BIBLIOTECA CENTRAL LUIS F LELOIR

BibliOteca Digital BIBLIOTECA CENTRAL]EJLOIR

F c E N - U B A FACULTAD DE CIENCIAS EXACTAS Y NATURALES UBA

Tesis de Licenciatura

Caracterizacion biolégicay
bioquimica de celulas vero
persistentemente infectadas con
virus Junin

Edreira, Martin M.

Tesis presentada para obtener el grado de Licenciado en
Ciencias Bioldgicas de la Universidad de Buenos Aires

Este documento forma parte de la coleccion de tesis de licenciatura de la Biblioteca Central
Dr. Luis Federico Leloir, disponible en digital.bl.fcen.uba.ar. Su utilizacién debe ser
acompafiada por la cita bibliografica con reconocimiento de la fuente.

This document is part of the Six-Year Bachelor's Theses Collection of the Central Library Dr.
Luis Federico Leloir, available in digital.bl.fcen.uba.ar. It should be used accompanied by the
corresponding citation acknowledging the source.

Citatipo APA:

Edreira, Martin M.. (). Caracterizacién bioldgica y bioquimica de celulas vero persistentemente
infectadas con virus Junin. Facultad de Ciencias Exactas y Naturales. Universidad de Buenos
Aires. http://hdLhandle.net/20.500.12110/seminario_nBI0000571_Edreira

Citatipo Chicago:

Edreira, Martin M.. "Caracterizacion biolégica y bioquimica de celulas vero persistentemente
infectadas con virus Junin". Tesis de Licenciado. Facultad de Ciencias Exactas y Naturales.
Universidad de Buenos Aires. .
http://hdl.handle.net/20.500.12110/seminario_nBI0000571_Edreira

EXACTAS:

Facultad de Ciencias Exactas y Naturales

UBA

Universidad de Buenos Aires

Direccidn: Biblioteca Central Dr. Luis F. Leloir, Facultad de Ciencias Exactas y Naturales, Universidad de Buenos Aires. Contacto: digital@bl.fcen.uba.ar

Intendente Giiiraldes 2160 - C1428EGA - Tel. (++54 +11) 4789-9293



http://digital.bl.fcen.uba.ar
http://digital.bl.fcen.uba.ar
http://hdl.handle.net/20.500.12110/seminario_nBIO000571_Edreira
http://hdl.handle.net/20.500.12110/seminario_nBIO000571_Edreira
mailto:digital@bl.fcen.uba.ar

Universidad de Buenos Aires

AR
o e N

" BACULIAD * N\
Anmcué EXACTAS %

Y NATURALES

Facultad de Ciencias Exactas y Naturales
Departamento de Ciencias Biologicas

CARACTERIZACION BIOLOGICA Y BIOQUIMICA DE CELULAS VERO
PERSISTENTEMENTE INFECTADAS CON VIRUS JUNIN

Autor: Martin M. Edreira
Director: Dr. Luis A. Scolaro

Laboratorio de Virologia
Departamento de Quimica Biologica
FCEyN-UBA

Tesis para optar por el Titulo de Licenciado en Ciencias Biologicas
Abril, 1998.



A Mariana, Mariano, Sandra y Vanesa,

quienes hicieron de mi un estudiante “ideal”.



AGRADECIMIENTOS

El Dr. Scolaro me indico claramente que el protocolo sefiala que debe agradecerse en
primer término al director de la tesis, o sea, a €l. Pero, como pueden leer en este primer parrafo
voy a comenzar agradeciendo a la Dra. Celia Coto por haberme permitido realizar la Tesis en
el laboratorio de Virologia y por que si no fuera por ella no hubiese tenido nada que
agradecerle al Dr. Scolaro.

Si me guiara por lo que habitualmente se escribe en los agradecimientos deberia
agradecer solemnemente al Dr. Luis Alberto Scolaro por su infatigable estimulo y su generosa
direccion, por su incalculable apoyo en mis comienzos en la investigacion cientifica y tantas
otras combinaciones de palabras nunca utilizadas por mi, pero no. Ya que comencé desoyendo
las recomendaciones, cotinuaré con mi postura, y en su lugar le voy a agradecer a Luis, que no
sabe a quién le hablan cuando lo llaman Dr., quien es un excelente Docente, Investigador,
Director y sobre todas las cosas, y la mas valiosa, una excelentisima Persona, con una onda
espectacular y que no pude ver, durante todo el tiempo que trabaje junto a €l de mal humor,
virtudes que lo hacen una persona muy querible.

A todos de los integrantes del Laboratorio de Virologia quienes, de una manera u otra,
colaboraron con esta Tesis, ya sea a través de consejos o simplemente por la bueno onda con la
que fui tratado. Especialmente a:

- La produccion ejecutiva de la Dra. Elsa Damomte.

- La Dra. Nelly Candurra por haber sido mi Directora sustituta durante las incursiones
de mi jefe al bioterio o cuando el mismo entraba en trance delante de la computadora, en busca
del informe perfecto para tal o cual subsidio.

- La Dr. Andrea Barquero por la coordinacion y direccion de geles y cualquier cosa que
tuvo a su alcance.

- Josefina por las gratas charlas que mantuvimos, dignas del Borda y nunca jamas
referidas a la investigacion, durante los siglos que demando la escritura de este trabajo.

- Isabel por pasarme semanalmente el programa de la Quinta, a la que nunca asisti por
cuestiones de fuerza mayor, por su buena onda y por mi vida, ya que si no la ponia en los
agradecimientos me mataba.

- Vivi por explicarnme 38 veces como funciona la balanza.

- Laura por mantener ese excelente humor y amor hacia los demas.



A Lin por el magenta.

A mis viejos, hermanos y abuelos ya que, aunque sea una frase hecha, son los mayores
responsables de mis logros, por su constante apoyo en esta eterna carrera, por no exigir nada
de mi, por darme la libertad de elegir y equivocarme, o no, por mi mismo.

A todos mis “amigos” de la facultad, esos que hicieron del tortuoso estudio un placer,
con quienes comparto mas que el simple hecho de ser compaiieros y de tener la misma extrafia
vocacion, a quienes no nombro por miedo a olvidarme de alguno y terminar siendo solo ex-
compaiieros de estudio.

A Felu por su constante e incansable aporte bibliografico.

A mi voluntad, por persistir con esto en los peores momentos, aunque los peores
momentos estén por venir.

A Mariel por que finalmente me quiere.

A Mariana por que sin ella todo esto no tendria sentido.

A la seccion agradecimientos por ser la unica que no sufrié las inclemencias del
boligrafo de Luis.

Por dltimo, a Dios por las oportunidades que me dio, me da y me dara, por haber
creado tantas cosas para que la ciencia y los cientificos nos mantengamos entretenidos todo

una vida.

A todos MUCHISIMAS GRACIAS...

