallado en las siguientes fases: (a) adhesion inicial, es la primera interaccién
entre célula y HSV-1 y permite el encuentro entre ambas, estdn implicadas otras
glicoproteinas como la gC y la gB y por parte de la célula estd involucrado el hepardn
sulfato, un receptor que se encuentra cominmente en la superficie celular, que sirve
como receptor de baja afinidad para otros muchos ligandos; (b) adhesion estable: es
indispensable para que se desencadene la fusién de la envoltura del virus con la
membrana celular, y es mediada por la gD principalmente, ya que en experimentos con
virus defectivos, o utilizando anticuerpos neutralizantes, el virus luego de la adhesion
inicial no fue capaz de desencadenar los subsiguientes eventos necesarios para la
infeccién celular; (c) iniciacién de la fusion: conlleva la iniciacién de un puente de
fusion con la reorganizacién en los componentes de la envoltura y tegumento del virién
que lo incorporan a la célula como una estructura extracelular, se verifica la
desestabilizacion de la capas lipidicas virales y celulares las cuales se reorganizan para
permitir una unidn con la subsiguiente movilizacion de la nucleocapside desde el centro
de la molécula viral hacia la célula; (d) expansién del puente de unidén: se extiende
significativamente la fusién entre los componentes virales y la membrana celular con la
condensacion del tegumento y la envoltura; (e) liberaciéon de la nucleocapside: este
paso completa la penetracion a la célula y pone a salvo al virus de ser expuesto a

cualquier proceso de inactivacion extracelular.
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La hipétesis que envuelve dos tipos de adhesiones para el HSV-1 provee una
serie de ventajas para la supervivencia del virus, ya que le permite la utilizacién de
diferentes receptores celulares. La comprension de las interacciones especificas entre las
glicoproteinas del HSV-1 y los componentes celulares puede ser la fuente de un mayor
entendimiento de los determinantes del tropismo de los herpesvirus (Fuller y Lee,
1992). Para que se complete la fusion de la envoltura viral con la membrana plasmédtica
celular se requieren, en adicion a la gD, un conjunto de glicoproteinas como son la gH,

gB y gL (Zhou et al., 2003).

Figura 5. Serie de interacciones que se suceden entre la envoltura viral y la
membrana celular durante de la entrada del HSV-1 a la célula, propuesto por
Fuller and Lee, 1992.

(a) Adhesidn Inicial; (b) adhesion estable; (c) iniciacion de la fusion; (d) expansion del

puente de fusion; (e) liberaciéon de la nucleocapside.

Mais tarde se demostré que el HSV-1 se adhiere inicialmente a la superficie
celular a través de la union de la gC a proteoglicanos: heparan sulfato (heparan sulfate
proteoglycans [HSPG]), en sus experimentos determinaron que esta adhesion inicial
permitia la unién de la gD a otro receptor celular distinto a HSPG, lo cual comprobaron

al observar que en células tratadas con heparinasa se reducia la formacién de
uniones celulares con la gC mas no se afectaron la uniones con la gD. También

observaron que al utilizar lineas celulares deficientes en HSPG tales como las gro2C y
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las sog9 las uniones celulares con la gC se redujeron significativamente, sin embargo

las uniones celulares a gD no se perturbaron (Tal-Singer et al., 1995).

Las diferentes funciones bioldgicas de la gD son llevadas a cabo por diferentes

dominios dentro de la proteina (Cochi et al., 2004; Zago et al., 2004)
1.3.2.2.1. Restriccion o interferencia de la superinfeccion.

La glicoproteina D restringe o interfiere con la superinfeccion. Esta actividad
bioldgica posee gran importancia ya que previniendo la reinfeccion de células
previamente infectadas se evita la disminucién en la produccién de virus infeccioso y
también la reduccion en su capacidad de diseminarse por los tejidos. Se piensa que la
habilidad de la gD de secuestrar los receptores celulares durante su interaccion con ellos
es lo que evita que se produzca la superinfeccion celular (Campadelli-Fiume et al.,

1990; Brandimarti et al., 1994).
1.3.2.2.2. Actividad fusogénica

La actividad fusogénica de la gD ha sido demostrada experimentalmente
mediante la observacion que células infectadas que expresan bajos niveles de gD no
sufren la policariocitosis espontdnea y que, la presencia de anticuerpos especificos
frente a gD inhibe la fusion célula-célula que generan las variantes virales que producen

sincitios (Zhou y Roizman, 2002).
1.3.2.2.3. Bloqueo de la apoptosis.

El bloqueo de la apoptosis en células infectadas requiere de moléculas
monoméricas intactas de gD (Zhou y Roizman, 2002), se ha planteado que esta
molécula es capaz de interaccionar con el receptor de manosa-6-fosfato (mannose 6
phosphate) que se encuentra en el compartimiento endosomal tardio, generado por

exocitosis viral, para bloquear la liberacién de enzimas lisosomales (Zhou et al., 2003).

Las propiedades inmunoldgicas de la glicoproteina D han generado gran interés
en el desarrollo de nuevas estrategias de vacunacion para el control de enfermedades

por HSV y otros patégenos complejos. En los estudios ha demostrado capacidad de
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promover una respuesta inmune protectora (Langenberg et al., 1995; Domingo et al.,

2003).
1.3.2.3. Receptores celulares

Se han descrito tres clases de moléculas de superficie celular que pueden servir
como receptores de gD. Estas incluyen HVEM (Montgomery et al., 1996; Whitbeck et
al., 1997; Connnolly et al., 2002) también denominado HveA, que es miembro de la
superfamilia de los receptores de factor de necrosis tumoral (Whitbeck et. al., 2001); la
nectina-1 también denominada HveC (Geraghty et al., 1998; Connolly et al., 2005); y la
nectina-2 o HveB (Warner et al., 1998), ambas miembros de la superfamilia de las
inmunoglobulinas; y un sitio especial de la molécula de heparan sulfato que es generada
especificamente por 3-0-sulfotransferasas (Yoon et al., 2003). La unién de la gD viral a
alguno de estos receptores celulares dispara el proceso de fusion de membranas que se

requiere para la entrada viral (Terry-Allison et al., 2001).

Se conoce que la gD cumple con funciones bioldgicas esenciales para el virus,
las cuales pueden afectarse en presencia de mutaciones que modifiquen la configuracién
de la proteina y alteren sus propiedades bioquimicas. Este estudio pretende determinar
por secuenciacion la presentacion de mutaciones en un segmento del gen que se
verifiquen en una poblacion luego de realizar diez pases sucesivos, que representen un

cuello de botella genético.

1.3.3. Gen de la timidina kinasa
1.3.3.1. Actividad biolégica y caracteristicas.

Entre las enzimas que son codificadas por el HSV se encuentra la
deoxipirimidina kinasa, que fosforila tanto a la deoxitimidina como a la deoxycitidina
(Campione-Piccardo et al., 1979). El gen que codifica para esta enzima denominada
timidina kinasa (TK) del HSV-1 se ubica en la posicién 23 de la regién tnica larga del
genoma del HSV-1, contiene 376 codones y debido a que el producto traducido del gen

no es indispensable para la instauracién de la infeccion celular productiva se considera
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un gen no esencial (McKnight et al., 1980; Wagner et al., 1981). La timidina kinasa se
encuentra entre las proteinas cuya principal funcién es controlar el metabolismo del
acido nucléico y actualmente se utiliza como diana en la terapia antiviral (Whitley y

Roizman, 2001).

La timidina kinasa cataliza la fosforilacion de la deoxitimidina (dT) a
deoxitimidina monofosfato (dTMP) en presencia de ATP vy Mg2+, se considera una
enzima altamente conservada que se encuentra en casi todos los organismos,
significativamente en la mayoria de los virus de DNA, entre ellos los de la Familia
Herpesviridae; en el HSV-1 podria ser esencial para su supervivencia bajo condiciones
de presion selectiva (Wurth et al., 2001). Por otra parte también se ha documentado la
importancia de la actividad TK en el HSV para el desarrollo de funciones tales como su
patogenicidad (Efstathiou et al., 1989), y en la reactivacién del virus en estado de

latencia (Coen et al., 1989).

El gen resulta de especial interés ya que juega un importante papel en el modo
de accién de varios andlogos de nucledsidos que actian como potentes inhibidores de

la replicacion viral (Darby et al., 1986).
1.3.3.2. Centro activo

El gen que codifica para la TK posee tres dominios conservados: “the nucleotide
binding pocket ” portador de la union a nucleétido, “the ATP binding site” (Brown et
al., 1995); “the thymidine binding site” sitio de unién a timidina (nucledsido) Y un
tercer dominio separado, que en la configuracién espacial probablemente interacciona

entre ambos (Darby et al., 1986; Nugier et al, 1991).

El estudio de las lesiones observadas en mutantes de TK del HVS-1 demostr6
la presencia de alteraciones bioquimicas en su actividad enzimética y llevé a los
investigadores a postular que la interaccion colaborativa entre tres distintas regiones del
polipéptido, codificadas por estos dominios conservados, es requerida para que se
verifique la correcta actividad enzimadtica y, en su conjunto, se denominan “centro

activo” (Darby et al., 1986).
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1.3.3.3. Variantes de TK en HSV

Se conoce que los aislados del HSV, sean provenientes de pacientes o de
cultivos celulares, conforman poblaciones heterogéneas y contienen variantes de TK
preexistentes los cuales presentan resistencia a drogas, reportadas en el orden de entre
seis a ocho mutantes por 10* virus formadores de placa (Parrish and Harrington, 1982;

Sarisky et al., 2000).

La variabilidad del gen de la TK del HSV ha sido estudiada a través de sus
mutantes por diversas razones tales como: (i) la emergencia de cepas, tanto en
pacientes como in vitro, que son resistentes a andlogos de nucledsidos anti herpéticos
TK dependientes; (ii) desarrollo de ensayos con mutaciones en aminoécidos especificos
dentro del gen de la TK para revelar su funcién sobre el sustrato o el sitio de unién de
la enzima y para revelar otras caracteristicas de la enzima; (iii) se han introducido
mutaciones en el gen de la TK para disefiar e identificar mutantes con una habilidad
mejorada de fosforilar andlogos de nucledsidos anti herpéticos, lo cual podria ser util
como oncolitico; (iv) TK parece un gen importante con respecto a la diferente

patogenicidad que presenta el HSV-1 segun la via de inoculacion (Becker et al., 1986).

Hemos comparado la variabilidad genética que se presenta entre las poblaciones
inicial y final partiendo de la cepa F del HSV-1, mediante la amplificacién y
secuenciacion de una region del dominio de unién a ATP del gen de la TK tras aplicar

pases sucesivos que actian como cuello de botella genético.
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2. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

2.1. HIPOTESIS

La variabilidad genética que presentan los microorganismos patégenos reviste
gran importancia clinica y evolutiva. Caracteristicas de la enfermedad tales como su
gravedad y la respuesta al tratamiento estdn sujetas a las caracteristicas genéticas de la
poblacién que logra instaurar la infeccion. Se ha postulado que durante el ciclo vital de
los virus en la naturaleza ocurren, muy probablemente y con diferente intensidad
eventos del tipo cuello de botella genético, lo cual jugaria un papel en la seleccion de
una parte de la poblacion viral. Estos eventos pueden ser también importantes en la
historia de la infeccién causada por HSV-1, asi como de la apariciéon de diferentes

fenémenos adaptativos.

2.2. OBJETIVOS
2.2.1. Objetivo general

El andlisis del efecto de la “aplicacién de un cuello de botella genético” sobre
una poblacién de virus herpes simples tipo 1: Comprobar si el “Trinquete de Muller”
actda sobre el virus herpes simplex tipo 1, ejemplo de virus DNA, de forma similar a lo
que ocurre con los virus RNA; alterando la adaptacion a los cultivos celulares y otras

propiedades bioldgicas, como la neurovirulencia en un modelo animal.
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2.2.2. Objetivos especificos

25

Obtencion y comparacion de los “clones parentales” o clones 1 y los “clones
transferidos” o clones 10, procedentes de una poblacién viral representa por
la cepa F de HSV-1, mediante la aplicacion de un cuello de botella genético
consistente en la realizacion de 10 pases sucesivos a 23 “clones parentales”

derivados de dicha poblacion original.

Estudiar las mutaciones que se presentan en la secuencia del gen de la
glicoproteina gD como gen esencial para la replicacion viral tras la

aplicacion del cuello de botella genético.

Estudiar las mutaciones que se presentan en la secuencia del gen de la TK

como gen viral no esencial tras la aplicacion del cuello de botella genético.

Estudiar las mutaciones que se presentan, tras la aplicacion del cuello de
botella genético, en la secuencia de la Region Exo III de la DNA polimerasa
por su actividad correctora de prueba e importancia en la fidelidad durante la

replicacion viral.

Observar los efectos que se producen al aplicar el cuello de botella genético
con respecto a la capacidad de produccion de progenie infecciosa (fitness) en

una linea celular determinada.
Observar los efectos bioldgicos que se producen al aplicar el cuello de

botella genético con respecto a la virulencia de los “clones transferidos” o

progenie en un ensayo bioldgico en ratones.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. REACTIVOS

Aislamiento de ADN Lisis: tampon de lisis 4x cada ml contiene: Tris 1M pH 7
250 pul , HO 250 pul y SDS CH3(CHz)11 OSOsNa al 20% 500 pl; esperma de salmoén
como DNA carrier 2ug/ml (Sigma-Aldrich); EDTA 0,2M f 10mM; Proteinasa K 200
pg/ml. Fenolizacién: Acetato sddico 3M CH3;COONa (Sigma-Aldrich); Fenol CsHsOH
(grado molecular Sigma-Aldrich); Cloroformo CHCl; (Sigma-Aldrich); Alcohol

isoamilico (Sigma-Aldrich); Fenol : cloroformo : isoamilico (25:24:1); Cloroformo
isoamilico (24:1). Precipitacién: Etanol absoluto CH3CH,OH (grado molecular Sigma-
Aldrich). Lavado: Etanol al 70% C,HsOH (Sigma-Aldrich). Resuspencién: TE que
corresponde a solucion de Tris 10 mM y EDTA 1mM a pH 7.5.

