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Objetivo del presente trabajo

Si bien se conocen algunas caracteristicas del ciclo de replicacidn de
los Arenavirus, como la carencia de inhibicidn significativa en la sintesis
de proteinas y acidos nucleicos celulares, alin subsisten muchos interrogan
tes sobre los hechos hioquimicos que ocurren durante la replicacidn, tanto
en una infeccidn primaria que termine con la destruccidn celular, como en el
establecimiento y mantenimiento de una infeccidn persistente. En ninguno de
los dos casos se conoce como ocurre el proceso de transcripcidn, cuiles son
las variaciones en los niveles de actividad de distintas enzimas presentes
o en la aparicidn de nuevas enzimas y cémo participa la célula huésped en la
produccidn de los componentes virales.

Aunque los huéspedes naturales de los Arenavirus son los roedores sil
vestres, varios integrantes del grupo producen enfermedad en el hombre. De
alli que el conocimiento de la replicacidn de los Arenavirus no tenga solo
un interés académico sino que trata de proveer nuevos aportes en el enten

dimiento de las infecciones que ocurren in-vivo.



INTRODUCCION

1. ARENAVIRUS

1.1. Introduccidn

La familia Arenaviridae comprende al virus de la Coriomeningitis Lin
focitaria (LCM), al virus de Lassa y al complejo Tacaribe, formado por o
cho virus distintos (Tabla 1). La mayoria de estos virus tiene un hu&sped
determinado entre los roedores salvajes, en los que producen una infeccidn
persistente.

Si bien la diseminacidn natural a otros mamiferos no es un fendmeno
cominmente descrito, algunos miembros del grupo son patdgenos para el hom
bre. La enfermedad que provocan se limita a ciertas regiones geograficamen
te separadas: Fiebre Hemorragica Argentina (FHA) y Fiebre Hemorridgica Boli
viana (FHB) en América del Sur, Fiebre de Lassa en el oeste de Africa y la
Coriomeningitis Linfocitaria en todo el mundo, pero siempre existe el ries
go de una diseminacidn provocada por los portadores naturales o por viaje

ros cirscunstanciales.

1.2. Clasificacidn del virus Junin

El virus Junin, agente causal de la Fiebre Hemorragica Argentina es
clasificado taxondmicamente dentro de la familia Arenaviridae. Los virus
de esta familia se caracterizan por su forma esférica o pleomdrfica, con

un diametro de 50 a 300 nm, envoltura membranosa cubierta de espiculas de



Tabla 1. Virus integrantes de la Familia Arenaviridae, ubicacidn

geogrdfica y afio de aislamiento

CORIOMENINGITIS LINFOCITICA: Distribucidn mundial (1934)

LASSA: Africa Occidental (1969)

COMPLEJO TACARIBE

JUNIN: Argentina (1958)

TAMIAMI: EE. UU. (Florida) (1963) PARANA: Paraguay (1965)
TACARIBE: Trinidad (1963) AMAPARI: Brasil (1966)
PICHINDE: Colombia (1965) LATINO: Bolivia (1970)

MACHUPO: Bolivia (1965) MOZAMBIQUE: Africa (1979)




(38)

10 nm de largo y poseen como material genético RNA de cadena simple . La
nucleocdpside presenta simetria helicoidal.

La densidad del viridn es de 1,17 a 1,18 g/ml en sacarosa y sus coefi
cientes de sedimentacidn varian de 325 a 500 S. La infectividad es destruida
por los solventes de lipidos, por los dcidos (pH = 5,5) y radiaciones UV y

gamma.

1.3. Caracteristicas antigénicas

La familia Arenaviridae comparte un antigeno demostrable por inmunofluo
rescencia, mientras el complejo Tacaribe comparte un antigeno fijador de com
plemento, diferencidndose por reacciones de neutralizacién e inmunoprecipita
cidén. Una excepcidn la constituyen los virus Junin y Tacaribe, que no se pue
den distinguir por la técnica de fijacidn de complemento, debido a un alto
grado de reactividad cruzada. Esta estrecha relacidn antigénica se demuestra
también en los niveles significativos de anticuerpos neutralizantes anti-Ju
nin determinados en los cobayos inoculados con virus Tacaribe y en la sélida

proteccidn de los mismos contra la FHA(ZG).

1.4, Caracteristicas bioldgicas

La caracteristica tnica de estos virus, de donde ha derivado el nombre
de la familia, es la presencia de particulas en su interior, que se ven cla
ramente en los cortes preparados para microscopia electrénica,como granulos
de arena. Dichos granulos, de 20 a 25 nm de didmetro, son ribosomas de ori

gen celular,



(a)

Tabla 2. Polipéptidos constitutivos de algunos integrantes del

complejo Tacaribe(b)
VIRUS TOTAL GLICOPROTEINAS PROTEINAS MENORES
JUNIN 6¢ 1% 2 3¢
Machupo 6 1°6 3 2
Tacaribe 4 1 2
Pichindé 4 2 162
Tamiami 4 1 2

(a) La proteina asociada a nucleocidpside (N), que no se incluye, es comiin
a todos ellos.
(b) Sobre los virus Parana, Latino y Amapari no hay datos publicados.

(¢) Los datos para virus Junin son variables segin los autores (1l1), (75).




Las caracteristicas bioldgicas del virus Junin son similares al resto
de los Arenavirus, con algunas excepciones que se detallan en la Tabla 2.

(73)

El virus Junin posee 4 especies de RNA ~‘de coeficientes de sedimenta

(86,114) dos

cion 33 S, 22 S, 28 S y 18 S, Para la familia estidn descritas
especies de &cidos ribonucleicos virales, una de PM = 3,2 x 10® y 33 s yo
tra de PM = 1,6 x 10® y 22 S. Las otras dos especies son de origen riboso
mal, ya que presentan una movilidad electroforética caracteristica de los
RNA ribosomales y sensibilidad frente a bajas dosis de Actinomicina-D. Sus
proporciones dependen del stock de virus del cual se han aislado y de 1las

(114). A veces suelen aparecer moléculas 15 S,de

condiciones de crecimiento
origen viral, y moléculas de RNA con coeficiente de sedimentacién 4 S, cuya
composicidn de bases y porcentaje de metilacién es igual al tRNA de la cé
lula hospedera (Tabla 3).

Si bien para el virus Junin se han descrito un total de 6 polipéptidos
integrando el viridn, estos datos difieren de los componentes proteicos del
resto de la familia, que a su vez presenta una heterogeneidad, tanto en el
nimero de subunidades encontradas como en su peso molecular. Todos los are
navirus poseen un polip&ptido libre de hidratos de carbono asociado con la
nucleocapside y una o mds glicoproteinas de membrana. Asi, en el virus pro
totipo de la familia, LCM, se han descrito recientemente 3 proteinas: 1 ma
yor, no glicosilada de PM = 63.000 y 2 glicosiladas de PM = 54,000 y 35.000.
Las variaciones en la cantidad de polipéptidos del complejo Tacaribe se re

sumen en la Tabla 2. Los virus Paran3a, Latino y Amapari no se han incluido

por no existir bibliografia al respecto.



Tabla 3. Caracteristicas estructurales de los RNA de los Arenavirus

.~ Son de cadena simple.

.- Poseen 4 piezas grandes, de 31 S, 28 S, 22 S ¥y
18 S, y varias pequefias (Los 28 S y 18 S son de

origen celular).

.~ Carecen de poli-A en el extremo 3' y estructura

metilada en el extremo 5'.




El analisis estructural permitid caracterizar a través de los estudios
realizades por distintos investigadores:
a) un polipéptido de la nucleocidpside no glicosilado,de PM = 60.000 a 70.000
que representa la mayor parte de la masa del viridn,clasificado como una ri
bonucleoproteina.
b) una glicoproteina mayor, externa que podria funcionar como componente de
la membrana o de la nucleocdpside, de PM = 54.000 a 64.000.
c) una glicoporteina menor de PM = 35,000 a 38.000, también ubicada externa
mente.
d) una cuarta proteina o bien varias proteinas menores, de localizacidn y
funcionamiento desconocido.

Estos cuatro componentes proteicos que se encontraron en el virus Pi

£(94,115) . (114)

chind , varian en los virus Tacaribe y Tamiami , ya que sdlo se

encuentra una glicoproteina.
La ribonucleoproteina presenta un aspecto lineal & circular al micros
copio electrdnico en presencia de detergente, segiin se ha descrito reciente

(75’115). Su aspecto se ase

mente en tres integrantes del complejo Tacaribe
meja asi, al de los integrantes de la familia Bunyaviridae, que también po
seen un genoma RNA segmentado, de cadena simple.

Solamente para uno de los integrantes de este grupo de virus, el virus
Pichindé, se ha demostrado la existencia de 3 enzimas en el viridn: una RNA

polimerasa dependiente de RNA, una poli-U polimerasa y una poli-A polimera

sa.



2. ESTRATEGIA DE LOS GENOMAS VIRALES

2.1. Generalidades sobre la multiplicacién de los virus

Los estudios bioldgicos sobre los virus animales abarcan dos aspectos
fundamentales: los cambios en el comportamiento celular, resultantes de la
interaccidn virus-célula y los pasos secuenciales que integran un ciclo pro
ductivo, los que conducen a la formacidn y liberacién de viriones maduros.

La liberacidn del material genético del virus en la célula lleva a la
produccidn de una serie de fendmenos sucesivos y a veces simultaneos.

El primero de ellos es la adsorcidén, fendmeno que depende de la afini
dad de los receptores celulares por los viriones, de acuerdo con las carac
teristicas de estos. Sigue luego la penetracifn dentro de la célula, que es
explicada a través de distintos mecanismos, fagocitosis, fusidn, etc.

En este momento las enzimas presentes en la célula o bien nuevas enzi
mas, destruyen la envoltura viral, parcial o totalmente, produciéndose la
liberacidn del 3cido nucleico. Como la infectividad de &ste es menor que la
que posee el viridn completo,se produce un eclipse que corresponde a una dis
minucidon del nimero de unidades infectivas.

Cuando se libera el genoma, queda disponible la informacidén para la sin
tesis de productos especificos virales y la correspondiente replicacién. Cla
ro que antes que dicha replicacidn comience pueden ocurrir una serie de pro
cesos caracteristicos de cada virus: puede tener lugar una fase intranuclear

3)

temprana para un mixovirus » O una sintesis temprana de DNA para un poxvi

52 - .. . . . . .
rus( ). Después de la transcripcidn a acido ribonucleico mensajero, tiene

lugar la traduccidn a proteinas virales caracteristicas.
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Los virus que hayan aportado pocos genes usaridn las enzimas celulares
existentes o transformadas para la biosintesis de sus macromoléculas.

Las proteinas de la cdpside, una vez sintetizadas, integran un '"pool"
de materiales que se requieren para un ensamble correcto. La incorporacidn
del genoma en su capside y cubierta definitiva (maduracidn),es el paso que
precede a la liberacién al medio externo del viridén completo.

Dicho fendmeno puede ocurrir segin el virus, por una brotacidn,con 1i
sis celular, en forma individual o grupal, etc. Es comiin que en este proce
so el virus incorpore elementos de la célula huésped. La morfogénesis es un
proceso que se esta conociendo actualmente en que las proteinas adoptan una
forma final después de sufrir diversos clivajes.

Asi con los procesos de sintesis regulados y la posterior liberacidn

de las particulas virales se cumple un ciclo productiveo viral.

2.2. Relacion de los virus con sus células huéspedes

El efecto de un virus sobre la c&€lula huésped infectada in-vitro sobre
el animal huésped, depende de las caracteristicas del virus (citolitico, vi
rulento,etc) y del mencionado huésped. E1 anidlisis de las relaciones virus-
células se hace dentro de un dado sistema y las conclusiones obtenidas no
siempre son vilidas para otros sistemas.

Las interacciones entre los virus y sus c@lulas huéspedes se pueden
considerar en sus diferentes aspectos:
a.- el virus puede replicar activamente y finalmente destruir la célula, en

una infeccidn productiva & litica.
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b.- la infeccién puede ser no productiva y conducir a una persistencia inapa
rente alterando las propiedades de la cé€lula. Esta puede llegar a convertir

se en una célula transformada.

c.- la infeccidn que el virus produce puede permanecer latente por un largo

periodo.

Las relaciones virus-célula que interesan en este trabajo corresponden
al primer caso descrito, donde el virus replica cumpliendo sucesivamente to
dos los pasos de la multiplicacidn viral y la destruccidén del huésped.

Uno de los fendmenos claves en esta interaccidén es la activacidn de las
enzimas celulares implicadas en la sintesis de los acidos nucleicos virales.
Este proceso representa la induccidn de enzimas con especificidades nuevas
de sustrato u otras propiedades bioquimicas, a través de varios mecanismos
de sintesis proteica:

a.- la sintesis aumeﬁtada de enzimas celulares,

b.~ la derrepresidon de enzimas celulares, que en condiciones normales esta

ban reprimidas,

¢.— la sintesis de enzimas especificas del virus, codificadas por el genoma
viral, o bien la sintesis de polipéptidos virales que puedan modificar las

enzimas celulares existentes en el momento de la infeccién.

En general estas enzimas inducidas est@n implicadas en los procesos de
replicacidn, transcripcidn y traduccidn viral. También existen proteinas que
regulan el ciclo de crecimiento viral y otras que modifican el metabolismo
de la célula huésped.

Las enzimas inducidas por los virus DNA y RNA pertenecen en especial a

las clases conocidas como sintetasas o polimerasas, transferasas e hidrola

sas.
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También existen enzimas celulares cuya actividad no se ve afectada ni
guarda relacién con el dafio morfoldgico producido por el virus que partici
parian,sin embargo, del proceso de multiplicacidrn viral. Este es el caso de
los virus DNA que replican en el niicleo de la célula y no afectan sus poli
merasas, en cambio para los virus RNA existe un grupo que las inhibe pronun

ciadamente mientras otro no las altera en absoluto(sg).

2.3. El virus Influenza como modelo para analizar el comportamiento

del virus Junin

A pesar de pertenecer a una familia distinta, el virus Influenza pre
senta muchas semejanzas en su comportamiento con el virus Junin por eso nos
parecid pertinente incluir aqui un resumen del conocimiento actual sobre es
te virus. En cuanto al justificativo de la eleccidn de este modelo podemos
referirnos al ensayo con éxito de antivirales sobre el virus Junin,previa
mente efectivos contra Influenza,realizados en nuestro laboratorio y como

veremos luego los resultados que se presentan en esta tesis.

2.3.1. Relacidn del virus Influenza con la célula huésped

El virus Influenza se clasifica taxondmicamente dentro de la familia Or
thomixoviridae. Las particulas de 80-120 nm de didmetro, son esféricas o a
largadas con pepldmeros que se proyectan a partir de su superficie externa.
El material genético es RNA de cadena simple, con PM de 3,4 a 9,8 x 103, dis
tribuido en 8 segmentos. La nucleocdpside consta de varias proteinas (NP,Pl,

P2 y P3) y los componentes externos son dos glicoproteinas (neuraminidasa y
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hemaglutinina) y una proteina de membrana. La nucleocipside viral posee acti
vidad de transcriptasa.

Como se ve en la Tabla 4 las semejanzas con el virus Junin son de tipo
estructural y bioldgico. La estructura del material genético,el comportamien
to frente a distintos inhibidores y la presencia de RNA polimerasa dependien
te de RNA, son aspectos claves en la comparacidén de ambos virus, que apoyan
la hipdtesis de una estrategia similar en el proceso de replicacidn.El virus

(7)

Influenza se ubica en la clasificacidn propuesta por Baltimore en la cla
se V, que incluye a los virus con un genoma a RNA de cadena simple, transcrip
to por medio de una transcriptasa perteneciente a la ribonucleoproteina, en
un RNA complementario que actila como mensajero.

Durante mucho tiempo fue bastante incierto y discutido el sitio de sin
tesis del RNA inducide por el virus Influenza en las c&lulas que infectaba.
En un primer trabajo de Scholtissek, C. en 1962, se sugirid que el RNA aso
ciado al viridn se sintetizaba en el nicleo, pero los descubrimientos poste
riores respecto de la existencia de una RNA polimerasa asociada con elemen
tos citoplasmicos celulares, pusieron en duda tal afirmacidn. El nidcleo es
td implicado funcionalmente, al menos en la sintesis del acido nucleico vi
ral, ya que los distintos componentes virales no aparecen en células enu
cleadas o bien cuando la funcidn del DNA estd inhibida con Actinomicina D
o por irradiacidn con luz UV. En efecto, la transcripcidn primaria se blo
quea si se tratan las cé@lulas con cualquiera de los dos agentes mencionados
y también con a-amanitina o altas concentraciones de mitomicina. Debido a
la estrecha relacidn de estos antibidticos con respecto a las distintas fun

ciones del niicleo y a la reciente observacidén que el virus Influenza no
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Tabla 4. Comparacién del virus Influenza (I) y el virus Junin (J)

CARACTERISTICAS ESTRUCTURALES

Semejanzas

RNA de cadena simple y segmentado
Nucleocapside helicoidal

Presencia de envoltura

Diferencias

J tiene ribosomas

CARACTERISTICAS BIOLOGICAS

Semejanzas

. Sensibilidad frente a distintos inhibi
dores: amantadina, rimantadina, UV,glu

cosamina, 2d4G, Actinomicina D.

(38)

. Produccidn de particulas defectivas

producidas naturalmente e inducidas.

. Presencia de RNA transcriptasa.

. Citopatogenicidad moderada (J sdlo pa

ra células humanas o de mono).

Diferencias

. 1 posee gran variabilidad
genética. Aparentemente J

no.

I tiene un ciclo de multi

plicacién mis corto.

. I tiene hemaglutininas y

neuraminidasa.

. J origina persistencia.
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(55)

infecta productivamente las c€lulas enucleadas , se sugirid que existe
una proteina o un RNA, derivado del niicleo, que participa en la transcrip
cidon primaria o bien que la misma tiene lugar dentro y gracias a la adecua
da organizacidn nuclear.

Como contraste se hace notar que la replicacidn de Para-Influenza,que
también pertenece a la clase V de la clasificacidén, no es afectado por la
enucleacidn o por los tratamientos con los inhibidores nombrados. A nues

tro criterio la clase V de Baltimore deberia subdividirse en: Paramixovi

rus, Orthomixovirus y Arenavirus.

2.3.2. Aspectos bioquimicos

Existen ademds tres procesos bioquimicos inducidos por la infeccidn con
el virus Influenza, que aportan evidencias respecto de la participacidén nu

clear.
a.- En el niicleo se acumulan las proteinas virales

Los primeros ensayos del afio 1957 habian detectado en el niicleo un tefii
do especifico para un antigeno temprano RNP, a las 3 hs p.i., que luego apa
receria en el citoplasma. Los trabajos posteriores (1970) confirmaron,usando
anticuerpos especificos, estas afirmaciones y aclararon que el polipéptido
RNP, se sintetiza primero en el citoplasma y luego se acumula r3pidamente en
el niicleo de la célula. Dichas particulas RNP, aisladas ya a las 3 hs p.i.
tienen el mismo tamafio que la ribonucleoproteina viral.

La exacta ubicacidn de las proteinas no estructurales en el nucleolo

(36)

del niicleo se hizo utilizando técnicas de fluorescencia que fueron con

firmadas por las pruebas bioquimicas de aislamiento y caracterizacién: dicho
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(69)

polipéptido es un real integrante del viridn de Influenza .
b.~ En el niicleo existe una RNA polimerasa dependiente de RNA inducida

En experimentos recientes se obtuvieron evidencias que sugieren la exis
tencia de una sintesis de RNA inducida por el virus in-vivo, que es solo de

(3)

tectable en el niicleo . Los experimentos se hicieron marcando con pulsos
la célula infectada en presencia o ausencia de antibibticos, seguido de un
examen por radiocautografia que cuantifica la sintesis de RNA en la infeccidn
con FPV en el nucleoplasma y nucleolo.