Martin



INDICE
OBJETIVOS
INTRODUCCION
LAS INFECCIONES VIRALES PERSISTENTES
EL VIRUS JUNIN
Propiedades del virién
Infeccion por virus Junin
MATERIALES Y METODOS
VIRUS
CULTIVOS CELULARES
OBTENCION DE CULTIVOS PERSISTENTEMENTE INFECTADOS CON VJ
CURVA DE CRECIMIENTO CELULAR
TITULACION DE VIRUS
RESCATE DE VIRUS INFECTIVO A PARTIR DE CELULAS V3 Y V7
ENSAYO DE ACTIVIDAD INTERFERENTE EN SOBRENADANTES DE CELULAS V3 Y V7
ENSAYO DE INMUNOFLUORESCENCIA INDIRECTA
ENSAYO DE LA ACTIVIDAD FUSOGENICA
ELECTROFORESIS EN GELES DESNATURALIZANTES DE POLIACRILAMIDA
WESTERN BLOT
ESTUDIO DE LAS PROTEINAS FOSFORILADAS
RESULTADOS
OBTENCION DE CULTIVOS DE CELULAS VERO PERSISTENTEMENTE

INFECTADOS CON VIRUS JUNIN

12

15

16

16

17

17

18

19

20

20

22

22

23

24

25

26



CARACTERIZACION BIOLOGICA DE CELULAS V3 Y V7
Multiplicacion y metabolismo celular
Produccion de virus infeccioso
Tratamiento de shock térmico
Tratamiento con actinomicina D
Susceptibilidad de V3 y V7 frente a la sobreinfeccion con distintos virus
Virus homdlogos y heterotipicos
Virus heterélogos
ESTUDIO DE LA RESISTENCIA DE CELULAS V3 Y V7 FRENTE AL DESAF{O CON
VIRUS HOMOLOGO
Estudio de la actividad interferente en sobrenadantes de células V3 y V7
Estudio de la actividad protectora asociada a células en cultivos V3 'y V7
Tratamiento de los cultivos con actinomicina D
Exposicion de los cultivos persistentemente infectados a shock térmico
CARACTERIZACION BIOQUIMICA DE LAS CELULAS V3 Y V7
Expresion de proteinas virales en células V3 y V7
Deteccion de actividad fusogénica en células V3 y V7
Sintesis proteica en células V3
DISCUSION

BIBLIOGRAFIA

26

26

29

29

30

31

31

31

33

33

34

35

37

38

38

42

44

48

54



-Introducciéon-

OBJETIVO

El objetivo de este trabajo de investigacion comprende el estudio de los aspectos basicos del
comportamiento biolégico y bioquimico de cultivos de células Vero persistentemente
infectadas con virus Junin, agente etiolégico de la Fiebre Hemorréagica Argentina.

Este estudio contribuird a dilucidar el mecanismo de persistencia del VJ, lo cual seria
sumamente importante al considerar los posibles efectos de la vacunacién contra la Fiebre
Hemorréagica Argentina empleando como inmundgeno la cepa atenuada Candid-1, debido a la
posibilidad del desarrollo de persistencia viral en personas vacunadas. Asimismo, los datos
encontrados ayudardn al esclarecimiento del panorama de otras virosis persistentes de
incidencia mundial como las provocadas por el virus de la hepatitis B y el virus de

inmunodeficiencia humana.
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LAS INFECCIONES VIRALES PERSISTENTES

Los virus animales, como parasitos intracelulares obligados, deben llevar a cabo su
multiplicacién en sistemas “vivos”, ya sea en humanos o animales (infecciones in vivo) o en
cultivos de células provenientes de los anteriores (infecciones in vitro). Asimismo, de acuerdo
con las caracteristicas propias del sistema "hospedador-virus” las infecciones in vivo e in vitro
pueden clasificarse dentro de dos grandes categorias: infecciones agudas e infecciones
persistentes. En las infecciones agudas se obtiene como resultado final la produccién de nueva
progenie viral, lo que, en las infecciones in vivo, puede asociarse a la apariciéon de sintomas
clinicos caracteristicos, definiendo el concepto de enfermedad. Luego de la fase aguda, en
algunas ocasiones, sobreviene una etapa de persistencia, en la cual se establece un equilibrio
entre la patogenicidad viral y la fisiologia y multiplicacion celular. En el caso de los cultivos
celulares persistentemente infectados, éstos se comportan de manera similar a células no
infectadas, sin sufrir un dafio aparente por la presencia del virus o del genoma viral. Por otro
lado, en las infecciones in vivo, la superacién de los sintomas clinicos y la enfermedad no
siempre se encuentran acompaiiados de la eliminacién del virus del organismo, pero si por la
persistencia del material génomico viral de acuerdo a distintas estrategias desarrolladas por el
virus. En consecuencia, en las condiciones naturales s6lo se establecer4 una infeccion
persistente si previamente se ha producido una infeccién aguda.

Las infecciones persistentes in vivo han sido clasificadas en dos categorias distintas:
a) Las infecciones cronicas productivas, en las que el virus infeccioso estd presente en el
organismo y puede ser recuperado a través de métodos convencionales.
b) Las infecciones latentes, en las cuales el genoma viral estd presente pero no hay produccién
de particulas virales infectivas, salvo en episodios intermitentes.

Como ejemplo de este tipo de infecciones podemos citar por un lado al virus de la
hepatitis B en humanos y al virus de la coriomeningitis linfocitica e:n ratones, que producen una
infeccion de tipo crénica productiva, y por otra parte a los herpesvirus, los cuales poseen

periodos de produccién viral aislados (4).
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Para conseguir el estado de persistencia el agente infeccioso debe regular su potencial
citolitico llegando a un estado de equilibrio entre su replicacion y el metabolismo celular (25) .

En el caso de las infecciones persistentes in vivo, el virus ademas debe hacer frente a
dos mecanismos especificos principales responsables del control de las infecciones virales:
anticuerpos y c€lulas T. Los anticuerpos son capaces de detectar virus libre o células
infectadas, controlando las infecciones virales por neutralizacién de virus libre y lisando células
infectadas a través de citotoxicidad celular mediada por anticuerpos o por la cascada del
complemento.

Las células T no son capaces de reconocer virus por si solas sino que s6lo lo pueden
hacer cuando el antigeno viral se encuentra asociado con el complejo mayor de
histocompatibilidad. De este modo, las células T realizan su control a través de la eliminacion
de células infectadas y mediante la liberacion de citoquinas.

