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Objetivo del presente trabajo

Si bien se conocenalgunas características del ciclo de replicación de

los Arenavirus, como la carencia de inhibición significativa en la síntesis

de proteínas y ácidos nucleicos celulares, afin subsisten muchosinterrogan

tes sobre los hechos bioquímicos que ocurren durante la replicación, tanto

en una infección primaria que termine con la destrucción celular, comoen el

establecimiento y mantenimiento de una infección persistente. En ninguno de

los dos casos se conoce comoocurre el proceso de transcripción, cuáles son

las variaciones en los niveles de actividad de distintas enzimas presentes

o en la aparición de nuevas enzimas y cómoparticipa la célula huésped en la

producción de los componentesvirales.

Aunquelos huéspedes naturales de los Arenavirus son los roedores si;

vestres, varios integrantes del grupo producen enfermedad en el hombre. De

allí que el conocimiento de la replicación de los Arenavirus no tenga sólo

un interés académico sino que trata de proveer nuevos aportes en el enteg

dimiento de las infecciones que ocurren in-vivo.



INTRODUCCION

1. ARENAVIRUS

1.1. Introducción

La familia Arenaviridae comprendeal virus de la Coriomeningitis Lin

focitaria (LCM),al virus de Lassa y al complejo Tacaribe, formado por g

cho virus distintos (Tabla 1). La mayoría de estos virus tiene un huésped

determinado entre los roedores salvajes, en los que producen una infección

persistente.

Si bien la diseminación natural a otros mamíferos no es un fenómeno

comúnmentedescrito, algunos miembros del grupo son patógenos para el hom

bre. La enfermedad que provocan se limita a ciertas regiones geográficamen

te separadas: Fiebre Hemorrágica Argentina (FHA)y Fiebre Hemorrágica 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 rieg

go de una diseminación provocada por los portadores naturales o por viaig

ros cirscunstanciales.

1.2. Clasificación del virus Junín

El virus Junín, agente causal de la Fiebre Hemorrágica Argentina es

clasificado taxonómicamentedentro de la familia Arenaviridae. Los virus

de esta familia se caracterizan por su forma esférica o p1eom6rfica, con

un diámetro de 50 a 300 nm, envoltura membranosa cubierta de espículas de



Tabla 1. Virus integrantes de la Familia Arenaviridaez ubicación

geográfica z año de aislamiento

CORIOMENINGITISLINFOCITICA: Distribución mundial (1934)

LASSA:Africa Occidental (1969)

COMPLEJO TACARIBE

JUNIN: Argentina (1958)

TAHIAMI: 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). La10 nm de largo y poseen como material genético RNAde cadena simple

nucleocápside presenta simetría helicoidal.

La densidad del virión es de 1,17 a 1,18 g/ml en sacarosa y sus coefii

cientes de sedimentación varían de 325 a 500 S. La infectividad es destruída

por los solventes de lípidos, por los ácidos (pH = 5,5) y radiaciones UVy

gamma.

1.3. Características antigénicas

La familia Arenaviridae comparte un antígeno demostrable por inmunoflug

rescencia, mientras el complejo Tacaribe comparte un antígeno fijador de com

plemento, diferenciándose por reacciones de neutralización e inmunoprecipita

ción. Una excepción la constituyen los virus Junín y Tacaribe, que no se pue

den distinguir por la técnica de fijación de complemento,debido a un alto

grado de reactividad cruzada. Esta estrecha relación antigénica se demuestra

tambiénen los niveles significativos de anticuerpos neutralizantes anti-lg

nín determinados en los cobayos inoculados con virus Tacaribe y en la sólida

protección de los mismos contra la FHA<26).

1.4. Características biológicas

La característica única de estos virus, de donde ha derivado el nombre

de la familia, es la presencia de partículas en su interior, que se ven ela

ramente en los cortes preparados para microscopía electrónica,como gránulos

de arena. Dichos gránulos, de 20 a 25 nm de diámetro, son ribosomas de eri

gen celular.



Tabla 2. Polipéptidos constitutivos(a) de algunos integrantes del

complejo Tacaríbe(b)

VIRUS TOTAL GLICOPROTEINAS PROTEINAS MENORES

JUNIN 6° 1°5 2 3c

Machupo 6 1C6 3 2

Tacaribe 4 1 2

Pichindé 4 2 1 6 2

Tamiami 4 1 2

(a) La proteína asociada a nucleocápside (N), que no se incluye, es común

a todos ellos.

(b) Sobre los virus Paraná, Latino y Amaparí no hay datos publicados.

(c) Los datos para virus Junín son variables según los autores (11), (75).



Las características biológicas del virus Junín son Similares al resto

de los Arenavirus, con algunas excepciones que se detallan en la Tabla 2.
(73)

El virus Junín posee 4 especies de RNA de coeficientes de sedimenta

(86,114) dosción 33 S, 22 S, 28 S y 18 S. Para la familia están descritas

especies de ácidos ribonucleicos virales, una de PM= 3,2 x 106 y 33 S y g

tra de PM= 1,6 x 106 y 22 S. Las otras dos especies son de origen ribosg

mal, ya que presentan una movilidad electroforética característica de los

RNAribosomales y sensibilidad frente a bajas dosis de Actinomicina-D. Sus

proporciones dependen del stock de virus del cual se han aislado y de las

condiciones de crecimiento<114). A veces suelen aparecer moléculas 15 S,de

origen viral, y moléculas de RNAcon coeficiente de sedimentación 4 S, cuya

composición de bases y porcentaje de metilación es igual al tRNAde la cg

lula hospedera (Tabla 3).

Si bien para el virus Junín se han descrito un total de 6 polipéptidos

integrando el virión, estos datos difieren de los componentesproteicos del

resto de la familia, que a su vez presenta una heterogeneidad, tanto en el

número de subunidades encontradas como en su peso molecular. Todos los arg

navirus poseen un polipéptido libre de hidratos de carbono asociado con la

nucleocápside y una o más glicoproteínas de membrana.Así, en el virus prg

totipo de la familia, LCM,se han descrito recientemente 3 proteínas: 1 m5

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 rs

sumen en la Tabla 2. Los virus Paraná, Latino y Amaparí no se han incluído

por no existir bibliografía al respecto.



Tabla 3. Características estructurales de los RNAde los Arenavirus

.- Son de cadena simple.

.— Poseen 4 piezas grandes, de 31 S, 28 S, 22 S y

18 S, y varias pequeñas (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 análisis estructural permitió caracterizar a través de los estudios

realizados por distintos investigadores:

a) un polipéptido de la nucleocápside no glicosilado,de PM= 60.000 a 70.000

que representa la mayor parte de la masa del virión,c1asificado comouna ri

bonucleoproteína.

b) una glicoproteína mayor, externa que podría funcionar comocomponente de

la membrana o de la nucleocápside, de PM= 54.000 a 64.000.

c) una glicoporteína menor de PM= 35.000 a 38.000, también ubicada externa

mente.

d) una cuarta proteína o bien varias proteínas menores, de localización y

funcionamiento desconocido.

Estos cuatro componentesproteicos que se encontraron en el virus Ei

chindé<94’115), varían en los virus Tacaribe y Tamiami(ll4), ya que sólo se

encuentra una glicoproteina.

La ribonucleoproteína presenta un aspecto lineal 6 circular al micros

copio electrónico en presencia de detergente, según se ha descrito reciente

mente en tres integrantes del complejo Tacaribe(75’115). Su aspecto se ase

meja así, al de los integrantes de la familia Bunyaviridae, que también pg

seen un genoma RNAsegmentado, 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 virión: una RNA

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

sa.



2. ESTRATEGIA DE LOS GENOMAS VIRALES

2.1. Generalidades sobre la multiplicación de los virus

Los estudios biológicos sobre los virus animales abarcan dos aspectos

fundamentales: los cambios en el comportamiento celular, resultantes de la

interacción virus-célula y los pasos secuenciales que integran un ciclo pro

ductivo, los que conducen a la formación y liberación de viriones maduros.

La liberación del material genético del virus en la célula lleva a la

producción de una serie de fenómenos sucesivos y a veces simultáneos.

El primero de ellos es la adsorción, fenómenoque depende de la afini

dad de los receptores celulares por los viriones, de acuerdo con las caras

terísticas de estos. Sigue luego la penetración dentro de la célula, que es

explicada a través de distintos mecanismos,fagocitosis, fusión, etc.

En este momentolas enzimas presentes en la célula o bien nuevas ens;

mas, destruyen la envoltura viral, parcial o totalmente, produciéndose la

liberación del ácido nucleico. Comola infectividad de éste es menor que la

que posee el virión completo,se produce un eclipse que corresponde a una dis

minución del número de unidades infectivas.

Cuandose libera el genoma, queda disponible la información para la sin

tesis de productos específicos virales y la correspondiente replicación. Cla

ro que antes que dicha replicación comience pueden ocurrir una serie de prg

cesos característicos de cada virus: puede tener lugar una fase intranuclear
(3)

temprana para un mixovirus , o una síntesis temprana de DNApara un poxvi
52 l o I I o n a arus( ). Despues de la transcr1pc1ón a ác1do ribonucleico mensajero, tiene

lugar la traducción a proteínas virales características.
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Los virus que hayan aportado pocos genes usarán las enzimas celulares

existentes o transformadas para la biosíntesis de sus macromoléculas.

Las proteínas de la cápside, una vez sintetizadas, integran un "pool"

de materiales que se requieren para un ensamble correcto. La incorporación

del genomaen su cápside y cubierta definitiva (maduración),es el paso que

precede a la liberación a1 medio externo del virión completo.

Dicho fenómenopuede ocurrir según el virus, por una brotación,con li

sis celular, en forma individual o grupal, etc. Es comúnque en este proce

so el virus incorpore elementos de la célula huésped. La morfogénesis es un

proceso que se está conociendo actualmente en que las proteínas adoptan una

forma final después de sufrir diversos clivajes.

Así con los procesos de síntesis regulados y la posterior liberación

de las partículas virales se cumpleun ciclo productivo viral.

2.2. Relación de los virus con sus células huéspedes

El efecto de un virus sobre la célula huésped infectada in-vitro sobre

el animal huésped, dependede las características del virus (citolítico, vi

rulento,etc) y del mencionadohuésped. El análisis de las relaciones virus

células se hace dentro de un dado sistema y las conclusiones obtenidas no

siempre son válidas para otros sistemas.