Reaccién en Cadena de la Polimerasa : enzima HotStartTaqg ADN polimerasa

forma modificada de la enzima recombinante 94-kDa, originalmente aislada a partir de
Thermus acuaticus, clonada en E. coli (Deoxynucleoside-triphosphate:DNA
deoxynucleotidyltransferase, EC 2.7.7.7) QIAGEN Companies; soluciones: tampén a
concentracion 10x: Tris Cl, KCI, (NH4),SOs, MgCl, 15 mM; soluciéon Q a
concentracion 5x; solucion MgCl, 25 mM; QIAGEN Companies ; H,O [miliQ] ; dNTPs
10mM con un contenido de 2.5 mM de cada uno de los siguientes : dATP, dCTP,
dGTP, y dTTP GeneAmp® (Applied Biosystems).

Electroforesis: Agarosa SeA Kem®LE agarose (FMC); Bromuro de etidio
(Sigma); Marcador de peso molecular de 1 Kb (1 Kb Plus DNA Ladder, Invitrogen);
colorante Azul de Metileno (Panreac).

Purificacion de ADN: Montage PCR KIT, Single Sample PCR Cleanup
(MILLIPORE Corporation); TE: solucién de Tris 10 mM y EDTA ImM a pH 7.5.
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3.2. LINEAS CELULARES Y CULTIVO

Los pases sucesivos para la obtencion de las poblaciones viricas se realizaron en
la linea celular 143 (ATCC CRL 8303), células procedentes de osteosarcoma humano,
derivado de la linea R970-5 transformadas por el virus del sarcoma murino de Kirsten
(Rhim et al., 1975) y seleccionadas por Bromodesoxiuridina (Bachetti y Graham,
1979), por lo cual son células deficientes para la actividad TK. El procedimiento de
titulacion del virus y una serie de pases sucesivos que se realizaron con el objetivo de
comparar morfolégicamente los focos, se realizé en células Vero (ATCC CCL 81),
linea celular procedente de células epiteliales de rifion de mono verde africano adulto.

Se cultivaron las células en medio esencial minimo de Eagle modificado por
Dulbecco (D-MEM) (GIBCO [Invitrogen Corporation), suplementado con un 5% de
suero fetal de ternera (STF). El medio se suplement6 con 100 Ul/ml de penicilina,
0,05 mg/ml de estreptomicina, 0,05mg/ml de sulfato de gentamicina y lug/ml de
anfotericina B. Tamponado con bicarbonato al 0,15% y HEPES 15mM. Las células se
cultivaron a una temperatura de incubacion de 37° C en presencia de CO, al 5% en

frascos Falcon de 25, 75 y 150 cm’® de superficie.

3.3. CEPA VIRAL
Para la obtencion de las poblaciones virales del estudio asi como para los

controles positivos se utilizo el HSV-1 Cepa F de referencia (Ejercito et al., 1968).

3.4. PASES SUCESIVOS PARA LA OBTENCION DE LAS POBLACIONES
VIRICAS

3.4.1. Definicion de las poblaciones virales del estudio

En el presente estudio se aplicé el cuello de botella a 23 clones originados a
partir de la Cepa F del HSV-1, éstos constituyeron los clones parentales. Cada clon
parental da origen a una serie clonal, la cual luego de 10 pases sucesivos dio origen a

los clones transferidos (Chao, 1990).
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3.4.2. Pases sucesivos en células 143tk

La obtencién de los clones transferidos se realizé6 mediante pases sucesivos de
placas mediante el procedimiento descrito para los RNA virus (Escarmis et al., 1996;
Lazaro et al., 2003). Se cultivaron células 143tk™ a concentracién de 50 000 células/ml
en placas de poliestireno con fondo plano de 6 pozos (Figura 6) en 2 ml de medio

DMEM 5% STF.

Figura 6. Micro platos de polyestireno con fondo plano de 6 pozos de 35mm de
diametro.
Utilizados para la obtencién de los clones virales a partir del crecimiento de focos
aislados.

Pasadas 24 horas de incubacién a 37° C se obtuvo una monocapa de crecimiento
celular que fue examinada al microscopio 6ptico (Nikon Eclipse TS100), para
comprobar una confluencia de 50% (Figura 7). Se retir6 el medio y se procedié a
inocular 0,6 ml del virus problema a una dilucién de 1 en 10, la adsorcién se llevé a
cabo mediante incubacién durante 2 horas a 37°C al 5% de CO,. Durante el periodo de
adsorcién se procedié a preparar el medio con agar con las siguiente proporciones por

cada 10 ml de medio: 5 ml de DMEM 2x suplementado al 4% de STF (Suero de
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ternera fetal), 0,99 ml de H,O estéril, se equilibré pH agregando 10 ul de HCI 1N, se
llevo a temperatura de 45° C. Se afiadié agarosa 2% de bajo punto de fusién un
volumen de 4ml (SeaPlaque GTG® agarose), fundido y equilibrado previamente a 45°
C. Finalizado el periodo de adsorcion se retird el inoculo de las células y se afiadié 3 ml
del medio con agar a cada pocillo, se permite la solidificacién del medio con agar

dentro de la cdmara y se procede a la incubacién durante 48-72 horas.

Figura 7. Mono-capa de células 143tk- al 50% de confluencia (10x).

Las placas fueron observadas al microscopio Optico cada 24 horas para
determinar la presencia de focos de infeccién viral (Figura 8) mediante la observacién
de efecto citopdtico CPE, el cual incluye granulacién citopldsmica seguida de un
agrandamiento de las células, las cuales se vuelven refrictiles y sufren una
degeneracion litica, puede verificarse la formacion de células gigantes multinucleadas
debida a la fusién de membranas que promueve el virus y que se denominan sincitios
(Whitley y Roizman, 2001). Los focos aislados de CPE se marcan convenientemente y

se procede a la aspiracion cuidadosa del medio que lo cubre con el fin de recuperar un
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clon viral aislado. Cada clon recuperado se resuspende por duplicado en 0,5ml de medio

DMEM suplementado con STF al 20% para su conservacion a temperatura de -80° C.

Figura 8. Efecto citopatico producido por el HSV-1 alas 48 h (10x).

3.4.3. Titulacion de los clones obtenidos en los pases sucesivos

La titulacién viral se realizé en placas de 96 pocillos mediante diluciones
seriadas de base diez (107", 107 y 107) de cada clon obtenido a partir del tercer pase
sucesivo. Los pocillos fueron sembradas con una suspensién de células Vero en medio
esencial minimo de Eagle modificado por Dulbecco (D-MEM) suplementado con un
5% de suero fetal de ternera (STF), 100 UI/ml de penicilina, 0,05 mg/ml de
estreptomicina, 0,05mg/ml de sulfato de gentamicina, 1pg/ml de anfotericina B y
tamponado con bicarbonato al 0,15% y HEPES 15mM. A razén de 100 ul del
medio y 20 000 células por cada pocillo. Posteriormente, se realiz6 la inoculacion viral

con volumen de 10 ul del clon viral al primer pocillo y se procedié a homogenizar.
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Seguidamente se pas6 un volumen de 10 pl del primer pocillo al segundo y se
homogenizé. Del segundo pocillo se pas6 un volumen de 10 pl al tercero se

homogenizé y se descart6 el mismo volumen.

Las diluciones seriadas se realizaron descartando las puntas en cada dilucién. El
volumen final en cada pocillo fue de 100 pl. En cada titulo se incluy6 un control celular
sin virus. Se incubd a 37°C en atmésfera humeda y presencia de CO, al 5%. La

lectura se realiz6 a partir de las 48 horas.

3.4.3.1. Estudio estadistico.

El andlisis de las medias de las titulaciones obtenidas en cada pase fueron
analizadas por el método no paramétrico de Kruslkal-Wallis y por el Test no

paramétrico de las medianas (Kruskal y Wallis, 1952; Alvarez-Céceres, 1995).

3.4.4. Controles.

Durante la obtencién de las poblaciones virales mediante pases sucesivos se
incluyeron los controles correspondientes para asegurar la validacion de cada

procedimiento.

3.4.4.1. Control de células

En la realizacién de cada pase sucesivo se incluy6 un control de células, el cual
consistioé en un pocillo preparado con igual concentracion de células al cual no se le

practicé la inoculacién viral (Figuras 9, 10, 11y 12).
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Figura 9. Control negativo 48h (10x) Figura 10. Control negativo 48h (20x).

Figura 11. Control negativo 72h (10x). Figura 12. Control negativo 72h (20x).
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3.4.4.2. Control Positivo

En la realizacién de cada pase sucesivo se incluyé un control positivo, el cual
consistia en un pocillo preparado con igual concentracion de células al cual se le inoculé

una dilucién del HSV-1 Cepa F de referencia (Figuras 13 y 14).

Figura 13. Control positivo 24h (10x). Figura 14. Control positivo 24h (20x).

3.5. AISLAMIENTO DE DNA

Se realiz6 el procedimiento para la extraccién de DNA total por tratamiento con

SDS-proteinasa (Tabarés, 1987).
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3.6. REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA

La reaccion de amplificacion del DNA se llevé a cabo en un volumen total de 50

pl con los siguientes reactivos: 1 ug de DNA total, 1 pmol de cada iniciador, 200 umol
de cada ANTP y 2 U de HotStartTag DNA polimerasa, Q-Solution [1x] como aditivo
que aumenta la eficiencia de la reaccion (QIAGEN® products), QIAGEN PCR Buffer

[1x] (QIAGEN® products). La concentracion optima de Mg2+ se determiné para cada

uno de los genes en estudio mediante la realizacion de curvas de magnesio.

Se utilizé6 DNA de HSV-1 cepa F (Ejercito et al., 1968) como control positivo de

la reacci6én y agua destilada como control negativo. El producto amplificado se

visualizé en un gel de agarosa al 1% tefiiddo con bromuro de etidio (0,1 pg/ml). Para

comprobar el tamafio del segmento amplificado se carg6 un gel con los productos de la

reaccion y el marcador de peso molecular de 1 Kb (1 Kb Plus DNA Ladder, Invitrogen)

3.6.1. Region Exo III de la DNA polimerasa

3.6.1.1. Iniciadores

Para el estudio de la region Exonucleasa III del gen de la DNA polimerasa de

amplific6 un segmento de 403 pb seleccionado aleatoriamente (Figura 15).

1381

1441

1501

1561
1621

1681

1741

1801

1861

1921
1981

Figura 15 . Fragmento amplificado de la regién Exo III de 1a DNA polimerasa.

ttcgtgaccg

gacatttaca

gtgtgggaca

gtgaacatcg
aacgccgtgg

cccgcctact

gattccctgce

gtcgcgcgcet

gtctttacgt

gggcgattta

gaggagcggce

ggtacaacat

aggtccccct

taggccagag

catcaacttc

ggacgggtac

ccacttccag

gactggccct

ggccgcatga

aagcgcagca

acatgtacgg

ccgaagccgt

acgccgccgg

tggtgggcca

tggcgggtat

gcctgctgceg

ggggcgcegg
cagaggagga

HS-E1 -
gattataacc

cctgaaggac
gcccgcgcaa
gctgtttttt
taacatcacc

cctggccgac

gggggaggcyg
gggggaggac

gacaagatca

aagaagaagg
cgcggggtga
aagtttttgc
cgcaccatct

cagaagggcet

cccaagcgtc

gaggacgaac

tcttactggc

acggccgggg

agataaaggt

agctctcgag

acctgagcta

tcggcgagta

cccatctgga

acgacggcca

caagctgacg

cgtgtttcgce

gaacggcatg

ctacaagctc

tcgcgacatc

ctgcatacag

gctctcggcc

gcagatccgc

ttattctgcc ggacacccag

< HS-E1R

cggccgcagce

gcgaggaggg

Los iniciadores empleados fueron HS-E1 y HS-E1R
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3.6.1.2. Programa para la amplificacion

El programa de ciclos empleado  consisti6 en una primera etapa de
desnaturalizacion inicial a 95°C/10 min; 35 ciclos de desnaturalizacion a 95°C/1min;
anillamiento a 54°C/1min y extensién a 72°C/1min; terminando con una extension final
de a 72°C/7min.

3.6.1.3. Determinacion de la concentracion éptima de Mg

Se determiné como concentracién 6ptima 1,5 mM (Figura 16).

ABCDEFGH I

pb

850 —

500
400 —

Figura 16. Electroforesis de la curva de Magnesio para la
amplificacion del segmento Exo Ill de la DNA Pol.
Se indica con letra por carril el marcador de peso molecular y las
concentraciones de Magnesio utilizadas: A: marcador de peso
molecular; B: canal vacio; C: 1,5 mM; D:2 mM; E: 2,5 mM;
F: 3mM; G: 4mM; H: 5 mM; I: control negativo.
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3.6.2. Gen de la glicoproteina gD

3.6.2.1. Iniciadores

Para el estudio del gen de la glicoproteina D se amplifico un segmento del gen

de 436 pb seleccionado aleatoriamente. (Figura 17).

361

421

541
601

661

721

781

961

accatcgctt

accgaatgct

aactactatg

cccgegtttg

attacacagt

cgcatccccce

agcatcggga

ttgaagatcg

gagctgtccg

tcggccctcet

ggtttcggat
cctacaacaa

acagcttcag

agaccgccgg

ttatcctgga

cgtcagcctg

tgctgccceg

ccgggtggca

agacccccaa

tggaggaccc

gggaggcaac
gtctctgggg

cgccgtcagce

cacgtacctg

gcaccgagcc

cctgtcccce

cttcatcccc

cgggcccaag

cgccacgcag

cgtggggacg

ataccgtcga tccaggacgc cgcgacgcct

1021 ggcctgatcg ccggcgcggt gggcggcagt

tgtgctatcc

gcctgtccca

gaggataacc

cggctcgtga
aagggctcct

caggcctacc

gagaaccagc

gccccataca

ccagaactcg

gtggcgeege

ccatcacggt
tccgaacgca

tggggttcct

catggagtac
gccccgctgg

gatgcacgcc

gb1l >

agataaacga

gtaagtacgc

agcagggggt

gcaccgtcgce

cgagcaccct

ccccggaaga

ctggacggag

cctccecgetg

gacggtggac

cgtatacagc

gctgcccececg

ccccgaggat

aaatcccacc aaactggcac

< gD12

taccatcccc cggccacccc gaacaacatg

ctcctggcag ccctggtcat ttgcggaatt

Figura 17 . Fragmento amplificado del gen de la glicoproteina gD.
Los iniciadores empleados fueron gD11 y gD12.