El primero (donde estd la RNA polimerasa II) tiene una importante incor
poracidn entre 1 y 3 hs p.i. Aunque el andlisis puede considerarse que no es
lo suficientemente sensible para detectar el sitio de transcripcidn primaria,
sugiere que la transcripcidn secundaria y la replicacidn podrian ser nuclea
res.,

Las preparaciones de niicleos de células infectadas con el virus Influen
za poseen, respecto de las células sin infectar, una RNA polimerasa dependien
te de RNA, que es insensible a la accidn de la Actinomicina D y a-amanitina

(47)

in-vitro . El tiempo de aparicidén de esta enzima es importante, ya que O
curre mas temprano, aunque en menor cantidad, que una actividad enzimitica
citopldsmica que es midxima a las 5 hs p.i. Se ha demostrado que el producto
de reaccidn sintetizado in-vitro es RNA viral y RNA complementario en igua
les cantidades.

Esta actividad enzimdtica est3d realmente contenida en el niicleo de la
célula infectada y no es debids a una contaminacion citoplasmica, pero no se

puede distinguir de la actividad enzim&tica microsdmica en base al pH o re

querimientos de cationes divalentes. Tampoco se sabe que relacidn existe en
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tre la aparicién de esta enzima y la acumulacidn nuclear de la ribonucleopro

teina y polipéptidos mencionados en el punto anterior.

c.- En el nlcleo hay una sintesis de RNA dirigida por el DNA celular

durante los primeros estadios de la replicacién viral

De acuerdo con todas las evidencias respecto de la accidn de la a-amani
tina sobre una célula animal, el hecho que la replicacidén del virus Influen
za sea inhibida por ella, es un indicador de la existencia de un requerimien
to por la RNA polimerasa II (dependiente de DNA), enzima que sintetiza in-vi
vo un RNA semejante al DNA celular (mRNA), ya que ni la enzima del viridn ni
la RNA polimerasa inducida por el virus en el niicleo de la célula son sensi
bles a la droga en las etapas tempranas de la infeccién(69).

Las células CEF, que se infectan con FPV y se tratan con a-amanitina tie
nen una importante inhibici6n de la sintesis de RNA. Todo ocurre como si la
infeccidn viral determinara una alteracidn en el cociente de las actividades
de la polimerasa II respecto de la polimerasa I, como se puede ver de las me
didas de actividades de las dos enzimas a distintos tiempos p.i. ya que se
estimula la RNA polimerasa II (m3aximo 1,30 horas) y disminuye la actividad de
la RNA polimerasa I (que es insensible a la a-amanitina).

En contraste con estos resultados, las cé&lulas infectadas con el virus
Sendai (también de la clase V) no revelan estimulacién alguna de la enzima;
€sta mas bien baja durante el curso de la infeccidn.

La sintesis nuclear de RNA, dependiente de DNA, alcanza un miximo cerca
de los 90 minutos post-infeccidbn, mientras que la que depende de RNA tiene
un m3ximo a las 3 hs p.i. La adicidn de a-amanitina, al inhibir la RNA poli

merasa II, suprime la primera fase de la sintesis, pero no la segunda. Por
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eso se postula la existencia de dos fases nucleares distintas: una dependiente
del DNA celular y la otra dependiente del virus. No se sabe si esta segunda fa
se representa un proceso de transcripeidn y/o replicacidn, ni si la transcrip
cidon primaria y secundaria ocurren en el nicleo y en el citoplasma.

Los resultados con Actinomicina D que luego se discuten apoyan la idea
que la transcrip;ién primaria es la Gnica influenciada por un producto que de

pende del DNA celular.

2.3.3. Efecto de inhibidores metabdlicos

Actinomicina D

La habilidad de un virus RNA para replicar en cé&lulas cuya transcripcidn
estd inhibida por la Actinomicina D, da una medida de la dependencia de dicho
virus con las funciones del DNA celular. Esta droga se une a los residuos de
guanina del DNA y bloquea el templado para la DNA polimerasa y también para

(35’44). En consecuencia inhibe la sinte

la RNA polimerasa dependiente de DNA
sis y transcripcidn del DNA.

Dentro de los pocos virus RNA sensibles a la accidn de la Actinomicina D
figura el virus de Influenza (ya que el NDV resiste a la accidn de la droga).
Las concentraciones bajas de la droga, desde 1 a 5 ug/ml segiin el tipo de cé
lula usada, bloquean la multiplicacién viral si se agregan en un estadio tem
prano del ciclo de crecimiento (antes de 2 hs p.i.), determinandose que no
hay sintesis de RNA especifico viral. Sin embargo, el agregado en tiempos pos
teriores da resultados conflictivos, probablemente debido a la variedad de cé
lulas y cepas que se han usado; asi se ha propuesto que lo que se inhibe es

(45)

la sintesis de RNA de cadena negativa y de RNA de cadena doble . La sensi

bilidad de los Mixovirus (subgrupo 1) a la inhibicién por Actinomicina D sdlo
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durante las dos o tres primeras horas despu&s de la infeccidn, es un fendme
no que no esta totalmente aclarado ya que si bien se ha sugerido que bloquea
la transcripcidn primaria, no inhibe la actividad de transcriptasa in-vitro.

Actualmente se han propuesto dos mecanismos distintos:

1.- La droga interfiere con ciertos componentes de la célula, cuya integridad

- L4 . - 36 -
estructural es necesaria para la repllcac1on( ). En efecto, las células tra

tadas con Actinomicina D presentan una importante alteracidn en la estructura
del nucleolo, sdlo con 1 ug/ml de la droga produciendo un agrandamiento del
niicleo alrededor de 1 hora después de la exposicidn. Dicha alteracidn determi
naria la ausencia de un antigeno nucleolar, esencial para la multiplicacidn

viral consecuentemente la reduccidn de la sintesis de RNA viral.
H

2.- La droga bloquea la migracidon del RNA mensajero del virus Influenza, que
es sintetizado en el niicleo (siempre y cuando la transcripcidn primaria ocurra

en dicho lugar) cuando el mencionado RNA va desde el niicleo hacia el citoplas

ma(72).

Cordicepina

La cordicepina, cuyo nombre quimico es 3'-deoxiadenosina, se incluye den
tro de los andlogos de la adenosina que las células transforman en su deriva

(34)

do trifosfatado. Tiene varios efectos sobre la sintesis de RNA entre los

cuales el mids destacado es suprimir la produccidn de RNA ribosomal y de trans
ferencia e impedir la adicidn de poli-A a la cadena de RNA hecho que ocurre
en el niicleo celular(l). Como la mayoria de los mRNA contienen secuencias de
poli-A de 150 a 200 nucledtidos de longitud en sus extremos 3', la accidn de

la cordicepina inhibe la aparicidén de RNA mensajeros sobre los poliribosomas.



Los primeros estudios con cordicepina y los mixovirus indicaron que la
replicacion de FPV no es inhibida por la cordicepina.

Luego esta droga fue usada en 1975 para verificar la hipdtesis que el
virus de Influenza induce la sintesis de RNA en el niicleo celular. Los expe
rimentos hechos por radioautografia usando uridina marcada, demostrando que
en los nlicleos de las c&lulas de embrion de pollo, la cordicepina inhibe es
pecialmente la sintesis nucleolar y queda algo de sintesis en el nucleoplas
ma. Cuando se compara la incorporacidén en las células infectadas con FPV y
tratadas con la droga, respecto de sus controles, se observa que sélo aumen

. (3)

ta la sintesis de RNA nucleoplasmica a las 3 hs p.i. . Este momento de la
. .. . . - . . . (47)
infeccidn representa para otros investigadores la sintesis de RNA viral .
Resultaria asi que la sintesis de RNA funcional para este virus no requiere
la adicidn de secuencias de poli~A dependiente de cordicepina, no excluyén

. - . . .= _(57)
dose sin embargo algin otro mecanismo de adicidn. .

Como los datos provistos por un mismo laboratorio para probar la accidn
de la droga con dos orthomixovirus distintos en dos lineas celulares diferen
tes, son contradictorios, se ha propuesto que el efecto de la cordicepina

. - - . (98)
puede variar segun la célula y el virus usado .

En contraste con estos resultados, la cordicepina no inhibe el proceso
de transcripcidén citoplasmica de VSV en células Hela (cuyo RNA nucleolar es
td inhibido), mientras inhibe al virus Newcastle y al Sendai, con una concen

tracidén de 50 ug/ml que determina una disminucidn de un 877 en la sintesis

de RNA.
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Alfa-Amanitina

Entre las sustancias toxicas sintetizadas por el hongo Amanita Phalloi
des esta el octapéptido o-Amanitina (Ver la Figura 1), que es una herramien
ta invaluable en la distincidn in-vitro entre las miiltiples RNA polimerasas

(40,65,112)

existentes en el niicleo de cé&lulas eucariotas .Nunerosos estudios

sobre dichas enzimas revelaron que el inhibidor actiia selectivamente sobre
una de las polimerasas nucleoplasmicas: la RNA polimerasa II, que es inhibi
da por bajas concentraciones de a-Amanitina.

Las diferentes RNA polimerasas de los niicleos de las c€lulas animales
(de anfibios, de ratdn, de humanos, etc.) se diferencian entre si por la di
ferente sensibilidad frente a la o-Amanitina, hecho que si bien no es siem
pre extensible a las enzimas correspondientes a otros eucariotes, ha deter
minado una clasificacidn:

a.- la clase A es insensible
b.- la clase B es extremadamente sensible
c.- la clase C es moderadamente sensible

Estas clases se corresponden con los nimeros I, II y III que se usaran
en este trabajo siguiendo la nomenclatura propuesta por Roeder, R.G.(gg)(ver
la Tabla 5).

Se ohserva que la clase III se puede inhibir en condiciones en que la
clase I es completamente resistente, y cada una de ellas se ubica en un da
do compartimiento subnuclear. Las tres RNA polimerasas, distinguibles croma
togrificamente, y a su vez formadas por otros polipéptidos separables por e

lectroforesis o cromatografia, difieren en sus requerimientos de cationes
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Figural.
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Tabla 5.

Propiedades de las RNA

23

polimerasas nucleares

CLASES DE ENZIMAS I II III

Ubicacidn nucleolo nucleoplasma nucleoplasma

Mezcla de reaccifn:

Concentracidn dptima

de SOy (NHy)3 =0, 05 =0,1 =0,05-0,2

Relacidn Mn++/Mg+ 1-2 5-10 2

Relacidn poli

(dA/dT) /DNA 1-1,5 0,5~1 5-15

Sensgibilidad a a-Ama insensible sensible sensible
hasta 1 mg/ml 0,01-0,05° 10-25°

Genes celulares transcriptos 18S, 285, RNA RNAs y mRNA tRNA y 5S-RNA

a: En Molaridad.

b: ug/ml que dan 50% de inhibicién en células animales.
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divalentes, fuerza ionica optima y actividades relativas con diferentes tem
plados.

AGn  cuando estas propiedades cataliticas no se consideran invariables,
pues se pueden alterar segiin el templado que se usa, el perfil de activacién
de la RNA polimerasa II, distingue a esta enzima de las clases I y III.

Con respecto al mecanismo de inhibicidn, las clases II y III se inhiben
por bloqueo de la elongacidn de la cadena y una de las importantes subunida
des de la clase II se une con la droga.

Las enzimas de las clases I, II y III tienen distinta funciones acorde
con las distintas propiedades observadas y las distintas subunidades caracte
rizadas.

Las funciones de las polimerasas segiin figuran en la Tabla 5 son: la
clase I transcribe los genes de RNA ribosomales, la clase II sintetiza el RNA
nuclear heterogéneo y.RNA mensajero y la clase III traﬁscribe los genes que
codifican los RNA ribosomales de bajo peso molecular 55 y los precursores de

4,5S.

2.3.4. La a-Amanitina y la transcripcion de los genes virales

La actividad de RNA polimerasa II enddgena en los niicleos aislados re
sultd inhibida en concentraciones de amanitina similares a aquellas usadas
para inhibir la enzima purificada de la clase II. De manera que las funcio
nes que cumplen las polimerasas de la cé&lula huésped en la transcripcidén de
los genes virales se ha establecido a partir de la sensibilidad de la sinte
sis especifica de RNA viral, en niicleos aislados, frente a distintas dosis

de la droga(lll).
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Asi se ha comprometido a la RNA polimerasa II en la sintesis de importan
tes poblaciones de RNA viral mensajero o los correspondientes precursores, en
células aviarias transformadas por virus tumorales a RNA, en células de roedo
res transformadas por adenovirus y en células de mono infectadas con SV4O’ y
en células humanas infectadas con SV40 y con adenovirus(lz)'

En cambio la RNA polimerasa III sintetiza especies de RNA de bajo PM so

lamente en infecciones de cé&lulas humanas con adenovirus 2.

2.3.5. La a~Amanitina y el virus Influenza

En 1970 Rott, R. y Scholtissek, C., hicieron la primer publicacidn sobre
e e .z . . - . . .o
la inhibicidn de la replicacion del virus de Influenza por a-Amanitina s
demostridndose mis tarde que la toxina era efectiva s6lo cuando estaba presen
. . (71 . ey

te en las primeras horas p.i. . Sin embargo esta droga no inhibe el proce
so de transcripcidn in-vitro, realizada por la RNA polimerasa dependiente de
RNA descartindose entonces que esta enzima sea el blanco de la accidn inhibi
toria observada.

Si bien distintos datos han sugerido que la expresidén del DNA celular es
un prerequisito para la transcripcidn de algunos virus a RNA, incluyendo el
de Influenza, resultd incierto durante un tiempo saber si la toxina actuaba
sobre el mecanismo transcripcional en el que estd comprometida la polimerasa
IT o sobre algiin otro mecanismo. Con el uso de cé€lulas mutantes de ovario de
. . . ... (66)
hamster chino (CHO), cuya RNA polimerasa II es resistente a la a-Amanitina

se pudo demostrar que la replicacidén del virus Influenza no se afecta en di

chas células(llo). En las mismas se demostrd luego la sintesis de los polipép
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8)

tidos virales , de manera que la inhibicidn primitivamente observada se
debe realmente a la accidén de la droga sobre la enzima de la célula huésped.
La a-Amanitina permitid diferenciar dos fases nucleares distintas en la
sintesis de RNA durante el proceso de replicacién viral, la primera depen
diente del DNA inhibida por la droga, tiene un maximo de 90 minutos p.i. y

la segunda, insensible a la presencia de a—Amanitina, corresponderia a la

accién de la transcriptasa viral.

2.4, Relacidon de los Arenavirus con la célula huésped

Distintos estudios sobre morfogénesis de los Arenavirus muestran cam
bios morfoldgicos observables en los tejidos infectados, por el uso del mi
croscopio electrdnico, pero existe muy poco publicado sobre los cambios bio
quimicos que inducen dichos virus en la célula huésped.

Asi se conoce que las cé&lulas infectadas con distintos arenavirus pre
sentan cambios en su indice de refraccidén, condensaciones y una lisis que

(81)

termina con necrosis . En el citoplasma aparecen los denominados cuerpos
de inclusidn, tanto en los tejidos cultivados en monocapa como en las infec
ciones realizadas in-vivo. Dichas inclusiones representan masas de ribosomas
dentro de una matriz electrdnicamente densa, observindose ademis con los vi
rus LCM y Tamiami filamentos mezclados con los agregados de ribosomas, cuya
naturaleza es desconocida.

Los estudios realizados con distintos inhibidores de las funciones meta

bdlicas claves, si bien han aportado datos sobre la transcripcidn primaria

in-vivo, alin no se han podido integrar en forma coherente.
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Asi estd determinado que la irradiacidn de las células con luz ultravio

leta, previamente a la infeccidn y en dosis que suprimen la sintesis de DNA

y RNA, inhibe la sintesis viral del virus de LCM(113) y Junin(30). Si bien

se requiere la integridad del nicleo celular para la replicacién de la fami

lia Arenaviridae, por ejemplo en células enucleadas no hay sintesis de anti

(95)

geno demostrable por inmunofluorescencia , NO se necesita en cambio, la

duplicacidn del DNA celular pues los inhibidores de la sintesis de DNA como
arabindsido de citosina, iododeoxiuridina y bromodeoxiuridina no afectan la
sintesis viral(30’74).

Este hecho, sumado a la ausencia de la DNA polimerasa, dependiente de
RNA en LCM, sugiere que no existe una transferencia obligatoria de informa

- o Pl 13 - - 91
cidn genética viral al DNA celular como ocurre con los virus tumorales( ).

2.4,1. Relacidn del virus Junin con la c€lula huésped

Distintos estudios realizados en nuestro pais por el Dr. Parodi, A. y

(103’27)(1965) trabajando con una cepa atenuada, XJ—C13, y ce

colaboradores
rebro de ratén lactante, demostraron que los nicleos aparecen hinchados, con
zonas de nucleolema roto. Si bien no se pudo decir en ese momento, ni tampo
co ahora, donde tiene lugar el proceso de multiplicacién viral, se concluyd
que la etapa de maduracidén es citoplasmica. Como dato interesante la menor
cantidad de viriones infectantes se ubicd justamente en el niicleo de la cé
lula una vez realizado el correspondiente fraccionamiento, aunque también
(27)

dichos viriones podrian provenir de contaminaciones citoplidsmicas .

Pd - » - . *
Aun cuando muchos virus, ademi3s de la accidn citopatogénica, determinan

profundos cambios en la célula, particularmente con respecto a la sintesis
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de sus macromoléculas, existe un solo trabajo publicado hasta ahora, refe

(28)

rente a dicha sintesis. Coto, C. y col. , demostraron en 1970, usando la
técnica de centros infecciosos que sSlo el 3% de las cé&lulas Vero son pro
ductoras de virus, proporcidn que coincide con la cantidad de células que
fluorescen en presencia de naranja de acridina, pasadas las 12 hs p.i. En
dichas células no estid aumentada la velocidad de divisidn, ni tampoco exis
te una incorporacidn importante de amino3dcidos marcados.Sin embargo timidi
na y uridina marcadas presentan un maximo de incorporacidn al comienzo de

la infeccidn, que entre las 8 y 12 hs vuelve a los valores normales. Si bien
dicho aumento en la sintesis de RNA no se observa en presencia de Actinomi

3D

cina D o si la célula esti irradiada con luz UV » ninguna de las dos sin

tesis de acidos nucleicos ha sido hasta hoy fehacientemente caracterizada.

224.2. Actinomicina-D

El fenOmeno de inhibicidn por la Actinomicina-D sobre los Arenavirus ha
dado resultados dispares, segilin el virus sobre el cual se probd y la concen
tracidon de droga usada. Asi, las bajas concentraciones, que suprimen la sin
tesis de RNA ribosomal en la cé&lula animal, no inhiben, sino que por el con
trario pueden aumentar la multiplicacidn de los arenavirus. En cambio cuando
se usan concentraciones mayores de 1 ug/ml, mientras el virus Junin no es
afectado, los virus LCM y Pichindé son inhibidos. Estos datos se resumen en
el Gréfico.l donde se muestran los niveles de produccidén viral a las 24 o 48

hs p.i. seglin los autores.




GRAFICO 1

Niveles de produccidn de los Arenavirus en presencia de dosis
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El efecto no se ejerce, sir embargo, sobre el virus directamente, va

(63) y las células

que se sabe que la droga no afecta a la polimerasa viral
BHK21 infectadas en presencia de la droga, muestran una inmunofluorescencia
citoplasmatica caracteristica en presencia del correspondiente inmunosuero.

Se ha propuesto que cuando la Actinomicina-D est3 presente hay una ex
presidon parcial del genoma del virus Pichindé, en forma de sintesis de anti
geno fijador de complemento, en el citoplasma, el que se produce hasta en un
70% respecto de los ensayos control(96).

Los estudios realizados con el virus Junin, cepa XJ.C13, demuestran que
aln cuando la sintesis de RNA celular est& inhibida en un 90% y la droga es
té presente durante 24 hs, tanto el virus liberado espontineamente como el
asociado a las cé&lulas no es afectado. Se observa, sin embargo que la Actino
micina-D disminuye el fendmeno de autointerferencia para los stocks de virus
Junin obtenidos de c&lulas Vero. El mecanismo de accidén podria ser la inhibi
cidn de la sintesis de un factor celular que normalmente interfiere con la
multiplicacidn del virus esténdar(zs), hecho coincidente con la existencia
de un mecanismo antiviral en las c&lulas Vero, encontrado recientemente para

(121)

infecciones por Sarampidn , mediado por la misma droga.