Las interacciones entre los virus y sus células huéspedes se pueden

considerar en sus diferentes aspectos:

a.- el virus puede replicar activamente y finalmente destruir la célula, en

una infección productiva 6 lítica.



b.- la infección puede ser no productiva y conducir a una persistencia inapa

rente alterando las propiedades de la célula. Esta puede llegar a convertir

se en una célula transformada.

c.—la infección que el virus produce puede permanecer latente por un largo

período.

Las relaciones virus-célula que interesan en este trabajo corresponden

al primer caso descrito, donde el virus replica cumpliendo sucesivamente tg

dos los pasos de la multiplicación viral y la destrucción del huésped.

Unode los fenómenos claves en esta interacción es la activación de las

enzimas celulares implicadas en la síntesis de los ácidos nucleicos virales.

Este proceso representa la inducción de enzimas con especificidades nuevas

de sustrato u otras propiedades bioquímicas, a través de varios mecanismos

de síntesis proteica:

a.- la síntesis aumentadade enzimas celulares,

b.- la derrepresión de enzimas celulares, que en condiciones normales esta

ban reprimidas,

c.—1a síntesis de enzimas específicas del virus, codificadas por el genoma

viral, o bien la síntesis de polipéptidos virales que puedanmodificar las

enzimas celulares existentes en el momentode la infección.

En general estas enzimas inducidas están implicadas en los procesos de

replicación, transcripción y traducción viral. Tambiénexisten proteínas que

regulan el ciclo de crecimiento viral y otras que modifican el metabolismo

de la célula huésped.

Las enzimas inducidas por los virus DNAy RNApertenecen en especial a

las clases conocidas comosintetasas o polimerasas, transferasas e hidrola

sas.
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Tambiénexisten enzimas celulares cuya actividad no se ve afectada ni

guarda relación con el daño morfológico producido por el virus que partio;

parían,sin embargo,del proceso de multiplicación viral. Este es el caso de

los virus DNAque replican en el núcleo de la célula y no afectan sus poli

merasas, en cambio para los virus RNAexiste un grupo que las inhibe pronun

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

2.3. El virus Influenza comomodelo para analizar el comportamiento

del virus Junín

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

parecio pertinente incluir aquí un resumendel conocimiento actual sobre es

te virus. En cuanto_a1 justificativo de la elección de este modelo podemos

referirnos al ensayo con éxito de antivirales sobre el virus Junín,previí

mente efectivos contra Influenza,realizados en nuestro laboratorio y como

veremos luego los resultados que se presentan en esta tesis.

2.3.1. Relación del virus Influenza con la célula huésped

El virus Influenza se clasifica taxonómicamentedentro de 1a familia QE

thomixoviridae. Las partículas de 80-120 nmde diámetro, son esféricas 0.a

largadas con peplómeros que se proyectan a partir de su superficie externa.

El material genético es RNAde cadena simple, con PMde 3,4 a 9,8 x 105, dis

tribuido en 8 segmentos. La nucleocápside consta de varias proteínas (NP,P1,

P2 y P3) y los componentes externos son dos glicoproteínas (neuraminidasa y



hemaglutinina) y una proteína de membrana.La nucleocápside viral posee acti

vidad de transcriptasa.

Comose ve en la Tabla 4 las semejanzas con el virus Junín son de tipo

estructural y biológico. La estructura del material genético,el comportamieg

to frente a distintos inhibidores y la presencia de RNApolimerasa dependien

te de RNA,son aspectos claves en la comparación de ambos virus, que apoyan

la hipótesis de una estrategia similar en el proceso de replicación.El virus
(7)Influenza se ubica en la clasificación propuesta por Baltimore en la cla

se V, que incluye a los virus con un genoma a RNAde cadena simple, transcrip

to por medio de una transcriptasa perteneciente a la ribonucleoproteína, en

un RNAcomplementario que actúa como mensajero.

Durante muchotiempo fue bastante incierto y discutido el sitio de sin

tesis del RNAinducido por el virus Influenza en las células que infectaba.

En un primer trabajo de Scholtissek, C. en 1962, se sugirió que el RNAasg

ciado al virión se sintetizaba en el núcleo, pero los descubrimientos posts

riores respecto de la existencia de una RNApolimerasa asociada con elemen

tos citoplásmicos celulares, pusieron en duda tal afirmación. El núcleo es

ta implicado funcionalmente, a1 menosen la síntesis del ácido nucleico vi

ral, ya que los distintos componentesvirales no aparecen en células en!

cleadas o bien cuando la función del DNAestá inhibida con Actinomicina D

o por irradiación con luz UV.En efecto, la transcripción primaria se blg

quea si se tratan las células con cualquiera de los dos agentes mencionados

y también con a-amanitina o altas concentraciones de mitomicina. Debido a

la estrecha relación de estos antibióticos con respecto a las distintas fun

ciones del nücleo y a 1a reciente observación que el virus Influenza no



Tabla 4. Comparacióndel virus Influenza (Iz_y el virus Junín (J)

CARACTERISTICAS ESTRUCTURALES

Semejanzas Diferencias

RNAde cadena simple y segmentado J tiene ribosomas

Nucleocápside helicoidal
Presencia de envoltura

CARACTERISTICAS BIOLOGICAS

Semejanzas Diferencias

. Sensibilidad frente a distintos inhihi . I posee gran variabilidad
dores: amantadina, rimantadina, UV,glg genética. Aparentemente J
cosamina, ZdG, Actinomicina D. no.

(38). Producción de partículas defectivas I tiene un ciclo de multi
producidas naturalmente e inducidas. plicación más corto.

Presencia de RNAtranscriptasa. I tiene hemaglutininas y
neuraminidasa.

Citopatogenicidad moderada (J sólo Ra . J origina persistencia.
ra células humanas o de mono).



infecta productivamente las células enucleadas(55) , se sugirió que existe

una proteína o un RNA,derivado del núcleo, que participa en la transcrip

ción primaria o bien que la misma tiene lugar dentro y gracias a la adecua

da organización nuclear.

Comocontraste se hace notar que la replicación de Para-Influenza,que

también pertenece a la clase V de la clasificación, no es afectado por la

enucleación o por los tratamientos con los inhibidores nombrados. A nueï

tro criterio la clase V de Baltimore debería subdividirse en: Paramixoui

rus, Orthomixovirus y Arenavirus.

2.3.2. Aspectos bioguïmicos

Existen además tres procesos bioquímicos inducidos por la infección con

el virus Influenza, que aportan evidencias respecto de la participación n!

clear.

a.- En el nücleo se acumulanlas proteínas virales

Los primeros ensayos del año 1957 habían detectado en el núcleo un teni

do específico para un antígeno temprano RNP,a las 3 hs p.i., que luego apg

recería en el citoplasma. Los trabajos posteriores (1970) confirmaron,usando

anticuerpos específicos, estas afirmaciones y aclararon que el polipéptido

RNP,se sintetiza primero en el citoplasma y luego se acumula rápidamente en

el nücleo de la célula. Dichas partículas RNP,aisladas ya a las 3 hs p.i.

tienen el mismotamañoque la ribonucleoproteína viral.

La exacta ubicación de las proteínas no estructurales en el nucleolo
(36)del núcleo se hizo utilizando técnicas de fluorescencia que fueron con

firmadas por las pruebas bioquímicas de aislamiento y caracterización: dicho



polipéptido es un real integrante del virión de Influenza(69).

b.- En el núcleo existe una RNApolimerasa dependiente de RNAinducida

En experimentos recientes se obtuvieron evidencias que sugieren la exiï

tencia de una síntesis de RNAinducida por el virus in-vivo, que es solo de

tectable en el nüc1e0(3). Los experimentos se hicieron marcando con pulsos

la célula infectada en presencia o ausencia de antibióticos, seguido de un

examenpor radioautografía que cuantifica la síntesis de RNAen la infección

con FPVen el nucleoplasma y nucleolo.

El primero (donde está la RNApolimerasa II) tiene una importante incol

poración entre 1 y 3 hs p.i. Aunqueel análisis puede considerarse que no es

lo suficientemente sensible para detectar el sitio de transcripción primaria,

sugiere que la transcripción secundaria y la replicación podrían ser nucleg

res.

Las preparaciones de núcleos de células infectadas con el virus Influeg

za poseen, respecto de las células sin infectar, una RNApolimerasa dependían

te de RNA,que es insensible a la acción de la Actinomicina D y a-amanitina

in-vitro(47). El tiempo de aparición de esta enzima es importante, ya que g

curre más temprano, aunque en menor cantidad, que una actividad enzimática

citoplásmica que es máximaa las 5 hs p.i. Se ha demostrado que el producto

de reacción sintetizado in-vitro es RNAviral y RNAcomplementario en igug

les cantidades.

Esta actividad enzimática está realmente contenida en el núcleo de la

célula infectada y no es debida a una contaminación citoplásmica, pero no se

puede distinguir de la actividad enzimática microsómica en base al pHo r5

querimientos de cationes divalentes. Tampocose sabe que relación existe en



tre la aparición de esta enzima y 1a acumulación nuclear de la ribonucleopro

teína y polipéptidos mencionadosen el punto anterior.

c.— En el núcleo hay una síntesis de RNAdirigida por el DNAcelular

durante los primeros estadios de la replicación viral

De acuerdo con todas las evidencias respecto de la acción de la a-amani

tina sobre una célula animal, el hecho que la replicación del virus Influen

za sea inhibida por ella, es un indicador de la existencia de un requerimien

to por la RNApolimerasa II (dependiente de DNA),enzima que sintetiza in-vi

vo un RNAsemejante al DNAcelular (mRNA),ya que ni la enzima del virión ni

la RNApolimerasa inducida por el virus en el núcleo de la célula son sensi

bles a la droga en las etapas tempranas de la infección<69).

Las células CEF, que se infectan con FPVy se tratan con a-amanitina tie

nen una importante inhibición de la síntesis de RNA.Todo ocurre comosi la

infección viral determinara una alteración en el cociente de las actividades

de la polimerasa II respecto de la polimerasa I, comose puede ver de las me

didas de actividades de las dos enzimas a distintos tiempos p.i. ya que se

estimula la RNApolimerasa II (máximo1,30 horas) y disminuye la actividad de

la RNApolimerasa I (que es insensible a la a-amanitina).

En contraste con estos resultados, las células infectadas con el virus

Sendai (también de 1a clase V) no revelan estimulación alguna de la enzima;

ésta más bien baja durante el curso de la infección.