3.6.2.2. Programa de amplificaciéon

El programa de ciclos empleado

consistid en una primera etapa de

desnaturalizacidn inicial a 94°C/10 min; 35 ciclos de desnaturalizacion a 94°C/1min;

anillamiento a 57°C/1min y extensién a 72°C/1min; terminando con una extension final

de a 72°C/7min.

3.6.2.3. Determinacion de la concentracion optima de Mg

Se determiné como concentracién 6ptima 1,5 mM (Figura 18).
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ABCDEFGH I

pb

850 —

500 —
400 —»

Figura 18. Electroforesis de la Curva de Mg para la amplificacion del segmento
de la gD.Se indica con letra por carril el marcador de peso molecular y las
concentraciones de Magnesio utilizadas: A: marcador de peso molecular; B:
canal vacio; C:1,5 mM; D:2mM; E: 2,5mM; F: 3mM; G: 4mM; H: 5
mM; |: control negativo.

3.6.3. Gen de la timidina kinasa
3.6.3.1. Iniciadores
Para el estudio del gen de la TK se amplifico un segmento de 480 pb (Figura

19) que contiene el sitio activo de unién a ATP (Darby et al., 1986).

241 cagcgtgccg cagatcttgg tggcgtgaaa ctcccgcacc tcttcggcca gcgecttgta
301 gaagcgcgta tggcttcgta ccccggccat caacacgcgt ctgcgttcga ccaggctgceg
361 cgttctcgcg gccatagcaa ccgacgtacg gcgttgcgcc ctcgccggca gecaagaagec

421 acggaagtcc gcccggagca gaaaatgccc acgctactge gggtttatat agacggtcec
HTK6D ->

481 cacgggatgg ggaaaaccac caccacgcaa ctgctggtgg ccctgggttc gcgcgacgat

541 atcgtctacg tacccgagcc gatgacttac tggcgggtgc tgggggcttc cgagacaatc

601 gcgaacatct acaccacaca acaccgcctc gaccagggtg agatatcggc cggggacgcg
661 gcggtggtaa tgacaagcgc ccagataaca atgggcatgc cttatgccgt gaccgacgcc
721 gttctggctc ctcatatcgg gggggaggct gggagctcac atgccccgcc cccggccctce
781 accctcatct tcgaccgcca tcccatcgcc geccctcecctgt gctacccggce cgcgcecggtac

841 cttatgggca gcatgacccc ccaggccgtg ctggegtteg tggccctcat cccgccgacc
& HTK6R

901 ttgcccggca ccaacatcgt gcttggggcc cttccggagg acagacacat cgaccgcectg

961 gccaaacgcc agcgccccgg cgagcggctg gacctggcecta tgctggetge gattcgecge

Figura 19. Fragmento amplificado del gen de la TK. Los iniciadores fueron HTK6D y HTK6R
. Enmarcada en color verde se indica la secuencia del sitio activo (Darby et al., 1986).
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3.6.3.2. Programa de amplificacion

El programa de ciclos empleado  consistié en una primera etapa de
desnaturalizacion inicial a 95°C/10 min; 35 ciclos de desnaturalizacion a 95°C/1min;

anillamiento a 50°C/Imin y extensién a 72°C/Imin; terminando con una extension final

de a 72°C/7min.

3.6.3.3. Determinacion de la concentracion optima de Mg

Se determiné como concentracién 6ptima 2,5 mM (Figura 20).

A BCDEFGH I

Figura 20. Se observa la Curva de Magnesio para determinar su
concentracion optima para la amplificacion de la timidina kinasa.
Se indica con letra por carril el marcador de peso molecular y las concentraciones
de Magnesio utilizadas: A: marcador de peso molecular; B: canal vacio; C: 1,5
mM; D:2mM; E: 2,5mM; F: 3mM; G: 4mM; H: 5 mM; |: control negativo.

3.6.4. Reamplificacion

Con el fin de obtener concentraciones adecuadas para la secuenciacién del DNA
amplificado se practicd procedimiento de reamplificacién utilizando los mismos

iniciadores y programas de ciclos para cada uno de los genes estudiados.
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3.7. PURIFICACION DE LOS PRODUCTOS DE AMPLIFICACION

Previo a la secuenciacién de los productos de la reaccién en cadena de la
polimerasa se llevé a cabo su purificaciéon con el objetivo de eliminar todas la
impurezas tales como: sales, iniciadores y dNTPs no incorporados. Para tal efecto se
utiliz6 el sistema de filtro de membrana denominado Montage PCR KIT, Single Sample

PCR Cleanup (MILLIPORE Corporation).

El procedimiento se realiza insertando el tubo que posee la membrana en un vial,
seguidamente se agrega al tubo una solucién de TE o agua destilada que ajuste un total
de 400l junto con la muestra, sin tocar la membrana. Se centrifuga a 1000xg durante
15 min. Se separa el tubo con la membrana del vial. El ADN purificado permanece en
la membrana, para recobrar el DNA purificado se introduce el tubo en un vial limpio y
agregar 20 ul de TE o agua destilada, se invierte el tubo en el mismo vial y se
centrifuga a 1000xg durante 2 min (Figura 21). Se comprueba la concentracién de

DNA amplificado por electroforesis en gel de agarosa.

DNA _c iniciadores

i

sales o~ ,» dNTP

' DNA

Figura 21. Purificacion de los productos de la amplificacién previo a la
secuenciacion.
(1) Producto de la PCR cuyo contenido incluye, ademas del DNA amplificado, sales,
iniciadores y dNTPs; (2) el ADN permanece en el tubo entre la membrana
separado de los demas componentes; (3) resuspension del DNA.
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3.8. SECUENCIACION Y ANALISIS DE DNA

Se realiz6 la secuenciacion automatica de los productos de la amplificacion en el
Departamento de Secuenciacion del Servicio Inter Disciplinario de Investigacion
(S.I.LD.I) de la Universidad Auténoma de Madrid. El andlisis comparativo entre
secuencias obtenidas de los clones virales estudiados se llevo a cabo utilizando el
programa Gene Jockey. El andlisis comparativo con secuencias de cepas de HSV-1
reportadas por otros autores se realiz0 por homologia con el programa BLAST

utilizando la base de datos http://www.ncbi.nln.nih.gov.

3.9. ESTUDIO DE LA NEUROVIRULENCIA EN MODELO MURINO.
3.9.1. Titulacion de los clones

La titulacion de los Clones virales obtenidos se realiza por el método de Dosis
Infectiva para 50 % de los cultivos celulares (TCDsp). Se siembran células Vero a una
concentracion de 20 000 células por pocillo en un volumen de 100ul de medio en
microplacas de poliestireno de 96 pocillos con fondo plano. Se realizaron diluciones
seriadas con factor de 10 del virus problema. Se agregé un volumen de 50ul de la
correspondiente dilucién a cada pocillo, este paso se realizd por cuadruplicado. Se
incubd a 37° C al 5% de CO, durante 48 a 72 horas. Se realizo el recuento de los
pocillos con focos al microscopio 6ptico. Cédlculo de la TCDsy por el método de Reed-

Muench (Reed y Muench, 1938).

3.9.2. Ensayo biolégico

Se practico el ensayo bioldgico a la cepa de referencia HSV-1 F y a cuatro
clones virales de la poblacion final para la comparacién de la neurovirulencia producida
en el modelo murino. Estas cepas fueron previamente tituladas para calcular la dosis
infecciosa 50% en cultivos de tejidos (TCDs). Para el ensayo de la neurovirulencia, se

utilizaron ratones CD1 hembras de seis semanas de vida, los cuales se mantuvieron una
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semana en cuarentena. Por cada cepa se hicieron diluciones de 107, 102 107 y 10*. Se

inocularon 5 ratones por cada dilucién, lo que constituyo 20 ratones por cepa.

Los ratones se anestesiaron por la via intraperitoneal mediante administracion de
2mg de ketamina+0,2 mg de xylacina. Cada dilucién viral se inocul6 en 5 ratones a
razoén de 10 pl por ratén y se administrd por la via intracraneal utilizando jeringuillas
de tuberculina con aguja de 30 G. Se registr6 diariamente el nimero de animales
muertos durante 3 semanas. Se analizaron los datos aplicando el método de Kirber

(Kérber, 1931).
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4. RESULTADOS

4.1. RESULTADOS DE LA CLONACION
4.1.1. Poblaciones del estudio.

Los clones iniciales o clones parentales se obtuvieron a partir de una poblacién
original representada por el HSV-1 cepa F (Ejercito et al, 1968). Se aislaron 23 clones
parentales, identificados como sigue: A1, B1, CI1, D1, El1, F1, GI, HI1, II, J1,
K1, L1, MI, NI, Ol, PI, QI, R1, S1, T1, VI, WI y YI. Los clones
finales o clones transferidos se obtuvieron por pases sucesivos a partir de cada clon 1y
estd formada por los clones A10, B10, C10, D10, EI10, F8, G10, HI0, 110,
J10, K10, L10, M10, NI10, O10, P10, Q10, R2, S10, T10, V10, WIO y
Y10 (Figura 22).

HSV-1 Cepa F

Alp B G Do Eyo Gp Ho ko o Ko Lo Mo MNg O Pyg Gy Sio0 Tao Yo Wio Yio

Figura. 22. Diagrama de los clones viricos obtenidos.

Se observa que a partir de la cepa de referencia, HSV-1 cepa F, se obtienen por pases sucesivos 23
clones 1, los que representan los clones iniciales o parentales, identificados como sigue: A1, B1, C1, D1,
E1, F1, G1, H1,11,J1, K1, L1, M1, N1, 01, P1, Q1,R1, S1, T1, V1, W1, Y1. Cada uno representa el primer
clon de una serie identificada con una letra y fue pasado sucesivamente 9 veces hasta obtener los
clones finales o transferidos (clones 10). Nétese que la serie F solo logro ser transferido hasta F8 y la
serie R hasta R2. Se consideran como clones transferidos los clones A10, B10, C10, D10, E10, F8, G10,
H10,110,]J10,K10,L10,M10,N10, 010, P10,Q10,R2,S10, T10,V10, W10, Y10.
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Dentro de la serie clonal F encontramos que luego del octavo pase sucesivo y la
obtencion del clon F8 no fue posible continuar con la obtencién de clones ya que no se
produjeron focos a partir del clon F8 en células 143tk-. Igual situacion se produjo dentro
de serie clonal R, aunque de manera mds temprana, ya que no se produjeron focos en
los pases sucesivos a partir del clon R2. Podemos suponer que en estas dos series
clonales se verific6 una disminucién en su capacidad de producir progenie infecciosa.
Debido a que entre los clones F y R no fue posible realizar pases sucesivos hasta el
clon nimero diez, como estaba previsto los clones F8 y R2 constituyen los clones

transferidos o finales de sus series respectivas.

4.2. CARACTERIZACION DE LA ACTIVIDAD BIOLOGICA DE LOS
CLONES EN CULTIVOS CELULARES

Durante los pases sucesivos detectamos cambios en el crecimiento del virus y
cambios en la morfologia de los focos de infeccion que produjeron. Observamos
diferencias entre las series clonales con respecto a las caracteristicas morfoldgicas de
sus focos de infeccion tales como nimero, tamafio y periodo de incubacién para la

presentacion de los focos.

Con el fin de comprobar de una forma cuantitativa que el cuello de botella a que
habiamos sometido las diferentes series clonales tenia un efecto sobre la adaptacion de
ellas al cultivo celular, a partir del tercer pase, los clones obtenidos fueron titulados
segun el apartado 3.4.3 del capitulo Materiales y Métodos. Considerando todas las
series en su conjunto, podemos observar en la Figura 23 la evolucién de las medias y
medianas de las titulaciones obtenidas en los clones virales durante los pases sucesivos,
a partir del tercero. La disminucién progresiva de las medias de los titulos obtenidos
resultd estadisticamente significativa (P= 0,016, Kruskal-Wallis; lo mismo que las
medianas (P= 0,014, Test de las medianas). El efecto extremo de este fendémeno
correspondié a dos series clonales, la F y la R que perdieron su capacidad de infectar a

las células 143tk- antes del décimo pase.
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De forma cualitativa, el cuello de botella también afecto a la velocidad de
crecimiento de los clones, reflejada en el tamafio de los focos de efecto citopdtico;

aunque no a todas las series de la misma manera.
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Figura 23. Analisis estadistico de la evolucion del titulo viral de todas las series
durante el proceso de clonacién.
A: Evoluciéon de la media de los titulos obtenidos en la linea celular 143 a partir
del pase 3. La disminuciéon progresiva de los titulos fue estadisticamente significativa
(P=0,016. Kruskal-Walis).
B: Evolucién de la mediana de los titulos obtenidos en la linea celular 143 a partir

del pase 3. La disminucién progresiva de los titulos fue estadisticamente significativa
(P= 0,014 Test de las medianas.).
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4.2.1. Series clonales en que no se detectan cambios durante el proceso de pases
sucesivos.

No se detectaron cambios aparentes en 16 de un total de 23 series clonales
durante el proceso de pases sucesivos. Las series clonales A, B, C, D, EG, H, [, J, K,
0,Q,S, T, V, Y mostraron una velocidad de crecimiento constante asi como tamafio
de los focos de efecto citopatico observados con igual tiempo de incubacidn, similar a la

cepa original.

4.2.2. Series clonales en que se detecta una disminucion en su capacidad de infectar
células 143tk- .

Durante el proceso de pases sucesivos observamos en 6 series clonales: F, M, N,
P, R, W, una disminucién en su capacidad de producir focos de infeccién en células
143 tk-.

Las series F y R no pudieron ser transferidas hasta el ultimo pase sucesivo,
logrando obtener de la serie F s6lo hasta el octavo pase, clon F8, y se la serie R s6lo
hasta el segundo, clon R2.

Las series M, N, P, W pudieron ser transferidas hasta lograr el dltimo pase
sucesivo, clones 10, sin embargo mostraron una disminucién en el tamaiio de los focos

de infeccidn y aumento en el periodo de incubacién.

4.2.3. Serie clonal donde se detecta un incremento en su capacidad de infectar
células 143tk-.
Por dltimo en una de las series clonales, la serie L, se observé un aumento en el

tamaio de los focos de infeccidn que se presentaron a las 48 horas de la incubacion.