La observacidén del incremento del antigeno de superficie en infecciones

(48,29)

persistentes del virus Junin, cepa XJ.Cl3 in-vitro » en presencia tan
to deActinomicina-D como de cicloheximida podria quizd ser explicado por un
mecanismo semejante. Se supone que tanto el ciclo de multiplicacidn del vi

rus estandar como el de las particulas defectivas se completaria indistinta

mente.
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En conclusidon, tanto los estudios de Rawls, W. y col. sobre la sintesis
de antigeno del virus Pichind&, estudiados por pruebas de fijacién de comple
mento e inmunodifusidén, como los de Coto, C. y col., sobre la sintesis de an
tigeno de virus Junin, o el fendmeno de interferencia, proponen la existencia
de una proteina celular que regula la produccidn viral. Dicha proteina seria

requerida funcionalmente en el proceso de maduracidnm.

2.4.3. Accidn de la Cordicepina y a-Amanitina

No existen datos publicados sobre la accidn de la cordicepina sobre los
arenavirus, razén por la cual seria de inter@s usar dicha droga para aclarar
la relacidén que establece el virus Junin con su célula huésped.

Tampoco existian datos conocidos sobre la accidén de la ao-amanitina sobre

(64)

este grupo de virus, hasta que Leung, W.C., demostrd en 1978 , en un traba

(77)

jo realizado paralelamente al nuestro que la a-amanitina inhibe la multi
plicacidn del virus Pichindé. En c&lulas sensibles a la droga, se reduce la
sintesis de tres polipéptidos virales, hecho que contrasta con la presencia
de los mismos polipéptidos y de la correspondiente multiplicacidn viral en cé
lulas mutantes, cuya RNA polimerasa II es resistente a la accidn de la a-ama
nitina.

Nosotros hemos estudiado la accidén de la droga sobre dos integrantes del

complejo Tacaribe: el virus Junin y Tacaribe, intentando ver si el comporta

miento se correspondia también con el de Influenza.

2.5. Expresidn del genoma de los Arenavirus

La forma de transcripcidn y traduccidn de los Arenavirus es practicamente

desconocida, Los estudios sobre la sintesis de RNA fueron hechos en 1969 por
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Buck v Pfau(gl)

(28)

, trabajando con virus LCM y células L, y en 1970 por Coto, C.
y col. trabajando con virus Junin y células Vero. Ya entonces se hizo no
tar que era poco probable poder detectar el RNA viral, con el fondo de RNA ce
lular, que no siempre se puede disminuir sin afectar al virus (ver el punto
2.4.2.) Buck y Pfau encontraron que realizando la infeccidn en condiciones ta
les que un m3ximo rendimiento extracelular aparece a las 16 hs p.i., la sinte
sis de RNA especifica de LCM finaliza a las 8 hs p.i. En las c&lulas L se ne
cesitarian asl alrededor de 8 horas para la sintesis del genoma, el empaqueta
miento y la liberacidn, mientras que este Gltimo paso requiere entre 3 y 4 ho
ras, si el virus multiplica en BHK. En este Gltimo sistema, LCM-BHK, se probd
que realmente la sintesis de RNA especifica viral es muy baja: representa so
lo el 17 del RNA celular total.

Coto y col. encontraron que entre las 6 y 8 hs p.i. es notorio un incre
mento de RNA citopldsmico en todo el tejido, con focos celulares que presen
tan la tincién tipica de RNA con naranja de acridina, tanto en el citoplasma
como en el niicleo. A las 3 hs p.i. dicho RNA seria de naturaleza viral. Um

(60)

estudio reciente realizado por Ledn, M. propone un tiempo de 6 horas pa
ra la liberacidn del virus Junin en c&lulas Vero.

Segiin las evidencias existentes hasta ahora, la forma de expresidn del
genoma de los Arenavirus puede asimilarse a la clase nfimero V de la clasifi

(7)

cacién de Baltimore . En efecto,por una parte las preparacionmes de nucleo
cipsides de LCM no pueden infectar c@lulas BHK y L, por otra parte el Acido
nucleico extraido de los viriones de LCM es incapaz de infectar en las con

diciones en que lo hacen los virus de la clase IV, como el de Polio. Claro

que en la realizacidn de este ensayo hay que considerar que no es probable
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que todas las piezas de RNA se conserven intactas a lo largo del proceso. Se
ria necesaria entonces la accidn de una RNA polimerasa dependiente de RNA pa
ra la sintesis de los mRNA virales, infructuosamente buscada para el virus de

(120) (22)

LCM y solo encontrada en el viridn de Pichindé por Rawls, W. y col.

Los virus usan los ribosomas celulares y los factores solubles en la tra
duccidén de su acido nucleico mensajero, pero en el caso de los Arenavirus, su
acido nucleico no posee las caracteristicas estructurales y funcionales de un
RNA mensajero. Si bien existen mRNA de histonas que carecen de poli A, en ge
neral los virus presentan una cola de poli A variable en 3' y no todos poseen
la estructura "cap" caracteristica en 5' (por ejemplo virus Polio).

El RNA del viridn de Pichindé no posee ninguna de las dos caracteristi

cas mencionadas(61)

. Mas ailin, agregado a un sistema sintetizante de proteinas
in-vitro, no se observa incorporacidén alguna al material &dcido insoluble. Am
bos criterios, uno estructural y el otro funcional, apoyan la hipdtesis que
el dcido nucleico de los Arenavirus es de cadena negativa. Las caracteristi
cas estructurales y funcionales de estos RNA figuran en las Tablas 3 y 6 res
pectivamente.
Distintos estudios sobre el virus de LCM han caracterizado los riboso

mas y dos complejos de ribonucleoproteinas, los que contienen principalmente

(88)

RNA gendmico . Su estructura seria diferente a la de los Mixo y Paramixo
virus, aunque tienen un contenido en proteinas similar a la de los Mixovirus.
Esta particularidad de la ribonucleoproteina de los Arenavirus, es confirma
da en los estudios de microscopia electrdnica que revelan una peculiar forma

circular y lineal en presencia de detergente(ss’lls).



Tabla 6. Caracteristicas funcionales de los RNA de los Arenavirus

.~ Carecen de infectividad, medida

in-vitro.

.~ Carecen de capacidad para incor
porar aminodcidos marcados al ma

terial acido insoluble, in-vitro.

.- Son complementarios al RNA poli

gomico de células infectadas,

34
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Con respecto a los ribosomas que se encuentran en los viriones de los
Arenavirus, tanto los componentes RNA de 28 S y 18 S, como la densidad y ve
locidad de sedimentacién , han determinado su origen celular. Como dato in
teresante, se ha encontrado muy poco RNA 18 S, de origen ribosomal, en virus
Tamiami o Pichindé especialmente adaptados(lls’llg).

El Gnico ensayo bioquimico publicado, se realizd con ribosomas provenien
tes de células embrionarias de pulmdn de hamster, denominadas ts-l4, Si bien
el viridén incorpora dichas organelas durante el proceso de replicacidn, puede
multiplicar en forma eficiente en las cé&lulas de tipo salvaje, tanto a la tem
peratura permisiva de 33°C, como a la no permisiva de 39°C. De aqui se sugie
re que los ribosomas no son requeridos por los Arenavirus para su multiplica
cibén, y s6lo son adquiridos por el virus en el proceso de brotacidn como un

(62)

contaminante celular . Sin embargo se ha encontrado recientemente en el vi

63 . . . . .
é( ) dos polimerasas de origen polisdmico, que son activas en las

rus Pichind
células ts-14, y podrian ser, una vez incorporadas al virus, los componentes
ribosomales requeridos para la replicacidn.

Tampoco se ha podido demostrar que los ribosomas presentes en las prepa
raciones de LCM actilan en la sintesis de proteinas in-vitro, aln cuando los
pertenecientes a la c&lula donde el virus multiplica, son totalmente activos
(120). Se han aportado nuevos datos a la estrategia del genoma en estudios
realizados con infecciones de LCM y Pichindé en células BHK,,. En el primer
caso se han logrado aislar no sSlo complejos de transcriptasa, de aproximada

mente 200 S, sino tambi&n los polipé&ptidos estructurales y no estructurales

presentes en el citoplasma de c&€lulas durante una infeccidn aguda. En el ca
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so de Pichindé se han caracterizado los antigenos inducidos por el virus en
la célula, uno de los cuales se corresponde con un componente interno del vi
ridn.

Con respecto al proceso de traduccidn, las evidencias encontradas por
Saleh y col. en 1979, trabajando en c&lulas BHKZI’ sugieren que los polipép
tidos de PM 79.000 podrian sintetizarse a partir de mRNA pequefios como ocu
rre en Rhabdovirus o Paramixovirus, mientras que las glicoproteinas virales
se producen por ruptura proteolitica de un precursor encontrado en las célu

las infectadas(104’17).

3. ENZIMAS VIRALES

Las primeras demostraciones acerca de la existencia de RNA polimerasas
en los virus Pox (1967), marcaron un hito en la historia de la Virologia,
al probar que la particula viral no era como una cidpsula de informacidn ge
nética, totalmente dependiente de la célula huésped, sino que contenia un
sistema para llevar a cabo la sintesis de RNA mensajero.

De alli en mds se han encontrado distintas evidencias que indican la
diversidad en los "estilos de vida" o estrategias genéticas virales. La ma
yoria de las enzimas descritas para los viriones se refieren a las que par
ticipan en el proceso de transcripcién: polimerasas o sintetasas segin la
clasificacidén de las enzimas. Aunque Gltimamente se estdn descubriendo ac

tividades de transferasas e hidrolasas, algunas de las cuales no serian de
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origen celular, que probablemente cumplan una funcidn importante en los pro
cesos transcripcionales, en la traduccidn a proteinas virales y en sus res
pectivas regulaciones.

Asi mientras los Poxvirus poseerian solo 7 actividades distintas, en
los viriones de los Oncornavirus se han descrito 21 actividades enzimaticas
diferentes, donde predominan las hidrolasas y transferasas. No se sabe si
todas las actividades medidas actiian realmente durante el proceso de repli
cacidon o son proteinas de la célula incorporadas al viridn en el momento de
la brotacidn, pero es de destacar que varias de las enzimas asociadas a Va
ccinia, VSV y NDV, que son operativas en la modificacidn de sus acidos nu

cleicos, tienen, por lo menos para los dos {iltimos virus un comprobado ori

gen celular.

3.1. Las enzimas de la clase V

Los virus cuyos genomas son RNA de cadena simple, opuestos en polari
dad a sus mRNA, pertenecen a la clase V de la clasificacién de Baltimore(7).
Tienen tres clases de enzimas que participan justamente en la produccidn de
RNA mensajero (Tabla 7).
a.~- transcriptasas, que obedecen las instrucciones de secuencia de bases en
el templado del genoma viral, para producir la mayoria del mRNA.

b.- poliadenilato transferasas, que agregan pedazos cortos de residuos de
adenilato a extremos 3' de RNA recién sintetizado. E1 mecanismo de accidn

corresponderia a una forma que se utiliza en c&lulas de mamiferos: la sin

tesis de secuencias ricas en poli-A sin el uso del templado. Este proceso
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descrito primeroc para Adenovirus se encontrd en células de mamifero infecta

(41)

das con VSV » el que a su vez no contiene secuencias de poli-A tan largas

como para actuar de templado. Luego se encontrd en el mismo viridn de VSV(90’

9)asi como en el de NDV(llngl agregado de estas secuencias al RNA se consi
ra post-transcripcional y seria realizado por la misma enzima transcriptasa
transformada o bien por una enzima distinta segilin las caracteristicas del vi
rus que se estudie. La accidén de la secuencia de poli-A es favorecer la u
nidn que se establece entre el RNA mensajero y la subunidad ribosomal.

c.— RNA nucleotidil-transferasa que modifica el extremo 5', generalmente por
metilacidn de uno o mds nucledtidos o bien por adicidn de uno nuevo como el

(23)

acido 7-metil guanilico. Estd descrita para VSV y NDV . En este 4ltimo ca

so la metilacidn se requiere para la traduccidén del mRNA viral en el sistema
sintetizante de proteinas in-vitro y el dador de metilos es la S-adenosil me
tionina. Se ha sugerido que esta actividad enzimidtica se podria relaciomar
con una forma de regulacidén de la replicacidn de los Paramixovirus.

d.- Otras enzimas endbgenas descritas son:

dl.— una ribonucleasa en Orthomixovirus, cuya funcidn seria pasar formas po

(100)

licistrdnicas de RNA a formas monocistrdnicas . Recientemente se ha suge

. 4 P . s . - -
r1do( ) que su accidn influenciaria el metabolismo de la c&lula huésped con

el objeto de favorecer la replicacidn viral.

(102)

dz.— fosfotransferasas ,» que transfieren el grupo fosfato del ATP y dATP

a una proteina, razdn por la cual se las conoce como proteina-quinasas. Se

han detectado en los viriones purificados de muchos virus con envoltura, en

(79,53,100)

tre ellos VSV » Influenza y Parainfluenza.
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En el caso del virus VSV se ha propuesto que la fosforilacidn de protei
nas virales estd implicada en la penetracidn por fusidén de la envoltura viral
con la membrana citopldsmica o bien participa de la activacidn de la trans
cripcidn del genoma viral mediada por la RNA polimerasa. También se ha carac
terizado dicha actividad como de origen celular.

d,.- nucledtido fosfohidrolasas: que hidrolizan los nucledsidos trifosfatos

3

(NTP) y probablemente regulan la actividad de la RNA polimerasa viral.

3.2, RNA polimerasas

Las ventajas de poseer una polimerasa en el virién, desde el punto de
vista evolutivo, dependen de la necesidad y el papel que cumplan los produc
tos transcriptos en el proceso infeccioso. Dentro de los virus que poseen una
RNA polimerasa dependiente de RNA se encuentran los viriones cuyo genoma es
RNA de cadena simple y con envoltura lipidica (Rhabdovirus, Ortomixovirus, Pa
ramixovirus, Bunyavirus, Coronavirus y Arenavirus) y los que poseen RNA de do
bla cadena y carecen de dicha envoltura (Reovirus). Dichos virus tiemen la
ventaja, por una parte de poder producir copias miltiples de un solo genoma
parental y por otra parte de tener sus complejos replicativos bien protegidos
de la accidn de la nucleasa. Asi, mientras los Reovirus tienen los genomas
segmentados encerrados en una coraza subviral, los Rhabdovirus, Orthomixovi
rus y Paramixovirus presentan un complejo formado por la nucleoproteina y RNA
parental.

Claro que la presencia de un RNA polimerasa asociada con una preparacidn

viral no es indice que todo el RNA viral o parte de &€l sea complementario o
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idéntico a sus especies de RNA mensajero. Podria ocurrir que todo el RNA vi
ral fuera mensajero y que la enzima tuviera solo una funcidén replicativa. Pa
ra una RNA en trozos se podria pensar que algunas especies de RNA viral fue
ran complementarias a su RNA mensajero, pero que otras sean su propioc mensa
jero. También la transcripcidn podria ser selectiva para las especies de RNA
complementarias al mensajero. Ninguno de los experimentos in-vitro realiza
dos con el virus Influenza, por ejemplo, excluye estas posibilidades(lo).

S6lo si se identifican las cadenas y composicidn de las distintas espe
cies virales mensajeras intracelulares, se puede afirmar alguna de las hipd
tesis anteriores, que sugieren miltiples formas de desarrollo selectivo de
los procesos virales en una célula infectada.

En el caso de Influenza la actividad polimerdsica detectada en los vi

(32’89’108), se clasifica dentro de las transcriptasas pues el andli

riones
sis de los productos de reaccidon indican que al menos el 95% del mismo es
complementario en su posicidn al RNA viral.

La actividad de RNA polimerasa dependiente de RNA se puede determinar
por ensayos in-vitro o bien en células infectadas en las que la sintesis pro
teica se ha inhibido con cicloheximida o puromicina. Esta Gltima determina
cidon no excluye la posibilidad que existan factores celulares que contribu
yan a la actividad que se observa. Este requerimiento podria determinar el
tropismo del virus por un cierto tipo de célula. Por ejemplo, en el caso
de Influenza el producto sintetizado in-vitro es menor que el RNA viral y

permanece asociado al templado, hecho que indica que el proceso medido care

ce de alglin factor del huésped que es requerido para liberar el mRNA o bien
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para que la transcripcidn sea eficiente.

Si la enzima es especifica para su templado y no acepta como tal el RNA
de un virus distantemente relacionado, que es el caso de VSV-Indiana respecto
de VSV-New Jersey, se tiene la prueba clave que la enzima encontrada es la
transcriptasa que se requiere para producir una infeccidén viral productiva.
No se sabe sin embargo si esta especificidad es debida a una secuencia de RNA
o se relaciona con el proceso de reconocimiento de uno o varios polipéptidos

transcripcionales para con el templado.

3.3. RNA polimerasa de Influenza en la célula huésped

(50)

Ho, P. y Walters, C , demostraron por primera vez la existencia de
una RNA polimerasa en la fraccidn microsomal de las células infectadas con el
virus Influenza, la que no existia en las c&lulas mantenidas como control, Es
ta actividad, medida in-vitro, resulta sensible a la RNAsa e inhibida por deo
xicolato agregados a la mezcla de reaccidn, pero no es sensible a la DNAsa o
a la Actinomicina-D. Su aparicidén sin embargo, resulta inhibida por la presen
cia de Actinomicina-D en la cé&lula huésped,

Muchos laboratorios confirmaron estos resultados(105’70’108), usando la
mayoria de las veces Fowl Plague Virus que multiplica en CEF y membrana coro
alantoidea. La mayor parte de la actividad enzimidtica se pudo medir en la
fraccidn microsomal y algo menos en la fraccidn nuclear aisldndose un produc

to de reaccidén que consiste, al menos parcialmente, en cadenas dobles asocia

das con especies de cadenas simples, algunas similares en tamano a los RNA
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virales. Por esta razon los resultados sobre el tipo de RNA sintetizado in-
vitro resultaron a veces contradictorios. Actualmente se acepta que el men
cionado producto es entre un 50 y un 70 por ciento complementario al RNA del
viridn., El resto podria bien ser RNA de tipo viral o RNA complementario que
no hibridice en las condiciones ensayadas(24).

La actividad de RNA polimerasa no se ha podido purificar, ya que perma
nece asociada con el templado. En los distintos tipos de célula en que se
ha ensayado la purificacidn, siempre se ubicd en la zona 50-70 S de un gra
diente de sacarosa, tanto en presencia como en ausencia de detergente, indi
cando asi que las estructuras con actividad enzimdtica no estan asociadas a

(24)

membranas . Este hecho se refleja in-vitro por la capacidad que tiene 1la
enzima de sintetizar RNA complementario viral, sin el agregado de detergente
a la mezcla de reaccidn.

La naturaleza de-las estructuras aisladas corresponde a una ribonucleo
proteina, con una morfologia semejante a los componentes de RNP aislados de
los viriones. Peculiarmente en ellas se encuentra el polipéptido NP solamen
te y en contraste con las caracteristicas de la RNA polimerasa implicada en
la replicacidn de bacteriofagos pequefios a RNA, cuyos componentes esenciales
son polipéptidos celulares, aqui no estid presente ningiin polipéptido de la
célula huésped(24).

La relacidn exacta entre la actividad de polimerasa aislada en las cé
lulas infectadas respecto de la polimerasa viral o de las enzimas que funcio
nan en la sintesis del RNA viral, no est3 afin determinada. En una publica

(51)

cién reciente Horisberger, M. y Brambilla, R. proponen que la polimera
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sa asociada a la célula en un complejo de ribonucleoproteina es idéntica a
la que el virus encapsida cominmente llamada "polimerasa asociada al viridn".

En otros sistemas ensayados, el RNA sintetizado después de las 4 horas
de infeccidn, es predominantemente del mismo tipo que el que se encuentra en
el viridon y no su complemento. De modo que estas estructuras con actividad
de polimerasa podrian resultar inactivas in-vitro o bien tener su actividad
alterada después del tratamiento a que se sometieron al aislarse.

Bishop, D. ha propuesto que el tiempo en que se observa el miximo de ac
tividad citoplasmica (5 a 6 hs p.i.) es indicativo que se estadn detectando
los genomas virales, ya asociados con su correspondiente transcriptasa y es
perando el proceso de empaquetamiento para convertirse en viriones de la pro
genie. Es posible entonces que exista otra estructura aiin no identificada,
completamente diferente a la descrita que sea la realmente activa en la sin

tesis del RNA viral in-vivo.