Existen diversos mecanismos por los cuales el virus puede evadir la accién del sistema
inmune. El mecanismo mas efectivo para escapar de la neutralizaciéon por anticuerpos es la
variacion antigénica del virus. En caballos crénicamente infectados con el virus de la anemia
infecciosa equina se demostré que suero extraido a distintos tiempos de iniciada la infeccion
era capaz de neutralizar virus aislados en episodios clinicos anteriores pero no neutralizaba
efectivamente aislamientos posteriores (4). Estos cambios serolégicos se correlacionan con
alteraciones en las glicoproteinas del virus. Este tipo de fenémeno fue también reportado en
humanos en infecciones persistentes con HIV (4). De esta forma se comprueba que cambios
en las proteinas de superficie son un mecanismo de evasion muy importante a la respuesta
inmune humoral. Otra forma de escape a los anticuerpos nuetralizantes es mediante la
induccién de un exceso de anticuerpos no neutralizantes que se unen al virus interfiriendo con
la unién de anticuerpos neutralizantes a través de impedimentos estéricos o por induccion de
cambios comformacionales en las proteinas virales alterando el sitio de reconocimiento del
anticuerpo neutralizante. Los complejos virus-anticuerpo formados de esta manera retienen su

capacidad de infeccién.
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Las células infectadas pueden escapar a los efectos citotéxicos mediados por
anticuerpos o lisis por complemento gracias a una reduccién en la expresién de las
glicoproteinas virales en la superficie celular. Esta reduccién de la expresion durante la fase
persistente de una infecciébn fue observada en arenavirus, retrovirus, paramixovirus y
rhabdovirus (4). El virus herpes simplex (HSV) que infecta neuronas en forma persistente no
expone proteinas virales en la superficie celular, lo que lo haria irreconocible a cualquier tipo
de anticuerpo anti-HSV que podria estar presente en el liquido cefalorraquideo.

La reduccién en la expresion del antigeno mayor de histocompatibilidad (MHC), en
células infectadas por distintos virus, es una manera efectiva de eludir el reconocimiento por
células T (27). El caso de regulacién de la expresion del MHC mejor estudiado es el de los
adenovirus humanos. La formacién de un complejo entre una proteina viral y el MHC tipo 1
previene el correcto procesamiento del antigeno del MHC, reduciendo la expresién del
antigeno de clase I en la membrana celular (4). Una segunda alternativa es la reduccién en la
expresion de moléculas de adhesion necesarias para una eficiente interaccion entre la célula T y
la célula blanco, como se da en el caso del virus de Epstein Barr en células de linfoma de
Burkitt (4).

Las infecciones virales en la que no existe la etapa de persistencia, es decir, aquellas en
que el hospedador se recupera por completo de la enfermedad eliminando el virus del
organismo, han sido controladas efectivamente utilizando vacunas. Sin embargo, el panorama
de las infecciones que si presentan etapa de persistencia dista de estar controlado, debido tanto
a la imposibiladad de emplear vacunas a virus atenuados, como al papel relativamente poco
importante que desempefia el sistema inmune en este tipo de infecciones.

Debido a la complejidad de factores interactuantes en las infecciones in vivo, en
muchos casos se comienzan los estudios utilizando sistemas in vitro, los que aportaran detalles
acerca de los mecanismos de persistencia propios del virus en la célula, independientemente de

los mecanismos de defensa presentes en un organismo.
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EL VIRUS JUNIN

El virus Junin (VJ), agente etiolégico de la Fiebre Hemorragica Argentina (FHA), fue

aislado por primera vez en 1958, simultdnea e independientemente, por dos grupos, el de
Parodi y col. por un lado, y el grupo de Pirosky y col., por otro, a partir de sangre y érganos
de pacientes fallecidos en la localidad de Junin, Pcia. de Buenos Aires (4rea endémica de la
FHA)(48, 49).
Este virus pertenece a la familia arenaviridae (del Latin arenosus: arenoso), nombre que se
origina a partir de la presencia de granulos caracteristicos observados dentro de los viriones al
microscopio electrénico, los cuales corresponden a ribosomas celulares incorporados dentro de
los viriones durante la brotacién debido a la falta de especificidad en el proceso de
ensamblamiento (15). Esta familia se encuentra constituida por dos grandes grupos, el de los
arenavirus del Viejo Mundo, integrado por los virus de la coriomeningitis linfocitica (LCMV),
prototipo de la familia, Lassa, Mopeia, Mobala e Ippy, y los arenavirus del Nuevo Mundo o
Complejo Tacaribe, compuesto, en la actualidad, por los virus Machupo, Tacaribe, Junin,
Parana, Pichindé, Ampari, Latino, Tamiami, Flexal, Guanarito, Oliveros, Sabid, Whitewater
Arroyo, Pampa y Pirital (5, 6, 14, 30, 31, 33, 43, 47). A través de ensayos de fijacion del
complemento y de inmunofluorescencia, se comprob6 que los virus pertenecientes al complejo
Tacaribe se encuentran estrechamente relacionados entre si, por el contrario, las reacciones
cruzadas con el grupo de los arenavirus del Viejo Mundo son muy débiles. Estas relaciones
inmunolégicas confirman que el Complejo Tacaribe conforma un subgrupo dentro de la familia
de los arenavirus (6, 37, 50, 52).

Los integrantes de esta familia se caracterizan por producir infecciones persistentes en
roedores, que actiian como reservorios naturales, pudiendo transmitir la infeccién al hombre,
en el cual ocasionan desde infecciones inaparentes hasta enfermedades mortales. Dentro de
este ultimo tipo de infecciones se encuentran la FHA, la Fiebre Hemorrégica Boliviana,

originada por el virus Machupo, la Fiebre Hemorréagica Africana, cuyo agente causal es el virus
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Lassa, la coriomeningitis linfocitica, producida por el LCMV y la Fiebre Hemorragica
Venezolana, que posee como agente etiologico al virus Guanarito (14, 28).

A excepcién del LCMV, que presenta distribucién mundial, el resto de los virus
pertenecientes a esta familia se encuentran restringidos a regiones geogréaficas localizadas.

En particular, la zona endémica del virus Junin ocupaba originariamente la region
central de la Provincia de Buenos Aires. A partir del primer brote epidémico, en el afio 1953,
dicha 4rea fue expandiéndose progresivamente hacia el noroeste de la provincia de Buenos
Aires, el sur de la provincia de Santa Fé y de la provincia de Cérdoba, hasta abarcar, en la
actualidad una superficie de 120.000 km’, con una poblacién aproximada a los 2 millones de

habitantes (figura 1) (12, 59).

A - i Y

Figura 1. (Adaptado de Virologia Médica, capitulo 11, pag.167, Carballal y Oubiiia)
Area endémica de la F.H.A.
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El nimero de casos notificados de infecciones por VJ, en la zona recién mencionada,

han decrecido en los tltimos afios debido a la aplicacion, a partir del afio 1992, en el marco del

Programa Nacional de Lucha contra la FHA de una vacuna a virus atenuado en voluntarios de

dicha regién (figuralb).
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Figura 1b. Distribucién anual de los casos de Fiebre Hemorragica Argentina notificados entre los afios 1987 y
1997. Extraido del Informe para la Reunién Anual del Programa Nacional para la Lucha Contra la FHA (26).

Propiedades del virion

La morfologia de los viriones es una de las caracteristicas fundamentales que

comparten todos los miembros de esta familia (15).