4.2.4. Inoculacién de clones en células 143tk- y células Vero.

De dos series clonales que demostraron una disminucién en su capacidad de
formar focos en células 143tk-, series N y M, se realiz6 inoculacién en células Vero
(Figura 24). Observamos que en células Vero, el nimero y tamafio de focos se
incrementd, asi como, el tiempo de presentaciéon de los focos disminuy6 de 72 a 48

horas.
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Observemos la morfologia de los focos del clon N9 en el noveno pase sucesivo
en células 143tk- (Figura 25 A) y como se modifica al ser cultivada en células Vero
aumentando notablemente el tamafo de los focos de infeccion (Figura 24 B). Al
realizar el mismo procedimiento con la serie clonal M observamos que en células 143tk-
los focos se observan reducidos en su tamafio (Figura 26 A) sin embargo en células
Vero los focos de infeccidn se presentan con un notable aumento de tamafio (Figuras

26 B).

Clon M8
Clon obtenido luego de 8 pases sucesivos en céluias 143tk-

I |
Pases Pases
SUCesVOs sucesivos
en en
células143tk- celulas Vero
M9 V1 M8
Clon Clon
M0 V2 M8

Figura 24. Denominacidn asignada a los
clones durante el ensayo de pases en dos lineas celulares simultaneamente,
143tk- y Vero.
Nétese que en el presente ejemplo el clon M8, obtenido a través de pases en células
143tk-, luego de su primer pase en células Vero se le agrega V1 a su denominacion, lo
que indica que el clon M8 ha sido pasado una vez en células Vero obteniendo el clon
V1 M8, éste mismo clon al ser nuevamente pasado en células Vero se le denomina V2
M8, indicando que ha sido pasado 2 veces en células Vero
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Figura 25. Comparacion entre focos de infeccion producidos por
virus clonales de la serie N.

Se observa un virus debilitado en células 143tk- que al inocularse en
células Vero recupera su capacidad de infectar las células. Foto A: Clon
N9 72h (10x). Foto B: Clon V1 N9 48h (10x).
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Figura 26. Comparacién entre focos de infeccion producidos por clones
de la serie M.

Se observa un virus debilitado en células 143tk- que al inocularse en células
Vero recupera su capacidad de infectar las células. Foto A: Clon M8 72h (10x).
Foto B: Clon V1 M8 48h (10x)
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4.2.5. Comprobacion del efecto del agar en la pérdida de la infectividad de

los Clones en cultivo celular.

Con el objetivo de verificar que los clones de las series F, M, N y R
efectivamente se habian visto afectados en su infectividad para la linea celular 143tk-y
que no era un artefacto producido por la presencia de agar en el medio, procedimos a
realizar pases paralelos en células 143tk” y células Vero sin agregar agar al medio de

cultivo.

Los resultados observados a las 48 y 72 horas de incubaciéon fueron similares a
los obtenidos durante los pases sucesivos de estas series de clones y demuestran que la
disminucion de su capacidad de producir focos o producir infeccion no obedecen a la

presencia de agar en el medio (Tabla 2).

Células 143tk- Células Vero
Clon
48h 72h 48h 72h
F7 neg 1 foco neg 1 foco
M8 neg 1 foco >1 >1
N9 1 foco 1 foco neg 1 foco
R2 neg neg neg neg

Tabla 2. Resultados de la Inoculacién paralela de clones en dos lineas celulares
sin adicién de agar.
Se indica la observacién de focos de infeccién a las 48h y 72h de la inoculacién en
células 143tk y células Vero sin la adicién de agar en el medio de los clones de las
seriesF,M,NyR.
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4.3 RESULTADOS DE LA AMPLIFICACION
4.3.1. Region Exo III de la DNA polimerasa.

Los productos de la reaccién en cadena de la polimerasa, que se le realiz6 a los
clones iniciales y finales, se ponen de manifiesto al realizar la electroforesis en gel de
agarosa observando la presencia de bandas correspondientes a 403 pb, tamaio del

segmento amplificado para la regién exo III de la DNA Pol.

En algunos clones no se logré obtener la concentracidon necesaria de DNA para
la secuenciacién. Tal fue el caso de los clones Al, C1, J1, A10, C10 y J10 que, como
vemos en la Figura 27 A, presentaron bandas muy débiles a la electroforesis que

corresponden a concentraciones de DNA bajas.

Sin embargo estos clones alcanzan niveles Optimos de DNA para la
secuenciacion luego de realizar un procedimiento de reamplificacién al primer producto

de PCR (Figura 27 B).

Se observan los productos de la amplificacién purificados en la Figura 27 C.

A B C
pb a4 8¢ DE F G H pb 4 8 ¢ D E F G A . A B CDETFG
p
850
500
400

Figura 27. Electroforesis de los resultados de amplificacion, reamplificacion y purificacion
para la region Exo III de la DNA Pol.

A: Amplificacidn. En los canales Ay H se encuentran el marcador de peso molecular y control
negativo respectivamente. En los canales del B al G se encuentran A1, C1, ]1, A10, C10, J10.
B: Reamplificacién. En los canales Ay H se encuentran el marcador de peso molecular y control
negativo respectivamente. En los canales del B al G se encuentran A1, C1, ]J1, A10, C10, J10.
C: Purificaciéon A1, C1,]1, A10, C10, J10.
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4.3.2. Gen de la glicoproteina D.

Los productos de la reaccidn en cadena de la polimerasa, que se le realiz6 a los
clones iniciales y finales, se ponen de manifiesto al realizar la electroforesis en gel de
agarosa observando la presencia de bandas correspondientes a 436 pb, tamaio del

segmento amplificado para el gen de la glicoproteina gD.

En algunos clones no se logré obtener la concentracidon necesaria de DNA para
la secuenciacion. Tal fue el caso de los clon Al y C1 que podemos observar en la
Figura 28A, presentaron bandas muy débiles a la electroforesis que se corresponden
con concentraciones de DNA bajas. Vemos en la misma figura que los clones J1, A10,
C10 y J10 muestran una mayor concentracién por lo cual no fueron reamplificadas. Los
clones Al y Cl1 alcanzan niveles 6ptimos de DNA para la secuenciacién luego
de realizar un procedimiento de reamplificaciéon al primer producto de PCR
(Figura 28B). Se observan los productos de la amplificacion purificados en la Figura
28C.

A B C
ob ABCDEFGHI oo b ABCDE
850 —m= 850 o
500 —»= 500 —=
400 400

Figura 28. Electroforesis de los resultados de la amplificacién, reamplificacion y purificacion
para el gene de la gD.
A: Amplificacidon. En los canales Ay H se encuentran el marcador de peso molecular y control
negativo respectivamente. En los canales del B al G se encuentran A1, C1, ]J1, A10, C10, J10.
B: Reamplificacién. En los canales Ay D se encuentran el marcador de peso molecular y control
negativo respectivamente. En los canales del By C se encuentran A1, C1.
C: Purificacién A1, C1,]1, A10.
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4.3.3. Gen de la timidina kinasa

Los productos de la reaccién en cadena de la polimerasa, que se le realiz6 a los
clones iniciales y finales, se ponen de manifiesto al realizar la electroforesis en gel de
agarosa observando la presencia de bandas correspondientes a 480 pb, tamafo del

segmento amplificado para el gen de la timidina kinasa.

En la Figura 29A se muestran los productos de la amplificacién de los clones
Al, CI1, J1, A10, C10 y J10. Se puede apreciar que Al y C1 presentaron bandas muy
débiles a la electroforesis que corresponden a concentraciones de DNA bajas. Estos
clones alcanzan niveles 6ptimos de DNA para la secuenciacién luego de realizar un
procedimiento de reamplificacion al primer producto de PCR (Figura 29 B). Se observa

los productos de la amplificacion purificados en la Figura 29 C.

A B C

AB CDEFGH pb ABCDTETFG

Figura 29. Electroforesis de los resultados de la amplificacién, reamplificacion y purificacion
para el gen de la timidina kinasa.

A: Amplificacién. En los canales Ay H se encuentran el marcador de peso molecular y control
negativo respectivamente. En los canales del B al E se encuentran A10, C10,]J10 y J1; canales Fy G
clones Aly C1 respectivamente.

B: Reamplificacion. En los canales Ay D se encuentran el marcador de peso molecular y control
negativo respectivamente. En los canales del By C se encuentran A1, C1.

C: Purificacién Al, C1,]1, A10, C10, J10.
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4.4. RESULTADOS DE LA SECUENCIACION

4.4.1 Analisis de las secuencias obtenidas.

En la Tabla 3 se puede apreciar un resumen de las mutaciones que se
verificaron luego de los pases sucesivos entre los clones iniciales y los clones finales
con respecto a los genes estudiados. Vemos que en la region Exo III de la DNA
polimerasa no se presenta ninguna variacion, por lo que podemos suponer que es una

regién muy conservada del virus.

Posicion ~ Poblacion  Poblacion  Poblacion Cambio Cambio
Genes Serie de Viral Inicial de de
Nucledtido  Original (Clones 1) Final Cododn Amino Acido
(Cepa F)
eD K 720 C C (10) T GAC —» GAT Asp (D) —> Asp (D)
b
F 867 G A 8 A ACG - ACA Thr (T) — Thr (T)
B 511 T T (10) A TGC - AGC Cys (C) — Ser (S)
E 511 T T (100 A TGC - AGC Cys (C) — Ser (S)
G 511 T T (10) A TGC - AGC Cys (C) — Ser (S)
TK H 511 T T (100 A TGC - AGC Cys (C) — Ser (S)
K 511 T T (10) A TGC - AGC Cys (C) — Ser (S)
T 511 T T (100 A TGC - AGC Cys (C) — Ser (S)
P 511 T T (10) A TGC - AGC Cys (C) — Ser (S)
(¢} 511 T T (100 A TGC - AGC Cys (C) — Ser (S)

Tabla 3. Caracterizacion de las variaciones encontradas en las regiones amplificadas de los

genes estudiados.
Se observan las variaciones obtenidas en cuanto a nucleétido, codén y aminodacido entre
la poblacién original representada por la Cepa F, los clones iniciales o padres (clones 1) y
los clones finales o transferidos. @ Nétese que en la serie F la variacidn se presenta desde
el clon 1. b En la serie F solo se logré llegar al octavo pase sucesivo, lo cual se indica entre
paréntesis. No se detectaron mutaciones en la region exo III del gen de la polimerasa de
DNA.
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En cuanto al segmento amplificado de la gD obtuvimos en la serie clonal K en el
clon K10 una sustitucién de timina por citosina en la posicién 720 del gen el cual se
pudo observar en la lectura con ambos iniciadores. Esta sustitucion resulta en una
mutacion silenciosa ya que aunque produce un cambio en el correspondiente codén de

GAC para GAT no altera el aminodcido que codifica el acido aspartico (asp).

Otra mutacion silenciosa que se obtuvo en el anélisis de las secuencias de la gD
se observo en el grupo de clones F en el nucledtido 867 del gen donde se sustituye
adenina por guanina cambiando el codén de ACG para ACA los cuales codifican para
el aminoacido treonina (thr). En esta serie clonal la deteccién de esta variacidén se
produjo a partir del clon F1 donde se leyo con ambos iniciadores y se observo también
en el clon F8 donde se ley6 con el iniciador directo. El resultado obtenido con la serie
clonal F demuestra que, como era previsible, la cepa de referencia F (Ejercito et al.,
1968) constituye una poblacion heterogénea y que esta variacion esta formando parte de

ella, aunque sea minoritaria.

En el caso de la timidina kinasa encontramos una sustitucién de adenina por
timina en el nucledtido 511 del gen en los clones B10, E10, G10, H10, K10, T10, P10 y
010 que produce una variacién del codén de TGC para AGC el cual se traduce en un

cambio de aminodacido de cisteina (cys) para serina (ser).

4.4.2. Frecuencia y tasa de las mutaciones espontaneas obtenidas

Las mutaciones observadas quedan reflejadas en la Tabla 3 donde se aprecia
que en la regién estudiada de la DNA Pol no se detectan mutaciones, en el fragmento
de la gD estudiado se detectaron 2 mutaciones y en el fragmento estudiado de la TK se
detectaron 8 mutaciones, si bien fue la misma en todos los casos. En la Tabla 4 se
refleja la frecuencia de mutaciones observada, definida como: numero de mutaciones

detectadas/ nimero total de nucleo6tidos secuenciados
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La frecuencia de mutaciones en el fragmento de la polimerasa es inferior
a 1,08 x 10™ sustituciones por nucleétido; de 1,9 x 10™ sustituciones por nucleétido en
el fragmento de la gD 'y, se consideran las 8 mutaciones repetidas del fragmento de la
TK como una sola, si la frecuencia de mutaciones del fragmento de la TK secuenciado
es de 9,06 x 10” sustituciones por nucleétido. Extrapolando los datos obtenidos a la
totalidad del genoma y asumiendo una tasa media de mutaciones. La tasa de mutaciones

por genoma completo y pase de HSV tipo 1 seria de 1,5 sustituciones por genoma y

pase.
Genoma Tamarno Zona Nucleotidos Frecuencia
del Gen del Totales de
HSV-1 Gen Amplificada Secuenciados  Mutaciones
gD  1185pb 436 pb 10 028 1,99x10
152 260 pb
TK  1131pb  480pb 11 040 9,06 x10 *°

Tabla 4. Frecuencia de mutaciones.
Se reportan la frecuencia de mutaciones y los nucledtidos secuenciados por cada
gen estudiado Se observa informaciéon relevante como tamafio del genoma
completo del HSV-1, tamafio de cada gen y tamafio de cada zona amplificada. En
el gen de la DNA polimerasa no se detectaron mutaciones

4.5. ACTIVIDAD BIOLOGICA DE LOS CLONES EN CULTIVOS
CELULARES

En la Tabla S se pueden observar comparativamente los titulos de los clones
finales de las series Q y S, que fueron seleccionados ya que no mostraron cambios
aparentes en la morfologia de los focos durante los pases sucesivos ni mostraron
cambios en la secuencias de ninguno de los genes estudiados y de los clones de las
series F y R que mostraron una disminucién en su capacidad de infectar células 143tk"
durante los pases sucesivos.
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Clon S10 4,3x 10° x TCDsg
Clon Q10 2x 10° x TCDso
Clon F8 9,3x 10° x TCDsg
Clon R2 2x 10" x TCDs

Tabla 5. Resultados de la titulacion por el método de dosis infecciosa 50
en cultivos de tejido de clones finales o transferidos.
Se aprecian los titulos de clones de la poblacion final de manera comparativa
entre las series Q y S que lograron el pase 10; y de las series F y R que se
mostraron afectados durante el Plaqueo.