3.4. RNA polimerasa en el virus Pichindé

Distintas preparaciones de virus de LCM purificado se ensayaron en las
condiciones de incubacidn Sptimas para determinar la actividad de RNA polime
. . . (120)
rasa dependiente de RNA, con resultados repetidamente negativos . Por lo
tanto los Gnicos resultados sobre dicha actividad enzimdtica conocidos hasta

(22)

ahora, son los publicados por Carter, M.; Biswal, N. y Rawls, W. n 1974,

Los requerimientos de la reaccidn son esencialmente los mismos usados
para el Orthomixovirus Influenza A, cepa WSN: Mg y Mn como iones divalen

tes "y un detergente no idnico que determinan una mayor sintesis de RNA
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a la temperatura de 32°C respecto de 37°C. La enzima sin embargo, carece de
requerimientos por un agente reductor.

Como est2 descrito en la Tabla 3 el virus Pichindé tieme las especies
virales caracteristicas 31 S y 22 S, asi como los RNA ribosomales 28 S y 18

(21). El producto que se

S; también se encontrd un 4 S de origen desconocido
obtiene de la reaccidén enzimatica es de dos tipos: un 22 a 26 S, resistente
a la RNAsa y complementario al RNA viral y un 4 a 6 S sensible a la ribonu
cleasa, y por lo tanto de cadena simple. La enzima transcribe sdlo un 23%
del genoma viral.

Aln en preparaciones de virus Pichindé recién purificado, la RNA poli
merasa dependiente de RNA no tiene el requerimiento estricto de la presencia
de los cuatro ribonucledsidos trifosfatos, ya que sin GTP sintetiza un 90%
del producto respecto de la mezcla completa.

El nivel de diché requerimiento se ubica entre el que posee la enzima
equivalente en el viridn de VSV y el de la polimerasa polisdmica poli-U. Por
esta razdn se sugirid la presencia de milltiples componentes en el sistema

(63), algunos de los cua

sintetizante de RNA asociado con el virus Pichindé
les serian m3ds labiles que otros. Esta hipotesis fue comprobada al analizar
las diferentes estabilidades de las distintas actividades enzimaticas encon
tradas en el viridén de Pichindé frente a las bajas temperaturas.

Cuando los distintos componentes de la ribonucleoproteina del virus Pi

chindé tratado con detergente, se separan en un gradiente de sacarosa, apa

recen dos picos: uno de sedimentacidon ripida que cosedimenta con la nucleo
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capside y tiene actividad de RNA polimerasa y otro pico de sedimentacidn len
ta que cosedimenta con los ribosomas 80 S y tiene propiedades similares a una
poli-U polimerasa y a una poli-A polimerasa (sintetizar un RNA homopolimero,
dependiendo de Mg++ la primera y de Mn++ la segunda). Se cree que la activi
dad de estas dos polimerasa puede enmascarar la actividad de la transcriptasa
y contribuir a las dificultades existentes para ensayar la RNA polimerasa en
el viridn entero. Por ejemplo, la poli-U polimerasa podria modificar el RNA
que sintetiza la transcriptasa agregando nucledtidos adicionales o bien secuen
cias cortas de un "primer' RNA. Podrian también existir otras enzimas riboso
males como fosfodiesterasa que contribuya a las dificultades mencionadas.

E1l RNA del virus Pichindé aislado de fracciomes polisdmicas de cé&lulas
(61)

infectadas, contiene secuencias de poli-A » de manera que una RNA polime

rasa asociada con los ribosomas podria funcionar in-vivo para dirigir la sin
tesis de las secuencias terminales en 3', para los RNA complementarios al RNA
viral. El1 hecho que la funcidn sintetizante de los ribosomas no se requiera

(62)

para la iniciacidn de la replicacidn como explicamos en la seccidén 2.5.,

no excluye la posibilidad que las polimerasas poli-A y poli-U, totalmente ac

0y

tivas en las células mutantes t » sean uno de los componentes del huésped

que participan en la replicacidn viral.
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MATERIALES Y METODOS

1. CULTIVOS CELULARES

1.1. Células Vero

Se utilizaron distintas lineas de células Vero (rifion de mono verde afri
cano Cercopithecus aethiops) crecidas en monocapas. A cada una de ellas se le
did una denominacidn de acuerdo a su procedencia como se indica a continuacidn.

Vero M: esta linea fue suministrada por la Catedra de Microbiologia y Pa
rasitologia de la Facultad de Medicina. Se mantuvo en medio H.L.S. compuesto
por una solucidn salina de Hank's adicionada de un 10% de hidrolizado de lac
toalblimina al 5%, 87 de suero de ternero inactivado y 50 pg/ml de gentamicina.
Se utilizd aproximadamente durante 50 pasajes.

Vero 2: esta linea fue provista por el Dr. 0. Larghi del Centro Panameri
cano de Zoonosis y se mantuvo por repiques cada 3 6 4 dias con MEM (Medio E
sencial Minimo con sales de Earle) suplementado con 10% de suero bovino inac
tivado y 50 pg/ml de gentamicina. Se utilizd entre los pasajes 190-230.

Vero U: esta linea fue provista por la Dra. Weissenbacher quien la reci
biera del Dr. Monath (U.S.A.). Se la mantuvo en iguales condiciones que a las
células Vero Z. Se utilizaron entre los pasajes 30 y 50.

Vero C: esta linea proviene del Instituto de Investigaciones Bioquimicas
Campomar (Bs. As.), se mantuvo en iguales condiciones que las Vero Z. se uti
1izd entre los pasajes 1 y 20.

En todos los casos el medio de mantenimiento fue Eagle, adicionado de 3%

de suero de ternero inactivado y 50 ug/ml de gentamicina.
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1.2. Células RK13

La linea contlnua RK)3 de rifion de conejo se mantuvo en medio 199 o MEM
suplementado con 8% se suero de ternero inactivado y 50 pg/ml de gentamicina.

Se utilizd entre los pasajes 138 y 178.
1.3. Células BHK-21, clon 13

Esta linea fue provista por la Dra. A. M. Brunengo (Ciatedra de Inmunoqui
mica de la Facultad de Ciencias Exactas y Naturales. UBA.). Se mantuvo por re
piques cada 3 & 4 dias con MEM suplementado con 10% de suero bovino inactiva

do y 50 pg/ml de gentamicina. Se utilizé entre los pasajes 26 y 46.

2. VIRUS

2.1, Junin

Se utilizd la cepa atenuada de virus Junin denominada XJ.C13(46)

mante
nida en el laboratorio de Virologia de la Facultad de Ciencias Exactas y Na
turales por pasajes en cerebro de ratdn lactante albino suizo provenientes

de nuestro bioterio. La cepa fue utilizada en el pasaje 9 posterior a su clo

nado. E1 titulo de los stocks fue del orden de 10® UFP/ml en c&lulas Vero.

2.2. Tacaribe

Se utilizd la cepa TRLV 11573 mantenida en iguales condiciones que el
virus Junin. El titulo de los stocks fue del orden de 108 UFP/ml en c&lulas

RKy3.
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2.3. Virus de la Estomatitis Vesicular (VSV)

Se trabajd con la cepa Indiana. Los stocks se prepararon en células Ve
ro, donde se cosechd el virus de células y sobrenadantes a las 24 hs p.i. El

titulo fue del orden de 108 UFP/ml en células RK,j.

3. PREPARACION DE LOS STOCKS

3.1. Cerebro de ratdén lactante

Se inocularon ratones albino suizos de 24 a 48 hs de edad por via i.c.,
con 103 DLgg de virus Junin. Los animales se sacrificaron al séptimo dia des
pués de la inoculacidn, cosechindose los cerebros. Luego se prepard un homo
geneizado al 10% p/v de cerebro en una solucidn tamponada de fosfatos, isotd
nica de pH 7,4 suplementada con 10% de suero de ternero inactivado y antibid
ticos. La suspensi&n.obtenida se centrifugd durante 60 min a 12.000 g, utili
zindose el sobrenadante como fuente de virus. Toda este preparacidn se reali
z0 a 4°C. Los stocks se fraccionaron y congelaron a -70°C, determinando su
infectividad por el método de unidades formadoras de placas. Los titulos fue

ron del orden de 10® UFP/ml.

3.2. Células Vern

Se inocularon c&lulas Vero dentro de las 48 a 72 hs de sembradas, con
una multiplicidad de infeccidn de 1 UFP/célula del virus en estudio, durante
1 h a 37°C con agitacidn periddica. Al cabo de ese tiempo se descartd el
indculo y se cubrid con wedio de mantenimiento. Las cosechas del sobrenadan

te comenzaron a efectuarse a las 24 o 48 hs p.i. si el experimento asi lo
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justificaba. Siempre después de cada cosecha se lavd dos veces la monocapa

con solucidn fisioldgica tamponada, ya que este procedimiento aumenta al ti
. - (73

tulo de virus Junln( ).

Con el objeto de eliminar los restos celulares se centrifugd la suspen

$idn 15 min a 1.500 rpm. El stock se guardd a -70°C hasta su uso.

4, DETERMINACION DE LA INFECTIVIDAD

4,1, Titulacidn por observacidn de la accidn citopatogénica (ACP)

Las c&lulas Vero crecidas en tubos de ensayo se inocularon a las 48 hs
de su siembra con 0,2 ml de diluciones decimales crecientes de virus Junin.
La adsorcion fue de 1 h a 37°C con dos agitaciones y, descartando el indcu
lo, se agregd a cada tubo 1 ml de medio de mantenimiento, el que se renovd
cada 3 6 4 dias. Los cultivos se observaron diariamente al microscopio opti
co, registrdndose la evolucidén e intensidad de la ACP. La titulacidn finali
zd al dia décimo p.i. Se usaron 4 tubos por dilucién y la dosis infectante
50% para cultivo de tejidos DICTsg se calculd de acuerdo al mé&todo de Reed
vy Mﬁench(97).

La aparicidn de focos de cé@lulas redondeadas y oscuras en la monocapa
y la cantidad de células muertas en el medio de cultivo determind el grado
del efecto citopidtico, el cual se tabuld en forma cualitativa:

(1) correspondid a la presencia de un nimero regular de células en el sobre
nadante, con la aparicidn esporadica de focos de ACP en la monocapa;

(2) los focos mencionados abarcaron la totalidad del tejido;

(3) aparecieron zonas de lisis;
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(4) la lisis fue total y quedaron pocas c€lulas adheridas a las paredes del

tubo de ensayo.

4.2, Titulacidn por el método de formacidén de placas bajo agar

(33)

Se utilizd el método de Damonte, E. y Coto, C. con algunas varian
tes. Se infectaron monocapas confluentes de cé&lulas Vero crecidas en botellas
de capacidad variables (60 cm?® & 30 cm3) dentro de las 48-72 hs de sembradas,
con diluciones crecientes de material. El volimen inoculado fue de 0,4 ml &
0,3 ml para cada caso, el que se dejo adsorber durante 1 h a 37°C, con dos
agitaciones intermedias. Una vez finalizada la adsorcidn se descartd el virus
remanente, se lavaron las células con solucidn salina fosfatada y se cubrie
ron con un vollmen apropiado de agar nutritivo. Una vez solidificado éste a
temperatura ambiente, las botellas se invirtieron y se incubaron a 37°C en os
curidad un periodo de 7 dias para el caso en que se tituld el virus Junin y
sblo de 3 dias para el virus VSV,

Al cabo de ese tiempo las c&lulas se fijaron con formol al 10% durante
30 minutos. Se descartd la capa de agar lavando suavemente con agua corrien
te y las placas se revelaron mediante tincidn con cristal violeta durante 15
min. Las monocapas se lavaron otra vez y se dejaron escurrir antes de contar.
Se utilizaron de 2 a 4 botellas por dilucidn y los titulos se calcularon en
base al nimero de placas, el volimen del indculo y la dilucidn considerada.
El medio nutritivo usado, Earle 2x & BAB 2x, se mezcld en volimenes iguales
con agar Oxoid (lavado 2 dias con agua corriente) de manera que resulta final

mente una concentracidn de agar de 17 en presencia de 50 pg/ml de gentamici

na.
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Dichos medios que permiten conservar adecuadamente las monocapas de cé&
lulas Vero un periodo de 7 dias estin constituidos, el primero por una solu
cidén salina de Earle de doble concentracidn (2x), 6% de hidrolizado de lacto
albimina al 5%, 6% de extracto de levadura al 1%, 10% de suero de ternero i
nactivado y 100 pg/ml de gentamicina, pH final 7,4. El segundo medio ha sido

(5)

usado por Bablanian en 1965 y en &l crecen exitosamente otros Arenavirus.
El mismo consta de 207 de medio minimo esencial (MEM) concentrado 10 veces,
20% de glucosa (35 g/l1), 10% de nitrato férrico 0,1 g%, 1% de glutamina (29,2
g/1), 20% de piruvato de sodio 0,1 g/l y 10% de suero de ternero inactivado.
Se ajustd el pH y se agregd gentamicina en la misma proporcidn que poseia el

medio denominado Earle 2x. La mezcla con igual volumen de agar al 17 se hizo

en el momento de usar.

5. DETERMINACION DE VIABILIDAD CELULAR

Se realizd por la prueba de exclusidn del azul tripan en las células
tripsinadas en un voliimen adecuado como para poder ser contadas.

Con una o dos gotas de azul tripan al 57 en 1 ml de suspensidn celular
y 30 minutos de incubacidn a temperatura ambiente se puede diferenciar entre
las c@lulas muertas,de color azul, y las células viables que permanecen inco
loras. Estas Gltimas se cuentan en la cd@mara de Neubauer en un total de 8

cuadrados por vez. Se calculd el promedio de lecturas a partir de la formula:

N° de células total
ml

= V.N.10%
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donde, V: volGmen de la suspensidn celular expresado en ml

N: K° de células contadas en 4 cuadrados

6. RENDIMIENTO VIRAL

Las células que se infectaron en forma semejante a 3.2. de Materiales y
Métodos, se lavaron con PBS antes de cubrirse con el medio de mantenimiento.
El rendimiento se hizo por lo general a las 24 hs p.i., recogiendo por una
parte el sobrenadante (SN) y por otra el virus asociado a las c&lulas. Para
esto Gltimo las c&lulas se congelaron y descongelaron dos veces en el minimo
volimen de medio de mantenimiento, de acuerdo con el recipiente usado para
la infeccidn. La suspensidn de c&lulas se centrifugd a baja velocidad para

eliminar restos de membranas y c&lulas enteras. El1 SN se tituld por UFP.

7. FRACCIONAMIENTO CELULAR

Se dividid en dos etapas: en la primera se puso a punto el método de
ruptura de células y en la segunda se bajaron las distintas organelas usan
do una centrifuga refrigerada International, rotor 269, y una ultracentri
fuga Beckman, modelo L2 rotor SW50-1. Todas las operaciones se hicieron en
tre 0 y 4°C.

a.— Ruptura de células: se realizd suspendiendo las mismas en sacarosa
2

S; = 0,3 M en buffer Tris-CIH 10°“ M, pH = 7, a 0°C y rompiéndolas con 10

golpes en un homogeneizador de mano, con una concentracidn final en Nonidet
P-40 de 0,025%. Los nlcleos se lavaron con S

sa 0,6 M en Tris ClH 1072 M, pH = 7.

1 Y se resuspendieron en sacaro
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b.- Bajada de las distintas fracciones celulares:

.— nicleos, a 800 g - 10 min.
.— mitocondrias, a 12.000 g — 10 min.
.~ microsomas, a 105.000 g, 1 hora.
Cuando se trabajo posteriormente con los microsomas esta fraccidn se re

suspendid en el buffer S,-

8. PURIFICACION DE LOS NUCLEOS

Como los nicleos no debian estar contaminados con material citopldsmico
para poder ser usados, se buscd un método para purificarlos, partiendo de cul
tivos celulares de células Vero Z en monocapa. El ler paso consistid en pro
bar la ruptura de las cé&lulas por distintos métodos, con un posterior control
en el microscopio de contraste de fase (Aumento 320 x). Las observaciones mos
traron que:

a.— con el tratamiento de buffer TESS: sacarosa 0,25 M; EDTA 1 mM; Tris 5 mM
pH = 7 en un Potter Elvejeheim, por una maceracidén de 5 min a 0°C, se observa
ron las células rotas en un 90% y los niicleos sueltos. Los restos citoplasmi
cos son granulados.

b.- con el congelamiento y descongelamiento con la maceracidn de (a), todos
los campos presentaban granulacidén abundante y con pocos niicleos sueltos.

¢.- con sacarosa 0,3 M en Tris 10-2 y C12Mg 3mM (pH = 8) ° y la maceracidn
de (a), las células se veian rotas y los niicleos bien.

En el segundo paso se probaron las distintas concentraciones de una co

lumna de sacarosa que se podian usar para hacer purificacidén nuclear.
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d.- con todas las concentraciones entre 1,73 y 2 M el pellet de niicleos que
daba con restos celulares gruesos.
e.— con la concentracidn 2,1. y 2,2. el pellet nuclear era abundante con muy
poco material pulverizado fino.

Como en estas tltimas condiciones el pellet nuclear sometido al trata
miento (c) practicamente carecia de material contaminante, se eligi6é final
mente esta combinacidn (c¢) y (e) para obtener los niicleos bioldgicamente ac

tivos segiin se muestra en la Figura 2.

9. DETERMINACION DE RNA POLIMERASA DEPENDIENTE DE RNA EN CELULAS

Se incubd en partes iguales la mezcla de la enzima, el nucledtido marca
do NET-380 Uridina 5, H376-5'-trifosfato de Na 29 Ci/mmol (diluido en forma
adecuada). En general se usa 10 uCi/tubo y la muestra en que se quiere deter
minar la actividad enzimiatica se deja 15 min a 37°C. La mezcla de reaccidn
tenia las siguientes concentraciones finales de los distintos reactivos:
Tris-Cl1H 90 mM; ATP 0,3 mM; GTP y CTP 0,21 mM; UTP frio 8,4 M; Cl,Mg 7,4 mM;
ditiotreitol 1 mM; fosfoenol piruvato 5 umoles; P-quinasa (Sigma p 506) 50 ug
y Actinomicina D, 25 ug/ml. El pH final fue de 7.

El tratamiento con detergentes se hizo con Nonidet 0,17 (final) y a pH =
8 a 0°C durante 5 minutos.

La precipitacidn del RNA sintetizado y las lecturas de radiactividad so
bre 0,1 ml de muestra se realizd siguiendo el esquema descrito en la Seccidn

11.
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10. DETERMINACION DE RNA POLIMERASA DEPENDIENTE DE RNA EN

PARTICULAS VIRALES

La mezcla de reaccidn completa constd con los siguientes componentes de
una concentracidon final de; Tris-ClH 50 mM, pH = 7,9; mercaptoetanol 6 mM;
sulfato de amonio 25 mM, ATP, GTP y CTP 0,23 mM, C12Mn 6 mM; C12Mg 4 mM; No
nidet P-40 0,27;RNA de levadura purificado 100 pg y sistema regenerador de
ATP (Seccidn 13),

Se agregd 0,1 ml de mezcla de reaccidn 0,1 ml de virus (con 500 ug de
protefna viral) y 0,1 trinucledtido marcado (GIP-H3 de actividad especifica
5,66 Ci/mM Schawz Bio Research & UTP-H? de actividad especifica 26,9 mC New
England) diluido. Se incubd durante 30 min a 32°C, luego se detuvo la reac
cidn pipeteando una alicuota de 0,1 ml sobre un disco de papel Whatman GF-82
previamente sumergido en TCA al 57%.

Se prosiguid la precipitacidn y la lectura del RNA sintetizado segin la

Seccidn 11. Todas las determinaciones se hicieron por duplicado.

11. PRECIPITACION DEL ACIDO INSOLUBLE

Se realizd en un filtro de acero inoxidable especialmente disefiado en el
que se colocaron los discos de papel Whatman GF-82, previamente sumergidos en
TCA al 5%.

En cada uno de los discos se agregd sucesivamente:

a) 50 ug RNA, 20 pl de suero bovino estéril diluido 1:20; 0,5 ml de una mezcla
congstituida por pirofosfato de Na 0,4 M y fosfato disddico saturado, neutrali

zado con TCA;
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b) 0,1 ml de la muestra a precipitar;
¢) 0,5 ml de TCA 45%.