La síntesis nuclear de RNA,dependiente de DNA,alcanza un máximo cerca

de los 90 minutos post-infección, mientras que la que depende de RNAtiene

un máximoa las 3 hs p.i. La adición de a-amanitina, al inhibir la RNApoli

merasa II, suprime la primera fase de la síntesis, pero no la segunda. Por



eso se postula 1a existencia de dos fases nucleares distintas: una dependiente

del DNAcelular y la otra dependiente del virus. No se sabe si esta segunda {a

se representa un proceso de transcripción y/o replicación, ni si la transcrip

ción primaria y secundaria ocurren en el nücleo y en el citoplasma.

Los resultados con Actinomicina D que luego se discuten apoyan la idea

que la transcripción primaria es la única influenciada por un producto que de

pende del DNAcelular.

2.3.3. Efecto de inhibidores metabólicos

Actinomicina D

La habilidad de un virus RNApara replicar en células cuya transcripción

está inhibida por 1a Actinomicina D, da una medida de 1a dependencia de dicho

virus con las funciones del DNAcelular. Esta droga se une a los residuos de

guanina del DNAy bloquea el templado para la DNApolimerasa y también para

la RNApolimerasa dependiente de DNA(35’44). En consecuencia inhibe la síntg

sis y transcripción del DNA.

Dentro de los pocos virus RNAsensibles a la acción de la Actinomicina D

figura el virus de Influenza (ya que el NDVresiste a la acción de la droga).

Las concentraciones bajas de la droga, desde 1 a 5 ug/ml según el tipo de cg

lula usada, bloquean la multiplicación viral si se agregan en un estadio tem

prano del ciclo de crecimiento (antes de 2 hs p.i.), determinandose que no

hay síntesis de RNAespecífico viral. Sin embargo, el agregado en tiempos pos

teriores da resultados conflictivos, probablemente debido a la variedad de cg

lulas y cepas que se han usado; así se ha propuesto que lo que se inhibe es
(45)

la síntesis de RNAde cadena negativa y de RNAde cadena doble La sensi

bilidad de los Mixovirus (subgrupo 1) a la inhibición por Actinomicina D sólo



19

durante las dos o tres primeras horas después de la infección, es un fenómg

no que no está totalmente aclarado ya que si bien se ha sugerido que bloquea

la transcripción primaria, no inhibe la actividad de transcriptasa in-vitro.

Actualmente se han propuesto dos mecanismos distintos:

1.- La droga interfiere con ciertos componentesde la célula, cuya integridad
. . ., (36) ,estructural es necesaria para la replicaCion . En efecto, las celulas tra

tadas con Actinomicina D presentan una importante alteración en la estructura

del nucleolo, sólo con 1 ug/ml de la droga produciendo un agrandamiento del

núcleo alrededor de 1 hora después de la exposición. Dicha alteración determi

naría la ausencia de un antígeno nucleolar, esencial para la multiplicación

viral, y consecuentemente la reducción de la síntesis de RNAviral.

2.- La droga bloquea la migración del RNAmensajero del virus Influenza, que

es sintetizado en el núcleo (siempre y cuando la transcripción primaria ocurra

en dicho lugar) cuando el mencionado RNAva desde el nücleo hacia el citoplag

ma(72).

Cordicepina

La cordicepina, cuyo nombre químico es 3'-deoxiadenosina, se incluye den

tro de los análogos de la adenosina que las células transforman en su deriva

(34) entre losdo trifosfatado. Tiene varios efectos sobre la síntesis de RNA

cuales el más destacado es suprimir la producción de RNAribosomal y de trans

ferencia e impedir la adición de poli-A a la cadena de RNAhecho que ocurre

en el núcleo celular(1). Comola mayoría de los mRNAcontienen secuencias de

poli-A de 150 a 200 nucleótidos de longitud en sus extremos 3', la acción de

la cordicepina inhibe la aparición de RNAmensajeros sobre los poliribosomas.



Los primeros estudios con cordicepina y los mixovirus indicaron que la

replicación de PPVno es inhibida por la cordicepina.

Luego esta droga fue usada en 1975 para verificar la hipótesis que el

virus de Influenza induce la síntesis de RNAen el nócleo celular. Los expg

rimentos hechos por radioautografía usando uridina marcada, demostrando que

en los núcleos de las células de embrión de pollo, la cordicepina inhibe es

pecialmente la síntesis nucleolar y queda algo de síntesis en el nucleoplaí

ma. Cuando se compara la incorporación en las células infectadas con FPVy

tratadas con la droga, respecto de sus controles, se observa que sólo aumen

3). Este momento de la

(47)
ta la síntesis de RNAnucleoplásmica a las 3 hs p.i.(

infección representa para otros investigadores la síntesis de RNAviral

Resultaría así que la síntesis de RNAfuncional para este virus no requiere

la adición de secuencias de poli-A dependiente de cordicepina, no excluyóg
. a . . ., (57)dose Sln embargo algun otro mecanismo de ad1c1onr .

Comolos datos provistos por un mismolaboratorio para probar la acción

de la droga con dos orthomixovirus distintos en dos líneas celulares diferen

tes, son contradictorios, se ha propuesto que el efecto de la cordicepina
. , , . (98)puede variar segun la celula y el Virus usado .

En contraste con estos resultados, la cordicepina no inhibe el proceso

de transcripción citoplásmica de VSVen células HeLa (cuyo RNAnucleolar es

tá inhibido), mientras inhibe al virus Newcastle y al Sendai, con una concgg

tración de 50 ug/ml que determina una disminución de un 87%en la síntesis

de RNA.
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Alfa-Amanitina

Entre las sustancias tóxicas sintetizadas por el hongoAmanitaPhalloi

des está el octapéptido a-Amanitina (Ver la Figura 1), que es una herramien

ta invaluable en la distinción in-vitro entre las múltiples RNApolimerasas

(40’65’112).Numerosos estudiosexistentes en el núcleo de células eucariotas

sobre dichas enzimas revelaron que el inhibidor actúa selectivamente sobre

una de las polimerasas nucleoplásmicas: la RNApolimerasa II, que es inhibi

da por bajas concentraciones de a-Amanitina.

Las diferentes RNApolimerasas de los núcleos de las células animales

(de anfibios, de ratón, de humanos,etc.) se diferencian entre sí por la di

ferente sensibilidad frente a la a-Amanitina, hecho que si bien no es sieg

pre extensible a las enzimas correspondientes a otros eucariotes, ha detez

minadouna clasificación:

a.— la clase A es insensible

b.- la clase B es extremadamentesensible

c.- la clase C es moderadamentesensible

Estas clases se corresponden con los números I, II y III que se usarán

en este trabajo siguiendo la nomenclatura propuesta por Roeder, R.G.(99)(ver

la Tabla 5).

Se observa 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 RNApolimerasas, distinguibles crema

tográficamente, y a su vez formadas por otros polipéptidos separables por g

lectroforesis o cromatografía, difieren en sus requerimientos de cationes
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Tabla 5. Progiedades de las RNARolimerasas nucleares

CLASES DE ENZIMAS I II III

Ubicación nucleolo nucleoplasma nucleoplasma

Mezcla de reacción:

Concentración óptima

de SOq(NHq)É =o,05 =o,1 =o,os—o,2

Relación Mn++/Mg+ 1-2 5-10 2

Relación poli

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

Sensibilidad a a-Ama insensible sensible sensible

hasta 1 mg/ml 0,01-0,05b 10-25b

Genes celulares transcriptos 188, 288, RNA RNAsy mRNA tRNA y SS-RNA

a: En Molaridad.

b: ug/ml que dan 50%de inhibición en células animales.
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divalentes, fuerza iónica óptima y actividades relativas con diferentes tem

plados.

Aün cuandoestas propiedades catalíticas no se consideran invariables,

pues se pueden alterar según el templado que se usa, el perfil de activación

de la RNApolimerasa II, distingue a esta enzima de las clases I y III.

Conrespecto al mecanismode inhibición, las clases II y III se inhiben

por bloqueo de la elongación de la cadena y una de las importantes subunidí

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 caractg

rizadas.

Las funciones de las polimerasas según figuran en la Tabla 5 son: la

clase I transcribe los genes de RNAribosomales, la clase II sintetiza el RNA

nuclear heterogéneo y RNAmensajero y la clase III transcribe los genes que

codifican los RNAribosomales de bajo peso molecular SS y los precursores de

4,55.

2.3.4. La a-Amanitina y 1a transcripción de los genes virales

La actividad de RNApolimerasa II endógena en los núcleos aislados rs

sultó inhibida en concentraciones de amanitina similares a aquellas usadas

para inhibir la enzima purificada de la clase II. Demanera que las funcig

nes que cumplen las polimerasas de la célula huésped en la transcripción de

los genes virales se ha establecido a partir de la sensibilidad de la síntg

sis específica de RNAviral, en núcleos aislados, frente a distintas dosis

de la droga(lll).
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Así se ha comprometido a la RNApolimerasa II en la síntesis de importan

tes poblaciones de RNAviral mensajero o los correspondientes precursores, en

células aviarias transformadas por virus tumorales a RNA,en células de roedg

res transformadas por adenovirus y en células de mono infectadas con SVAO,y

en células humanas infectadas con SV40y con adenovirus(12)'

En cambio la RNApolimerasa III sintetiza especies de RNAde bajo PMs2

lamente en infecciones de células humanas con adenovirus 2.

2.3.5. La a-Amanitina X el virus Influenza

En 1970 Rott, R. y Scholtissek, C., hicieron la primer publicación sobre
. . . ., . .. . . . (101)la 1nh1b1c1onde la replicac1on del Virus de Influenza por g-Amanitina ,

demostrándose más tarde que la toxina era efectiva sólo cuando estaba presea
. . (71) . . .te en las primeras horas p.1. . Sin embargoesta droga no inhibe el procs

so de transcripción in-vitro, realizada por 1a RNApolimerasa dependiente de

RNAdescartándose entonces que esta enzima sea el blanco de la acción inhibi

toria observada.

Si bien distintos datos han sugerido que la expresión del DNAcelular es

un prerequisito para la transcripción de algunos virus a RNA,incluyendo el

de Influenza, resultó incierto durante un tiempo saber si la toxina actuaba

sobre el mecanismotranscripcional en el que está comprometida1a polimerasa

II o sobre algún otro mecanismo. Con el uso de células mutantes de ovario de
. . . . . (66)hamster chino (CHO), cuya RNApolimerasa II es resistente a la a-Amanitina

se pudo demostrar que 1a replicación del virus Influenza no se afecta en di

chas células(110). En las mismas se demostró luego la síntesis de los polipep
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(58 . . . ., . . .
), de manera que la 1nh1b1c1on primitivamente observada setidos virales

debe realmente a la acción de la droga sobre la enzima de la célula huésped.