Ademas durante el proceso de titulacion realizado en células Vero cada uno de los
virus mostré un comportamiento diferente en cuanto a su desarrollo en la monocapa de

células:

§ Cepa F o poblacién original: crece con rapidez y desarrolla abundantes

sincitios (Figura 30 A).
§ Clon R2: produce algunos pocos y pequeiios sincitios (Figura 30 B).

§ Clon Q10: crecimiento en términos de tiempo es igual al S10, sin embargo no

produce sincitios (Figura 30 C).

§ Clon S10: de crecimiento un poco lento, sin embargo se muestra como gran

productor de sincitios (Figura 30 D).

§ Clon F8: su crecimiento es muy lento y no produce sincitios (Figura 30 E).
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Figura 30. Diferencias de crecimiento de cuatro clones finales o transferidos
comparados con la Cepa F o poblacion original observadas durante la titulacion en
células Vero.

A: Crecimiento de la Cepa F o poblacidn original a 48 horas de incubacién. Se aprecia la
formacion de grandes sincitios. B. Crecimiento del Clon R2 a las 48 horas de incubacidn. Se
aprecian focos pequefios y formacién de pequefios sincitios. C: Crecimiento del Clon Q10 a
las 48 horas. Nétese la formacion de grandes focos similares a aquellos de la poblacién
original pero sin la formacidén de sincitios. D: Crecimiento del Clon S10 a las 48. Se aprecia la
formacion de grandes focos similares a aquellos de la poblacién original (Cepa F) y la
formacion de grandes sincitios. E: Crecimiento del Clon F8 a las 96 horas de incubacion.
Noétese la formacion de pequeiios focos a pesar del largo periodo de incubacidn y la ausencia
de sincitios.
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4.6. ENSAYO BIOLOGICO
4.6.1. Determinacion de la neurovirulencia en el modelo murino.

La neurovirulencia de cuatro clones finales fue comparada con la de la poblacién
original representada por la cepa de referencia F, origen de todos los clones mediante el

célculo de la dosis letal 50% (DLsp) expresadas.

Se determiné la neurovirulencia en el modelo ratén de cuatro de los clones
virales pertenecientes a la poblacion final: S10, Q10, F8 y R2. Los clones S10 y Q10
representan aquellos que lograron ser llevados hasta el dltimo pase y que fueron
transferidos un total de diez veces en células 143tk sin presentar pérdida o alteraciones
en su capacidad de infectar células. Por otra parte los clones F8 y R2 representan a las
series clonales que presentaron una pérdida mds notoria de su capacidad de infeccién
para la linea 143 tk-, de manera que so6lo pudieron ser llevadas hasta el pase numero
ocho y nimero dos respectivamente. Se calcul6 la dosis letal 50% (DLsp) mediante el
método de Kirber una vez obtenidos los datos experimentales de mortalidad en los

diferentes grupos de ratones (Tabla 6).

CepaF 3,7x10 x TCDsq
Clon S10 3,2x 10% x TCDs
Clon Q10 1,9 10° x TCDso
Clon F8 3,5x 10° X TCDsp
Clon R2 1,1x 10°x TCDsp

Tabla 6. Resultados del ensayo bioldgico en ratones CD1.
Se aprecian los resultados de manera comparativa entre la poblaciéon
original, representada por la cepa de referencia F y una seleccién de clones
transferidos: S10, Q10, F8, R2..
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Observamos que todos los clones finales muestran una atenuacién de la
neurovirulencia en el modelo murino. Sin embargo el grado de atenuacién que muestran
difiere para cada uno de ellos, siendo el clon R2 el més atenuado en el modelo de ratén,
con una DLsy 30 veces mayor que la correspondiente a la poblacion viral original,

representada por la cepa de referencia F.
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S. DISCUSION

5.1. APLICACION DEL CUELLO DE BOTELLA GENETICO A UNA
POBLACION DE HSV-1

A partir del HSV-1 F han sido obtenidas, mediante pases sucesivos aplicando
cuello de botella genético, los clones iniciales o clones parentales y los clones finales o
clones transferidos. Con ello se alcanza el primer objetivo de este trabajo. En nuestro
conocimiento no se han comunicado estudios previos para determinar la forma en que
opera el Trinquete de Miiller en el HSV-1. Sin embargo se conocen estudios en este
sentido realizados en diversos microorganismos tales como: bacteriéfago ¢p6 (Chao,
1990), patégenos virales humanos y animales (Duarte et al., 1993; Elena et. al., 1996;
Escarmis et al., 1996; Yuste et al., 1999; Escarmis et al., 2008), virus que afectan
diversos cultivos como son el virus del maiz o “maize streak virus” (MSV) (Isnard et
al., 1998) y el virus del tabaco o “tobacco etch virus” (TEV) (De La Iglesia y Elena,
2007) asi como en la bacteria Salmonella thyphimurium (Andersson y Hughes, 1996),

entre otros.

La forma en que la variabilidad genética afecta a los DNA virus
comparadamente con los RNA virus es un problema que se mantiene pendiente de
respuesta desde el enfoque de la virologia evolutiva (Domingo et al., 2001). En este
estudio se procedid a aplicar un cuello de botella genético a una poblacién de HSV-1
mediante pases sucesivos de placa con el fin de evaluar las consecuencias de este
régimen de pases en cuanto al fitness viral, la acumulacién de mutaciones y las posibles

alteraciones bioldgicas del virus.

Hemos observado que se produce una disminucion de su capacidad de infectar
células al aplicar el cuello de botella genético, cuantificada por la disminucién
progresiva de los titulos obtenidos en células 143tk- , a medida que aumentaba el
nimero de pases, lo que concuerda con otros estudios que concluyen: (i) se observa una
sustancial declinaciéon de la fitness en el virus del mosaico del tabaco (TEV) como

consecuencia de la aplicacion del trinquete de Miiller (De La Iglesia and Elena, 2007);
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(i1) el trinquete de Miiller produce una obvia perdida de la fitness en Salmonella
thyphimurium, la cual fue determinada a través de la observacién de su descenso en la

tasa de crecimiento (Andersson y Hughes, 1996).

Las modificaciones que presenta un microorganismo en su capacidad de
replicarse o fitness se encuentra fuertemente influenciada por el tamafio de las
poblaciones que participan en el proceso de infeccién. Resultados experimentales

documentan que diferentes RNA virus con frecuencia experimentan un incremento en la

fitness durante pases de poblaciones virales grandes (Clarke et al., 1993; Novella et al.,
1995a). Sin embargo los eventos del tipo cuello de botella genético conllevan, en
diversos microorganismos, su pérdida , como lo predice la teoria del trinquete de Miiller

(Chao, 1990; Duarte et al., 1992; Andersson y Hughes, 1996; Yuste et al., 1999).

Estos resultados sugieren que en ausencia de recombinacién y con un alto
“genetic drift”, otros mecanismos genéticos como las mutaciones de retroceso o
reversiones compensatorias no son capaces de compensar la acumulacion de mutaciones

deletéreas (Andersson y Hughes, 1996).

5.2. VARIABILIDAD EN LAS CARACTERISTICAS DE LOS FOCOS
DE INFECCION DE LOS CLONES

Las diferencias observadas en el comportamiento del HSV-1 durante la
obtencion de los clones en el presente estudio concuerdan con otros trabajos: Hinze y
Walker comunicaron en el afio 1961 haber observado alteraciones en el virus tanto en su
virulencia en ratones como en su efecto citopatico y una relativamente baja tasa de
multiplicacién en distintas lineas celulares, luego de haber sido cultivado durante seis
meses en presencia de suero humano a una concentracién de 30% en el medio. Este
estudio muestra una buena correlacion entre la presencia de anticuerpos en el medio
(como factor de presion selectiva) y la obtenciéon de virus con modificaciones en su
efecto citopdtico, tales modificaciones resultaron tan significativas como para

denominar al virus obtenido como una ‘“‘variante atenuada”. Basandose en estos
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resultados los autores proponen que dicha “variante atenuada” surge al aplicar factores
que ejerzan una presion selectiva en la poblacién (Hinze y Walker, 1961). Otro hallazgo
similar lo publican Scott y McLeod (Scott y McLeod, 1959), en este caso los autores
denominan a la variante “cepa proliferativa” ya que se caracteriz6 por la produccion de
focos proliferativos y su efecto citopatico resulté muy parecido al producido por la

“variante atenuada” de Hinze.

Hay mas publicaciones en este sentido: Hoggan y colaboradores describen una
variante del virus capaz de producir focos que se caracterizan por grandes células
multinucleadas (Hoggan y Roizman, 1959); mientras que Spear publicé que la
capacidad de fusionar células del HSV es evidente y que ademds durante la
propagacion del virus en cultivos celulares surgen espontineamente mutantes
formadores de sincitios (Spear, 1993). También se ha sugerido la presencia de un nivel
significativo de variacion interna que se genera en cada ciclo replicativo del HSV-1,
debido a la relativa facilidad con que se han aislado mutantes o variantes a partir de
poblaciones virales clonadas luego de unos pocos pases sucesivos in vitro (Derse et al.,

1982; Holland et al., 1983).

Finalizado el proceso de obtencion de clones y luego de observar durante dicho
proceso una marcada diferencia de comportamiento de los clones a pesar de provenir de
una misma cepa y de haber sido cultivados en idénticas condiciones coincidimos con lo
publicado por Hinze y Walker (Hinze y Walker, 1961) donde se afirma que en vista de
la variabilidad observada en los virus y de la tendencia que muestran, en los sistemas de
cultivos virales de producir seleccion de variantes, sorprende el hecho de que estos
cambios en las poblaciones virales no se hubiesen estudiado o reportado con una mayor
frecuencia en la literatura cientifica de entonces. Como lo afirman Terhune y
colaboradores existen estudios donde se demuestra que a través de pases sucesivos del
HSYV se obtienen variantes del virus que exhiben diferencias en cuanto al tamaiio de los
focos y sus morfologias, aunque en estos estudios dichas variantes no son

caracterizadas genéticamente (Terhune et al., 1998).

Un estudio de Cassai y colaboradores describe la seleccion de dos variantes a

partir de herpes simplex virus tipo 1 (F), sin haberlo expuesto  deliberadamente a
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ninglin agente mutagénico conocido, estas variantes fueron identificadas segin las
caracteristicas morfoldgicas de su efecto citopatico: variante policariocitogénica (FP) y

variante no policariocitogénica o agregativa (FA).

Ademéds entre estas dos variantes se demostraron diferencias significativas en
sus caracteristicas bioldgicas y bioquimicas, tales como sus patrones en cuanto a
polipéptidos y glicoproteinas y la virulencia en pruebas con ratones donde la variante

FP demostr6 ser mucho mas virulenta que la variante FA (Cassai et al., 1975).

Un estudio realizado a nivel de andlisis genético demostré variabilidad en el
gen de la glicoproteina L. en cepas del HSV-1 en las cuales se observé inhibida la

fusion celular alterando asi la formacién de sincitios (Novotny et al., 1996).

Existen diferentes loci ubicados en la regién uUnica larga (UL) del genoma del
HSV-1 cuyas mutaciones pueden causar cambios en la presentaciéon del fenotipo
sincitial el cual, probablemente, se presenta a partir de cambios en las proteinas
estructurales. Una de ellas es UL27, que corresponde a la glicoproteina viral de
superficie B (Bzik et al., 1984) y otra es UL53 que codifica la proteina hidrofébica
multiple (Debroy et al 1985; Pogue-Geile y Spear, 1987).

Se considera que la policariocitosis espontdnea que se presenta en infecciones
celulares por HSV-1 tiene una base en la actividad fusogénica de la glicoproteina D, la
cual es dependiente del tipo celular ya que se ha observado que las lineas celulares que
expresan bajos niveles de gD post infeccion no desarrollan policariocitosis (Campadelli-
Fiume et al, 1988) y que anticuerpos especificos frente a gD inhiben la fusién entre
células. Por otro lado se ha planteado que para que se produzca la policariocitosis es
imprescindible que el virus lleve a cabo la coexpresion de cuatro glicoproteinas: gD,

gH, gB, gL, las cuales promueven juntas la fusién celular (Zhou et al., 2003).

Existe evidencia de este fendmeno de cambios en la morfologia de los focos de
infeccién en virus RNA: los resultados de un estudio con el virus de la fiebre aftosa
(FMDV) documentan la transicién de fenotipo viral como resultado de la aplicacién del
cuello de botella genético, uno de los clones sobrevino en fenotipo no citolitico, este
fenotipo fue incapaz de formar focos de infeccién visibles en los cultivos, sin embargo

fueron competentes en la replicacion de RNA y establecieron infeccién persistente en
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los cultivos celulares a pesar de no atravesar la fase citolitica (Escarmis et al., 2008). En
este mismo sentido los resultados obtenidos por Duarte y colaboradores con el virus de
la estomatitis vesicular (VSV) sugieren la posibilidad de que las variantes que, durante
los pases sucesivos han acumulado dafios mutacionales adicionales, podrian fallar en
formar focos de infeccion visibles y de tal manera ser indetectables (Duarte et al.,

1994).

5.3. VARIACIONES EN LA CAPACIDAD DE INFECTAR CELULAS

Cuando un virus da origen a una progenie genéticamente heterogénea durante
solo un pase/ciclo de infeccién celular, cualquier genoma que sea tomado al azar a partir
de esa poblacién progenie posee cierta probabilidad infinita de incluir consigo una
mutacion que disminuya el fitness viral. Esta prediccion ha sido comprobada
experimentalmente con diversos virus RNA. (Chao, 1990; Duarte et al., 1992; Clarke et
al., 1993; Escarmis et al., 1996; Escarmis et al., 1999; Escarmis et al., 2008; Novella y
Ebendick-Corpus, 2004; Yuste et al., 2000) y constituye la demostraciéon experimental
de la hipétesis del trinquete de Miiller (Miiller, 1964; Maynard Smith, 1976; Bell,
1988). El presente estudio revela que el HSV-1 presenta un decrecimiento de fitness
como resultado de los pases sucesivos. Y que estos eventos afectan igualmente a virus

complejos de doble cadena de DNA.