Luego se lavd cada disco sucesivamente con: 1,5 ml de TCA 5% mezclado
con pirofosfato de sodio 0,1 M dos veces; 1 ml de TCA 1%, 2 veces; y 1 ml
alcohol 96° , 3 veces.

Se colocd a secar en estufa de 37°C. Se leyd la radiactividad en un cen
telleador liquido Packard Tricarb con 10 ml de la mezcla constituida por PPO

(4 g/1) y PoPOP (0,25 g/l) en tolueno.

12. DETERMINACION DE PROTEINAS

l.- se precipitd la muestra en estudio con igual voldmen de TCA 40%. Se
centrifugd a 800 g, 10 minutos y se decantd.

2.~ se resuspendid el precipitado con NaOH 0,1 N, dejdndolo a 37°C, du
rante 24 horas.,

3.- se procedid en igual forma para los estindar que se prepararon con
albimina de plasma bovino cristalizado (marca Armour, solucidn madre de 200
pg/ml) .

4,- se realizd la determinacidn por una modificacidén de la técnica de

(67)

Lowry et al por el reactivo de fenol usando las siguientes soluciones:

C03Na2, 4% en NaOH 0,1 M; tartrato de sodio 47%; SOACu 2% y reactivo de Folin
Cicolteau en la dilucidn adecuada seglin una previa estandarizacidn.

5.— se leyd a DO 750 en un fotocolorimetro Bausch y Lomb.
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13. SISTEMA REGENERADOR DE ATP

Se mezcld sal de hexilamina del dcido P-enol pirfivico, 5 ymoles y P-encl
piruvato quinasa, 50 ug, que equivale a 25 ) de una solucién de 2 mg/ml de
Boehringer Mannheim.

Con el fin de probar la eficiencia del sistema regenerador, se incubaron
el sustrato y la enzima a 37°C durante distintos tiempos. Se efectud luego la
separacidn de los nucledtidos obtenidos durante la incubacién por cromatogra

(84)

fia ascendente durante 40 hs . Se reveld con luz UV la zona del cromatogra

ma donde se ubicaron cada uno de los nucledtidos.

14, ACTIVIDAD DE RNA POLIMERASA I y II

Las mezclas de reaccidn usadas y las condiciones de incubacidn fueron
distintas segin la enzima que se desed determinar:

a.— RNA polimerasa I: necesita un sistema de baja fuerza idnica, conte
niendo Tris-ClH 55 mM, pH = 7; beta-mercaptoetanol 55 mM; ATP 5,5 mM; CTP y
GTP 1,2 mM; FNA 4,1 mM; C12Mg 3,7 mM y DNA 100 pg/ml, el que se desnaturali
za por calentamiento a 95°- 98°C durante 10 min y se enfria antes de usar. Se
incuba la mezcla y la muestra en estudio, durante 5 min a 37°C.

b.— RNA polimerasa IIL: necesita un sistema de alta fuerza idnica, que se
obtiene reemplazando las sales de FNa y C12Mg de (a) por sulfato de amonio
300 mM y cloruro de manganeso 3,7 mM. Se incuba durante 15 min a 37°C.

Las condiciones de precipitacidn del RNA como 3cido insoluble y las lec
turas de radiactividad que se describen en la Seccidn 11, fueron comunes a

ambas determinaciones.
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15, PURIFICACION DE VIRUS JUNIN, CEPA XJ.Cls

El virus se purificd a partir de los sobrenadantes de células Vero infec
tadas a una multiplicidad de 1, cosechadas a las 48, 60 y 72 hs p.i. Los so
brenadantes, de los que se eliminaron los restos celulares centrifugindose a
800 g durante 15 min, se guardaron a -70°C. La preparacidon de virus purifica
da contenia entre 5 y 8 mg/ml de proteinas y un titulo de virus del orden de
4 x 105 UFP/ml.

Como control también se purificaron sobrenadantes de c&lulas normales
por el mismo procedimiento. Se utilizd el método de purificacidn de Help, G.

(49) (107) que se detallan.

y col. con algunas modificaciones
El esquema de purificacidn de la Tabla 1 comenzd con una concentracidn
de virus por precipitacidn con sulfato de amonio saturado disuelto en TES,
el cual una vez lavado y resuspendido en el buffer fue parcialmente purifica
do en algunos experimentos sobre un colchdn de sacarosa 5% y posterior soni
cacidon (Seccidn 17). En otros casos se sometid al virus a una ultracentrifu
gacidon en un gradiente discontinuo de sacarosa 10% y 50%. El virus se reco
gidé de la interfase y en algunos experimentos se sometid a una cromatografia
en columna (Seccidn 16). Este paso se adoptd con el fin de eliminar el sulfa

to de amonio y la sacarosa de la muestra. El paso final en algunos experimen

tos fue una segunda ultracentrifugacidn en una columna de sacarosa 157.
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16. CALIBRACION DE UNA COLUMNA DE SEPHADEX G-25

En las condiciones de calibracién de la columna de Sephadex G-25 Grade

Coarse (Pharm. Fine Chem. Inc.) se usd Tris-ClH 10—2 5 @
2

media saturacidn en Tris-ClH 10~ M; ClNa 100 mM y EDTA 1 mM. El colorante

M, pH = 8; SO, (NH,)

usado fue Blue Dextran al 17%. El volGmen total empaquetado fue de 22,5 ml;
con una velocidad de goteo de 0,8 ml/min, a 4°C, recogiéndose muestras de
0,5 ml durante la elucidn.

Se sembraron 0,2 ml de la solucidn de Blue Dextran y 0,4 ml de la solu
cion de sulfato de amonio. Las lecturas de D.0. se hicieron a 300 mp y la
presencia del idn amonio se determind por la reaccidn de Nessler(56).

Se usd como eluyente un buffer de baja fuerza idnica pues se adaptd la
elucidn a las condiciones en que se deseaba tener el virus, de alli que la
columna no presentd un pico neto como se suele ver clidsicamente. En el Grafi
co 2 se representd una curva de D.0O. vs Volumen de Elucidn, donde se ve que
la muestra se debid recoger entre 10,5 y 15,5 ml ya que después comenzd a

. 3 L 3 3 - +
dar positiva la reaccion de Nessler, que indicaba la presencia de NHA.

17, PROCESO DE SONICACION

Muchos virus necesitan ser sonicados o tratados con detergentes antes de
poder determinar la actividad enzimdtica. El primer proceso nos interesd pues
los pellets de virus son muy dificiles de résuspender. Por lo tanto el virus
precipitado con sulfato de amonio y centrifugado a través de una columna de

sacarosa 157 se resuspendid en buffer Tris-ClH pH = 7,4 y se sonicd a 55 watts
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y 0°C antes de realizar las determinaciones enzimiticas. Los datos de infecti
vidad en funcidn del tiempo de sonicacidn, resumidos en la Tabla 8, muestran

una considerable disminucidn después de 2 minutos. Por lo tanto nunca se soni
cb mids de 60 segundos, con periodos de 20 segundos y descanso equivalente. Es

te Gltimo paso se realizd a 0°C para evitar recalentamiento en la masa viral.

18. SATURACION DE RNAsas CONTAMINANTES

En la metodologia de saturacidon de una posible RNAsa contaminante en la
preparacidon viral se usd un RNA externo preparado con RNA purificado. Para
conseguir éste se usd RNA de levadura comercial, Sigma, y luego se liofilizd.
Se prepard una solucidn de dicho RNA con agua esté&ril en el momento de usar
y de ella se tomd un volimen equivalente a 100 pg de acido nucleico para la
mezcla enzimitica, con la que se incubd durante 10 min a 0°C antes de agregar

el virus.

19, TRATAMIENTO DEL VIRUS CON ALTA CONCENTRACION DE ClNa

Antes de la Ultima centrifugacidon descrita en la Figura 3, se diluyd la

preparacidén de virus XJ.Cl; con un volimen de ClNa 5.3 M en buffer TES Tris

-2 3 1

10 M, EDTA 10 M, pH = 7,4, hasta una concentracidn final

My ClNa 10~
de 157 en CINa. Se incubd esta mezcla durante 30 min a 37°C y el virus se se

dimentd durante 90 min a 70.000 g, resuspendiéndolo luego en el mismo buffer.



(a)

Tabla 8. Accidn del sonicado sobre la infectividad del virus

Junin, cepa XJ.Cljs

MATERIAL UFP TOTALES
Inicial 2,3 x 107
Pellet sonicado 2' 6,0 x 10°

& Pellet sonicado 4' 1,0 x 10°

(a):a 0°C y 55 watts en un Sonifier Cell

Disruptor Model W185
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20. DETERMINACION DE NTPasa

El virus se purificd hasta el paso de interfase, donde ya estaba demos

trado que la pérdida de proteinas contaminantes era importante(49) y el vi
rus se purificaba con un coeficiente de purificacidn de alrededor de 15 x.
En esa "interfase" el titulo de virus fue de 3,7 x 10% UFP/ml y el contenido
de proteinas de 3 a 5 mg/ml. Se realizaron ensayos paralelos con una interfa
se normal, obtenida purificando sobrenadantes de c€lulas normales, cuya con
centracidn de proteinas fue de 1,5 mg/ml.

Para medir la actividad de nuclebsido trifosfato fosfohidrolasas se usa
ron las siguientes soluciones, cuya concentracién final fue:
Tris—ClH 55 mM pH 7,9; C12Mn 4,4 mM; C12Mg 2,5 mM; B-mercaptoetanol 6,4 mM;
sulfato de amonio 30 mM; Nonidet P 400, 15%; ClNa 33 mM; GTP 62 uM, en un vo
lGmen final de 0,8 ml.

El GTP-H3 usado con una actividad especifica de 5,66 C /mM, se diluyd
con agua bidestilada estéril 1:30.

Se agregd a 0,2 ml de la mezcla de reaccion 0,2 ml de la muestra a ensa
yar y 0,2 ml del nucledtido diluido.

Se trabajé en todos los casos incubando a 37°C y midiendo incorporacidn

de GTP-H3. La reaccidn que durd de 30 a 60 min segiin el experimento se conclu

y6 por calentamiento del tubo en bafio de Maria durante 3 min.

21. METODO DE SEPARACION DE NUCLEOTIDOS

Se realizd por cromatografia en papel Whatman 3 MM, usando como solven

. (84 Cps . . . =
te etanol-acetato de amon1o( ). A distintos tiempos de la incubacidn se sa
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caron alicuotas de 30 pl, que se sembraron enseguida y se secaron con secador

comin y lampara IR. El desarrollo del cromatograma se hizo una vez que la reac
cidn estaba concluida y se compararon todas las siembras realizadas en la mis

ma hoja. Adem3s se sembraron estdndares al lado de los distintos tiempos, con

el fin de ubicar la zona de corrida de los trinucledtidos y dinucledtidos cada
vez, la cual se marcaba revelando con luz ultravioleta.

Antes de realizar las incubaciones enzimaticas se hicieron controles de
cromatografia, a fin de determinar con los estandares la correcta separacidn
de los nucledtidos y el tiempo de corrida cromatografica, que resultd ser de
40 horas.

El papel cromatografico se cortd en tiras paralelas a la direccidn de co
rrida y cada una de ellas se subdividid, con el fin de ser contadas en el con
tador de centelleo liquido usando PPO-POPOP en tolueno. Una muestra del desa

rrollo de una cromatografia se ve en la Figura 4.

Fig.4

Desarrollo de un cromatograma de nucleotidos.

——— Direccion de corrida
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Procesamiento de datos: los datos obteridos del cromatograma se procesa
ron de dos formas. En un principio cuando se queria solamente verificar algu
na accién hidrolitica en la muestra con virus ( primeros. experimentos descritos
en Resultados) se hizo la conversidn de trinucledtidos a dinucledtidos calcu
lando el porcentaje de cuentas de cada fraccidn con respecto al total de cpm

de la correspondiente corrida:

CPM (NDP) x 100
CPM (NDP) + CPM (NTP)

% NDP

CPM (NTP) x 100
CPM (NDP) + CPM (NTP)

El procesamiento de datos fue algo mas laborioso cuando se debieron com
parar las interfases normal e infectada, pues entonces fue necesario calcular
las dreas bajo las curvas con el objeto de hacer una integracidn griafica. Los
resultados se expresaron como por ciento de variacidn del nucledtido corres
pondiente respecto del tiempo cero, dividido por los mg de proteina que habia

en la reaccidn.

% nucleotldot= - % nucleotidot=60

0

mg proteina

Esta forma de expresar los resultados determina valores negativos si es

mayor la proporcidn del nucledtido en el punto final de la reaccidn (t=60).
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22, CORRELACION ENTRE LA CANTIDAD DE CELULAS CON LA CONCENTRACION

DE DNA

Durante la siembra de las c@lulas en los viales se observd que no se ob
tenian monocapas con el mismo nimero de células, aiin cuando los experimentos
se realizaran en condiciones similares, por lo que resultd necesario realizar
un recuento cada vez.

Para saber si la determinacidn de la concentracion de DNA presente en ca
da cultivo, en vez del recuento de células, podria dar una idea m3s precisa
de dicha variacidn se eligieron tres series de viales, cuyos cultivos se obtu
vieron en idénticas condiciones, con el fin de correlacionar el nimerec de qg
lulas contadas a las 22 hs post-siembra y la concentracidon de DNA.

Los resultados que se resumen en la Tabla 9 muestran que mientras la va
riacidon en el nimero de células es de 40%, si se tiene en cuenta la concentra
cidn de DNA esta variacidon se reduce al 28%.

Sin embargo, la cantidad de DNA que se mide es muy pequenia y la medida
de D.0. estd sujeta a mayor error, ya que en general cae dentro de la prime
ra parte de la curva estindar D.0. versus Concentracidn. El método de deter
minacidn es también m3s tedioso, porque requiere un mayor nimero de pasos y
la reaccidn colorimétrica necesita un tiempo largo de incubacidn. En conse
cuencia, por razones de operatividad, como no se consiguid mayor semsibili
dad con la metodologia probada se optd por contar las células. Por norma,
se promediaron los valores obtenidos en tres viales de cada serie de expe

rimentos a los cuales se refirieron los valores de incorporacidon medidos.



Tabla 9. Correlacidn entre el N° de células y la medida de DNA

N° de experimento N° de células DNA ug/ml
1 7,4 x 10° 22
2 6,1 x 10° 18

3 4,5 x 10° 16
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23, MEDIDA DE LA INCORPORACION DE URIDINA MARCADA EN MONOCAPA

DE CLCLULAS CRECIDAS EX VIALES

El método usado correspondid al descrito por Ball, C. R. et al(B) adap
tado al cultivo de c&lulas Vero crecidas en monocapa.

Se sembré en cada vial de vidrio del contador de centelleo liquido de 1
a 5 x 10° células, las que se contaron después de 24 hs, con una previa trip
sinizacidn seglin se ha descrito en (5). Todas las incorporaciones se realiza
ron por duplicado o triplicado segiin los casos.

Las células se marcaron con Uridina®~8H3 (New England 40,8 Ci/mmol) en
una dilucidn tal que quedara 10 uCi 6 20 pCi por vial segiin el experimento,
desde t=-30 hasta t=t. (un periodo de 30 minutos antes del punto que se gra
ficd). Una vez finalizado el periodo de marcacidn se agregaron 10 ml de solu
cidn isotdnica fria en cada vial y 10 ml de Clo,H 1,5% v/v para fijar las cg
lulas. Se lavd luego dos veces con el mismo acido y una vez con alcohol. El
vial se dejd secar antes de agregar 1 ml de C104H 5% v/v en cuya presencia
se calentd durante 1 h a 80°C. Una vez frio se contd agregando 10 ml de una

solucidn centelleadora que incluifa: Tritén X-100, 500 mg; PPO 8, 25 g; dime

til POPOP, 150 mg y tolueno 1000 ml.

24, TRATAMIENTO CON DEAE-dextran

El DEAE-dextrdn es un &ter policatibnico, producido del dextridn con un
PM promedio de 500.000. Entre los varios efectos que tiene sobre los sistemas

celulares figura la incorporacidn de macromol&culas como proteinas y polinu
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cledtidos por los cultivos. Se usd la droga de Pharmacia Uppsala-Sweden con
PM promedio de 2 x 10%, Se determind el tiempo Sptimo de contacto de esta
droga con el cultivo, que favoreciera la entrada de a-amanitina sin afectar
la morfologia celular. Asi la droga se agregd en los Gltimos 30 min de una
infeccidn de 2 hs en una concentracidn final de 500 pg/ml.

El cultivo se lavd luego dos veces con la solucidn fisioldgica tampona
da y se cubrid con 0,9 ml de Eagle sin suero y 0,1 ml de c-amanitina (de 100
pg/ml) o bien 0,9 ml de Eagle sin suero y 0,1 ml de la solucidn fisioldgica
en los ensayos control.

Se marcd el tiempo adecuado agregando la solucidn de uridina tritiada

y procesando segiin el punto 23,
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RESULTADOS

1. Aspectos bioquimicos de la replicacidn viral

En primer lugar se tratd de determinar la cinética de formacidén de RNA
viral especifico en la célula infectada en las primeras horas del ciclo de

multiplicacidn.

1.1. Incorporacidn de uridina-H? en el RNA total

Con el objeto de medir la incorporacidn de precursor marcado en el RNA
de células normales e infectadas se usd la técnica de marcacidn en viales se
gin se ha descrito.

Como la infeccidn de las c@lulas Vero M se realizd com virus provenien
te de cerebro de ratdn, sin purificar, como control normal se trabajé con c&
lulas no infectadas, las que fueron incubadas con un homogeneizado de cere
bro de ratdn no infectado durante 1 h, repitiendo el procedimiento de adsor
cidn, lavado, etc. a que se sometieron las c&lulas infectadas. En el experi
mento que se muestra en el Grifico 3 se trabajé con 1,3 x 10° células por
vial realizando pulsos de uridina-H3 de 10 uCi durante 30 min y determinan
do la cinética de incorporacidén hasta las 8 hs post-infeccidn.

Se puede observar que la infeccidn no altera el perfil de incorporacidn
de uridina-H3 en el RNA celular alin cuando se trabajé con una multiplicidad
de infeccidn de 20. Este resultado era en cierto modo esperado puesto que el

RNA especifico viral debe representar un porcentaje muy bajo del RNA total
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que resulta enmascarado por el RNA del huésped. Caracteristicamente se obser
va una incorporacidn inespecifica en las c&lulas infectadas y no infectadas
que es mixima a las 2 hs p.i., la que se encontrd reiterativamente en una se
rie de cuatro experimentos realizados en distintos momentos. Dicha incorpora
cidén se debe atribuir al cambio de medio después de la hora de infeccidn ya
que el mismo aumento se ha verificado si se agrega solamente Eagle con suero
al 3% para simular la infeccifn. Es atribuido por lo tanto a la metodologia
de trabajo, en la que después de infectar se retira el indculo, se lavan las
células y se agrega medio sin suero para marcar en forma eficiente el RNA.

Este aumento inespecifico va a dificultar todas las mediciones que se
deseen realizar durante la fase temprana de la replicacidn.

Es sabido que la cinética de aparicidn de RNA viral se puede detectar
entre los Picorna y Togavirus, por ejemplo, inhibiendo la sintesis de RNA ce
lular por el antibidtico Actinomicina-D que inhibe la transcripcidn.

En el mismo Grifico 3 se muestra la cinética de incorporacidn de célu
las normales e infectadas pero en presencia de 1 pg/ml de Actinomicina-D,
que se agregd junto con la marcacidén (Actinomicina-D + Uridina-H3). No apa
recen variaciones importantes entre los valores normales e infectados y la
inhibicidn de la incorporacidn varia entre 86 y 907 respecto de los valores
sin Actinomicina.

La cinética de las c€lulas infectadas también se vid afectada en la mis
ma forma por lo que es evidente que hasta las 8 hs p.i. no puede detectarse

sintesis de RNA viral utilizando esta metodologia.
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2. PARTICIPACION DEL NUCLEO CELULAR EN LA MULTIPLICACION DEL

VIRUS JUNIN

La primera indicacion que la integridad del niicleo celular era necesa
ria para la replicacidn del virus Junin se tuvo en 1971 cuando Coto, C. y
(31 . . s - .
Help, G demostraron que la irradiacidn de células con UV impide la mul
tiplicacidon del virus de NDV. En la actualidad la participacidn de distin
tas funciones nucleares en un ciclo de replicacidon se pueden estudiar con

el uso de inhibidores metabdlicos. Uno de los que elegimos fue la a~Amani

tina.