La a-Amanitinapermitió diferenciar dos fases nucleares distintas en la

síntesis de RNAdurante el proceso de replicación viral, la primera depeg

diente del DNAinhibida por la droga, tiene un máximode 90 minutos p.i. y

la segunda, insensible a la presencia de a-Amanitina, correspondería a la

acción de la transcriptasa viral.

2.4. Relación de los Arenavirus con la célula huésped

Distintos estudios sobre morfogénesis de los Arenavirus muestran cam

bios morfológicos observables en los tejidos infectados, por el uso del mi

croscopio electrónico, pero existe muypoco publicado sobre los cambios big

químicos que inducen dichos virus en la célula huésped.

,Así se conoce que las células infectadas con distintos arenavirus pre

sentan cambios en su índice de refracción, condensaciones y una lisis que
(81)termina con necrosis En el citoplasma aparecen los denominados cuerpos

de inclusión, tanto en los tejidos cultivados en monocapacomoen las infeg

ciones realizadas in-vivo. Dichas inclusiones representan masas de ribosomas

dentro de una matriz electrónicamente densa, observándose además con los Y;

rus LCMy Tamiami filamentos mezclados con los agregados de ribosomas, cuya

naturaleza es desconocida.

Los estudios realizados con distintos inhibidores de las funciones meta

bólicas claves, si bien han aportado datos sobre la transcripción primaria

in-vivo, aün no se han podido integrar en forma coherente.
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Así está determinado que la irradiación de las células con luz ultravig

leta, previamente a la infección y en dosis que suprimen la síntesis de DNA

(113) y Junín(3o). Si bieny RNA,inhibe la síntesis viral del virus de LCM

se requiere la integridad del nücleo celular para la replicación de la fami

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

geno demostrable por inmunofluorescencia<95), no se necesita en cambio, la

duplicación del DNAcelular pues los inhibidores de la síntesis de DNAcomo

arabinósido de citosina, iododeoxiuridina y bromodeoxiuridina no afectan la

síntesis viral(30’74).

Este hecho, sumado a la ausencia de la DNApolimerasa, dependiente de

RNAen LCM,sugiere que no existe una transferencia obligatoria de informa
¡A I I I o

eion genetica Viral al DNAcelular comoocurre con los Virus tumorales< ).

2.4.1. Relación del virus Junín con 1a célula huésped

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

(103’27)(1965) trabajando con una cepa atenuada, XJ-Cl3, y cecolaboradores

rebro de ratón lactante, demostraron que los núcleos aparecen hinchados, con

zonas de nucleolema roto. Si bien no se pudo decir en ese momento, ni tampg

co ahora, donde tiene lugar el proceso de multiplicación viral, se concluyó
¡J o A u oque la etapa de madurac1on es citoplasmica. Comodato interesante la menor

cantidad de viriones infectantes se ubicó justamente en el núcleo de la cg

lula una vez realizado el correspondiente fraccionamiento, aunque también
. . . - . . . . , . (27)dlChOSViriones podrian provenir de contam1nac1ones Citoplasmicas .

Aún cuando muchos virus, además de la acción citopatogénica, determinan

profundos cambiosen la célula, particularmente con respecto a la síntesis
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de sus macromoléculas, existe un solo trabajo publicado hasta ahora, refe
(28)rente a dicha síntesis. Coto, C. y col. , demostraron en 1970, usando la

técnica de centros infecciosos que sólo el 3%de las células Vero son prg

ductoras de virus, proporción 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 está aumentada la velocidad de división, ni tampocoexig

te una incorporación importante de aminoácidos marcados.Sin embargo timidi

na y uridina marcadas presentan un máximode incorporación al comienzo de

la infección, que entre las 8 y 12 hs vuelve a los valores normales. Si bien

dicho aumento en la síntesis de RNAno se observa en presencia de Actinomi
(31)

9cina D o si la célula está irradiada con luz UV ninguna de las dos sin

tesis de ácidos nucleicos ha sido hasta hoy fehacientemente caracterizada.

2¿4.2. Actinomicina-D

El fenómenode inhibición por la Actinomicina-D sobre los Arenavirus ha

dado resultados dispares, según el virus sobre el cual se probó y la conceg

tración de droga usada. Así, las bajas concentraciones, Quesuprimen la sin

tesis de RNAribosomal en la célula animal, no inhiben, sino que por el con

trario pueden aumentar 1a multiplicación de los arenavirus. En cambio cuando

se usan concentraciones mayores de 1 ug/ml, mientras el virus Junín no es

afectado, los virus LCMy Pichindé son inhibidos. Estos datos se resumen en

el Gráfico 1 donde se muestran los niveles de producción viral a las 24 o 48

hs p.i. según los autores.
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GRAFICO l

Niveles de Eroducción de los Arenavirus en gresencia de dosis

variables de Actinomicina-Q

Concentración de
Actinomicina-D <1 g/ml 31 €/m1

LCMa

Pichindéb

Junínc

Ver referencias: 3-18; b-96 y c-25
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El efecto no se ejerce, sin embargo, sobre el virus directamente, ya
(63)que se sabe que la droga no afecta a la polimerasa viral y las células

BHK21infectadas en presencia de la droga, muestran una inmunofluorescencia

citoplasmática característica en presencia del correspondiente inmunosuero.

Se ha propuesto que cuando la Actinomicina-D está presente hay una e!

presión parcial del genomadel virus Pichindé, en forma de síntesis 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 Junín, cepa XJ.C13, demuestran que

afin cuando la síntesis de RNAcelular esté inhibida en un 90%y la droga es

té presente durante 24 hs, tanto el virus liberado espontáneamente comoel

asociado a las células no es afectado. Se observa, sin embargoque la Acting

micina-D disminuye el fenómenode autointerferencia para los stocks de virus

Junín obtenidos de células Vero. El mecanismode acción podría ser la inhihi

ción de 1a síntesis de un factor celular que normalmenteinterfiere con la

multiplicación del virus estándar(zs), hecho coincidente con la existencia

de un mecanismoantiviral en las células Vero, encontrado recientemente para
(121)infecciones por Sarampión , mediado por la misma droga.

La observación del incremento del antígeno de superficie en infecciones

(48’29), en presencia tanpersistentes del virus Junín, cepa XJ.C13in-vitro

to deActinomicina-D comode cicloheximida podría quizá ser explicado por un

mecanismosemejante. Se supone que tanto el ciclo de multiplicación del vi

rus estándar comoel de las partículas defectivas se completaría indistintg

mente .
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En conclusión, tanto los estudios de Rawls, w. y col. sobre la síntesis

de antígeno del virus Pichindé, estudiados por pruebas de fijación de complg

mento e inmunodifusión, comolos de Coto, C. y col. sobre la síntesis de an

tígeno de virus Junín, o el fenómenode interferencia, proponen la existencia

de una proteína celular que regula la producción viral. Dicha proteína sería

requerida funcionalmente en el proceso de maduración.

2.4.3. Acción de la Cordicepina y a-Amanitina

No existen datos publicados sobre la acción de la cordicepina sobre los

arenavirus, razón por la cual sería de interés usar dicha droga para aclarar

la relacion que establece el virus Junín con su célula huésped.

Tampocoexistían datos conocidos sobre la acción de la a-amanitina sobre
(64)

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

(77) que la a-amanitina inhibe la multijo realizado paralelamente al nuestro

plicación del virus Pichindé. En células sensibles a la droga, se reduce 1a

síntesis de tres polipéptidos virales, hecho que contrasta con la presencia

de los mismospolipéptidos y de la correspondiente multiplicación viral en cg

lulas mutantes, cuya RNApolimerasa II es resistente a la acción de la a-ama

nitina.

Nosotros hemos estudiado la acción de 1a droga sobre dos integrantes del

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

miento se correspondía también con el de Influenza.

2.5. Expresión del genomade los Arenavirus

La forma de transcripción y traducción de los Arenavirus es prácticamente

desconocida. Los estudios sobre la síntesis de RNAfueron hechos en 1969 por
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Buck y Pfau<91),

(28)
trabajando con virus LCMy células L, y en 1970 por Coto, C.

y col. trabajando con virus Junín y células Vero. Ya entonces se hizo no

tar que era poco probable poder detectar el RNAviral, con el fondo de RNAcg

lular, que no siempre se puede disminuir sin afectar al virus (ver el punto

2.4.2.) Bucky Pfau encontraron que realizando la infección en condiciones tg

les que un máximorendimiento extracelular aparece a las 16 hs p.i., la síntg

sis de RNAespecífica de LCMfinaliza a las 8 hs p.i. En las células L se ng

cesitarian así alrededor de 8 horas para la síntesis del genoma,el empaquetg

miento y 1a liberación, mientras que este último paso requiere entre 3 y 4 ha

ras, si el virus multiplica en BHK.En este último sistema, LCM-BHK,se probó

que realmente la síntesis de RNAespecifica viral es muybaja: representa s2

lo el 1%del RNAcelular total.

Coto y col. encontraron que entre las 6 y 8 hs p.i. es notorio un incrg

mento de RNAcitoplásmico en todo el tejido, con focos celulares que presea

tan la tinción típica de RNAcon naranja de acridina, tanto en el citoplasma

comoen el núcleo. A las 3 hs p.i. dicho RNAseria de naturaleza viral. Un

(60) propone un tiempo de 6 horas paestudio reciente realizado por León, M.

ra la liberación del virus Junín en células Vero.

Según las evidencias existentes hasta ahora, la forma de expresión del

genomade los Arenavirus puede asimilarse a la clase número V de la clasifii

cación de Baltimore(7). En efecto,por una parte las preparaciones de nucleo

cápsides de LCMno pueden infectar células BHKy L, por otra parte el ácido

nucleico extraído de los viriones de LCMes incapaz de infectar en las con

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

que en la realización de este ensayo hay que considerar que no es probable
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que todas las piezas de RNAse conserven intactas a lo largo del proceso. SE

ría necesaria entonces la acción de una RNApolimerasa dependiente de RNApa

ra la síntesis de los mRNAvirales, infructuosamente buscada para el virus de

LCM<120) (22).y solo encontrada en el virión de Pichindé por Rawls, W. y col.