Los resultados obtenidos al realizar pases sucesivos aplicando el cuello de
botella genético aportaron resultados coherentes con trabajos previos con otros virus,
como los obtenidos por Chao con el bacteriéfago ¢ 6; los de Yuste y colaboradores en
el estudio del virus de la inmunodeficiencia humana (VIH); los de Duarte y
colaboradores, con el virus de la estomatitis vesicular (Chao, 1990; Yuste et al., 1999;
Duarte et al.,, 1992; Duarte et al., 1994). Todos estos estudios muestran un
comportamiento aleatorio de la poblacion clonal obtenida luego de aplicar el cuello de
botella genético, donde algunas series clonales muestran disminucién de la fitness, otras
no muestran cambios y otras lo aumentan. Chao, comunicé un incremento de 6% en
algunos clones transferidos y en otros una disminucién de hasta un 71%, con estos

resultados Chao plantea que debido a que los clones tienen el mismo origen las
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variaciones encontradas son genéticas y necesariamente estdn dadas por mutaciones que
surgen durante el proceso de clonacién y sostiene que estas mutaciones se presentan de

manera aleatoria (Chao, 1990).

Duarte comunica la observacion de un patrén similar en cuanto a la habilidad de
los clones de producir progenie infecciosa, la cual fue determinada cuantitativamente,
de su poblacion clonal s6lo una serie clonal exhibié una gran reduccién en su fitness,
dos series clonales mostraron una significativa reduccion, y otras dos series clonales la
incrementaron significativamente, todas la demds series no mostraron variabilidad

significativa en su habilidad de producir progenie infecciosa (Duarte et al., 1992).

Por su parte Yuste observé que de un total de 10 series clonales provenientes
del mismo aislado de campo del virus de la inmunodeficiencia humana tipo 1, algunos
dejaron de formar focos al séptimo pase; otros al décimo tercer pase y solamente 6

series clonales lograron llegar hasta el décimo quinto y ultimo pase (Yuste et al., 1999).

En este sentido Duarte y colaboradores determinaron cuantitativamente que al
aplicar el cuello de botella genético a un virus de RNA disminuyé la capacidad de
infectar un cultivo de células, fitness, en la mayoria de la poblacion clonal resultante.
Argumentando que la mayoria de los genomas virales producto de la replicacion de un
clon de RNA podran contener mutaciones no adaptativas o deletéreas, resultados que
concuerdan con los obtenidos por Chao en 1990 (Duarte et al., 1994). Segin plantea la
teorfa de las cuasiespecies, en una poblacion viral la variante mas adaptativa representa
una minoria dentro de la poblacién total de cuasiespecies. Lo cual podria explicar como
la aplicacion del cuello de botella genético resulta en detrimento de la capacidad de

infectar células por estos clones virales.

Duarte también planteé que aquellas variantes virales que acumulan dafios
mutacionales adicionales podrian con frecuencia presentarse sin ser detectadas debido a
su incapacidad de formar focos visibles (Duarte et al., 1994). Este planteamiento resulta
interesante ya que en nuestro estudios observamos dos series clonales F y R las cuales
no pudieron ser recuperados luego del octavo y segundo pase respectivamente debido a
que no se observo la formacién de focos de infeccidn; como en el mencionado estudio

de Yuste (Yuste et al., 1999).
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5.4. DESARROLLO DE INFECCION EN DIFERENTES LINEAS
CELULARES DE LAS SERIES CLONALES EN QUE
DISMINUYO LA INFECTIVIDAD

La aplicacion del cuello de botella genético tuvo como consecuencia en varias
series de clones una disminucidén en su capacidad de producir focos de infeccion. A éste
respecto, es muy significativo que los clones F8 y R2 perdieran la habilidad de producir
focos de infecciéon en la monocapa de células 143tk’, sin embargo mantener su
capacidad de producir focos en células Vero. Esto evidencia claramente la naturaleza
ambiente-dependiente del fitness viral, el cual fue documentado previamente para virus

RNA. (Domingo y Holland, 1997; Quifiones-Mateu y Arts, 2006; Pariente et al., 2001).

Las diferencias observadas en el presente estudio en la morfologia de los focos
producidos por el HSV-1 entre las dos lineas celulares inoculadas, células Vero y

células 143tk’, son consistentes con observaciones previas.

Es conocido que, in vivo, el HSV se replica primordialmente en dos tipos
celulares muy distintos: en las células epiteliales que es el sitio de infeccidn inicial y, en
las neuronas sensoriales que inervan el tejido. De esta manera es razonable asumir que
el virus ha evolucionado desarrollando funciones especificas que le facilitan
reproducirse productivamente en estos tipos celulares tan distintos, en este sentido
se sabe que el tipo celular ejerce gran influencia en la expresion de los genes virales

(Weir, 2001).

Ya que la infeccién en estado de latencia puede definirse como la interrupcion
reversible de la multiplicacion viral dentro de una célula y, que el HSV es capaz de
establecerla en un tipo celular muy distinto al tejido epitelial donde se observan con
mayor frecuencia las lesiones que causa, resulta de especial valor el estudio de este

virus en diferentes lineas celulares (Roizman et al., 1993).

Epstein y colaboradores realizaron pases sucesivos de una poblaciéon de HSV-1
en diferentes lineas celulares para determinar como éstas influian o determinaban la

manera de propagacién o crecimiento de la poblacion viral. Observaron que luego de
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varios pases la descendencia viral obtenida mostraba divergencia en cuanto a sus

fenotipos, sugiriendo que diferentes lineas celulares son capaces de actuar de tal forma

sobre la poblacién viral que seleccionan variantes contenidas dentro de la poblacion

parental afectando significativamente la estructura poblacional del virus, esto sugiere

que las divergencias resultantes pueden deberse a un proceso selectivo dependiente de

célula donde las particulas virales correspondientes al virus nativo, wild type, poseen

ventajas selectivas en las lineas celulares LCL y MRCS, mientras que en las células

HEp-2 presentan desventajas selectivas (Epstein et al, 1990).

La influencia de la linea celular con respecto al comportamiento de las diferentes

cepas de HSV1 también se muestra en otros estudios:

67

Kelleher y colaboradores publicaron haber logrado el establecimiento de
lo que ellos llamaron “infeccién no productiva de herpes simplex virus”
la cual es dependiente de la linea celular. Estos investigadores
compararon la recuperacion del virus en células Wistar-38 (WI-38), RK
(rabbit kidney) y HK (human kidney); luego de ser sometido a una
temperatura de incubacion de 41° C, observando que al restablecer la
temperatura a 37° C se verificO una espontidnea reactivacion luego de
periodos de entre 4 hasta 45 dias de completa inhibicién del crecimiento
viral. Durante este periodo de inhibicién el virus no pudo ser recuperado
de los cultivos infectados, sin embargo luego de pasado este periodo, el
virus se multiplicéd y pudo ser recuperado con una tasa maxima de 49%,
tanto en las células WI-38 como en RK, no asi en células HK donde solo
se obtuvo el 13% (Kelleher et al., 1975). Aunque en el presente estudio
no se utilizé un cambio de temperatura como factor de inhibicién o de
seleccion viral observamos que el proceso de pases sucesivos del HSV-1
en las células 143tk™ resulta en un aumento del periodo de incubacién del
virus y la variaciéon de la morfologia de los focos como se menciono
anteriormente, estos cambios se revirtieron al realizar la inoculacién en

células Vero.

Zhou y colaboradores demostraron que diferentes lineas celulares exhiben

fuertes variaciones con respecto a la expresion de los genes que actiian en
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la fusién entre células infectadas por la cepa nativa del HSV-1 y
observaron una marcada diferencia entre células BHK (Baby Hamster
Kidney), las cuales alcanzaban una policariocitosis masiva y las células
143tk” en las que se observé una significativa reduccion de la cantidad de
policariocitos asi como también en el tamafio que presentaron. Estos
resultados muestran una marcada diferencia en la habilidad del virus de
fusionar células, esta habilidad mostré ser dependiente del tipo celular, en
cada linea celular se observaron diferencias en cuanto a su predisposicién
de formar sincitios, asi como el nimero de células reclutadas y el tamafio

promedio del sincitio formado (Zhou et al., 2003).

e Otro estudio aporto resultados similares a partir de cultivos de HSV-1 en
dos lineas celulares, células Raji y células BJAB. Se detectaron cambios
en el genoma viral y se observé que los cambios se verificaron con una
mayor intensidad en los virus cultivados en células Raji (Klauck et al,

1995).

La aplicacion del cuello de botella genético acentda la influencia de la linea
celular en la que se realizan los pases sucesivos de manera que la acumulacion de
mutaciones que resultaron en una pérdida de adaptacién al cultivo celular pudieron tener

menor relevancia en la adaptacion a una linea celular diferente.

A este respecto se han comunicado la modificaciéon genética del virus de la
fiebre porcina africana durante la adaptacién a una determina linea celular (Tabarés et
al., 1987) y también, evidencias de que la estructura poblacional interna del HSV-1
puede ser modificada rdpidamente por el tipo de células en el cual se realicen los pases
sucesivos, debido a la seleccién de una variante particular por cada linea celular distinta

(Epstein et al, 1990).

Se ha reportado que en virus de RNA las fluctuaciones de ambiente en el cual
toma lugar la replicacion viral podria presentar para el virus demandas de adaptacion
conflictivas. La replicacion persistente del VSV en una linea celular de insecto, tuvo
como consecuencia una profunda declinacién de fitness del virus en lineas celulares de

mamiferos (Novella et al., 1995b).
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El conocimiento de los tipos celulares y tipos de huéspedes en los cuales la
replicacién podria conllevar a una alterada disminucién de su capacidad replicativa en
el auténtico hospedero podria mejorar el disefio de vacunas vivas atenuadas y terapia

génica.

5.5. MUTACIONES

Realizar un estimado de las tasas de evolucion que presentan los virus DNA de
doble cadena utilizando una base de datos con informaciéon recopilada
retrospectivamente no es factible. Esto se debe principalmente a que mientras para los
virus RNA contamos con gran cantidad de estudios que reportan tasa y frecuencia de
mutacion (Batschelet et al., 1976; Drake y Holland, 1999), para los virus DNA existe
una cantidad muy limitada de ellos.

Drake compar6 diferentes DNAs tanto celulares como virales y concluyé que
todos mostraron una tasa de mutacion aproximada de 0.003 por replicacién de genoma
(Drake, 1991) y que el HSV-1 posee una tasa de mutaciéon comparable (Drake y Hwang,
2005).

En el caso de los virus RNA las tasas y frecuencias de mutacioén se encuentran
en el rango de 10* a 107 sustituciones por nucleétido copiado, mientras que para los
genomas de DNA los valores por nucleétido podrian variar dentro de un amplio rango
aunque convergerian a un valor similar por genoma replicado. Esta diferencia es
consistente con la limitacion de la tasa de mutacion por nucledtido para preservar la
informacion genética de los genomas de DNA mas complejos (Eigen y Schuster, 1979).

Todos los virus se encuentran sujetos a un evento de cuello de botella
poblacional durante sus ciclos infecciosos. Eventos del tipo cuello de botella pueden
ocurrir durante la transmision de un hospedador a otro, durante la evolucion viral intra-
huésped, durante la colonizacién de nuevos tejidos u Organos a través de entre un
nimero largo de particulas virales (Escarmis et al., 2006; Pfeiffer y Kirkegaard, 2006).

Las altas tasas de mutacion que presentan los virus RNA actian como
determinante importante en la adaptabilidad que presentan en sentido general (Domingo

et al., 2006) y también actian para asegurar, la rapida generacién de variantes virales
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inmediatamente luego de un evento del tipo cuello de botella genético (Pfeiffer y

Kirkegaard, 2005; Vignuzzi et al., 2006)

Interesantemente, el numero de mutaciones por genoma y pase estimado para el
HSV-1 se encuentra dentro del rango determinado para el HIV-1 y es de entre 5.0-a 7.5-
veces mayor que los valores reportados para FMDV y VSV (Tabla 7). En esta
comparacion debemos tomar en cuenta que las tres regiones del genoma estudiadas que
fueron secuenciadas muestran diferentes grados de conservacion, sin embargo todas
ellas pertenecen a una Unica secuencia viral y no a secuencias terminales o internas

repetidas que son dadas a la variabilidad por medio de recombinacion (McGeoch et al.,

2008).

Mutaciones por genoma y Tamafo del

Virus
por pase genoma (pb)
Glosopeda 0,2 -0,3 8500
Estomatltls 0.21 11 161
vesicular
VIH 09 - 18 9380
HSV-1 1,5 152 260

Tabla 7. Tasas de acumulacién de mutaciones en diferentes genomas viricos
sometidos a pases sucesivos.
Se observan los valores estimados para los virus del Glosopeda (Escarmis et al,,
2002); Estomatitis vesicular (Novella, 2004); Inmunodeficiencia humana (Yuste et al.,
2000); Herpes simplex, del presente trabajo.

La normalizacién del ndmeros promedio de las mutaciones por genoma a el
nimero de nucledtidos (o pares de bases) de su correspondiente genoma, le atribuye
valores de 2.9x107, 1.8x107, 1.4x10™ y 9.8x10° mutaciones por nucleédtido y por
pase a FMDYV, VSV, HIV-1 y HSV-1, respectivamente. Aunque debemos enfatizar que

estos valores no corresponden a tasas o frecuencias de mutacion estdndares ni tampoco
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a tasa de evolucion dentro del componente tiempo. Sin embargo, ellos representan tasas
de mutacién en los genomas virales bajo un régimen especifico de cultivo representado
por pases sucesivos en placa. Mds atn, los valores obtenidos no toman en consideracion
ciertos pardmetros que son sumamente dificiles de definir y de calcular, y que, de
alguna manera podrian contribuir a una mejor diferenciacién entre virus. Entre estos
parametros se encuentran el ndmero de ciclos de copia del genoma en cada célula
infectada, el modelo de copiado del genoma durante la replicaciéon ya sea RNA o DNA

(lineal o exponencial).