2.1, Alfa-amanitina

Los distintos estudios existentes sobre la accidn de la a-amanitina en
la multiplicacidn del virus de Influenza y su interaccidn con las enzimas de

la c€lulas nos llevd a elegir esta droga dentro de todas las Amanitinas cono

cidas.

2,1.1., Efecto de la a-amanitina sobre la multiplicacidn del virus

Junin, cepa XJ.Cl3 en c&lulas BHK-21

El polipéptido a-amanitina no atraviesa facilmente la membrana celular,
de manera que existen células cultivadas in-vitro que son aparentemente in
sensibles al tdoxico. Por esta razdén los primeros experimentos se realizaron
trabajando con cé€lulas BHK-21, donde ya estaba demostrado que existe trans

porte de 1la droga(lzzz
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Se usaron concentraciones de drogas desde 2 hasta 10 pg/ml, ya que con
centraciones mayores resultaron deletéreas para las c&lulas, las que cambian
ostensiblemente su morfologia a las 12 hs de contacto con el inhibidor.

Las células se infectaron con m.i. = 1 y el rendimiento de virus se mi
did en el sobrenadante de los cultivos a las 24 hs p.i.

Los resultados que se resumen en la Tabla 10, muestran que existe una
inhibicidn significativa y que esta es dependiente de la concentracidn. Comro
el miximo de inhibicidn respecto del control se obtuvo para 10 pg/ml, concen
tracidén que, como ya se dijo no es posible aumentar, se siguid trabajando

con ella en los experimentos posteriores.

2.1.2. Medida de la penetracidon de la droga en células Vero

Visto la inhibicidn de la multiplicacidn viral por. la presencia de a-ama
nitina en c@lulas BHK se decidid determinar si el mismo efecto se producia en
las células Vero M, ya que este es el sistema cominmente usado en nuestros ex
perimentos.

El proceso de penetracidn de la c—amanitina varia con el tipo de c&lulas
pudiendo resultar lento, disminuyendo asi la efectividad de la accidn inhibi
toria sobre el niicleo. Como control de la actividad de la droga en nuestros
experimentos se midid la actividad de RNA polimerasa II, que es afectada por
la o—amanitina en nlcleos purificados de células Vero, a través de la capaci
dad de dichos niicleos para sintetizar RNA in-vitro. Los niicleos se obtuvieron
a partir de células tratadas con la droga por distintos periodos de acuerdo a
lo explicado en Materiales y Métodos y luego se incubaron en las condiciones

adecuadas para medir actividad de RNA polimerasa II.



Tabla 10. Multiplicacidn del virus JunirsaZen células BHK-21 en

en presencia de of ~amanitina

Concentracidn de Titulo de virus Inhibicidn
droga , pg/ ml UFP/ml Z

o 650 0

2 500 23

5 420 65

10 60 92

(a) m.i.=1
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Los resultados que se muestran en la Tabla 11 indicarian una accidn inhi
bitoria total a partir de las 6 horas de contacto con la droga.

Debido a la combinacidn del tiempo prolongado de efecto miximo de la dro
ga (6 hs) y el largo ciclo de replicacidn viral se decidid determinar el efec
to de a-amanitina en c&lulas Vero infectadas pero por tiempos mayores.

Los cultivos de células Vero, se infectaron con virus Junin a m.i. = 1
con el objeto de medir el rendimiento en los sobrenadantes a las 24 hs y 48 hs
p.i., antes que comenzara a observarse la accidn citopatogénica. Segin la Ta

bla 12, la inhibicidn es mias importante a las 48 hs p.i.

2.1.3. Efecto de la a-amanitina sobre el virus VSV

La accidn observada. sobre el virus Junin podria deberse no a un efecto
directo sobre la replicacidn ‘al sino a una accidn sobre la célula huésped
que ocurriria debido al tiempo prolongado de contacto de a-amanitina con las
mismas, tiempo que es técnicamente necesario para poder medir un efecto sobre
la multiplicacidn viral. Por este motivo se estudid el efecto de la droga so
bre la replicacidén del virus VSV, cuya multiplicacidn se sabe que es indepen
diente del niicleo. Para esto se trataron las c@lulas por periodos mds prolon
gados con la droga y luego se infectaron.

Se observa en la Tabla 13 que la a-amanitina no inhibe la sintesis de
VSV (intra o extra celular), dentro de las 24 hs p.i. Tampoco se ve afectado
el rendimiento si se hace un pretratamiento de las cé€lulas por un periodo de
12 horas antes de la infeccidn lo que hace un total de 36 horas para el con
tacto de la droga con las c@lulas. En este caso existe un titulo menor de vi

rus en el control pues se usd menor multiplicidad de infeccidn.



Tabla 11. Actividad de RNA polimerasa II en la fraccidén nuclear

de cé&lulas Vero,tratadas con 10 ug/ml de &—amanitina

Horas de contacto CPM incorporadas / pg DNA / 15 min.
0 332
3 32
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(a)

Tabla 12 .Multiplicacidn del virus Junin en células Vero

(b)

en presencia de o —amanitina

Tiempo p.i. Control Tratado Inhibicidn
hs UFP/ ml UFP/ ml yA
24 3,0 x 103 2,1 x 102 93
4 3
48 2,1 x 10 3,0 x 10 98,6

(a) m.i.=1

(b) 10 pg/ml
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Tabla 13. Rendimiento de VSV en cé&lulas Vero(a) tratadas con

10 pg/ ml de of —amanitina

Virus Tratamiento Titulo de Virus Inhibicién
horas Control Tratado %
UFP/ ml
Libre P 0a 2 6,2 x 100 6,1 x 10’ 1,7
Asociado(c) 0 a 24 1,5 x 107 1,4 x 107 6,7
Libre -12 a 24 1,2 x 107 6,2 x 107 0

(a) m.i.=0,4
(b) obtenido del sobrenadante

(c) intracelular
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En consecuencia se puede concluir que la a-amanitina ejerce un efecto di

recto sobre la multiplicacidn del virus.

2.1.4, Estadio de la replicacién del virus Junin afectado por la droga

Para intentar determinar si el requerimiento de la transcripcidn nuclear
involucraba una funcidén temprana o tardia en la replicacidn viral, se agregd
a-amanitina en distintos momentos p.i., desde las 0 a 12 hs p.1i.

En la Tabla 14 se ve que la accidn mis significativa de la droga se ob
tiene en una etapa temprana del ciclo; mis adn si cuando el virus entra a la
célula ya se produjo la accidn inhibitoria de la droga. En efecto, el rendi
miento es solo del 2% cuando existe un pretratamiento de las células durante
7 hs, previo a la infeccidén. Asi también, cuando aumenta el nimero de ciclos
replicativos, en un rendimiento de 48 hs, por ejemplo, la inhibicidn es mucho
mis importante; 98% para el virus Junin (Tabla 12) y 997 para el virus Tacari

be (datos no presentados).

2,1.5. Accidn de la c-amanitina sobre el virus Tacaribe

Para averiguar si la accidn inhibitoria era una peculiaridad del virus
Junin o podia cumplirse con otros arenavirus, se midid el rendimiento de vi
rus Tacaribe en células BHK-21 y RK ;. Como se muestra en la Tabla 15 la ac
cidn inhibitoria es del mismo orden que la observada para el virus Junin,ce
pa XJ.Clj.

Todos estos datos sefialan entonces una participacién activa del nicleo

celular durante la multiplicacidén del virus Junin en una etapa temprana de



(a)

Tabla 14, Rendimiemto de virus Junin en células Vero tratadas

con & —amanitina por distintos periodos de tiempo

Horas de Tratamiento con Rendimiento de Virus (®)
~amanitina(10 ug/ml) % UFP respecto del control
7037 12 24

4
()

T

\
F ~ 7
- 4 20
- 4 31
. 4 68

(a) m.i. =1

(b) 24 hs p.1i.



Tabla 15. Efecto de la a-Amanitina sobre la multiplicacidn del

virus Tacaribe

CELULAS TITULOS(a) INHIBICION
CONTROL TRATADO(d) yA

paK-21¢P) 6,5 x 102 3,0 x 10! 95

rr-13() 2,9 x 103 2,0 x 102 94

(a) UFP/ml en el sobrenadante respectivo a las 24 hs p.i.
() m.i. = 0,1
(¢) mii. =1

(d) concentracién de droga 10 ng/ml
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la multiplicacidn. Gracias a que el efecto de a-amanitina es especifico so
bre la RNA polimerasa II resulta aparente que un mRNA celular juega algin

papel importante en la replicacidn viral.

2.2. Induccidn de RNA polimerasa II por infeccidn viral

Los experimentos realizados con la a-amanitina demostraron que el nicleo
tiene una activa participacidn en la multiplicacidn de los Arenavirus, por lo
que se tratdo de determinar el efecto de la infeccidn sobre la actividad enzi
matica nuclear.

Es conocido que las tres RNA polimerasas nucleares tienen no sélo distim
ta sensibilidad frente a la amanitina, sino también que pueden caracterizarse
en distintas condiciones de incubacién. Por ello se midid la actividad de RNA
polimerasas I y II en las fracciones nucleares de células normales e infecta
das con virus Junin, cepa XJ.Clj en distintos tiempos p.i., en condiciones ade

cuadas segin se indica en Materiales y Métodos.

Se probd la actividad polimerdsica en dos condiciones, con alta fuerza
idnica (Mn++ y NHZ) y con baja fuerza idnica (Mg++ y Na+) segin Lobban, P. y
Siminovitch, L.(66).

Los resultados que se muestran en el Grafico 4 indican que la RNA poli
merasa I se inhibe y no vuelve a sus valores normales en el tiempo estudiado.
En contraste la RNA polimerasa II se''activa" con un miximo alrededor de las
6 hs p.i.

La actividad de polimerasa II desciende a valores normales al comenzar
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la produccidn de viriones libres. Como la actividad especifica representada
podria variar seglin se expresaran las cpm por ug de DNA & ug de proteina se
hicieron ambas determinaciones para los niicleos aislados en todos los tiem
pos p.i. AGn cuando para varios virus a RNA, inclusive Influenza, se verifi
ca un "shutt off" en la sintesis de proteina celular durante la infeccidn,
en nuestro caso siempre se obtuvo un mayor contenido de DNA y proteina en
los niicleos infectados respecto de niicleos normales. Por lo tanto el aumen
to que se observa en el Grafico 4 no se debid a un descenso del denominador
usado para expresar la actividad especifica.

Estos resultados se correlacionan en forma indirecta, con la necesidad

de transcripcién nuclear temprana, para que ocurra la multiplicacién viral.

2.2.1. Inhibicidn de la incorporacidn de Uridina-H3 por efecto de

la a-amanitina sobre la RNA polimerasa II1

Otro modo de determinar la participacidn de la RNA polimerasa II en el
ciclo de replicacidn viral, es midiendo el grado de inhibicidn de la incor
poracidn de Uridina-H3 en un sistema libre de c&lulas conteniendo 1,6 ug/ml
de a-amanitina(117). Como la droga se combina quimicamente con la RNA poli
merasa II, la medida in-vitro refleja la participacién de la enzima en la
sintesis de RNA.

En estas experiencias se ensayaron los niicleos del experimento anterior,
en forma paralela a dichas determinaciones. La mezcla de reaccidn correspon
didé a la Seccidn 14 de Materiales y Métodos. Los resultados obtenidos se pre

sentan en la Tabla 16, donde se ve que en condiciones de alta fuerza idnica,



Tabla 16. Inhibicidn de la RNA polimerasa II en presencia de

ci—Amanitina(a) in-vitro
Horas p.i. Normal Infectado
A
2 92 100
4 45 97
6 no se hizo 100
12 82 0
18 100 90

(a) 1,6 ug/ml
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que permite medir la actividad de RNA polimerasa 1I, se encontrd siempre una
inhibicion importante, de mas de 80%, aunque el punto de 4 hs no mostrd tan
ta inhibicién. Los valores de 12 hs en el infectado pueden estar indicando
que la sintesis de RNA detectable se debe a una enzima. de origen viral. Cuan
do estas mediciones se realizaron en presencia de Actinomicina-D agregada al
sistema de incubacidén, se obtuvo un 100% de inhibicidn, corroborando que la

sintesis era atribuible a una RNA polimerasa dependiente de DNA.

2.3. Sintesis de RNA en niicleos de células infectadas en la etapa

temprana de multiplicacidn

El aumento de actividad enzimdtica correspondiente a RNA polimerasa II

deberia reflejarse en un aumento en la incorporacidn de uridina-H3 en el nd
cleo de c€lulas infectadas respecto a células normales que se veia enmasca
rado cuando se analizd la cinética de sintesis de RNA en toda la célula (Sec
cién 1.1. de Resultados).

Se infectaron células Vero (Vero-C) con virus Junin a una m.i. = 10. A
las 2 y 6 hs p.i. e inmediatamente después de finalizado el pulso de 30 min
(Seccidn 23 de Materiales y Métodos), se aislaron los niicleos de las células
infectadas y no infectadas, las que sirvieron como controles (Seccidén 7 de
Materiales y Métodos). Los resultados se presentan en la Tabla 17 en forma
comparativa con los valores de incorporacién de cé&lulas enteras procesadas

simultaneamente. Otra vez se comprueba que a las 2 hs p. i. hay una alta
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Tabla 17. Valores de Incorporacidn de Uridina tritiada en Nicleos

(a)

y Células Vero infectadas con virus Junin

Tiempo p.i. N.normal N.infectado Cél.normal Cél.infectada
hs CPM CPM
2 2.175(b) 1.169 30.742 27.760
6 1.957 2.758 7.610 8.915

(a) m.i.=10

(b) Promedio de 3 viales para las células y 6 viales para los niicleos
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incorporacidn inespecifica que sin embargo no se refleja en los niicleos: el
nicleo infectado incorpora un 4% respecto a la cé&lula total y el normal un 7%
respecto a su control.

Por otro lado, el incremento del 147 en las cuentas de las células infec
tadas respecto a las normales que se observa a las 6 hs p.i.,representa un 407
de aumento si lo que se comparan son los valores de los niicleos infectados res
pecto de los normales al mismo tiempo p.i. (2758 cpm frente a 1957 cpm)

El nficleo de las células normales incorpora a las 6 hs el 25,7% de la mar
ca en relacidn a la c€lula total, mientras que para las células infectadas el
valor obtenido es del 30,9%.

Se buscd encontrar alguna relacidén del aumento observado con la infeccidn
viral,por lo que se decidid determinar si la multiplicidad de infeccidn tenia
algin efecto sobre la relacidn de incorporacién entre niicleos y célula. Esta
vez se eligid como tiempo de trabajo 4 hs, momento en que se habia encontrado
que aumentaba la actividad de la RNA polimerasa II.

Los resultados se presentan en la Tabla 18. Es evidente que a baja multi
plicidad de infeccidn no se observan diferencias significativas de incorpora
cidn en nlicleos & células infectadas respecto a los controles,a pesar que ég
te se us® aproximadamente 100 veces mids concentrado en proteina de cerebro
normal. En cambio con una multiplicidad de 10, el valor de la incorporacidn
de niicleos respectc a célula es del 40% y a su vez el niicleo infectado incor
pora 1,6 veces mis cuentas que el niicleo normal. Estos son resultados simila

res a los obtenidos en el experimento anterior pero trabajando a las 6 hs p.i.




Tabla 18. Influencia de la m.i. en la incorporacidén de Uridina tritiada

en células Vero normales e infectadas con virus Junin, a las

4 hs p.i.
m.i. Células Ndcleos Ndcleos/ Células
CPM 7# CPM
1 95.739(3) 13.133 13
10 65.598 25.895 39
control 78.524 15.177 20

(a) Valor promedio de 3 viales.
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En este experimento las células infectadas con m.i. = 10, incorporan 0,88
de las células infectadas con m.i. = 1, en cambio esa relacidn en los nicleos
se invierte: los que estan infectados con mayor m.i. incorporan dos veces mis
que los que estdn infectados con menor m.i. Otra vez se muestra que la estimu
lacidn de la sintesis que se mide en los niicleos no se ve reflejada en la me

dida del RNA total sintetizado en las células infectadas.

2.3.1. Efecto de la c—-Amanitina sobre la sintesis de RNA

Los resultados obtenidos utilizando niicleos infectados aislados sefialan
una participacidn de la sintesis nuclear en todos los casos pero no en forma
diferenciada y neta. Como estos experimentos son ademas muy trabajosos se de
cidid determinar la participacidn del niicleo en la sintesis viral mediante el
uso de a-amanitina. El grado de inhibicidn en la sintesis del RNA es un refle
jo de la participacidn del niicleo en distintos tiempos p.i.

En primer término se determind la incorporacidn de uridina-H3 en pulsos
de 30 min en células Vero-C tratadas previamente con DEAE-dextrdn para favo
recer la entrada de a—amanitina (Gr3fico 5). La marcacidn se agregd en los Gl
timos 30 min de cada uno de los puntos marcados, los que est3n desde t = 0 en
presencia de a-amanitina.

Cuando se compara la incorporacién de uridina-H3 entre células infecta
das y controles entre las 4 y 7 hs p.i. se observa una coincidencia en el tra
zado de ambas curvas. Sin embargo, la incorporacidn en las células infectadas
es 1,3 veces mayor que en controles. Aln cuando en presencia de a—amanitina

la sintesis esti disminuida tanto en células infectadas como en los controles:



Grdfico 5
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Sintesis de RNA total en células Vero infectadas con

XJ-CL, !y tratadas con o¢-Amanitina (10 pg/ml )
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|

a) Los celuias se trataron con DEAE -dextrdn 500 pg /ml
durante los uitimos 30'de la infeccion.
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en las primeras se observa siempre que estid un 10% mas afectada.

2.3.2, Influencia de la duracidn del pulso

Como con esta técnica no se encontrd un tiempo preferencial de inhibicidn
se decidid variar el periodo de marcacidén en 1 h, 2 hs y 4 hs, a partir de las
4 hs p.i., con lo cual se mediria un RNA acumulado en los distintos intervalos
en presencia y en ausencia de la droga.

Se puede ver en el Grifico 6 que a las 5 hs y 6hs p.i., con RNA sintetiza
do entre las 4 y 5 hs para el ler pulso, y entre las 4 y 6 hs para el 2do pul
so, se revela una importante inhibicidn de la incorporacidn en las c&lulas in
fectadas en presencia de a—amanitina que no se observa en las células control.
Cuando el tiempo de marcacidn se alarga a 4 hs, los valores de todas las incor
poraciones decaen como si la uridina caliente se acabara.

Con este intervalo de marcacidn de 2 hs se realizaron otros experimentos
para lograr determinar el tiempo en que la inhibicidn por la droga era mixima
y asi resultd, segln se ve en la Tabla 19, que entre las 4 y 6 hs p.i., la me
dida acumulativa de RNA revela la mayor influencia por a-amanitina frente a
las cé&lulas normales., Dicha diferencia, sin embargo, no pasd del 10% tal como
se habia observado en el Grafico 4.

Es llamativo que la incorporacidn de uridina tritiada en presencia de la
droga respecto de los valores en su ausencia, son mids o menos coincidentes pa
ra las células control (que fueron tratadas con cerebro normal en los tres pun
tos considerados). En cambio el primer punto de las células infectadas presen

té los mismos valores de incorporacidon (Promedios de 7.389 cpm y 7.116 cpm) en
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Tabla 19. Incorporacidn de Uridina tritiada en células Vero infectadas

(a) (b)

,en presencia de Amanitina

~con_virus Junin ,.a distintos

tiempos p.i.

Tiempo p.i. Control Virus
horas y4
3a5 8a () 100
4 a6 86 77
Sal7 82 88
(a) m.1.=10

(b) 10 pg/ ml
(c) Los porcentajes se calculan respecto de los valores de incorporacidn

en ausencia de la droga,con pulsos de 2 hs.
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presencia y en ausencia de la droga. Esto indicaria que aci se estd midiendo
una sintesis de RNA que no es afectada por la a—amanitina.