Los viriones son particulas pleomérficas de entre 50 y 300 nm, recubiertas por una

envoltura lipidica, originada a partir de la membrana plasmatica de la célula infectada. En esta
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envoltura se encuentran insertadas las glicoproteinas virales, en forma de espiculas de 5 a 10
nm de longitud, constituidas por dos glicoproteinas, una mayoritaria, de 35-38 KDa
denominada G1 y otra de 44-52 KDa llamada G2. Cuando se estudiaron los polipéptidos
virales en células infectadas se encontré también una glicoproteina de 72 KDa correspondiente
al precursor glicoproteico, denominado GPC, que por clivaje da G1 y G2. En el interior de las
particulas virales se observan grénulos electro-densos, ribosomas celulares, cuyo didmetro
varia entre 20 y 25 nm, y que en el caso del VJ son entre 2 y 10 por virién (figura 2). Dentro
de los viriones también se encuentran 2 nucleocapsides constituidas por dos moléculas de ARN
viral las cuales tienen asociadas una nucleoproteina, NP, de 60-64 KDa y otra proteina
minoritaria de 200 KDa, la cual cumpliria funciones de polimerasa viral (12, 50). La
glicoproteina mas importante es G1 debido a que, de acuerdo con la conformacién de la
estructura de espicula propuesta, seria la mas expuesta (figura 2). Es asi que Gl es la
responsable de la induccién de anticuerpos neutralizantes y posee capacidad fusogénica a pH

acido (13, 21).

Gz_mﬁ—- G1
E@ﬁ NP

ARN viral ————

Ribosoma
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Espicula ARN viral

L NP

Envoltura

L
v

50 -300 nm

Figura 2. Representacion esquemética de una particula viral hipotética de VJ.
(Adaptado de Virologia Médica, capitulo 11, pag.167, Carballal y Oubifia)
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El genoma del virus Junin consiste en dos moléculas de ARN de cadena simple de 33 S
y 25 S denominados fragmentos L (large) y S (small) respectivamente, cuyos pesos
moleculares son de 2.4 x 10° y 1.3 x 10° Da. La expresion del genoma se realiza a través de
una estrategia compartida por todos los integrantes de la familia. En ambos fragmentos
genémicos se han detectado dos marcos abiertos de lectura que codifican, en el caso del
segmento S, para la proteina NP y GPC, en sentidos opuestos y en el caso del segmento L ,
para la polimerasa viral y otra proteina hipotética, encontrada en el caso de otros arenavirus,
denominada Z, con caracteristicas de “Zn finger”. Esta estrategia llamada ambisense implica
que los genes hacia el extremo 5" del ARN poseen polaridad positiva, siendo la polaridad
negativa para los genes proximos al 3". También se han encontrado moleculas de ARNs de 28
S, 18 S y 5-6 S, de origen celular (ribosomal). Al igual que en otros arenavirus, se ha
detectado que en la region no codificante de los extremos 3" y 5" del ARN S del VJ existen
secuencias complementarias invertidas, conservadas dentro de la familia, lo que permitiria la
formacion de una estructura parcialmente bicatenaria. En otros miembros de la familia se ha
comprobado que estas secuencias de 19 nucledtidos de los extremos 3°, asi como los 5°, de
ambos segmentos genémicos son idénticos. Por otra parte, las secuencias intergénicas de cada
fragmento, si bien no se encuentran conservadas entre los distintos arenavirus, tienen la
capacidad de formar estructuras relativamente estables de doble hélice y loop, que si se
encuentran conservadas, de lo que se infiere un significado funcional de este tipo de estructuras

(figura 3)(32, 50).
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Figura 3.A) Diagrama del genoma de VJ.
Cada segmento se encuentra flanqueado por
secuencias complementarias invertidas de 19 nt.
(cajas negras), conservados entre todos los
arenavirus. L (polimerasa viral), Z (proteina viral
con funciones desconocidas), NP (nucleoproteina)
y GPC (precursor de glicoproteinas). B) Estrategia
propuesta de replicacién y transcripcion. C)
Estructura bicatenaria formada a partir del
apareamiento de las secuencias complementerias
invertidas presentes en el ARN S del V1.

A partir de la secuenciacion del fragmento S del VJ, se realizaron estudios comparativos con

las secuencias genémicas de otros miembros de la familia arenaviridae, Pichindé, LCMV, Lassa

y Tacaribe, obteniéndose una homologia de entre 50 y 63 % (6, 12, 37, 50).
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Infeccion por virus Junin

El virus Junin es capaz de producir infecciones agudas y persistentes tanto in vivo
como in vitro. Los hospedadores del VJ son los roedores de las familias Muridae y Cricetidae
que actiian como reservorios naturales del virus, debido a que estos animales son susceptibles
de sufrir infecciones persistentes con dicho agente infeccioso (28, 46). La infeccidén persistente
generada en los roedores permite al virus, por otro lado, perpetuarse en la naturaleza.

En el hombre, el VJ provoca, como se mencionara anteriormente, una infeccion aguda
que conduce generalmente a una enfermedad clinica, conocida como FHA o "mal de los
rastrojos”, caracterizada por un sindrome febril, ditesis hemorrégica, leucoplaquetopenia y
compromiso variable del sistema nervioso central. De acuerdo a su evolucion las formas
clinicas pueden clasificarse en: a) aguda con recuperacion, b) aguda que conduce a la muerte y
¢) aguda con recuperacion y reaparicion de un sindrome neurologico tardio, que habitualmente
no es letal aunque si severa. La puerta de entrada del VJ al organismo humano se produce por
via cutdnea a través de ulceraciones en la piel o por mucosa conjuntiva, oral y nasal por
inhalacion de aerosoles contaminados con virus. La principal fuente de contagio son las
secreciones (orina y saliva) de roedores persistentemente infectados que contaminan pastos y
rastrojos de cultivos en las dreas endémicas (12).

Si bien se encuentra descripta la persistencia del VJ tanto in vivo como in vitro, es ain
incierto el mecanismo mediante el cual el virus establece y mantiene; dicha persistencia. En las
infecciones in vitro, dentro de los factores que pueden modular o limitar la multiplicacion viral,
es decir, regular el potencial litico e inducir la persistencia, y que no dependen del hospedador
se encuentran las particulas interferentes (34, 35), las mutantes termosensibles (19, 24, 58), de
placa, de crecimiento lento (58) y las variantes antigénicas (3). En tanto que in vivo, a partir de
ratones Calomys musculinus, principal reservorio natural, infectados experimentalmente y
luego de trancurrida la etapa aguda de la infeccién, se han podido aislar, variantes antigénicas y
mutantes de diversos fenotipos, los cuales estarfan asosciados a la infeccién crénica, aunque no
se ha determinado si dichas variantes son la causa o la consecuencia de de este tipo de
infecciones (1, 2, 29, 36). Asimismo, otro factor responsable del establecimiento y

mantenimiento de la persistencia in vivo, descripto para LCMV, que podria estar presente en
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-Introduccién-

las infecciones persistentes con VJ, es la presencia de genomas virales defectivos (29, 45),
habiéndose detectado también para el mismo virus, la existencia de ADN complementario al
genoma viral (ARN) en células de bazo luego de transcurrida la etapa aguda de la infeccién
(39).