El estudio genético llevado a cabo en este trabajo no logro revelar el origen de
las mutaciones que podrian ser responsables de las alteraciones observadas: variaciones
en la morfologia de los focos, infectividad y neurovirulencia. Comprobamos que el
estudio genético no fue suficiente para documentar genéticamente los cambios
observados en un virus con un genoma tan complejo y de gran tamafio como lo es el

HSV-1.

5.5.1. Region Exo III de la DNA Polimerasa.

Debido al importante papel de la region Exo III de la DNA Polimerasa en la
fidelidad durante la replicacién viral por su actividad correctora de prueba se planted
como objetivo el estudio de las mutaciones que presentan. Las secuencias obtenidas de
la amplificacién de la zona Exo III de la DNA polimerasa de nuestras poblaciones
estudiadas fueron comparadas entre si y con sus correspondientes secuencias de
diferentes cepas de HSV-1 publicadas por otros autores tales como: cepa 17 (McGeoch
et al., 1988); cepa F (Homa et al., 2002); clon R98/3 (Saijo et al., 2002); cepa F
(Ejercito et al., 1968).

Con ello se logra el cuarto objetivo planteado: el estudio de las mutaciones que
se verifican en la regiéon Exo III tras la aplicacién del cuello de botella genético. La
comparacion se puede observar esquemadticamente en la Figura 31 y se aprecia que no
se hall6 ninguna variacion entre cepas y clones comparados. Lo cual puede considerarse
un indicativo de que la zona corresponde a una regién genéticamente muy conservada

del virus, lo que concuerda con otros reportes.
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Figura 31. Diagrama comparativo de la secuencia amplificada para la region
Exo III de 1a DNA Pol de diferentes cepas publicadas y los clones de las
poblaciones estudiadas.

Se observa la ubicacién de la zona amplificada de la regién Exo III de la DNA Pol
en el HSV-1 cepa 17 y otros detalles tales como iniciadores directo (PD) e
indirecto (PI) asi como la extension de la zona amplificada. Las lineas continuas
representan las secuencias de cada una de las cepas listada a la izquierda del
diagrama asf como de los clones 1 y clones 10. La continuidad de las lineas indica

que no se encontraron variaciones en las secuencias de nucledtidos.

Algunos investigadores sugieren que la actividad exonucleasa durante la
replicacion viral podria ser critica para el HSV debido a que virus defectivos resultan no
viables probablemente debido a catdstrofe por error (Hall et al., 1995) en este sentido
también se reporta que una RMF (Frecuencia Mutacional Relativa) muy alta conlleva a
un inaceptable elevado nivel de progenie no viable (Pyles y Thompson, 1994); mientras
que otros sugieren que una elevada tasa de mutaciones aumentaria la variabilidad de la

poblacion y esto supondria otras ventajas evolutivas.
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Lo cierto es que el hecho de que no se hayan detectado mutaciones en el
fragmento estudiado, en ninguno de los clones transferidos, es consistente con el hecho
conocido de que la region exo III de la DNA polimerasa se encuentra sumamente
conservada dentro del genoma viral de los Herpesvirus y otros organismos (Bernard et
al., 1989; Larder et al., 1987); aunque no podemos excluir que hubiera cambios en

otros fragmentos del gen distintos al estudiado.

5.5.2. Gen de la glicoproteina D

Las secuencias obtenidas de la amplificacion del gen de la gD de nuestras
poblaciones estudiadas fueron comparadas entre si como también con sus
correspondientes secuencias de diferentes cepas de HSV-1 publicadas por otros autores
tales como: cepa 17 (McGeoch et al., 1988); cepa F (Lee, 2000); cepa F (Ejercito et al.,
1968). Estos datos obtenidos y su andlisis comparativo lleva consigo el cumplimiento
del segundo objetivo planteado: estudiar las mutaciones en la secuencia del gen de la gD
como gen esencial para la replicacion viral tras la aplicacién del cuello de botella

genético.

En la Figura 32 observamos un diagrama donde se aprecian las variaciones de
nucledtidos en cada secuencia asi como los cambios de aminoécidos que se producen.
Se presenta una transversion C—G en la posicion del nucleétido 684 de guanina en la
Cepa F de Lee, para citosina en todas las demds secuencias comparadas; en la posicién
720 se presenta C—T una transicién en el clon K10 que presenta el nucleétido timidina
en contraste con la citosina que contienen todas las otras cepas y clones comparadas. En
la posicion 867 se verifica la transicion G—A que los clones de la serie F presentaron
desde el primer pase, correspondiente al clon F1, mientras todos los demés presentan

guanina; sin embargo, ninguna de estas mutaciones supone sustitucion de aminodacidos.

En la posicién 890 observamos una transversion A—C ya que la cepa F de Lee
presentd una citosina en contraste con todas las cepas y clones comparadas que poseen
adenina en esta posicion; y en este caso si se traduce en un cambio de amino acido de

leucina (leu) en la cepa F de Lee a isoleucina (iso) para el resto de cepas y clones.

73 Nacari Jaramillo Doniush



Discusion

= & 5 o
| TGGGGTTCCTGATGCACGC | | CCGCAAATCCCACCAAACTG |
| 436 pb |
138 419 pb )'\ P )\ [139 603 pb |
1 521 539 601 701 801 937 956 1185
Cepa 17 | PD | 684 | 720 | 867 890 Pl
McGeoch | 1 } +—
C c G A
et.al i %T d
CepaF =
B —t —t
G c G C
crg CTC
leu leu
CepaF
Ejercito i } 1 }
et.al C c G A
ATC]
ile
Clones 1 I 1 4 1
Excepto F1 G P E A
Clones 10 | ! 4 L
Excepto K10 & & & A
ACG
thr
Clones F1, F7, F8 } } i }
C C A A
[GAC] ACA|
asp thr
Clon K10 1 } 1 }
T G A
[GAT]
asp

Figura 32. Diagrama comparativo de la secuencia amplificada del gen gD
entre las correspondientes secuencias de diferentes cepas y clones de HSV-1.
Se observa la ubicacién de la zona amplificada del gen de la gD en el HSV-1 cepa
17 y otros detalles como iniciadores directo (PD) e indirecto (PI) asi como la
extension de la zona amplificada. Las lineas continuas representan las secuencias
de cada una de las cepas listada a la izquierda del diagrama asi como de los clones
1 y clones 10 y otros clones donde se encontraron variaciones. La continuidad de
las lineas se interrumpe en el punto donde se encuentre un nucleétido que varia en
alguna de las cepas, indicando el nucleétido, coddén al que corresponde y el

aminodcido que codifica.

En el presente estudio hemos observado que durante los pases sucesivos del
virus se verificaron mutaciones en el gen de la glicoproteina D, estas observaciones
concuerdan con reportes de estudios anteriores. En este sentido Campadelli-Fiume y
colaboradores comunican que no es rara la presentaciéon de mutaciones en el gen de la
gD de el HSV-1 ya que luego de sélo cuatro pases seriados del virus en células BJ se

seleccionaron variantes virales que las contenian (Campadelli-Fiume et al., 1990).
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El mantenimiento de la estructura y conformacién espacial de la glicoproteina D
en el HSV-1 resulta indispensable para su funcionamiento y el desarrollo de sus
actividades bioldgicas normales, ya que su estructura se define por la correcta secuencia
en sus aminodcidos, las mutaciones podrian resultar en alteraciones de su capacidad de
infectar células permisivas (Long, et al., 1992; Manoj et al, 2004). En tal sentido se ha
demostrado que algunas deleciones en la gD interfieren con su actividad bioldgica,
ademds en algunos casos estas mutaciones ejercen un efecto en el plegamiento de la

proteina (Muggeridge et al., 1990).

Tampoco en este caso hemos encontrado cambios en el gen del fragmento de la
gD estudiado que justifiquen la pérdida de viabilidad de algunos clones. Una vez mas,
no se puede descartar que estos cambios hayan sido producidos en secuencias diferentes
a las estudiadas en este trabajo. En este sentido investigadores han comunicado que una
simple sustitucion de aminodcido en la gD del herpes simplex virus 1 conlleva la

alteracién en su capacidad de infectar células (Dean et al., 1994).

Los cambios observados en la morfologia de los focos a través de los pases
sucesivos podrian ser el resultado de mutaciones en el genoma que alteran el fenotipo
viral, especialmente en la gD si consideramos que la produccion espontdnea de sincitios
que se presenta en infecciones celulares por HSV-1 tiene una base en la actividad
fusogénica de la glicoproteina D reportada por diversos autores; y que anticuerpos
especificos frente a gD inhiben la fusion entre células (Zhou y Roizman, 2002; Noble et

al., 1983).

También debemos tomar en cuenta que la actividad fusogénica de la gD es
dependiente del tipo celular ya que se ha observado que las lineas celulares que
expresan bajos niveles de gD post infeccion no desarrollan policariocitosis (Campadelli-

Fiume et al, 1988).

Los resultados obtenidos en este estudio muestran que efectivamente se
presentan mutaciones en la gD con una frecuencia considerable sin embargo estas
sustituciones de nucledtidos no se tradujeron en cambios en los aminoédcidos en ninguno
de los dos casos. Es importante considerar que en el presente estudio se amplificé y

secuencid una seccion del gen lo cual deja la posibilidad abierta de que se hubiesen
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producido mutaciones en otro sitios del gen los cuales pueden haber afectado alguna de
las actividades bioldgicas que realiza la glicoproteina D. La presencia de una mutacién
con la sustitucion de la cisteina 7 por serina como lo reportan Zhou y Roizman en 2002
serian suficientes para afectar la capacidad de bloqueo de la apoptosis celular por la gD

viral.

5.5.3. Gen de la timidina kinasa

Alcanzamos el logro del tercer objetivo planteado: estudiar la mutaciones que se
presentan en el gen de la TK como gen viral no esencial tras la aplicacion del cuello de
botella genético; al obtener las secuencias amplificadas del gen de la timidina kinasa y
realizar el andlisis comparativo de las poblaciones virales entre si y con sus
correspondientes secuencias de varias cepas de HSV-1 publicadas por otros autores
como: cepa 17 (McGeoch et al., 1988); cepa F (Lee et al., 1988); cepa F (Ejercito et al.,
1968); HSV-1 (McKnigth, 1980); SC16 (Darby et al., 1986); cepa CL101 (Wagner et
al., 1981).

En la Figura 33 observamos un diagrama donde se aprecian las diferencias de
nucledtidos en la secuencia y los cambios de aminodcidos que se verifican. En este gen
encontramos la mayor cantidad de variaciones en los nucleétidos. Fueron detectadas
cuatro mutaciones silenciosas: una transicion de C—T en la posicién del nucledtido
171 y encontramos que las cepas F de Lee y de Ejercito, la cepa CL101 y los clones de
nuestro estudio poseen timidina a diferencia de las cepa 17 HSV-1 de McKnight y SC16

que poseen citosina.

En la posicion 271 se observo transicion de T—C donde las cepa 17 de
McGeoch contiene timidina a diferencia de todas las demds cepas y clones de nuestro

estudio que contienen citosina.

En la posicion 447 se verifica una transicion C—T y vemos en todas las cepas

y clones la presencia de citosina excepto en el CL101 que presenta timidina.
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En la posicion 528 se presentd transicion de A—G, y observamos en todas las
cepas y clones contiene el nucledtido adenina excepto en la cepa McKnight que

contiene guanina.

En otro grupo de mutaciones observamos que se presentan sustituciones de
amino 4cidos como en el caso de la transicion T—=C que detectamos en la posicion
125 que corresponde a timidina para las cepas 17, CL101, F de Lee, F de Ejército y en
todos los clones de nuestro estudio a diferencia de las cepas McKnight y SC16 que
contienen citosina, esta mutacion resulta en cambio del amino acido leucina (leu) para

prolina (pro).

En la posicién 266 detectamos transicion de G—A y vemos que las cepas 17,
McKnight y SC16 poseen el nucleétido guanina mientras las cepas CL101, F de Lee, F
de Ejército, y todos los clones de nuestras poblaciones muestran el nucleétido adenina,
esta transicion da como resultado la sustituciéon del amino &4cido arginina (arg) por

glicina (gln).

La posiciéon 427 presenta la transicion A—G y encontramos ocupando esta
posicion el nucledtido adenina en todos los clones estudiados y todas las cepas excepto
en la cepa CL101 donde encontramos guanina. L.a mutaciéon produce sustitucion de la

isoleucina (ile) por la valina (val).

Por ultimo detectamos la transversion de T—A en la posicion de nucledtido 511
donde encontramos timidina en todas las cepas y todos los clones de la poblacion
inicial y en algunos clones de la poblacion final. Sin embargo los clones B10, E10,
G10, H10, K10, T10, P10, y O10 presentaron el nucledtido adenina. Esta mutacién

T—A conlleva sustitucién del amino 4cido cisteina (cys) por serina (ser).
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Figura 33. Diagrama comparativo de la secuencia amplificada para la timidina
kinasa entre sus correspondientes secuencias de diferentes cepas y clones de
HSV-1 publicadas.
Se observa la ubicacién de la zona amplificada del gen en la secuencia del HSV-1
cepa 17 y otros detalles como iniciadores directo (PD) e indirecto (PI). También se

observa la extension de la zona amplificada. En la cepa SC16 se puede observar la
region activa de ATP entre los nucleétidos 148 y 211.

representan

las secuencias de cada una de las cepas

Las lineas continuas
listada a la izquierda del

diagrama asi como de los clones 1 y clones 10 y otros clones donde se encontraron
variaciones. La continuidad de las lineas se interrumpe en el punto donde se
encuentre un nucleétido que varia en alguna de las cepas, indicando el nucleétido,

codon al que corresponde y el aminodcido que codifica.