El grado de inhibicidn entre las 4 y 6 hs, detectado por este método,
vuelve a ser de un 10% mayor en las cé&lulas infectadas respecto de las con

trol. Las primeras incorporan un 77% y las segundas un 86%.

3. Enzimas

La identificacidon de las mUltiples enzimas presentes en el viridn es una
herramienta Gtil para aclarar la forma de replicacidén de un virus, por eso en
este estudio sobre la estrategia del genoma del virus Junin, abordamos la ca
racterizacidn de dos enzimas endogenas: RNA polimerasa dependiente de RNA y

Nucledsido 5'-trifosfato fosfohidrolasa.

3.1. Actividad de RNA polimerasa dependiente de RNA en virus Junin,

cepa XJ.Clj3

En consideracidén que la RNA polimerasa dependiente de RNA del virus de
Influenza solo se detectd cuando en la mezcla de reaccidn estaba presente el

(89,108) y que la actividad para los distintos virus difiere se

idén manganeso
gin cual sea el catidn divalente presente en la mezcla, se probd la actividad
de replicasa en preparados virales purificados, segin el esquema A de purifi
cacidon manteniendo constante el catidn divalente y cambiando el monovalente.
El proceso de sonicacidn usado en el @iltimo paso del proceso de purificacidn

(Ver figura 3) debe ser controlado segin se indicd en la Seccidn 17 de Mate

riales y Métodos para que no disminuya la infectividad. Los resultados que
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se muestran en la Tabla 20 corresponden a una actividad medida durante 30 min
en presencia de GTP-H3. La actividad enzimitica no resultd alterada por la pre
sencia de los distintos cationes monovalentes en la mezcla de reaccidn. Por
otra parte si bien la enzima es activa tanto en presencia de Mg como Mn incor
pora mids marcacidén cuando hay Mg en el medio. Ademds si se mantiene constante
el catidén monovalente Na y se compara la actividad de acuerdo con el catidm di
valente hay un 20% de aumento en favor de la combinacidn Mg-Na.

Como se ha demostrado la eficacia de la accidén del ClNa en altas concen
traciones para eliminar las proteinas extrafias a los virus purificados en gra
dientes, y en consideracidn que la actividad medida podria estar afectada por
la presencia de hidrolasas (tanto nucledtido fosfohidrolasas como RNAsas) se
probd este tratamiento segin se ha descrito en Materiales y Métodos. Asimismo
se tratd de comprobar la asociacidon de la enzima con membranas quitando el de
tergente de la mezcla de reaccidn y la naturaleza del producto sintetizado,
con el agregado de RNAsa. Los resultados se presentan en la Tabla 2l donde se
utilizé virus purificado segiin el esquema B. Se observd que la carencia de uno
de los trinucledtidos anula la sintesis y que la presencia del detergente NP-
40 no es esencial para demostrar la existencia de la enzima, la que sin embar
go no se encuentra si el detergente es Tritdn N-101.

En esa misma tabla se observa que la enzima debe determinarse con mate
rial fresco, pues tanto el virus mantenido 12 hs a 4°C,como una semana a -70°C
practicamente no revela actividad.

Con respecto al tratamiento con ClNa si bien pareqeria ser efectivo pa
ra eliminar RNAsa no se ha verificado un espectacular aumento como se espera

ba. sino sOlamente un aumento de un 3,6 mas respecto del virus sin tratar.



Tabla 20. Requerimiento de cationes divalentes para la

actividad de RNA polimerasa

(a)

Mezcla de Reaccidn

CPM/ pg de Proteina

Con

Con

Con

Con

Con

C12Mg, sin C12Mn

ClZMn, sin ClZMg
(b)

(b)

(e)
4

Cl,Mn y ClNa

ClZMg y ClNa

Cl,Mn y CINH

2.136
1.306
1.700
2.040

1.400

(a)

(b)
(c)

Medida como incorporacidn de GTP—H3,durante 30 min,

Proteina viral: 500 ug. Titulo de Virus: 2,5 x 10

ClNa 25 mM.

ClNH4 25 mM.

6 UFP/ml
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Tabla 21. Requerimientos generales de la actividad de RNA polimerasa

en el virus Junin, cepa XJ—C13(a)
Mezcla de Reaccidn CPM / pg de Proteina
Completa(con Mg y Mn) 2,470
Sin virus 0
Sin GTP 140
Sin CTP 0
Sin NP-40 1.480
+ Tritdén N-101 (0,8 mg/ml) 0
+ RNAsa 370
Virus a 4°C 854
Virus a -70°C 0
Virus T(b) + Mezcla(c) 8..892

(a) Medida como incorporacidn de UTP—H3, durante 30 min. a 32°C.A
cada valor se le sustrae su correspondiente blanco(t=0Omin.)
(b) Virus tratado con ClNa

(¢) En esta mezcla se incluye NHZ 4,6 mM y Na+33 oM.
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3.2. Actividad de Nucledsido Trifosfato Fosfohidrolasas

La existencia de 5'~trifosfato hidrolasas, cuyo sustrato puede ser ATP,
con unaafinidad variable hacia los otros nucledtidos, ha sido ampliamente des
(13,43,54,80,116)

crita para virus a RNA & DNA . Estas enzimas actiian sobre un

nucledsido-5'-trifosfato en la siguiente reaccidn:
NTP + H0 —> NDP + P,

Como en nuestras determinaciones de replicasa en los preparados de virus
Junin,cepa XJ.Cl3, encontramos una marcada disminucidn en las cuentas de los
trinucledtidos después de realizada la incubacidn a 37°C, sospechamos la pre
sencia de una nucledtido fosfohidrolasa.

Para demostrar esta actividad enzimdtica se usd el mismo material proba
do en la determinacidn de RNA polimerasa dependiente de RNA: virus purificado
por precipitacidn con sulfato de amonio y posteriormente centrifugado en un
gradiente discontinuo de sacarosa (corresponde a la metodologia B del esquema
de purificacidn de la Fig 3).

Se ensayd en primer t&rmino, con un material viral congelado durante 15
dias a -70°C, la influencia de distintas mezclas de reaccidn, segiin se ha des
crito en Materiales y Métodos. Por otra parte se probd la importancia del de
tergente NP-40 en la mezcla, a una concentracidn final de 0,15%. De tal forma
se probaron las siguientes variantes:

a) Virus Junin tratado con detergente, en presencia de Mn & Mg,

b) Virus Junin sin tratar, en presencia de Mn & Mg.
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La incubacidn y posterior separacidn cromatogridfica de los productos de
la reaccidn se realizd seglin se ha descrito. En el Grdfico 7 se resume la ac
tividad de hidrolasa, de acuerdo con las diferencias en las cuentas obtenidas
para las zonas de trinucledtido y dinucledtido en el tiempo 0 de incubacidn y
una vez concluida la misma (t = 30'). Se reveld la actividad enzimitica cuan
do la mezcla contenia Mg y virus sin tratar con detergente (Grafico 7-A) y ac
tividad dudosa en presencia de Mn y virus tratado con detergente (Grafico 7-B)
ya que en este {ltimo caso las variaciones entre el porcentaje de trinucledti
do que disminuye cuando se compara t = 30.y t = O; respecto del porcentaje de
dinucledtido que debiera aumentar si hubiera actividad hidrolitica no resultd
muy marcado. El resto de las combinaciones dio resultados negativos.

Suponiendo que no fuera necesaria la presencia de detergente para reve
lar actividad de nucledtido fosfohidrolasa, se probd la actividad de un.mate
rial viral congelado durante 50 dias, aumentando el tiempo de incubacidn a
60 minutos y utilizando como cationes Mn & Mg.

Los porcentajes calculados se representaron en el Grdfico 7-C, revelan
dose actividad enzimatica con una disminucidn de GTP y un concomitante aumen
to de GDP en t=60"' s6lo en la mezcla que tenia Mg. El ensayo hecho con Mn
no se graficd pues no se pudo deducir del mismo la existencia de actividad
GTPasica.

Con el fin de realizar los correspondientes controles se compard la ac
tividad hidroldsica de preparados virales obtenidos de sobrenadantes de célu
las infectadas con preparados "control" obtenidos de sobrenadantes de células

sin infectar que recibieron igual tratamiento. El contenido en proteinas del
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material viral fue de 5 mg/ml y en el material control 1,5 mg/ml. En este ca
so el pellet obtenido de la primera parte del proceso de purificacidn estuvo
durante 60 dias a -70°C. El procesamiento de los valores obtenidos una vez de
sarrollado el cromatograma fue algo laborioso, segin se indicé en 2.1. La pre.
sencia del dinucledtido originado por la actividad hidrolitica a los 60 min
de incubacifn, se reveld en un drea que aparece por debajo de las abcisas (Grid
fico 8). La integracidn griafica de las areas que se encuentran por debajo de
las curvas demostrd que la actividad enzimatica para las fracciones normal e
infectada, en presencia de Mg vy NH4 simultineamente son del mismo orden. La
mezcla de Mn-NHA did resultados que no se pudieron interpretar.

La existencia de actividad de 5'-nucleotidasa en esta interfase corres
ponde,por lo tanto, a una actividad contaminante celular, ya que también se
detectd en el material que no tenia virus, y puede provenir de c&lulas rotas

que quedan en el sobrenadante del que se parte en el proceso de purificacidn.
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Grafico 8
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DISCUSION

A pesar que existian estudios realizados por Coto, C. y col.<28) y Pfau
Ch. y col.(gl) que demostraban la dificultad de detectar sintesis de RNA vi
ral en células infectadas con un Arenavirus, se considerd la posibilidad que
aumentando la multiplicidad de infeccidn se consiguiera revelar la cinética
de sintesis de RNA viral. Para esto se desarrolld el método de cultivo de cé
lulas en viales de centelleo que permite trabajar sin pérdida de material y
a una multiplicidad entre 10 y 20 veces mayor que la cominmente usada. No se
encontraron diferencias significativas entre las curvas de incorporacidn de
células normales e infectadas (Grafico 3). S8lo se observd un aumento de in
corporacidon importante a las 2 hs p.i. que hemos considerado inespecifico,
tanto en células normales como en infectadas y que puede ser atribuible al
proceso que sufren las cé&lulas en el momento de agregar la marcacién, hecho
también observado en otros sistemas celulares (R. A. de Torres, comunicacidn
personal). Cuando se realiza la incorporacidn en presencia de Actinomicina-D,
que permite la deteccion de RNA viral en los Picornaviridae, tampoco se ob
servan diferencias significativas, ya que la inhibicidén de la incorporacidn
en las células controles es del 86%Z y en las infectadas del 90% respecto de
los valores en ausencia de la droga.

En consecuencia no ha sido posible determinar por esta metodologia la

sintesis de RNA viral, ya que queda enmascarada dentro del '"background" de

RNA celular, agravado por el hecho de un temprano aumento inespecifico.
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Necesidad de la funcionalidad del nilcleo celular para la replicacidn

viral

La mayoria de los RNA virus multiplican con total independencia del ni
cleo celular. Sin embargo como ya se explicd en Introduccidn existian eviden
cias de una participacidn activa del niicleo celular en la multiplicacién de
los Arenavirus. Los resultados obtenidos por nosotros con la a—amanitina
aclaran,sin duda, esta participacidn. La accifn inhibitoria de la oa-amaniti
na sobre la multiplicacidn del virus Junin, es concentracidn dependiente en
células BHK-21, aunque la relacidn no es estrictamente lineal, ni fue posible
usar una concentracidn de droga mayor de 10 pg/ml sin que resultara afectado
significativamente el metabolismo celular. Se han usado sin embargo concen

71,11 64
( 0)y (64)

traciones mayores con el virus de Influenza Pichindé . De acuer

do con los resultados de la Tabla 10, elegimos la concentracidn de 10 ug/ml
responsable de la midxima inhibicidn, para trabajar en c&lulas Vero. Como no
teniamos datos del proceso de entrada de la droga en estas células y en con
sideracidon que la RNA polimerasa II es la enzima blanco de la misma, se mi
did su actividad en niicleos aislados de células Vero, para distintos tiempos
de tratamiento con 10 pg/ml de a~amanitina (Tabla 11), obteniéndose un 90%
de inhibicidn a las 3 hs de contacto y un 100% de inhibicidén a las 6 hs p.i.
Este porcentaje se considerd satisfactorio ya que otros investigadores ha
bian comunicado un 63% de inhibicidn de la actividad de la polimerasa con 5

(110)

ug/ml de droga y 1 h de contacto en células CHO . En base a estos resul _
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tados se considerd que la droga ejerce su maximo efecto inhibitorio después
de estar en contacto con las células por mids de 6 hs, lo que se refleja en el
mayor grade de inhibicidn de la multiplicacidn del virus Junin con un pretra
tamiento de 7 horas (Tabla 14).

Otra interpretacidn del mayor efecto inhibitorio observado podria basar
se en un dafo celular. Sin embargo el metabolismo de la célula huésped no es
afectado, ya que el virus VSV pudo multiplicar con igual eficiencia en ausen
cia que en presencia de la droga, ain con un tratamiento de 12 hs antes de
la infeccidn (Tabla 13). En consecuencia podemos postular que la a-amanitina
ejerce un efecto directo sobre la multiplicacidn de los Arenavirus Junin y
Tacaribe (Tabla 15) y que la sintesis de RNA mensajeros celulares es un re
querimiento para la renlicacidn normal de estos virus. Agregando la droga a
distintos tiempos p.i. se tratd de determinar si dicho requerimiento ocurre
durante todo el ciclo o s8lo en la primera etapa. Los datos de la Tabla 14
indican que el rendimiento del virus Junin resulta menos afectado si se de
jan transcurrir entre 7 y 12 hs después de la infeccidn sin tratamiento con
la droga. Sin embargo debido a la lenta velocidad de penetracidn, es dificil
asegurar con precisidn el momento en que la a—amanitina ejerce su efecto. A
pesar de esto nunca se alcanzd el 100% de rendimiento viral en cultivos en
los que se agregd la droga en una etapa tardia p.i., lo que podria interpre
tarse como la necesidad de transcripcidén del DNA celular durante todo el ci
clo de replicacidn. Esto marcaria una importante diferencia con el virus de
Influenza, ya que en este la adicidn de la droga a lasl,5 hs p.i. no afecta

la transcripcidn del RNA viral. La exacta determinacidén de este periodo se
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realizé recientemente por medio de un sofisticado y trabajoso método bioqui

(71)

mico, pero ya habia sido sugerido por Mahy et al , de acuerdo con el tiem

po en que el agregado de la droga no afecta al rendimiento de virus extrace
lular.

En base a que el efecto inhibitorio que ejerce la c-amanitina se mani
fiesta sobre los virus Junin y Tacaribe en varios sistemas (Tabla 15) queda
ria probado, junto con los datos ya discutidos que el efecto es especifico
sobre la replicacidn viral. Podemos agregar que con esta serie de experimen
tos se ha establecido una similitud de comportamiento entre los virus Junin
y Tacaribe, a nivel molecular, tal como ocurre con Influenza A y B, que no
ha sido descrita anteriormente.

(64)

Leung ha demostrado que en cé&lulas infectadas con virus Pichindé

existen tres polipéptidos virales los que en presencia de a-amanitina se re
s i ) . . . . . (63)

ducen significativamente. Trabajos posteriores del mismo investigador
obtenidos con el virus Pichind&, confirmaron que no es la replicasa viral
el blanco de la accidn de la droga. Todos estos resultados indican que la

transcripcidén de algunos genes celulares son un prerequisito para la trans

cripcidn y replicacidon de los Arenavirus.

Induccidén de RNA polimerasa II por infeccidn viral

Existen virus a RNA que no afectan las enzimas celulares, ain cuando
las puedan utilizar en su multiplicacidén y en contraste existe otro grupo

que las inhibe pronunciadamente.



113

En el caso de los Arenavirus alin cuando no conocemos ningin estudio so
bre una variacidén en la actividad enzimi3tica celular, estudiamos la actividad
de las RNA polimerasas, una vez que demostramos la accidn de la a-amanitina
sobre la multiplicacidén de este grupo. Nuestras determinaciones se concentra
ron en las RNA polimerasas I y II, que se diferencian por su sensibilidad fren
te a la c—Amanitina, asi como por las condiciones de la mezcla de incubacidn.

Los resultados del Grafico 4, muestran que la actividad de sintesis de

. .. . co + +
RNA medida en condiciones de baja fuerza idnica (Mg y Na ) de la cual es
responsable la RNA polimerasa I, disminuye respecto del valor que se obtiene
en los niicleos aislados de células normales. La inhibicidn se mantiene a lo
largo del periodo de 12 hs p.i. En contraste la actividad medida en condicio

P +t + .

nes de alta fuerza idonica (Mn y NH4) revela un importante aumento alrededor
de las 6 hs p.i. Esta activacion desaparece cuando comienza la produccidon de
viriones libres.

Es interesante destacar que también en las c&lulas infectadas con el vi
rus de Influenza se ha encontrado una disminucidn de la actividad correspon
diente a la RNA polimerasa I, de ubicacidén nucleolar, por debajo de los valo

a7n . . -
res normales . Como para este virus se ha descrito un antigeno nucleolar
(36) - - . 4 - . - I3
que participa de la replicacidn, seria interesante saber si el mismo fe
nomeno existe en el caso del virus Junin.

La actividad transcripcional aumentada en las c&€lulas infectadas con vi

rus Junin puede deberse tanto a un aumento en la habilidad catalitica de la

RNA polimerasa, la que por ejemplo puede estar modificada por el virus, como
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a una alteracidn en la disponibilidad del templado. En el caso de las célu
las tumorales se ha descrito una proteina (Factor S II) que estimula la ac
tividad de la RNA polimerasa II sobre el DNA nativo como templadec. Como es
ta enzima de ubicacidn nucleopldsmica transcribe los RNA mensajeros celula
res, nuestros resultados sugieren que serian necesarios en la replicacidn
del virus Junin especies de dichos RNA en tiempos tempranos p.i. La parti
cipacidn de la RNA polimerasa II es sugerida también por los datos de la Ta

bla 16.

Sintesis de RNA nuclear

En la blisqueda de otro parametro bioquimico que se correlacionara con el
aumento de actividad correspondiente a RNA polimerasa I1I, analizamos la sin
tesis de RNA nuclear en una etapa temprana p.i. El aislamiento de los niicleos
inmediatamente concluida la marcacidn permitié observar que en ellos no se
detecta el significativo aumento en la incorporacidn celular (Grafico 3) que
habia sido atribuido al procesamiento entonces utilizado. En este caso (Ta
bla 17) ambos niicleos, normal e infectado, incorporan porcentajes equivalen
tes respecto del total incorporado por la célula (7% y 4% respectivamente)

a las 2 hs p.i. También son equivalentes los porcentajes a las 6 hs p.i. (25%
y 30%) pero en este tiempo la diferencia que no se detecta en el RNA total
celular, aparece claramente en el RNA sintetizado en los niicleos: los niicleos

infectados incorporaron un 407 m3s que los niicleos normales.
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Tratando de correlacionar este aumento con el proceso de infeccién vi
ral y considerando que la actividad de RNA polimerasa II comenzaba a aumen
tar entre las 4y 6 hs p.i., se eligié el tiempo de 4 hs para medir la in
fluencia de la multiplicidad de infeccidn en la incorporacidn de uridina tri
tiada (Tabla 18). Es de destacar que la diferencia de incorporacidn observa
da en la sintesis de RNA total, para m.i. = 1 no se detecta en el RNA sinte
tizado por la fraccidn nuclear. Los de menor multiplicidad de infeccidn in
corporan un menor porcentaje de uridina tritiada en la fraccidn nuclear res
pecto de su total en la célula. Es decir que la medida de este {iltimo pard
metro no solo no refleja lo que ocurre en la fraccidn nuclear sino que es
francamente opuesto. Para una mayor multiplicidad de infeccifn, se detecta
una mayor sintesis de RNA en los nicleos.

Si es el niicleo el lugar donde hay que estudiar la sintesis de macromo
léculas inducidas por el virus, es importante investigar si la a-Amanitina
influye en forma diferencial sobre la sintesis de RNA en las c&lulas infec
tadas a lo largo del proceso de infeccidn. Esta serie de experimentos se di
ferencian de aquellos en los que se midid el rendimiento de virus en presen
cia de amanitina, en que se sometieron las cé&lulas a un tratamiento previo
con DEAE-dextran para permitir la rapida entrada de la droga. El tiempo ele
gido estuvo entre las 4 y 7 hs p.i.