Sin embargo, la mayor parte de los estudios realizados en animales de experimentacién
presentan inconvenientes en la interpretacion de resultados debido a la complejidad propia de
la respuesta del hospedador. Por esta razén se buscaron modelos de persistencia in vitro, que
faciliten, por su disponibilidad y fécil manipuleo, su estudio exhaustivo y, que a su vez, los
datos obtenidos permitan la extrapolacién a otros sistemas. Se han descripto modelos de
persistencia de VJ in vitro en cultivos celulares de distintos origenes, encontrandose que el
virus provoca infecciones persistentes en células Vero (fibroblastos de rifién de ‘mono)(8, 9,
16, 17, 23), BHK-21 (fibroblastos de rifién de hamster) (11), fibroblastos de embridn de ratén
(56) y células diploides humanas, provenientes de pulmén fetal (57, 58).

La obtencién de cultivos persistentemente infectados con VJ se realizd, en todos los casos, a
traves de la infeccion de los mismos con el virus. En primera instancia el virus provoca una
infeccidon aguda cuyas caracteristicas dependen de la cepa viral empleada y la linea celular. Es
asi que en el caso de las células BHK-21 y fibroblastos de embrién de ratén el virus multiplica
sin producir efecto citopatico en el cultivo. Por el contrario en células Vero, la multiplicacion
viral conduce a una marcada accién citopética caracterizada por' el redondamiento celular,
refringencia marcada, vacuolizaciéon citoplasmatica, nucleos picndticos y por ultimo
desprendimiento celular. Transcurrida la etapa aguda los cultivos se recuperan y las células
sobrevivientes comienzan a repoblar la monocapa celular estableciéndose la infeccion
persistente. Los cultivos persistentemente infectados con VJ, asi como con otros miembros de
la familia presentan las siguientes caracteristicas comunes:

a) Morfologia y fisiologia similar a la de un cultivo sin infectar (9, 22, 25).

b) Resistencia a la sobreinfeccion con virus homélogos y heterotipicos pero

sensibilidad a infecciones con virus heter6logos (25).

c) Presencia de antigenos virales (9, 18, 22).

d) Produccién esporadica de progenie infecciosa (9, 22, 23).
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En este trabajo se estudiaron estas caracteristicas en cultivos de células Vero

persistentemente infectadas con 2 cepas de VJ.



MATERIALES Y METODOS



-Materiales y Métodos-

VIRUS

Se utilizaron las cepas XJCI3, derivada de la cepa XJ, prototipo de VJ y Cl67, una
mutante de rango de hospedador, obtenida a partir de XJCI3 por mutagénesis inducida con
5-FU (54, 55). Los stocks virales de XJCI3 y Cl67, de titulos 1x10° UFP/ml y 3x10° UFP/ml,
respectivamente, se obtuvieron a partir de sobrenadantes de cultivos de células Vero infectadas
con cada una de las cepas a una multiplicidad de infeccién (m.i.) de 0,01 UFP/cél. y
cosechados a los 6 dias post infeccién (p.i.). Previamente a su utilizacion los stocks fueron
clarificados por centrifugacion a 3000 g durante 20 min.

Los stocks de la cepa [V4454 de V] y del virus Tacaribe (TAC) cepa TRLV 11573, de
titulos 2x10° UFP/ml y 2x10” UFP/ml, respectivamente, fueron cedidos por la Dra. Nélida
Candurra y obtenidos de manera similar a la descripta para XJCI3 y Cl67.

El stock de virus herpes simplex I (HSV-I) cepa F, de titulo 1x10” UFP/ml fue
obtenido en células Vero y cedido por el Dr. Carlos Pujol.

Los stocks de poliovirus (PV) tipo 3 cepa Sabin y de virus de estomatitis vesicular
(VSV) cepa Indiana, de titulos 2x10” UFP/ml y 1x10® UFP/ml, respectivamente, fueron
obtenidos por infeccién de células Vero a una m.i. de 0,1 UFP/cél. y cosecha de los
sobrenadantes a las 18-24 hs. p.i. con posterior clarificaciéon de los mismos por centrifugacion
a 3000 g 20 min.

En todos los casos durante la obtencién de los stocks virales las células Vero
infectadas, se mantuvieron con medio de mantenimiento, incubadas a 37°C. Todos los stocks

se almacenaron a -70°C.

CULTIVOS CELULARES

Se trabaj6 con la linea establecida de células Vero (fibroblastos de rifién de mono verde
africano Cercopithecus aethiops) entre los pasajes 150 y 200.

Las células se subcultivaron semanal o quincenalmente. Lag células se crecieron a 37°C
en medio de crecimiento, MEM (medio esencial minimo) en solucién salina balanceada de
Earle, suplementado con 5% de suero bovino inactivado y 50 pg/ml de gentamicina. Los
cultivos se mantuvieron a 33°C en medio de mantenimiento MEM con el agregado de 1,5% de
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suero de ternera inactivado y 50 pg/ml de gentamicina. Estas células se utilizaron como

controles sin infectar en todos los ensayos donde se emplearon los cultivos persistentemente

infectados.

OBTENCION DE CULTIVOS PERSISTENTEMENTE INFECTADOS CON VJ

A partir de la linea celular Vero se obtuvieron las sublineas celulares persistentemente
infectadas con XJCI3 y Cl67, denominadas V3 y V7, respectivamente. Para ello, se inocularon
células Vero con estas cepas a una m.i. de 0,1 UFP/célula. Los cultivos asi infectados se
mantuvieron con cambios periédicos del medio de cultivo e incubados a 37°C. Transcurrida la
etapa aguda de la infeccién (aprox. 25-30 dias), las lineas celulares se recuperaron del efecto
citopatico, resultando morfolégicamente indistinguibles de las no infectadas. Para los todos los
ensayos descriptos se usaron las células, V3 y V7, en los pasajes 15 a 35. Estas células fueron
mantenidas de la misma forma que la mencionada anteriormente en el caso de las células Vero
sin infectar.

En los ensayos se emplearon, a no ser que se indique lo contrario, monocapas

confluentes de células Vero, V3 y V7, crecidas 24-48 hs en microplacas de 24 pocillos.

CURVA DE CRECIMIENTO CELULAR

A fin de estudiar la multiplicacién celular en cultivos persistentemente infectados se
realizaron curvas de crecimiento utilizando células V3 y células Vero como control. Para ello,
se sembraron 2x10° células de cada una de las lineas celulares por pocillo en microplacas de 24
cavidades y se incubaron 24 hs a 37°C con medio de crecimiento. Al cabo de ese tiempo se
tripsinaron los cultivos y las células se contaron utilizando un hemocitémetro tefiidas con el
colorante de exclusién azul tripan. Este procedimiento se repiti6 cada 24 hs empleando
duplicado de pocillos por cada tipo celular y a cada tiempo. Con el objeto de evitar la
acidificacion del medio, el mismo fue cambiado a las 48, 96 y 120 .hs.

Como indicador del metabolismo celular se utilizé el consumo de glucosa del medio de

cultivo. La cuantificacion de glucosa libre en el sobrenadante de las células a los distintos
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tiempos se realizO mediante la utilizacién del método enzimatico para la determinacion de

glucosa en liquidos biolégicos (Wiener lab.).