Nuestros resultados de caracterizacion de las mutaciones observadas en el gen

de la TK en el herpes simplex virus son consistentes con aquellas comunicaciones de

estudios en los cuales se han observado puntos calientes de mutacion, “hot spots”,

dentro del gen.
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Los resultados obtenidos en nuestro estudio son similares a aquellos publicados
por Pardeiro y colaboradores donde se observé un patrén de mutacion idéntico en
clones obtenidos a partir de un aislado clinico del HSV-2 al ser comparados con la cepa
de referencia 333, lo cual puede indicar la presencia de “hot spots” o puntos calientes
de mutaciones en este gen. Su andlisis genético de los clones S-1a 'y R-101 revel6 que
comparten las mismas sustituciones en los nucleétidos de cuatro codones los cuales
generan los siguientes cambios en sus aminodcidos con respecto a la cepa de referencia
333: Ala—Thr; Ser—Ala; Asn—Asp; Leu—Phe. Sin embargo al comparar ambos
clones provenientes del aislado se demostré la presencia de la sustitucién de citosina por
timina en el nucledtido 153 del sitio de unién a ATP , esta sustitucién trae consigo el
cambio de arginina a triptéfano en el clon R-101, este mutante resulto ser negativo a
actividad de la enzima TK (TK'), presenté también una pérdida de virulencia a la
inoculacién en ratén y ademds mostré resistencia al penciclovir a diferencia de S-1a y

la cepa de referencia 333 (Pardeiro et al, 2004).

Se han reportado mutantes de TK para el virus de la pseudorabia (PRV) donde
se detecté una simple transicién de guanina a adenina en el codén 13 que tenia como
consecuencia la sustitucion de la glicina por el acido aspartico en el polipéptido lo cual
resulto en la pérdida de la actividad enzimatica (Prieto et al., 1991). Esta simple
transicion ocurrida en el sitio de unién a ATP (Darby et al., 1986; Gentry, 1985) trae
como consecuencia la pérdida de la actividad enzimética de la TK. Estos resultados son
consistentes con aquéllos obtenidos a partir de experimentos de site-directed

mutagenesis de el sitio de union a ATP de la TK en el HSV-1 (Liu y Summers, 1988).

Estudios fundamentan que una simple mutacion del gen TK en HSV-1 de la cepa
SC16 deriva en una serie de variantes virales, en cada caso la mutacion resulta en la
sustitucion de un aminodacido, las mutaciones observadas fueron de
alanina—threonina en el amino acido 168 del mutante B3; de arginina—glutamina en el
amino acido 176 en el mutante Tr7 y en el mutante S1 de cisteina—tyrosina en el amino
acido 336. Es notable que las sustituciones de la cepas B3 y Tr7 se encuentran en una
region del polipéptido altamente conservada entre el HSV-1 y HSV-2 que es la
secuencia entre los aminodcidos 161 y 193 en HSV-1 que muestran un 97% de

homologia con su regién correspondiente en el HSV-2; esta homologia es mucho mas
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alta que la homologia promedio en toda la region codificante del gen (aproximadamente
un 73%) y sugiere que esta secuencia tan conservada tiene un papel funcional
importante (Darby et al., 1986). En particular se ha reportado que la simple mutacion
observada en la cepa B3 tiene poco efecto en la actividad normal de la enzima sin
embargo es responsable de la dramdtica reduccién de su afinidad por el sustrato (Larder
et al., 1987). Siendo asi también se podria considerar que estas mutaciones puedan tener
un efecto en el plegamiento de la proteina y su estructura tridimensional (Darby et al,

1986).

En este sentido un reporte del anélisis de variantes funcionales de TK del HSV-1
revela que existe un alto grado de flexibilidad en la capacidad de acomodar diferentes
amino dcidos sustitutos en el sitio de unién a nucledtido de la enzima sin embargo se
observé que ciertos aminodcidos no toleran sustitucién alguna, tal es el caso de la
prolina 173 y el de la tyrosina 172 la cual s6lo puede ser reemplazada por fenilalanina,
de tal manera que son considerados aminodcidos indispensables. También se ha
sefalado que dos cisteinas en la posiciones 171 y 336 juegan un papel importante en la

estabilidad conformacional de la enzima TK del HSV-1 wild type (Munir et al, 1992).

Se ha postulado que los errores en la sintesis de DNA durante la replicacion viral
son la causa principal en la presentacion de cepas virales resistentes a farmacos
antivirales, en el caso de los herpes virus ocasionalmente se observan mutaciones
simples de base dentro de los genes de la TK y/o DNA polimerasa en las cepas
resistentes (Suzutani et al, 2003); también se reportan mutaciones que pueden
presentar fenotipos completamente alterados de las enzimas (Schnipper y Crumpacker,
1980). Se estima que la frecuencia de estas mutaciones espontdneas corresponde a en

algunos pocos viriones por 10* PFU (Suzutani et al, 2003).

5.6. EFECTO DE LA APLICACION DEL CUELLO DE BOTELLA GENETICO
SOBRE LA NEUROVIRULENCIA EN EL MODELO MURINO

El ensayo bioldgico en ratones y la observacion de los efectos que produce la
aplicacion del cuello de botella genético en los clones transferidos conlleva la

realizacion del quinto objetivo de este estudio. Las mutaciones acumuladas en el
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genoma del HSV-1 durante los pases sucesivos pueden traer consigo mayores
consecuencias bioldgicas para el comportamiento viral, como se demuestra por un
notable decrecimiento de la neurovirulencia para el raton, que incremento su valor de

LDs, de 5- a 30- veces con respecto al virus HSV-1 de la poblacién parental (Tabla 6).

La neurovirulencia en el HSV-1 es una cualidad compleja, (Roizman et al.,
2007) y en este caso, cantidades equivalentes de particulas infecciosas de los clones
virales fueron inoculadas directamente en el cerebro (Pelosi et al., 1998) para restringir
las manifestaciones patoldgicas solo a aquellas que corresponden al resultado de la
replicacion viral en el cerebro. Las notables diferencias observadas en cuanto a la
neurovirulencia, sugieren que eventos naturales del tipo cuello de botella genético que
se verifiquen en el ciclo de vida del HSV-1 pueden tener consecuencias bioldgicas

extremas.

No conocemos otros estudios del efecto que ejerce sobre la neurovirulencia el
cuello de botella genético en el HSV-1 sin embargo existen comunicaciones de
variantes virales que se producen espontdneamente las cuales se presentan con
distintos grados de atenuacion en la neurovirulencia. En este sentido varios estudios
seflalan la obtenciéon de variedades de mutantes a partir del HSV. Asi Pelosi y
colaboradores comunican la obtencién de un mutante de HSV el cual se observé 30
veces atenuado en cuanto a su neurovirulencia comparadamente con el virus nativo
(wild type), al practicar la inoculacién intracraneal en ratones CD1 de 7 semanas de
edad y demostr6é que la atenuacion de dicha variante se debia a una mutacién en el gen

de la DNA polimerasa (Pelosi et al., 1998).

Otro estudio demostré la selecciéon de mutantes a partir del HSV-1 KOS con
patrones distintos de neurovirulencia en el modelo murino con rangos que exhibian
desde una neurovirulencia semejante al virus nativo (wild type) pasando por un grado
de significativa atenuacién hasta mostrar altos niveles de atenuacion. Estas variantes
seleccionadas por la presencia de diferentes agentes antivirales, ademds presentaron al

estudio genético, sustituciones en aminodcidos localizados en diferentes dominios de la

DNA polimerasa (Andrei et al., 2007).
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Un estudio donde se realizaron pases seriados de la cepa HSV-1 ANG aporta
resultados similares al nuestro al demostrar la apariciéon de variantes virales tras el
undécimo pase seriado. Interesantemente la cepa HSV-1 ANG que resulta no patégena a
las inoculaciones intravenosa, intraperitoneal e intravaginal en ratones; se tornd
patégena a la inoculacién intraperitoneal luego del decimoprimer pase. Los cambios se

correlacionaron con cambios a nivel del genoma (Kaerner et al., 1983).

También se ha comunicado que bajo presion selectiva se produce un mutante de
HSV-1, designado HF10, el cual present6 un alto grado de atenuacién de su infectividad
en el modelo murino a la inoculacién periférica. Este mutante presenté un nimero de
deleciones e inserciones en el genoma las cuales resultaron en la pérdida de la expresion
funcional de diferentes genes. Ademds presentd cambio de amino 4cidos en genes

envueltos en la formacién de sincitios (Ushijima et al., 2007).

Otro estudio reporta diferencias significativas en cuanto a la neurovirulencia de
un HSV-1 vy, 34.5 defectivo, al realizdrsele pases sucesivos, no del tipo cuello de

botella genético (Shah et al., 2006).

Estudios de aislados clinicos demuestran la presencia de variantes intracepa del
HSV-1 en pacientes con infeccidon diseminada fatal. Las variantes mostraron diferencias
en cuanto a tamafio de los focos de infeccién producidos, tropismo y en cuanto a la

neurovirulencia (Bower et al., 1999).

5.7. CONSIDERACIONES FINALES

El estudio de la biologia y dindmica poblacional de los microorganismos virales
es de gran relevancia actual, existe una creciente necesidad de entender los mecanismos
a través de los cuales los virus sobreviven la presion ejercida para limitar su replicacion.
Estos aspectos han sido estudiados exhaustivamente en virus RNA (Domingo vy

Holland, 1997).

Se ha sefialado, desde el enfoque evolutivo, que el mundo de los genomas RNA
es sumamente mas dindmico comparado con el estdtico mundo celular de DNA, con el

cual coexiste y del cual es dependiente (Holland et al., 1982). Esto trae como
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consecuencia que la variabilidad genética y fenotipica de los RNA virus permita una
aproximacion experimental al fendémeno evolucionario con especial atencion al detalle
molecular. La limitada complejidad de los genomas, en términos de numeros de
proteinas codificadas , su alta mutabilidad, entre otros, son caracteristicas que han
definido a éstos virus como sistemas modelos para el entendimiento de la evolucién a
nivel molecular y han promovido ampliamente las investigaciones en este sentido

(Domingo y Holland, 1997).

Otro factor decisivo para el incremento de las investigaciones de estos aspectos
en los virus RNA ha sido la emergencia de nuevos patdégenos virales de este tipo y su
gran impacto a nivel mundial: sindrome respiratorio agudo severo (SARS) (Drosten et
al., 2003); influenza aviar (Maines et al., 2005); hantavirus (Klempa et al., 2006), lo
cual es un indicativo mas de la naturaleza altamente variable y adaptable de éstos

elementos genéticos.

El progreso en el entendimiento de las implicaciones de la dindmica poblacional
de los RNA virus ya ha arrojado las bases para la preferencia de algunos tipos de
tratamientos sobre otros como la combinacion de retrovirales sobre la monoterapia o la
predileccion de vacunas de componentes complejos sobre las vacunas de péptidos

simples ( Domingo y Holland, 1997).

Consideramos que nuestros resultados sefialan que el estudio de la variabilidad
genética en el HSV-1, como ejemplo de virus de DNA, es de gran importancia desde el
punto de vista clinico y evolutivo. Hemos observado que eventos del tipo cuello de
botella genético juegan un papel importante en la seleccion de una parte de la poblacion
viral y hemos visto también que el HSV-1 posee una estructura poblacional de cierta
complejidad. El herpes simplex virus estd conformado por variantes diversas
denominadas variantes intercepa (Derse et al., 1982), variantes intracepa (Dix et. al,
1983; Bower et. al., 1999), variante intertipo (Halliburton, 1980; Moyra Brown et. al.,
1984).

Existe evidencia de que la variabilidad genética presente en el HSV-1 actua
modificando el fenotipo viral determinando asi cambios en su virulencia, en las

manifestaciones clinicas, que el virus se active desde su estado de latencia, en el
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tropismo celular y la respuesta a los tratamientos. La comprension de como se logra esta
heterogeneidad dentro de la dindmica poblacional de los HSV-1, como opera y como

evoluciona resulta de gran interés como ejemplo de DNA virus.

El cuello de botella genético en el HSV genera resultados similares a los
obtenidos en virus RNA, ejerciendo influencia en su estructura poblacional. Sin
embargo se conoce que la diversidad genética de los RNA, dada por una mads alta
mutabilidad, genera poblaciones mucho mds diversas, lo cual facilita una ripida
adaptabilidad a cambios de medioambiente y hospedador. Se ha planteado que las
cuasiespecies virales no son colecciones simples de mutantes diversos sino mds bien un
grupo de variantes en constante interaccién que en su conjunto contribuye a las
caracteristicas de toda la poblacion (Domingo y Holland 1997). En este sentido se han
realizado estudios con modelos matematicos que sustentan este planteamiento

(Vignuzzi et al., 2006).

En resumen el presente estudio presenta evidencia que en el curso de los pases
sucesivos, la acumulacién de las mutaciones que se verificaron en el genoma del HSV-1
son comparables con aquellas observadas entre los virus RNA altamente variables. El
trinquete de Miiller opera de forma tal en el HSV-1 generando pérdida del fitness y
produciendo alteraciones de la virulencia en el modelo animal. Los resultados predicen
que los eventos del tipo cuello de botella genético podrian tener un efecto para
el HSV-1 con consecuencias similares a aquellas documentadas para virus de RNA

altamente variables.
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6. CONCLUSIONES

1. El Trinquete de Miller actia en HSV-1 de manera semejante a la
documentada para virus de RNA altamente variables. El cuello de botella
genético en el HSV-1, logrado mediante el pase sucesivo de clones virales, tiene
como resultado la pérdida del fitness (capacidad de infectar células) promedio de

la poblacién resultante con respecto a la poblacién viral parental.

2. La capacidad de infectar células o fitness en el HSV-1 posee una naturaleza
ambiente-dependiente capaz de producir consecuencias bioldgicas extremas. La
aplicaciéon de un cuello de botella a una poblaciéon de HSV-1 consistente en
pases sucesivos de clones, acarrea la aparicion de clones que pierden su eficacia
para la produccion de focos de efecto citopdtico en la linea celular en la que se
establecen los pases. Esta capacidad se recupera con el pase a otras lineas

celulares.

3. La poblacion viral contenida en el HSV-1 cepa F demostro ser heterogénea, pues
tras la realizacion de pases sucesivos de la cepa F de herpes simplex virus tipo 1

surgieron, desde el primer pase, variantes que mostraron diferentes fenotipos.

4. La acumulacién de mutaciones de HSV-1 por pase y genoma es comparable a la

publicada para virus RNA.
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5. Se verifican frecuentemente mutaciones en el genoma del HSV-1; sin embargo,
hemos comprobado la presencia de regiones altamente conservadas como es el

caso de la region Exo III de la DNA polimerasa.

6. La aplicacion de un cuello de botella genético altera las propiedades bioldgicas
de los clones sucesivos, como ocurre con la neurovirulencia en un modelo
murino. Esta neurovirulencia fue diferente para los distintos clones, aunque

inferior a la de la poblacidon de referencia en todos los clones estudiados.
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