Los virus usan los ribosomas celulares y los factores solubles en la tra

ducción de su ácido nucleico mensajero, pero en el caso de los Arenavirus, su

ácido nucleico no posee las características estructurales y funcionales de un

RNAmensajero. Si bien existen mRNAde histonas que carecen de poli A, en gg

neral los virus presentan una cola de poli A variable en 3' y no todos poseen

la estructura "cap" característica en 5' (por ejemplovirus Polio).

El RNAdel virión de Pichindé no posee ninguna de las dos característi

cas mencionadas(61). Masaún, agregado a un sistema sintetizante de proteínas

in-vitro, no se observa incorporación alguna al material ácido insoluble. AE

bos criterios, uno estructural y el otro funcional, apoyanla hipótesis que

el ácido nucleico de los Arenavirus es de cadena negativa. Las característi

cas estructurales y funcionales de estos RNAfiguran en las Tablas 3 y 6 reg

pectívamente.

Distintos estudios sobre el virus de LCMhan caracterizado los ribosg

mas y dos complejos de ribonucleoproteínas, los que contienen principalmente
8 . . . .

(8 ). Su estructura seria diferente a la de los Mixoy ParamixgRNA genómico

virus, aunque tienen un contenido en proteínas similar a la de los Mixovirus.

Esta particularidad de 1a ribonucleoproteína de los Arenavirus, es confirma

da en los estudios de microscopía electrónica que revelan una peculiar forma

circular y lineal en presencia de detergente(85’115).



Tabla 6. Características funcionales de los RNAde los Arenavirus

.- Carecen de infectividad, medida

in-vitro.

.- Carecen de capacidad para incoE

porar aminoácidos marcados al m3

terial ácido insoluble, in-vitro.

.- Son complementarios al RNApoii

sómico 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 RNAde 28 S y 18 S, como la densidad y v2

locidad de sedimentación , han determinado su origen celular. Comodato in

teresante, se ha encontrado muy poco RNA18 S, de origen ribosomal, en virus

Tamiamio Pichindé especialmente adaptados<115’119).

El ünico ensayo bioquímico publicado, se realizó con ribosomas provenían

tes de células embrionarias de pulmón de hamster, denominadas ts-14. Si bien

el virión incorpora dichas organelas durante el proceso de replicación, puede

multiplicar en forma eficiente en las células de tipo salvaje, tanto a la tem

peratura permisiva de 33°C, comoa la no permisiva de 39°C. De aquí se sugig

re que los ribosomas no son requeridos por los Arenavirus para su multiplica

ción, y sólo son adquiridos por el virus en el proceso de brotación comoun
(62)

contaminante celular Sin embargose ha encontrado recientemente en el vi

rus Pichindé<63) dos polimerasas de origen polisñmico, que son activas en las

células ts-14, y podrían ser, una vez incorporadas al virus, los componentes

ribosomales requeridos para la replicación.

Tampocose ha podido demostrar que los ribosomas presentes en las prepa

raciones de LCMactúan en 1a síntesis de proteínas in-vitro, afin cuando los

pertenecientes a la célula dondeel virus multiplica, son totalmente activos

(120). Se han aportado nuevos datos a la estrategia del genomaen estudios

realizados con infecciones de LCMy Pichindé en células BHKZI.En el primer

caso se han logrado aislar no sólo complejos de transcriptasa, de aproximada

mente 200 S, sino también los polipéptidos estructurales y no estructurales

presentes en el citoplasma de células durante una infección aguda. En el ca
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so de Pichindé se han caracterizado los antígenos inducidos por el virus en

la célula, uno de los cuales se corresponde con un componente interno del vi

rión.

Conrespecto al proceso de traducción, las evidencias encontradas por

Saleh y col. en 1979, trabajando en células BHKZI,sugieren que los polipép

tidos de PM79.000 podrían sintetizarse a partir de mRNApequeños comooc!

rre en Rhabdovirus o Paramixovirus, mientras que las glicoproteínas virales

se producen por ruptura proteolítica de un precursor encontrado en las cel!

las infectadas<104’l7).

3. ENZIMAS VIRALES

Las primeras demostraciones acerca de 1a existencia de RNApolimerasas

en los virus Pox (1967), marcaron un hito en la historia de la Virología,

al probar que 1a partícula viral no era comouna cápsula de información gg

nética, totalmente dependiente de la célula huésped, sino que contenía un

sistema para llevar a cabo 1a síntesis de RNAmensajero.

De allí en más se han encontrado distintas evidencias que indican la

diversidad en los "estilos de vida" o estrategias genéticas virales. La mí

yoría de las enzimas descritas para los viriones se refieren a las que pag

ticipan en el proceso de transcripción: polimerasas o sintetasas según la

clasificación de las enzimas. Aunqueúltimamente se están descubriendo as

tividades de transferasas e hidrolasas, algunas de las cuales no serían de
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origen celular, que probablemente cumplan una función importante en los pro

cesos transcripcionales, en la traducción a proteínas virales y en sus res

pectivas regulaciones.

Así mientras los Poxvirus poseerían solo 7 actividades distintas, en

los viriones de los Oncornavirus se han descrito 21 actividades enzimáticas

diferentes, donde predominanlas hidrolasas y transferasas. No se sabe si

todas las actividades medidas actúan realmente durante el proceso de repli

cación o son proteínas de la célula incorporadas al virión en el momentode

la brotación, pero es de destacar que varias de las enzimas asociadas a Va

ccinia, VSVy NDV,que son operativas en la modificación de sus ácidos n!

cleicos, tienen, por lo menospara los dos últimos virus un comprobadoeri

gen celular.

3.1. Las enzimas de la clase V

Los virus cuyos genomas son RNAde cadena simple, opuestos en polar;

dad a sus mRNA,pertenecen a la clase V de la clasificación de Baltimore(7).

Tienen tres clases de enzimas que participan justamente en la producción de

RNAmensajero (Tabla 7).

a.- transcriptasas, que obedecen las instrucciones de secuencia de bases en

el templado del genomaviral, para producir la mayoría del mRNA.

b.- poliadenilato transferasas, que agregan pedazos cortos de residuos de

adenilato a extremos 3' de RNArecién sintetizado. El mecanismode acción

correspondería a una forma que se utiliza en células de mamíferos: 1a sin

tesis de secuencias ricas en poli-A sin el uso del templado. Este proceso



Rhabdovirus

Tabla7.Enzimasresentesen Orthomixovirus

virusdelaclaseV
Paramixovirus

Arenavirus

Transcriptasa Nucleósidotrifosfatasa Nucleósidofosfotransfis rasa Proteínaquinasa Actividadmetilante poli-Atransferasa

-Transcriptasa -Nucleósidotrifosfatasa -Neuraminidasa -Fosfotransferasa -Ribonucleasa

-Transcriptasa -Nucleósidotrifosfatasa -Actividadmetilante —poli-Atransferasa

-Transcríptasa -poli-Upolimerasa -poli-Apolimerasa

38
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descrito primero para Adenovirus se encontró en células de mamífero infecta
41 . . .( ), el que a su vez no contiene secuenc1as de poli-A tan largas

(90,

das con VSV

como para actuar de templado. Luego se encontró en el mismo viri6n de VSV

9) a (119) _ .
a51 como en el de NDV .El agregado de estas secuenc1as al RNAse cons¿

ra post-transcripcional y sería realizado por la mismaenzima transcriptasa

transformada o bien por una enzimadistinta según las características del vi

rus que se estudie. La acción de la secuencia de poli-A es favorecer la.g

ni6n que se establece entre el RNAmensajero y la subunidad ribosomal.

c.- RNAnucleotidíl-transferasa que modifica el extremo 5', generalmente por

metilación de uno o más nucleótidos o bien por adición de uno nuevo como el

(23). En este último caácido 7-metil guanílico. Está descrita para VSVy NDV

so 1a metilación se requiere para la traducción del mRNAviral en el sistema

sintetizante de proteínas in-vitro y el dador de metilos es la S-adenosil me

tionina. Se ha sugerido que esta actividad enzimática se podría relacionar

con una forma de regulación de la replicación de los Paramixovirus.

d.- Otras enzimas endógenas descritas son:

d1.- una ribonucleasa en Orthomixovirus, cuya función sería pasar formas pg
(100)

licistrónicas de RNAa formas monocistrónicas Recientemente se ha suas
. 4 ., . . . . , ,rido( ) que su acc1on 1nfluenc1ar1a el metabolismo de la celula huesped con

el objeto de favorecer la replicación viral.

d2.—fosfotransferasas<102), que transfieren el grupo fosfato del ATPy dATP

a una proteína, razón por la cual se las conoce comoproteína-quinasas. Se

han detectado en los viriones purificados de muchosvirus con envoltura, eg
(79,53,100)tre ellos VSV Influenza y Parainfluenza.
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En el caso del virus VSVse ha propuesto que la fosforilación de proteí

nas virales está implicada en la penetración por fusión de la envoltura viral

con la membranacitoplásmica o bien participa de la activación de la trans

cripción del genomaviral mediada por la RNApolimerasa. También se ha caras

terizado dicha actividad comode origen celular.

d .- nucleótido fosfohidrolasas: que hidrolizan los nucleósidos trifosfatos
3

(NTP)y probablemente regulan la actividad de la RNApolimerasa viral.

3.2. RNApolimerasas

Las ventajas de poseer una polimerasa en el viri6n, desde el punto de

vista evolutivo, dependen de la necesidad y el papel que cumplan los produg

tos transcriptos en el proceso infeccioso. Dentro de los virus que poseen una

RNApolimerasa dependiente de RNAse encuentran los viriones cuyo genoma es

RNAde cadena simple y con envoltura lipídica (Rhabdovirus, Ortomixovirus, RE

ramixovirus, Bunyavirus, Coronavirus y Arenavirus) y los que poseen RNAde dg

bla cadena y carecen de dicha envoltura (Reovirus). Dichos virus tienen la

ventaja, por una parte de poder producir copias múltiples de un solo genoma

parental y por otra parte de tener sus complejos replicativos bien protegidos

de la acción de la nucleasa. Así, mientras los Reovirus tienen los genomas

segmentados encerrados en una coraza subviral, los Rhabdovirus, Orthomixovi

rus y Paramixovirus presentan un complejo formado por la nucleoproteína y RNA

parental.