TITULACION DE VIRUS

Para cuantificar la infectividad viral se emple6 el método de titulacion por unidades
formadoras de placas (UFP). Para ello, células Vero, crecidas como se indica en el punto
anterior, fueron infectadas con diluciones seriadas 1:10 del virus a titular, realizadas en Buﬂ'er
salino de fosfatos (PBS) utilizando un volumen de indculo de 0,1 ml por pocillo, por
duplicado.

El virus se dejé en contacto con las células durante una hora a 37°C, con agitacién
suave cada 15-20 min. Una vez finalizado el tiempo de adsorcién, se retir6 el indculo y se
cubri6 cada pocillo con 0,5 ml de medio semisélido (MEM-Suero de ternera 2% y
metilcelulosa 0,7%, 20 mM de HEPES).

Las microplacas fueron incubadas a 37°C, en atmésfera de CO, durante 7 dias, en el
caso de VI y TAC, 3 dias para HSV-I y 2 dias para VSV y PV. Al cabo de ese tiempo, se
fijaron las células con formol 10%, durante 30 min, tras lo cual se descarté el medio con el
agregado de formol y las monocapas fueron lavadas varias veces con agua corriente. El
revelado se hizo a través del agregado de colorante cristal violeta 1% durante 15 min y
posterior lavado del mismo.

Los titulos se calcularon segun la siguiente formula:

X
Titulo (UFP/ml) = —
v.d
donde: x: promedio del nimero de placas
v: volumen del indculo= 0,1ml

d: dilucién de virus en que se contaron las placas

Para estudiar la sensibilidad de células V3 y V7 a la multiplicacién viral se ensay6 su
susceptibilidad al plaqueo de diferentes virus. Por lo tanto, a fin de calcular la eficiencia de
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plaqueo (EOP) de los distintos virus en las células V3 y V7 se procedi6 a titular XJCI3, Cl67,
IVy4s4, TAC, HSV-I, PV y VSV por el método de UFP utilizando como sustrato de titulacion
células V3, V7 y células Vero como control. La EOP se calcul6 como la relacion entre el titulo
obtenido en V3 (o V7) respecto del obtenido en células Vero.

De la misma manera, fueron calculadas las EOP utilizando como sustrato para la
titulacién mezclas de células V3/Vero y V7/Vero en las proporciones 9/1, 7/3, 5/5, 3/7, 1/10,
1/20, 1/50, 1/100, 1/200, 1/400, 1/500 y 1/1000.

También se utilizaron células V3 y V7 sometidas a tratamiento con actinomicina D y
shock térmico. Para ello, células Vero, V3 y V7 crecidas durante 24 hs fueron preincubadas
durante 3 hs con medio de mantenimiento con actinomicina D (0,5 pg/ml) y luego infectadas
de acuerdo a la técnica de UFP con IV ,s,. En un caso el medio semis6lido utilizado tenia un
agregado de actinomicina D (0,5 pg/ml), el cual fue removido a las 72 hs p.i. y reemplazado
por un medio sin actinomicina. En otro caso, las células pretratadas e infectadas se cubrieron
con un medio semisélido conteniendo actinomicina D (0,05 pg/ml) hasta el momento de
revelar las placas (7 dias p.i.). El medio fue cambiado a las 72 hs p.i. por uno fresco de igual
composicion. En el caso del ensayo de shock térmico se utilizaron células Vero V3 y V7,

preincubadas durante 60 min a 37°C o 42°C, previamente a ser infectadas con IV 44s4.

RESCATE DE VIRUS INFECTIVO A PARTIR DE CELULAS V3 Y V7

A fin de rescatar virus a partir de células V3 y V7 se trataron los cultivos persistentemente
infectados con actinomicina D o se los someti6 a un tratamiento de shock térmico. En el
primero de los casos las monocapas celulares fueron tratadas durante 24 hs con actinomicina D
(0,5 y 3 pg/ml). Luego de este periodo se cosecharon los sobrenadantes y se titulé sobre
células Vero mediante la técnica de UFP descripta anteriormente. El shock térmico se realizd
sobre células Vero, V3 y V7, crecidas en viales durante 48 hs, que luego fueron sometidas a
42°C durante 120 min por duplicado. Al cabo de estos tiempos con una de las series se realizd
un ensayo de centros infecciosos. Para ello las células fueron lavadas con PBS, se agregaron
0,5 ml de tripsina por vial y se incubaron 10 min a 37°C.. Luego de este tiempo se agregd 1,5

ml MEM- 5% ST y las células se resuspendieron por pipeteo. Finalmente, se contaron las
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células en hemocitometro y se sembraron 0,2 ml del resuspendido sobre monocapas de células
Vero sin infectar. A los 7 dias p.i. se revelaron las placas como se menciona anteriormente.

La otra serie de cultivos se incub6 a 37°C con medio de mantenimiento cosechidndose
los sobrenadantes a los 4 dias post-tratamiento. Los sobrenadantes se titularon por el método
de UFP y las células (aproximadamente 2x10* células) se utilizaron para realizar cocultivos con
células Vero sin infectar. Para realizar los cocultivos se resuspendieron las células controles y
las sometidas a shock térmico en 0,5 ml de tripsina, se le adicionaron 0,5 ml de medio de
crecimiento, se colocaron 1 ml (103 células/ml) de células Vero y 1 ml de células V3 o V7 en

una botella y se completé el volumen con 6 ml de medio de crecimiento.

ENSAYO DE ACTIVIDAD INTERFERENTE EN SOBRENADANTES DE CELULAS V3 Y V7

La actividad interferente en sobrenadantes de células V3 y V7 se estudi6 través de un
ensayo de proteccion sobre células Vero normales. Con este fin, se llevé a cabo la infeccion de
celulas Vero, crecidas en monocapas confluentes, con la dilucién 102 (100 UFP) de IV,
realizada utilizando como diluyente sobrenadantes puros y en una dilucion 1/10 de células
Vero, V3 y V7. El inéculo se dej6 adsorber 1 ha 37°C y se continué el ensayo como la técnica
de UFP.

ENSAYO DE INMUNOFLUORESCENCIA INDIRECTA

Se investigd la expresion de antigenos virales en cultivos de células persistentemente
infectadas a través de la marcacion de los mismos por la técnica de inmunofluorescencia
indirecta (IFI). Con este fin se crecieron durante 24 hs, células Vero, V3 y V7, sobre
cubreobjetos colocados en una microplaca de 24 pocillos. Parte de las células Vero, utilizadas
como control positivo, fueron infectadas con 500 UFP/pocillo de XJCI3 o Cl67, el resto de las
mismas, no infectadas se usaron como control negativo. A las 48 hs p.i. las células, fueron
fijadas con metanol, en el caso de querer detectar antigenos totales (citoplasmaticos y de
membrana), durante 15 min a -20°C. La fijacién para la deteccion s6lo de antigeno de
membrana se realiz6 con el agregado de paraformaldehido 2,5 % durante 15 min a-temperatura
ambiente y luego otros 15 min a la misma temperatura con NH4Cl 20 mM. Terminado el
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periodo de fijacion, se retird el fijador, se dejé secar al aire y se realizaron 3 lavados, de 5 min
con agitaciéon, con PBS. Luego de los lavados se agregaron 0,5 ml/pocillo de una dilucién
1/150 de inmunoglobulinas de cabra, incubadndose 15 min a 37°C. El paso siguiente fue la
adicion de anticuerpos anti-VJ de distintas caracteristicas (tabla 1). Se incub6 30 min a 37°C
luego de lo cual se realizaron 3 lavados de 5 min con PBS previo al agregado de una dilucion
1/50 del segundo antisuero, Ig G de cabra anti-ratén o anti-conejo conjugado con FITC
(Sigma Chemical Co.). Se incubé 30 min a 37°C, tras lo cual se lavé en dos ocasiones con
PBS y por ultimo con H,O destilada. Los nicleos celulares se tifieron con azul de Evans 1/300
durante 10 min.. Los cubreobjetos, asi tratados, se montaron sobre portaobjetos para su

observacién al microscopio éptico empleando glicerol con 2% DABCO (Sigma Co.)