Se observa que el tratamiento con la droga produce una mayor inhibicidn
en las c€lulas infectadas que en las control, de modo tal que las curvas de
incorporacidn correspondientes se invierten en presencia de la droga (Grafi

co 5). Los porcentajes de inhibicidn calculados en las c&lulas normales coin
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ciden con los encontrados por otros investigadores en las células Vero, pero
el andlisis del Grafico 5 parece indicar que el porcentaje de inhibicidn en
las c&lulas infectadas varia en funcidn del tiempo p.i.

Con el objeto de detectar mejor este grado diferencial de inhibicidn se
decidid medir un RNA acumulativo en tiempos posteriores a las 4 hs p.i. No
se midid antes de dicho tiempo ya que la sintesis inespecifica observada en
el Grafico 3 (y reflejada también en el Gridfico 5) podia confundir los resul
tados. Un pulso de 2 hs (Grafico 6) permite detectar también un grado de inhi
bicidn cercano al 30% en presencia de a-Amanitina respecto del control sin la
droga. Los pulscs de mayor tiempo no dan resultados interpretables probable
mente porque el efecto de la degradacidn es mds importante que la sintesis.

Trabajando con un intervalo de marcacidn de 2 hs se decidid determinar
los porcentajes de incorporacidn de uridina tritiada entre las 3 y las 7 hs
p.i. En la Tabla 19 se resumieron dichos porcentajes, calculados en presen
cia de la droga, respecto de los valores de incorporacidén que se obtienen en
su ausencia. En todos los puntos del ensayo control se encuentra un grado de
incorporacidn equivalente. En cambio en los cultivos infectados con virus Ju
nin parece existir entre las 3 y 5 hs p.i. una sintesis de RNA no dependiente
de c-amanitina que podria ser especificamente viral. El maximo de inhibicidn
por accidn de la droga estaria entre las 4 y 6 hs p.i.

Estos datos coinciden con la sintesis aumentada de RNA polimerasa II a
las 6 hs p.i. (Grafico 4). Dicha enzima se relacionaria directamente con la

sintesis de RNA dependiente de a-Amanitina, detectada en los distintos pul

sos, alin cuando otros investigadores proponen que la contribucidn de la RNA



11

polimerasa en CEF, para medir sintesis de RNA a través de la incorporacidn

(71)

de Uridina-H?® no es muy importante . En este aspecto los experimentos rea
lizados con pulsos de 2 hs parecen ser m3s precisos que los enzimidticos, pues
ya entre las 5y las 7 hs p.i. (Tabla 19) los valores de incorporacidn en pre
sencia de a-Amanitina equivalen a los de un material normal, hecho no visible
en el grafico de las actividades enzimiticas. Es probable que a las 8 hs p.i.
exista alin enzima activa con un templado externo, como aparece en el Griafico
4, que sin embargo no actiie en el proceso de replicacidén, influenciada por
ejemplo por algiin mecanismo de regulacidn. De todas maneras la metodologia de
los pulsos proporciona datos indicativos y es probable que se necesiten utili
zar DNA complementario al mRNA para detectar especificamente la sintesis de

(72)

los RNA atribuibles al virus .

Enzimas asociadas al viriodn

RNA polimerasa dependiente de RNA

Los Arenavirus se clasifican entre los virus que tienen un RNA de polari
dad negativa y por lo tanto deben tener una transcriptasa asociada al viridn.
La deteccidn de esta enzima ha sido extremadamente dificultosa para los

distintos integrantes del grupo ya que s6lo se ha encontrado en el virus Pi
~(22
£(22)

v

chind . Los datos que se presentan en la Tabla 20 sugieren fuertemente
que también estd@ presente en los viriones de Junin. Para arribar a esta con

clusidn fue necesario tener en cuenta distintas consideraciones.



118

Una de ellas es la cantidad de proteina viral fresca de que se dispone,
y otra es la cantidad de nucledtido marcado presente en la mezcla de reaccidn.
Con respecto al primer punto consideramos que sblo un 17 del total de protel
nas corresponderia a la replicasa buscada, por lo que se tratd de perfeccio
nar el método de purificacidn que proporcionara la mayor cantidad de protei
na viral en el menor volimen posible.

Cuando se sometid el virus purificado segiin se indicd en Materiales y
Métodos al proceso de cromatografia en columna de Sephadex G-25, no se per
did la infectividad, pero la dilucidn a la que se sometid la muestra llegd
a ser de 1:5, segilin el volimen de virus sembrado. Por lo tanto este proceso
cromatografico se reservd para ser utilizado en los casos en que el volimen
inicial de virus que se disponia era mayor de cinco litros.

Con respecto a la cantidad de nucledtido caliente que se incorpord al
RNA sintetizado, el andlisis de los datos proporcionédos por los distintos
investigadores, nos llevé a disminuir la dilucién del trinucledétido con la
cual se comenzaron a hacer las determinaciones. Asi, mientras para el virus
de Influenza basta con 10,5 u para los virus VSV y NDV se usa 1 mu. En nues
tro caso una dilucidn del orden de 1:5 de la solucidn de GTP original deter
mind que se pudiera agregar a la mezcla de incubacidn sélo 890 pmoles.

Otro aspecto importante es la existencia de RNAsa contaminante, la cual
es comUnmente inhibida en las t&cnicas de aislamiento de polisomas, por ejem
plo con policationes como sulfato de polivinilo o sulfato de dextran. Como

se ha visto que las RNA polimerasas virales también son afectadas por la pre
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7 .
(50,57) resulta peligroso el uso de estos inhibi

sencia de dichas sustancias
dores. Como alternativa recurrimos al agregado de RNA externo, que aunque
no actila como patrdn para la replicasa puede ser usado como sustrato prefe
rencial de la RNAsa (Seccidn 18 de Materiales y Métodos). Con tal fin en al
gunos experimentos se agregd RNA de levadura purificado sin lograrse resul
tados satisfactorios.

La temperatura optima que se usa en la determinacidn de RNA polimerasa
dependiente de RNA es variable, depende del virus con que se trabaje y de
los cationes incluidos en la mezcla de reaccidn. Asi Skehel, J.(52)' encon
tré una temperatura optima de 40°C para la enzima del virus de Influenza,
usando Mn como catidn. Como también debe tenerse en cuenta la accidn de la

(117), y que en el caso de

RNAsa, que aumenta su actividad por encima de 30°C
los Mixovirus alcanza a hidrolizar un 15% del RNA total a menos de 30°C,
adoptamos una temperatura intermedia de 32°C y un tiempo de incubacidn de 30
minutos. También la actividad polimerdsica del virus Pichindé es mayor a
32°C(22).

Con todas estas consideraciones tenidas en cuenta (proteina viral, can
tidad de trinucledtido marcado, existencia de RNAsa contaminante), aborda
mos la caracterizacidn de los cationes divalentes necesarios para determi
nar la actividad de la enzima. El idn Mg++ proporciona una mayor actividad
tanto para la mezcla de reaccidn comin como para su combinacidn con Néf,frqg

te al otro catidn divalente probado (Mn++) (Tabla 20). Pero las diferencias

de los valores de incorporacidn son del orden de 30% en contraste con la ac
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tividad de la polimerasa de VSV que requiere iones Mg no sustituibles por Mn.
. .t + - .
De los dos cationes monovalentes probados, Na'y NHA, el mas efectivo parece
ria ser el primero.
Al realizar estas determinaciones se considerd el posible arrastre de
iones amonio, que pudieran quedar en el preparado de virus e interferir con
la actividad enzimidtica. Para establecer la presencia de este idn se aplicé

(39)

la reaccidn de Berthelot por considerarse una de las m3s sensibles. El
resultado,probado con virus tratado con ClNa y conservado durante un mes a
-20°C, fue negativo, descartindose asi una contribucidn de i1dn amonio a la
mezcla de la reaccidn.

En la Tabla 21 se observa que la mezcla completa incluyd los dos catio
nes divalentes,hecho que en virus de Influenza, cepa WSN, aumenta la activi
dad. Si se saca el idn Mn, como se observé en la Tabla20, no varia mucho
la actividad medida, en cambio sI se reduce totalmente si se sacan GTP o CTP
de la mezcla de reaccidn. En el caso de la RNA polimerasa del virus Pichindé
la incorporacidén decrece tanto si se saca el ién Mn como el Mg(zz).

Con respecto al detergente NP-40 se verificS un 60% de accidn enzimati
ca si se elimina de la mezcla, procentaje que puede representar la actividad
presente en los viriones rotos durante el proceso de purificacidn. Este de
tergente puede ser reemplazado por bromuro de trimetil-cetil amonio (datos
que no se muestran), pero no por lisolecitina o Tritdén NP-40 ya que en estos
dos Gltimos casos los resultados son negativos.

La poca incorporacidn detectada cuando se agrega RNAsa a la mezcla de

reaccidn, sefiala que la actividad enzimdtica puede corresponder a una RNA po

limerasa.
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Este Gltimo ensayo no es propio de esta enzima solamente ya que los da
, (63) - . .. .
tos aportados por Leung, W. sefialan que existen 3 actividades de polime
rasas en Pichindé, todas las cuales son sensibles a RNAsa y resistentes a
DNAsa y Actinomicina D.
- . A . . ++ .
Asi existe una poli U polimerasa (dependiente de Mg ), una poli A po
. . + Lo . -

limerasa dependiente de Mn y una actividad de transcriptasa que actla co

4+ ++ . . .. . -
mo Mg y Mn . Las dos primeras se corresponden con una actividad polimerd
sica de las células normales, que estdn asociadas a los ribosomas de los A
renavirus.

La actividad de RNA transcriptasa segiin este autor debe determinarse
sobre la ribonucleoproteina obtenida de gradientes de sacarosa, para elevar
a un minimo la actividad de ribonucleasa la que existe en el virus tratado
con detergente. También aconseja usar siempre virus fresco, ya que las otras
dog actividades de polimerasa son relativamente mias estables,

Sin embargo la actividad especifica de transcriptasa del virus Pichin

s . X . (63)
dé sigue siendo baja cuando se compara con la de VSV. Los valores corres
ponden a 15 pico moles/mg de proteina a partir de la preparacidn de ribonu
cleoproteina y el mdximo valor obtenido por nosotros fue de 13 pico moles
por mg de proteina en el virus total.

Estos valores a pesar de ser bajos estan en el rango de actividad aso
ciada al virus de sarampidn, paperas o rabia. Comparando con la transcripta
sa del virus de Influenza cuyo producto complementa en un 95% con el RNA vi

ral, solamente el 23% del gencma de Pichindé es transcripto por la enzima,
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por lo tanto se supone que existe algin factor en las células infectadas,
que estd ausente en el viridn. Esta Gltima posibilidad también fue conside
rada por nosotros,de alli que en una serie de experimentos se agregd al sis
tema de reaccidn un extracto de citoplasma de células infectadas (datos no
presentados), pero los resultados no resultaron satisfactorios.

También se ha propuesto que la actividad de RNA polimerasa puede verse
dificultada si existen fosfodiesterasas(63).

La actividad de NTPasa puede ser una de las funciones de una enzima que
también actla como fosfodiesterasa, hidrolizando el grupo R—O—P0; .

En nuestros preparados de virus Junin probamos que la actividad de NTP-
asa existe y por lo tanto podria contribuir también a dificultar la determi
nacién de transcriptasa.

El virus Junin entonces aparte de la NTPasa puede tener una RNAsa, una
poli-U y poli-A poliﬁerasa, tal como ocurre con Pichindé.

Los resultados aqui presentados coinciden en una accidn de transcripta
sa pues:

a.— la sintesis ocurre si los 4 trinucledtidos estian presentes, la omisién
de uno de ellos disminuye dristicamente la incorporacidn.

b.- la sintesis se anula cuando no se usa virus fresco. Si la actividad me
dida inicialmente hubiera sido la de poli-U polimerasa no hubiéramos obser
vado la influencia de congelamiento a —70°C(63).

Para completar el estudio seria necesario probar que la polaridad del

RNA sintetizado in-vitro es complementaria a la del viriédn.
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Nucledsido 5'-trifosfatasa

Las enzimas responsables de la hidrdlisis de los sustratos de la RNA PO
limerasa a sus derivados difosfatados, han sido localizadas y ampliamente es

tudiadas para algunos virus,
. (54) .. -
Para el Reovirus se ha postulado que la actividad de NTPasa estd aso
ciada a la misma proteina que tiene accidn de polimerasa. Asi como en los Deo
.. (43) . . . -
Xivirus se supone que una ATPasa participa de la regulacidn de los proce
sos de replicacidn del DNA y la transcripcifn, también para los virus a RNA
de doble cadena se relaciona la actividad ATPasica con el procesamiento del
RNA mensajero, probablemente a través de la regulacidén de la actividad de la
RNA polimerasa.

En nuestro caso los primeros ensayos hechos para determinar la actividad
de replicasa. daban cuentas muy variables en el punto equivalente al tiempo
cero de incubacidn (t = 0), para varias series de experimentos con distintos
componentes en la mezvla de reaccidn, por lo que sospechamos la accién de una
NTPasa que destruyera el trinucledtido que se usaba para marcar y que de algu
na forma compitiera con la actividad que se queria determinar. Los resultados

- - * * . H - .
muestran que dicha actividad existe en presencia de Mg y NH4 (Grafico 7).
En el caso de la ATPasa de para Influenza, también el idn Mg es mas efectivo
++ . .
que el Mn  y tampoco es necesaria la presencia del detergente.
La presencia de una hidrolasa que destruya el sustratc de la polimerasa
. . - - - . (54)
provee un mecanismo de regulacidn de la actividad de esta Gltima , por eso

es comin la necesidad de un sistema regenerador de trifosfato si se quiere

una sintesis continua de RNA.
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Segin se deduce del gridfico 8 la actividad de GTPasa en el virus Junin
también se encuentra en la fraccién normal, por lo tanto la enzima es produc
to de la contaminacidn celular y no se encuentra en el virién. El hecho que
no se necesite la ruptura de las particulas virales con detergente para de
tectar la actividad hidrolitica indicaria que las enzimas se localizan en la
superficie del virus Junin y esto tambi&n sugiere su origen celular. Asimis
mo en el caso de Influenza A la contaminacién celular que no alcanza al 1%
de proteina, en particulas altamente purificadas, es responsable de activi
dad de fosfohidrolasa y RNAsa(83).

Por una parte concluimos que se necesita una purificacibén mas rigurosa
del virus para determinar la RNA polimerasa, pero tampoco se puede excluir
la posibilidad que el virus incorpore dicha enzima de la c&lula huésped an
tes o durante el proceso de brotacidén. En este caso s6lo un exhaustivo and
lisis de la actividad e inhibiciSn en presencia de distintos iones y el gra
do de afinidad respecto de los nucledtidos podria determinar univocamente

si la enzima es un contaminante celular o estd codificado por el genoma vi

ral. Consideramos que dichos estudios no eran el objeto de este trabajo.

Distintos aspectos del compromiso celular en el proceso de

- - - -
replicacion viral

Para el caso del virus Junin, asi como para el resto de los Arenavirus
no existen suficientes estudios sobre los pasos secuenciales de la replica

cidn, ni los lugares donde ocurre la transcripcidn. Sin embargo hemos elabo
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rado un diagrama para resumir los datos aportados por este trabajo de Tesis,
asi como los de este laboratorio, intentando explicar la relacidn del virus
Junin con las células Vero.( Figura 5 )

La dependencia con la funcidn nuclear, determinada por la a—amanitina
se establece en forma fundamental entre las 0 y 6 hs p.i. Como no podemos
descartar la influencia de la sintesis de mRNA celular en el resto de las
etapas de la multiplicacién viral, suponemos que después de las 6 hs p.i.
el requerimiento es menor, Esta Ultima conclusidn deducida a partir de la
produccidn de particulas virales en presencia de a-amanitina agregada en
tiempos tardios p.i., coincide con la probable existencia de una proteina
celular requerida en el proceso de maduracidn (Seccidn 2.4.2. de Introduc
cidén). Cuando se quiso ajustar el tiempo de dependencia a través de expe
rimentos mis precisos, usando DEAE-dextran y pulsos de dos horas para medir
la sintesis de RNA, resultd por una parte confirmado el periodo de maxima
inhibicidn entre las 4 y 6 hs p.i. Pero también se detectd una sintesis de
RNA no influenciada por a-amanitina entre las 3 y 5 hs p.i. Este RNA acumu
lativo podria representar una sintesis de RNA viral que no se revela en pul
s0s8 cortos y queda enmascarado por el celular. En la misma figura 5 hemos
incluido el proceso de salida de la particula viral como un paso que lleva
un total de 6 horas, segin los datos provistos por Leén, M.(GO).

También hemos intentado correlacionar la sintesis de mRNA viral, con
los procesos que normalmente ocurren en la célula, a través del estudio de

la accidn de la cordicepina sobre la multiplicacidn del virus Junin.
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Figura 5

Eventos actualmente conocidos en la multiplicacion

virus  Junin
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La adicidn de un segmento de poli-A al RNA heterogéneo nuclear, es un
evento que ocurre normalmente en el niicleo de la célula de mamiferos una vez
completada la transcripcidn y la cordicepina lo bloquea de manera tal que
las moléculas de mRNA no llegan al citoplasma.

El estudio con esta droga se inicid buscando una concentracidén que no
afectara la morfologia celular en un periodo de 24 hs, que es cuando se mi
den de rutina los rendimientos de los sobrenadantes. Una concentracidn de
50 pg/ml de cordicepina, determind un 66% de inhibicién en la sintesis de
RNA total celular, después de 6 hs de tratamiento con la droga. Esta inhibi
cidon se considerd satisfactoria, segin resultados publicados por Darnell(34).
Cuando se midid el grado de inhibicidn sobre las distintas lineas de célu
las Vero que estaban en este laboratorio, se encontrd que la misma dependia
de la historia previa y del estado metabdlico de las células, tal como se

(98)

habia observado en otros sistemas celulares . En nuestro caso la multi
plicacidn viral a las 24 hs p.i., medida en las células Vero M no resultd
afectada, tanto para el virus Junin como para el Tacaribe, aiin cuando se hi
zo un pretratamiento de 4 hs con cordicepina.

Si suponemos que el RNA mensajero viral debe llevar como todos los men
sajeros, una secuencia de poli-A, los resultados inducen a pensar que no hay
sintesis " de novo" del polinucledtido, después de una infeccidn con estos
virus, que pueda ser interferida por la cordicepina.

Otro aspecto considerado, en la relacidn del virus Junin con la c&lula

huésped fue la aparicidn de enzimas en las células después de la infeccidn
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viral. Es de especial interé@s estudiar las RNA polimerasas dependiente de RNA,
ya que su templado permite suponer que la enzima no estaba presente antes de
la infeccidn y por lo tanto no pertenece al espectro de las enzimas celulares.
Nosotros buscamos la actividad en las c@lulas Vero infectadas con virus Junin,
efectuando los correspondientes controles con cé&lulas normales en las que se
simuld la infeccidn. Los resultados sugieren la presencia de una actividad sin
tetizante de RNA en presencia de Actinomicina D, que es temprana en el niicleo
(4 hs) y luego pasa al citoplasma (9 hs). Dicha actividad no se detectd sin
embargo en la fraccidn microsomal que suele ser rica en RNA polimerasas de
otros virus a RNA. La actividad nuclear temprana puede deberse a la accién de
la enzima que el virus trae consigo y coincidiria con la sintesis de RNA sena
lada en la Figura 5. Si todos los procesos posteriores a la transcripcidn pri
maria ocurren en el citoplasma, la actividad detectada en &ste mas tarde, es

la que corresponde al virus que estid siendo ensamblado.
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CONCLUSTON

De los datos aquil presentados podemos resaltar la demostracidn de la
participacidn del niicleo celular en la replicacidn viral a través del efec
to inhibitorio que ejerce la a-Amanitina sobre la multiplicacidn del virus
Junin, de la accidn de la droga en la sintesis de RNA y de la induccidn de
la RNA polimerasa II,

También se sugiere la presencia de actividad de transcriptasa en el vi

ridn que corrobora el hecho que los Arenavirus tienen RNA de polaridad nega

tiva.
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