Claro que la presencia de un RNApolimerasa asociada con una preparación

viral no es índice que todo el RNAviral o parte de él sea complementario o
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idéntico a sus especies de RNAmensajero. Podría ocurrir que todo el RNAvi

ral fuera mensajero y que la enzima tuviera solo una función replicativa. Ra

ra una RNAen trozos se podría pensar que algunas especies de RNAviral fue

ran complementarias a su RNAmensajero, pero que otras sean su propio mensg

jero. Tambiénla transcripción podría ser selectiva para las especies de RNA

complementarias al mensajero. Ninguno de los experimentos in-vitro realiaa

dos con el virus Influenza, por ejemplo, excluye estas posibilidades(lo).

Sólo si se identifican las cadenas y composiciónde las distintas espg

cies virales mensajeras intracelulares, se puede afirmar alguna de las hipfi

tesis anteriores, que sugieren múltiples formas de desarrollo selectivo de

los procesos virales en una célula infectada.

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

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

sis de los productos de reacción indican que al menos el 95%del mismo es

complementario en su posición al RNAviral.

La actividad de RNApolimerasa dependiente de RNAse puede determinar

por ensayos in-vitro o bien en células infectadas en las que la síntesis pro

teica se ha inhibido con cicloheximida o puromicina. Esta última determina

ción no excluye la posibilidad que existan factores celulares que contribg

yan a la actividad que se observa. Este requerimiento podría 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 RNAviral y

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

ce de algún factor del huésped que es requerido para liberar el mRNAo bien
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para que la transcripción sea eficiente.

Si la enzima es específica 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-NewJersey, se tiene la prueba clave que la enzima encontrada es la

transcriptasa que se requiere para producir una infección 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. RNApolimerasa de Influenza en la célula huésped

Ho, P. y Walters, C(50), demostraron por primera vez la existencia de

una RNApolimerasa en la fracción microsomal de las células infectadas con el

virus Influenza, la que no existía en las células mantenidas comocontrol. Es

ta actividad, medida in-vitro, resulta sensible a la RNAsae inhibida por deg

xicolato agregados a la mezcla de reacción, pero no es sensible a la DNAsao

a la Actinomicina-D. Su aparición sin embargo, resulta inhibida por la presen

cia de Actinomicina-D en la célula huésped.

(105,70,108)’ usando laMuchoslaboratorios confirmaron estos resultados

mayoría de las veces Fowl Plague Virus que multiplica en CEFy membrana corg

alantoidea. La mayor parte de la actividad enzimática se pudo medir en la

fracción microsomal y algo menos en la fracción nuclear aislándose un produg

to de reacción que consiste, al menosparcialmente, en cadenas dobles asocia

das con especies de cadenas simples, algunas similares en tamaño a los RNA



43

virales. Por esta razón los resultados sobre el tipo de RNAsintetizado 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 RNAdel

virión. El resto podría bien ser RNAde tipo viral o RNAcomplementario que

no hibridice en las condiciones ensayadas<24).

La actividad de RNApolimerasa no se ha podido purificar, ya que permí

nece asociada con el templado. En los distintos tipos de célula en que se

ha ensayado la purificación, siempre se ubicó en la zona 50-70 S de un gra

diente de sacarosa, tanto en presencia comoen ausencia de detergente, indi

cando así que las estructuras con actividad enzimática no están asociadas a

membranas<24).Este hecho se refleja in-vitro por la capacidad que tiene la

enzima de sintetizar RNAcomplementario viral, sin el agregado de detergente

a la mezcla de reacción.

La naturaleza de las estructuras aisladas corresponde a una ribonucleg

proteína, con una morfología semejante a los componentes de RNPaislados de

los viriones. Peculiarmente en ellas se encuentra el polipéptido NPsolamen

te y en contraste con las características de la RNApolimerasa implicada en

la replicación de bacteriofagos pequeños a RNA,cuyos componentes esenciales

son polipéptidos celulares, aquí no está presente ningún polipéptido de la

célula huésped<24).

La relación exacta entre la actividad de polimerasa aislada en las cg

lulas infectadas respecto de la polimerasa viral o de las enzimas que funcig

nan en la síntesis del RNAviral, no está aün determinada. En una publica
(51)

ción reciente Horisberger, M. y Brambilla, R. proponen que la polimerg
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sa asociada a 1a célula en un complejo de ribonucleoproteína es idéntica a

la que el virus encapsida comúnmentellamada "polimerasa asociada al virión".

En otros sistemas ensayados, el RNAsintetizado después de las 4 horas

de infección, es predominantemente del mismo tipo que el que se encuentra en

el virión y no su complemento. De modoque estas estructuras con actividad

de polimerasa podrían 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 máximo de a2

tividad citoplásmica (5 a 6 hs p.i.) es indicativo que se están detectando

los genomasvirales, ya asociados con su correspondiente transcriptasa y es

perando el proceso de empaquetamientopara convertirse en viriones de 1a pra

geníe. Es posible entonces que exista otra estructura aün no identificada,

completamentediferente a la descrita que sea la realmente activa en 1a sin

tesis del RNAviral in-vivo.

3.4. RNApolimerasa en el virus Pichindé

Distintas preparaciones de virus de LCMpurificado se ensayaron en las

condiciones de incubación óptimas para determinar la actividad de RNApolimg
(120)rasa dependiente de RNA,con resultados repetidamente negativos Por lo

tanto los únicos resultados sobre dicha actividad enzimática conocidos hasta
. . (22)ahora, son los publicados por Carter, M.; Biswal, N. y Rawls, W. en 1974.

Los requerimientos de 1a reacción son esencialmente los mismos usados

para el Orthomixovirus Influenza A, cepa WSN:Mg++y Mn++como iones divalen

tes 'y un detergente no iónico que determinan una mayor síntesis 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.

Comoestá descrito en la Tabla 3 el virus Pichindé tiene las especies

virales características 31 S y 22 S, así como los RNAribosomales 28 S y 18

(21). El producto que seS; también se encontró un 4 S de origen desconocido

obtiene de la reacción enzimática es de dos tipos: un 22 a 26 S, resistente

a la RNAsay complementario al RNAviral y un 4 a 6 S sensible a la ribong

cleasa, y por lo tanto de cadena simple. La enzima transcribe sólo un 23%

del genomaviral.

Aünen preparaciones de virus Pichindé recién purificada, la RNApoli

merasa dependiente de RNAno tiene el requerimiento estricto de la presencia

de los cuatro ribonucleósidos trifosfatos, ya que sin GTPsintetiza un 90%

del producto respecto de 1a mezcla completa.

El nivel de dicho requerimiento se ubica entre el que posee la enzima

equivalente en el virión de VSVy el de la polimerasa polisómica poli-U. Por

esta razón se sugirió la presencia de múltiples componentesen el sistema

sintetizante de RNAasociado con el virus Pichindé<63), algunos de los cua

les serían más lábiles que otros. Esta hipótesis fue comprobadaal analizar

las diferentes estabilidades de las distintas actividades enzimáticas encon

tradas en el virión de Pichindé frente a las bajas temperaturas.

Cuandolos distintos componentesde la ribonucleoproteína del virus Bi

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

recen dos picos: uno de sedimentación rápida que cosedimenta con la nucleo
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cápside y tiene actividad de RNApolimerasa y otro pico de sedimentación lan

ta que cosedimenta con los ribosomas 80 S y tiene propiedades similares a una

poli-U polimerasa y a una poli-A polimerasa (sintetizan un RNAhomopolímero,

dependiendo de Mg++la primera y de Mn++la segunda). Se cree que la actiyi

dad de estas dos polimerasa puede enmascarar la actividad de la transcriptasa

y contribuir a las dificultades existentes para ensayar 1a RNApolimerasa en

el virión entero. Por ejemplo, la poli-U polimerasa podría modificar el RNA

que sintetiza la transcriptasa agregandonucleótidos adicionales o bien secuen

cias cortas de un "primer" RNA.Podrían también existir otras enzimas ribosg

males comofosfodiesterasa que contribuya a las dificultades mencionadas.

El RNAdel virus Pichindé aislado de fracciones polisómicas de células

infectadas, contiene secuencias de poli-A(61), de manera que una RNApolimg

rasa asociada con los ribosomas podría funcionar in-vivo para dirigir la sin

tesis de las secuencias terminales en 3', para los RNAcomplementarios al RNA

viral. E1 hecho que la función sintetizante de los ribosomas no se requiera
(62)para la iniciación de la replicación comoexplicamos en la sección 2.5.,

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

tivas en las células mutantes ts, sean uno de los componentes del huésped

que participan en la replicación viral.



47

MATERIALES Y METODOS

1. CULTIVOS CELULARES

1.1. Células Vero

Se utilizaron distintas lineas de células Vero (riñón de monoverde afri

cano Cercopithecus aethiops) crecidas en monocapas. A cada una de ellas se le

dió una denominación de acuerdo a su procedencia comose indica a continuación.

Vero M: esta linea fue suministrada por la Cátedra de Microbiologia y Ra

rasitología de la Facultad de Medicina. Se mantuvo en medio H.L.S. compuesto

por una solución salina de Hank's adicionada de un 10%de hidrolizado de lag

toalbümina al 5%, 8%de suero de ternero inactivado y 50 ug/ml de gentamicina.

Se utilizó aproximadamentedurante 50 pasajes.

Vero Z: 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 Mínimo con sales de Earle) suplementado con 10%de suero bovino inag

tivado y 50 ug/ml de gentamicina. Se utilizó entre los pasajes 190-230.

Vero U: esta línea fue provista por la Dra. Weissenbacher quien la reci

biera del Dr. Monath (U.S.A.). Se 1a mantuvo en iguales condiciones que a las

células Vero Z. Se utilizaron entre los pasajes 30 y 50.

Vero C: esta línea proviene del Instituto de Investigaciones Bioquímicas

Campomar(Bs. A3.), se mantuvo en iguales condiciones que las Vero Z. se uti

lizó 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 línea contínua RK13 de riñón de conejo se mantuvo en medio 199 o MEM

suplementado con 8%se suero de ternero inactivado y 50 ug/ml de gentamicina.

Se utilizó entre los pasajes 138 y 178.

1.3. Células BHK-Zl, clon 13

Esta línea fue provista por la Dra. A. M. Brunengo (Cátedra de Inmunoquí

mica de la Facultad de Ciencias Exactas y Naturales. UBA.). Se mantuvo por re

piques cada 3 6 4 días con MEMsuplementado con 10%de suero bovino inactiva

do y 50 ug/ml de gentamicina. Se utilizó entre los pasajes 26 y 46.