Clon Especificidad Diluci6n utilizada Antigeno

inmunizante

Suero hiperinmune policlonal 1:50 cepa IV 4454

de conejo

pool de Mabs G1-NP 1:150 cepa Payoq
GB03-BE08 Gl 1:500 cepa P06
GDO01-AG02 Gl 1:500 cepa Py 06
ODO01-AA09 Gl 1:500 cepa Py 06
QCO03- BF11 Gl 1:500 cepa Pagog
EC05-AA04 Gl 1:500 cepa P06
0B02-BG03 Gl 1:500 cepa P3406

Tabla 1. Anticuerpos monoclonales y denominacién con la que se los utilizé en el presente
trabajo. Estos MAbs fueron obtenidos y caracterizados por Sanchez y col. (53).
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ENSAYO DE LA ACTIVIDAD FUSOGENICA

Con la intencion de medir la actividad fusogénica en las células V3 y V7, se emplearon
cultivos de las mismas crecidos durante 48 hs sobre cubreobjetos. También se utizaron células
infectadas con IV, y sin infectar, como controles. A las 24 hs p.i. se trat6 a los cultivos con
MEM a pH 5 o pH 7, durante 1 h. Al cabo de esa hora se retir6 el medio y se agregdé medio de
mantenimiento fresco durante 24 hs a 37°C, tras lo cual se fijaron con metanol 20 min a -20°C
y se tifieron con colorante de Giemsa 1/25 (1 de giemsa, 1 PBS y 23 de H,0) montando los
vidrios sobre portaobjetos para observar por microscopia dptica.

Se efectu¢ el recuento de sincicios, producidos a pH 5, y de nicleos por sincicio
utilizando 2 cubreobjetos completos por tipo celular. A partir de los datos obtenidos se calculd
el promedio de nucleos por sincicio como la media del nimero de nicleos contados en 50 y
100 sincicios para V3 y V7, respectivamente. También se calculé el porcentaje de células que

estaban formando parte de los sincicios segun:

% de c€lulas en sincicios = —x 100
N
donde n: n® de sincicios /cubreobjeto x promedio de niicleos/sincicio
(n: células en sincicio)

N: n° total de células por cubreobjeto

ELECTROFORESIS EN GELES DESNATURALIZANTES DE POLIACRILAMIDA

A fin de estudiar el perfil proteico de células V3 y V7 comparativamente con células
Vero infectadas con VJ y células sin infectar se crecieron los cultivos en microplacas de 24
cavidades por duplicado. A las 24 hs post-siembra la mitad de las cavidades de células Vero se
infectaron con 1000 UFP de IV ., continudndose la incubacién en medio de mantenimiento a
37°C. A las 48 hs p.i. las células se resuspendieron en 50 pl de buffer de muestra para PAGE-
SDS (Tris-HCI1 0.05 M pH 6,8, Glicerol 10 %, SDS 5 %, B-mercaptoetanol 2 %, Azul de
bromofenol 0,05 %) por pocillo, se calentaron 3 min a 100°C y se sonicaron por 45-60 seg.
Las muestras se corrieron empleando la técnica de minigeles (miniprotean II, BioRad) en un
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gel de 12 % y buffer de corrida (Tris-HCI 0,05 M pH 8,3, Glicina 0,005 M, SDS 1 %). Se
utilizaron marcadores de PM pretefiidos (Kalidoscope Prestained Standards, BioRad) y se
corri6 a 200 V durante 45 min, tras lo cual se tifi6 con azul brillante de Coomasie R.250 0,25
% en metanol:agua:dc. acético (5:5:1) y se decolor6, durante toda la noche, con

metanol:agua:ac. acético (5:88:7).

WESTERN BLOT

Se empleo la técnica de Western Blot para la identificar las proteinas virales de células
V3, Vero infectadas con las cepas de VJ XJCI3 o IVyys4 y células Vero sin infectar como
controles, las cuales fueron crecidas y luego procesadas como en el punto anterior.

Luego de la corrida electroforética se realizé la transferencia a una membrana de
nitrocelulosa utilizando un equipo de electrotransferencia en seco LKB, para lo cual la
membrana y el papel de filtro fueron previamente sumergidos en buffer de transferencia (buffer
de corrida sin SDS, metanol 20%), colocados junto al gel y sometidos a 0,8 mA/cm?. Luego de
la transferencia la membrana fue sumergida en una solucién de bloqueo, compuesta por una
solucion de leche descremada al 5 %, durante toda la noche a 4 °C.

Como primer antisuero, se utilizé una dilucién 1:50 en solucién de bloqueo.de un suero
hiperinmune de conejo anti-IV ,,, durante 1 h a temperatura ambiente con agitacion suave. Se
realizaron luego 5 lavados de 7 min cada uno con buffer TS (Tris-HCl 1M pH 7.5, NaCl 3M).
Como anticuerpo revelador se usé un inmunosuero anti-IgG de conejo conjugado con
peroxidasa (ICN InmunoBiologicals), en una dilucién 1/200 en solucién de bloqueo y se dejé
el mismo tiempo y en las mismas condiciones que para el primer antisuero. Finalizado este
tiempo de incubacidn se hicieron 5 lavados de 7 min cada uno de la membrana con buffer TS.
El revelado se llevdo a cabo mediante dos ténicas diferentes: quimioluminiscencia y
cromogénica. Esta diferencia se debe a la utilizacién de dos tipos distintos de sustratos de la
peroxidasa. Para el revelado por quimioluminiscencia ,se usaron reactivos de
quimioluminiscencia para Western Blot (Dupon NEN). La membrana fue sumergida en los
reactivos (0,125 ml de reactivo de quimioluminiscencia por cm?), incubada durante 1 min.
Como resultado de la interaccién de la peroxidasa con este sustrato se obtiene un producto
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fluorescente. La membrana es entonces expuesta a una pelicula radiografica (Afga Curix). La
segunda ténica de revelado empleada consistié en introducir la membrana de nitrocelulosa en
una solucion que contenia diaminobencidina 0,05%, H,O, 1% en buffer TS por un lapso de

aproximadamente 5 min, tral la cual se lav6 con agua corriente.

ESTUDIO DE LAS PROTEINAS FOSFORILADAS

El estudio de las proteinas fosforiladas se realiz6 mediante una marcacién in vivo de los
cultivos V3 y V7 con 32PO4HNa,2 (CONUAR) e in vitro con extractos de dichos cultivos
empleando ATPynP (NEN, New England).

En los ensayos in vivo se utilizaron los siguientes cultivos crecidos en microplacas de
24 cavidades: 1) Células Vero crecidas durante 72 hs en MEM-1,5% ST., 2) Células V3
crecidas durante 72 hs en MEM-1,5% ST. y 3) Células Vero infectadas con 500 UFP de
XJCI3, durante 48 hs p.i.. Se descartaron los sobrenadantes de los pocillos y se agregaron
200 pl de 32PO‘,HNa2 por pocillo en una concentracién de 100 uCi/ml. La dilucion se realizé
en buffer de marcacién 13,6 mM NaCl, 4,9 mM KCl, 5,56 mM glucosa, 0,33 mM CaCl,, 10
mM hepes pH 7,2). Luego de 2 hs a 37°C se descarté el radioactivo, tras lo cual se realizaron
3 lavados con 0,5 ml de PBS por pocillo. Las células se lisaron en 100 pul de buffer de muestra
para PAGE. Se calentaron durante 3 min a 100°C y luego sonicadas por un lapso de 45-60 seg.
Concluido este proceso, se procedié a realizar una electroforesis de las proteinas en gel
desnaturalizante de poliacrilamida 12% (SDS- PAGE), como se describié anteriormente. Los
geles se secaron y se expusieron durante 2 hs a -70°C sobre una placa radiogréfica (Afga
Curix). Para el caso de la marcacién in vitro los extractos se obtuvieron a partir de las células
resuspendidas en 100 pl de PBS por congelado y descongelado de los cultivos. A 5 pul de este
extracto se agregé 15 pl de buffer de marcacioén (10 pCi ATPy*’P, 25 uM ATP, 50 mM tris-
acetato pH 8, 8 mM MgCl,, 0,1% NP40, 2mM DTT) y se incubé durante 1h a 37°C. La
reaccion se detuvo por agregado de 15 pl de buffer de muestra .para PAGE. Las muestras se

corrieron en condiciones similares a las anteriores.
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-Resultados-

1.- OBTENCION DE CULTIVOS DE CELULAS VERO PERSISTENTEMENTE
INFECTADOS CON VIRUS JUNIN

Con el objeto de obtener cultivos persistentemente infectados con virus Junin (VJ) se
procedi6 a infectar monocapas de células Vero, linea continua establecida de fibroblastos de
rifion de mono, con las cepas XJCI3 y Cl67 de dicho virus. Los cultivos asi infectados
evolucionaron de manera tipica exhibiendo, alrededor del 6° dia p.i., un efecto citopético
caracterizado por la aparicion evidente de regiones en la monocapa celular que presentaban
células redondeadas y refringentes, a la vez que se detect6 la produccion de virus infeccioso en
titulos de 5,1x10° UFP/ml en el caso de las células infectadas con XJCI3 y de 7,3x10° UFP/ml
para Cl67. A partir del 10° dia p.i. estos “focos™ se extendieron y todo el cultivo presentaba
células redondeadas y desprendidas en el sobrenadante, en elevada proporcion. Al cabo de 20-
25 dias de iniciada la infeccion los cultivos se habian recuperado del efecto citopatico marcado
y s6lo presentaban algunas células redondeadas en escasa proporcion diseminadas por toda la
monocapa. A partir de este momento los cultivos infectados con XJCI3 y Cl67 comenzaron a

subcultivarse en una rutina semanal o quincenal, denominandoselos V3 y V7, respectivamente.

2.- CARACTERIZACION BIOLOGICA DE CELULAS V3 Y V7
La caracterizacién biolégica de las células infectadas persistentemente se llevé a cabo
mediante el estudio de la curva de multiplicacién y del metabolismo celular de V3, como asi
también de la producciéon de virus infectivo y de la susceptibilidad de V3 y V7 a la

sobreinfeccidn con distintos virus.

2.1.- Multiplicacién y metabolismo celular

A diferencia de los cultivos de células Vero en monocapa, los cuales crecen hasta la
confluencia y contintian luego su multiplicaciéon formando actiimulos de células sobrecrecidas,
los cultivos de V3 y V7 se caracterizaron por detener su crecimiento al cubrir la superficie del

sustrato, formando una monocapa confluente pero no-sobrecrecida. A fin de estudiar el
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i

crecimiento de VA e realizo una curva de muluplicacion celular, estimandose dicho parametro
Qotraves Jeoia cusntiticacion del nimere Jdeocchilis presentes en oo culuvo en tuncion del

tempo, Como paede observarse en o fieara 40 ambos tipos de cultivos, eclulas Vero v V3 e
miciron con aprosimadamente 2.0 8 107 eciutas voal cabo de 24 hs de incubacion mostraron
an onamero deoccidas similars A partir deoeste momentol fas monocapas de fos celovos
alcanzaron la confluencia. By ast que ¢ namero de eelufas de Vi3 se mantuvo estable hasta las
Mt

N

‘1 hs post-siembra de acuerdo con L observacion realizada de que dicho cultivoe no
prosentaba sobrecrecnmiento. Por el contrariol Jos cultivos de cclulas Vero crecieron en torma
sostenida hasta las 48 hs v luepo nuevamente a partir de las 96 hs adeanzando aclas 144 his post-
dembra un ntmero deocelulas 1O veees mavor al sembrado. mostrando ol aspecto de cchukas
sobrecrecidas en actmalos dhicera b Pooese momentos das celulos V3 evidencioon un
Jeeremento en st namero debido a una dismimucion encel plt del medio de caltivo o gue levo
Al muerte celutar de v S-30%0de fas eelulas (houra 4.

[ tendener g dismmucion en ol pH o del medio de cuitnvo deeclulas V3 tambien
resaito una observacion constanie para este tipo cefular, Por este motivo al mismo tiempo que
so clectud by curvade mulnphicacion celulue se realizo uno curva de consaimmo de elucosa en el
medio de cultivo ot de determinar <1 L ackdificacion observada provenia de un metabolismo
celular afectado, A s AR his post-siembra fas eclulas V3 consumieron el doble de Ta cantidad
do elucose gque la unbzada por edlulas Vero (ficura 350 Fste consumo resaltd sk recien
e 1200 hs post-siembra cuando Ta canudad de glucosa en of medio para ambos cultives oscilo
entre fos 360 v 610 me L Considerando que en todo momento el numero de ectudas de V3 tue
nferior al deocéhulas Vero (higura ) puede concluirse que ¢ cultivo de V3 presentd un

metabolismo mucho mas aetve que el de Veroo hecho gue justiticaria v aciditicacion det

medio de cultivo con el consecuente decremento en ¢f niimero de cclulas de VAL
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