2. VIRUS

2.1. Junín

Se utilizó la cepa atenuada de virus Junín denominada XJ.C13(46) mantg

nida en el laboratorio de Virología de la Facultad de Ciencias Exactas y N3

turales por pasajes en cerebro de ratón lactante albino suizo provenientes

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

nado. El título de los stocks fue del orden de 10e UFP/mlen células Vero.

2.2. Tacaribe

Se utilizó la cepa TRLV11573 mantenida en iguales condiciones que el

virus Junín. El título de los stocks fue del orden de 10e UFP/mlen células

RK13.
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2.3. Virus de la Estomatitis Vesicular (VSV)

Se trabajó con la cepa Indiana. Los stocks se prepararon en células Ye

ro, donde se cosechó el virus de células y sobrenadantes a las 24 hs p.i. El

título fue del orden de 108 UFP/ml en células RK13.

3. PREPARACION DE LOS STOCKS

3.1. Cerebro de ratón lactante

Se inocularon ratones albino suizos de 24 a 48 hs de edad por vía i.c.,

con 103 DL50de virus Junín. Los animales se sacrificaron al séptimo día des

pués de la inoculación, cosechándose los cerebros. Luego se preparó un homo

geneizado al 10%p/v de cerebro en una solución tamponada de fosfatos, isotó

nica de pH 7,4 suplementada con 10%de suero de ternero inactivado y antibió

ticos. La suspensión obtenida se centrifugó durante 60 min a 12.000 g, utili

zándose el sobrenadante comofuente de virus. Toda este preparación se reali

zó a 4°C. Los stocks se fraccionaron y congelaron a -70°C, determinando su

infectividad por el método de unidades formadoras de placas. Los títulos fue

ron del orden de 108 UFP/ml.

3.2. Células Vero

Se inocularon células Vero dentro de las 48 a 72 hs de sembradas, con

una multiplicidad de infección de 1 UFP/célula del virus en estudio, durante

1 h a 37°C con agitación periódica. Al cabo de ese tiempo se descartó el

inóculo y se cubrió con medio de mantenimiento. Las cosechas del sobrenadan

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

con solución fisiológica tamponada, ya que este procedimiento aumenta al tí
. , 7tulo de Virus Jun1n( 3).

Conel objeto de eliminar los restos celulares se centrifugó la suspeg

sión 15 min a 1.500 rpm. El stock se guardó a -70°C hasta su uso.

4. DETERMINACION DE LA INFECTIVIDAD

4.1. Titulación por observación de la acción citopatogénica (ACP)

Las células 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 Junín.

La adsorción fue de 1 h a 37°C con dos agitaciones y, descartando el inócg

lo, se agregó a cada tubo 1 ml de medio de mantenimiento, el que se renovó

cada 3 ó 4 días. Los cultivos se observaron diariamente al microscopio ópti

co, registrándose la evolución e intensidad de la ACP.La titulación final;

zó a1 día décimo p.i. Se usaron 4 tubos por dilución y la dosis infectante

50%para cultivo de tejidos DICT50se calculó de acuerdo al método de Reed

y Müench(97).

La aparición de focos de células redondeadas y oscuras en la monocapa

y la cantidad de células muertas en el medio de cultivo determinó el grado

del efecto citopático, el cual se tabuló en forma cualitativa:

(1) correspondió a la presencia de un númeroregular de células en el sobre

nadante, con la aparición esporádica de focos de ACPen la monocapa;

(2) los focos mencionadosabarcaron la totalidad del tejido;

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

tubo de ensayo.

4.2. Titulación por el método de formación de placas bajo agar

Se utilizó el método de Damonte, E. y Coto, C. (33) con algunas varian

tes. Se infectaron monocapasconfluentes de células Vero crecidas en botellas

de capacidad variables (60 cm3 6 30 cm3) dentro de las 48-72 hs de sembradas,

con diluciones crecientes de material. El volúmen inoculado fue de 0,4 ml 6

0,3 m1 para cada caso, el que se dejó adsorber durante 1 h a 37°C, con dos

agitaciones intermedias. Unavez finalizada la adsorción se descartó el virus

remanente, se lavaron las células con solución salina fosfatada y se cubrig

ron con un volúmenapropiado de agar nutritivo. Unavez solidificado éste a

temperatura ambiente, las botellas se invirtieron y se incubaron a 37°Cen og

curidad un período de 7 días para el caso en que se tituló el virus Junín y

sólo de 3 días para el virus VSV.

Al cabo de ese tiempo las células se fijaron con formol al 10%durante

30 minutos. Se descartó la capa de agar lavando suavemente con agua corrieg

te y las placas se revelaron mediante tinción con cristal violeta durante 15

min. Las monocapasse lavaron otra vez y se dejaron escurrir antes de contar.

Se utilizaron de 2 a 4 botellas por dilución y los títulos se calcularon en

base al númerode placas, el volúmendel inóculo y la dilución considerada.

El medio nutritivo usado, Earle 2x 6 BAB2x, se mezcla en volúmenes iguales

con agar 0xoid (lavado 2 días con agua corriente) de manera que resulta final

mente una concentración de agar de 1%en presencia de 50 ug/ml de gentamici

na.



52

Dichos medios que permiten conservar adecuadamente las monocapas de cg

lulas Vero un período de 7 días están constituidos, el primero por una solg

ción salina de Earle de doble concentración (2x), 6%de hidrolizado de lacgg

albúmina al 5%, 6%de extracto de levadura al 1%, 10%de suero de ternero i

nactivado y 100 ug/ml de gentamicina, pH final 7,4. El segundo medio ha sido

usado por Bablanian en 1965(S) y en él crecen exitosamente otros Arenavirus.

El mismo consta de 20% de medio mínimo esencial (MEM)concentrado 10 veces,

20%de glucosa (35 g/l), 10%de nitrato férrico 0,1 gZ, 1%de glutamina (29,2

g/l), 20%de piruvato de sodio 0,1 g/l y 10%de suero de ternero inactivado.

Se ajustó el pH y se agregó gentamicina en la misma proporción que poseía el

medio denominado Earle 2x. La mezcla con igual volumen de agar al 1%se hizo

en el momento de usar.

5. DETERMINACION DE VIABILIDAD CELULAR

Se realizó por la prueba de exclusión del azul tripán en las células

tripsinadas en un volúmen adecuado comopara poder ser contadas.

Con una o dos gotas de azul tripán al 5%en 1 m1 de suspensión celular

y 30 minutos de incubación a temperatura ambiente se puede diferenciar entre

las células mucrtas,de color azul, y las células viables que permanecenincg

loras. Estas últimas se cuentan en la cámara de Neubauer en un total de 8

cuadrados por vez. Se calculó el promedio de lecturas a partir de la fórmula:

N° de células total
ml

= v.N.10"
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donde, V: volúmen de la suspensión celular expresado en ml

N: N° 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 células. Para

esto último las células se congelaron y descongelaron dos veces en el mínimo

volúmen de medio de mantenimiento, de acuerdo con el recipiente usado para

la infección. La suspensión de células se centrifugó a baja velocidad para

eliminar restos de membranasy células enteras. El SNse tituló por UFP.

7. FRACCIONAMIENTO CELULAR

Se dividió 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 centrífuga refrigerada International, rotor 269, y una ultracentrí

fuga Beckman, modelo L2 rotor SWSO-l. Todas las operaciones se hicieron en

tre 0 y 4°C.

a.- Ruptura de células: se realizó suspendiendo las mismasen sacarosa

S1 = 0,3 M en buffer Tris-01H 10-2 M, pH = 7, a 0°C y rompiéndolas con 10

golpes en un homogeneizador de mano, con una concentración final en Nonidet

P-40 de 0,0252. Los núcleos se lavaron con S1 y se resuspendieron en sacarg
2

sa 0,6 M en Tris ClH 10- M, pH = 7.
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b.- Baiada de las distintas fracciones celulares:

.— núcleos, a 800 g - 10 min.

.—mitocondrias, a 12.000 g —10 min.

.- microsomas, a 105.000 g, 1 hora.

Cuandose trabajó posteriormente con los microsomas esta fracción se re

suspendió en el buffer S1.

8. PURIFICACION DE LOS NUCLEOS

Comolos núcleos no debían estar contaminados con material citoplásmico

para poder ser usados, se buscó un método para purificarlos, partiendo de cul

tivos celulares de células Vero Z en monocapa. El 1er paso consistió en pre

bar la ruptura de las células por distintos métodos, con un posterior control

en el microscopio de contraste de fase (Aumento320 x). Las observaciones mos

traron que:

a.— con el tratamiento de buffer TESS: sacarosa 0,25 M; EDTA1 mM; Tris 5 mM

pH = 7 en un Potter Elvejeheim, por una maceración de 5 min a 0°C, se obseruí

ron las células rotas en un 90%y los núcleos sueltos. Los restos citoplasmi

cos son granulados.

b.- con el congelamiento y descongelamiento con la maceración de (a), todos

los campospresentaban granulación abundante y con pocos núcleos sueltos.

c.- con sacarosa 0,3 M en Tris 10-2 y C12Mg3 mM(pH = 8) ' y la maceración

de (a), las células se veían rotas y los núcleos bien.

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

lumna de sacarosa que se podían usar para hacer purificación nuclear.
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d.— con todas las concentraciones entre 1,73 y 2 Mel pellet de núcleos que

daba con restos celulares gruesos.

e.- con la concentración 2,1. y 2,2. el pellet nuclear era abundante con muy

poco material pulverizado fino.

Comoen estas últimas condiciones el pellet nuclear sometido al trata

miento (c) prácticamente carecía de material contaminante, se eligió final

mente esta combinación (c) y (e) para obtener los núcleos biongicamente ag

tivos según se muestra en la Figura 2.

9. DETERMINACION DE RNA POLIMERASA DEPEHPIENTE DE RNA EN CELULAS

Se incubó en partes iguales la mezcla de la enzima, el nucleótido marca

do NET-380Uridina 5, H3-6—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 enzimática se deja 15 min a 37°C. La mezcla de reacción

tenía las siguientes concentraciones finales de los distintos reactivos:

Tris-ClH 90 mM; ATP 0,3 mM; GTP y CTP 0,21 mM; UTP frío 8,4 uM; Cleg 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 0,1% (final) y a pH =

8 a O°C durante 5 minutos.

La precipitación del RNAsintetizado y las lecturas de radiactividad s2

bre 0,1 ml de muestra se realizó siguiendo el esquemadescrito en la Sección

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

PARTICULAS VIRALES

La mezcla de reacción completa constó con los siguientes componentes de

una concentración final de; Tris-ClH 50 mM,pH = 7,9; mercaptoetanol 6 mM;

sulfato de amonio 25 mM, ATP, GTP y CTP 0,23 mM, Clen 6 mM; C12Mg 4 mM; No

nidet P-40 0,2%;RNAde levadura purificada 100 ug y sistema regenerador de

ATP (Sección 13).

Se agregó 0,1 ml de mezcla de reacción 0,1 ml de virus (con 500 ug de

proteína viral) y 0,1 trinucleótido marcado (CTP-H3de actividad específica

5,66 Ci/mMSchawz Bio Research 6 UTP-H3de actividad específica 26,9 mCNew

England) diluido. Se incubó durante 30 min a 32°C, luego se detuvo la reag

ción pipeteando una alícuota de 0,1 m1 sobre un disco de papel WhatmanGF-82

previamente sumergido en TCAa1 5%.

Se prosiguió la precipitación y la lectura del RNAsintetizado según la

Sección 11. Todas las determinaciones se hicieron por duplicado.

11. PRECIPITACION DEL ACIDO IEEOLUBLE

Se realizó en un filtro de acero inoxidable especialmente diseñado en el

que se colocaron los discos de papel WhatmanGF-82, previamente sumergidos en

TCA al 5%.

En cada uno de los discos se agregó sucesivamente:

a) 50 ug RNA,20 ul de suero bovino estéril diluído 1:20; 0,5 ml de una mezcla

constituida por pirofosfato de Na 0,4 My fosfato disódico saturado, neutral;

zado con TCA;
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b) 0,1 ml de la muestra a precipitar;

c) 0,5 ml de TCA 45%.

Luego se lav6 cada disco sucesivamente con: 1,5 ml de TCA5%mezclado

con pirofosfato de sodio 0,1 M dos veces; 1 ml de TCA1%, 2 veces; y 1 ml

alcohol 96° , 3 veces.

Se colocó a secar en estufa de 37°C. Se leyó la radiactividad en un cen

telleador líquido Packard Tricarb con 10 ml de la mezcla constituida por PPO

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

12. DETERMINACION DE PROTEINAS

1.- se precipitó la muestra en estudio con igual volúmen de TCA40%. Se

centrifugó a 800 g, 10 minutos y se decantó.

2.- se resuspendió el precipitado con NaOH0,1 N, dejándolo a 37°C, d!

rante 24 horas.

3.- se procedió en igual forma para los estándar que se prepararon con

albúmina de plasma bovino cristalizado (marca Armour, solución madre de 200

ug/ml) .

4.- se realizó la determinación por una modificación de la técnica de

Lowryet al(67) por el reactivo de fenol usando las siguientes soluciones:

C03Na2, 4% en NaOH0,1 M; tartrato de sodio 4%; SOACu2%y reactivo de Folin

Cicolteau en la dilución adecuada según una previa estandarización.

5.- se leyó a D0 750 en un fotocolorímetro Bausch y Lomb.
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13. SISTEMA REGENERADOR DE ATP

Se mezcló sal de hexilamina del ácido P-enol pirüvico, 5 pmoles y P-enol

piruvato quinasa, 50 ug, que equivale a 25 A de una solución de 2 mg/ml de

Boehringer Mannheim.

Conel fin de probar la eficiencia del sistema regenerador, se incubaron

el sustrato y la enzima a 37°C durante distintos tiempos. Se efectuó luego la

separación de los nucleótidos obtenidos durante la incubación por cromatogra
(84)fía ascendente durante 40 hs . Se reveló con luz UVla zona del cromatogra

ma donde se ubicaron cada uno de los nucleótidos.

14. ACTIVIDAD DE RNA POLIMERASA I y II

Las mezclas de reacción usadas y las condiciones de incubación fueron

distintas según la enzima que se deseó determinar:

a.- RNApolimerasa I: necesita un sistema de baja fuerza iónica, conte

niendo Tris-ClH 55 mM, pH = 7; beta-mercaptoetanol 55 mM; ATP 5,5 mM; CTP y

GTP 1,2 mM; PNA 4,1 mM; C12Mg 3,7 mMy DNA100 ug/ml, el que se desnaturali

za por calentamiento a 95°- 98°C durante 10 min y se enfría antes de usar. Se

incuba la mezcla y la muestra en estudio, durante 5 min a 37°C.

b.- RNApolimerasa II: necesita un sistema de alta fuerza iónica, que se

obtiene reemplazando las sales de FNa y 012Mgde (a) por sulfato de amonio

300 mMy cloruro de manganeso 3,7 mM. Se incuba durante 15 min a 37°C.

Las condiciones de precipitación del RNAcomoácido insoluble y las leg

turas de radiactividad que se describen en la Sección 11, fueron comunesa

ambas determinaciones.
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15. PURIFICACION DE VIRUS JUNINl CEPA XJ.C13

El virus se purificó a partir de los sobrenadantes de células Vero infeg

tadas a una multiplicidad de 1, cosechadas a las 48, 60 y 72 hs p.i. Los sg

brenadantes, de los que se eliminaron los restos celulares centrifugándose a

800 g durante 15 min, se guardaron a -70°C. La preparación de virus purifiqa

da contenía entre 5 y 8 mg/ml de proteínas y un título de virus del orden de

4 x 106 UFP/ml.

Comocontrol también se purificaron sobrenadantes de células normales

por el mismoprocedimiento. Se utilizó el método de purificación de Help, G.

(49) (107) que se detallan.y col. con algunas modificaciones

El esquema de purificación de la Tabla 1 comenzó con una concentración

de virus por precipitación con sulfato de amonio saturado disuelto en TES,

el cual una vez lavado y resuspendido en el buffer fue parcialmente purifiqa

do en algunos experimentos sobre un colchón de sacarosa 5%y posterior son;

cación (Sección 17). En otros casos se sometió al virus a una ultracentrifg

gación en un gradiente discontinuo de sacarosa 10%y 50%. El virus se rqu

gió de la interfase y en algunos experimentos se sometió a una cromatografía

en columna (Sección 16). Este paso se adoptó con el fin de eliminar el sulfg

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

tos fue una segunda ultracentrifugación en una columna de sacarosa 15%.
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16. CALIBRACION DE UNA COLUMNA DE SEPHADEX G-25

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

Coarse (Pharm. Fine Chem. Inc.) se usó Tris-ClH 10_2 M, pH = 8; SO4(NH4)2 a

media saturación en Tris-ClH 10-2 M; ClNa 100 mMy EDTA1 mM. El colorante

usado fue Blue Dextran al 1%. El volúmen 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 1a elución.

Se sembraron 0,2 ml de 1a solución de Blue Dextran y 0,4 ml de la solg

ción de sulfato de amonio. Las lecturas de D.0. se hicieron a 300 mu y la

presencia del ión amonio se determinó por la reacción de Nessler<56).

Se usó comoeluyente un buffer de baja fuerza iónica pues se adaptó la

elución a las condiciones en que se deseaba tener el virus, de allí que la

columna no presentó un pico neto comose suele ver clásicamente. En el Gráfii

co 2 se representó una curva de D.0. vs Volúmende Elución, donde se ve que

la muestra se debió recoger entre 10,5 y 15,5 m1 ya que después comenzó a
I I a} o I a +

dar p051tiva la reacc10n de Nessler, que indicaba la presenc1a de NHa.

17. PROCESO DE SONICACION

Muchosvirus necesitan ser sonicados o tratados con detergentes antes de

poder determinar la actividad enzimática. El primer proceso nos interesó pues

los pellets de virus son muydifíciles de resuspender. Por lo tanto el virus

precipitado con sulfato de amonio y centrifugado a través de una columna de

sacarosa 15%se resuspendió en buffer Tris-ClH pH = 7,4 y se sonicó a 55 watts
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y 0°C antes de realizar las determinaciones enzimáticas. Los datos de infecti

vidad en función del tiempo de sonicación, resumidos en la Tabla 8, muestran

una considerable disminución después de 2 minutos. Por lo tanto nunca se son;

c6 más de 60 segundos, con períodos de 20 segundos y descanso equivalente. Es

te último paso se realizó a 0°C para evitar recalentamiento en la masa viral.

18. SATURACION DE RNAsas CONTAMINANTES

En la metodología de saturación de una posible RNAsacontaminante en la

preparación viral se usó un RNAexterno preparado con RNApurificada. Para

conseguir éste se usó RNAde levadura comercial, Sigma, y luego se liofilizó.

Se preparó una solución de dicho RNAcon agua estéril en el momentode usar

y de ella se tomó un volúmen equivalente a 100 ug de ácido nucleíco para la

mezcla enzimática, con 1a que se incubó durante 10 min a 0°C antes de agregar

el virus.

19. TRATAMIENTO DEL VIRUS CON ALTA CONCENTRACION DE ClNa

Antes de la última centrifugación descrita en la Figura 3, se diluyó la

preparación de virus XJ.C13 con un volúmen de ClNa 5.3 M en buffer TES Tris

10-2 M, EDTA10-3 M y ClNa 10"1 M, pH = 7,4, hasta una concentraéión final

de 15%en ClNa. Se incubó esta mezcla durante 30 min a 37°C y el virus se se

dimentó durante 90 min a 70.000 g, resuspendiéndolo luego en el mismobuffer.
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(a)Tabla 8. Acción del sonicado sobre la infectividad del virus

Junín2 cega XJ.013

MATERIAL UFP TOTALES

Inicial 2.3 x 107

Pellet sonicado 2' 6,0 x 105

rellet sonícado 4' 1,0 x 105
"

(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 purificó hasta el paso de interfase, donde ya estaba demoï
(49)trado que la pérdida de proteínas contaminantes era importante y el vi

rus se purificaba con un coeficiente de purificación de alrededor de 15 x.

En esa "interfase" el título de virus fue de 3,7 x 106 UFP/mly el contenido

de proteínas de 3 a 5 mg/ml. Se realizaron ensayos paralelos con una interfa

se normal, obtenida purificando sobrenadantes de células normales, cuya con

centración de proteínas fue de 1,5 mg/ml.

Para medir la actividad de nucleósido trifosfato fosfohídrolasas se usa

ron las siguientes soluciones, cuya concentración final fue:

Tris-ClH 55 mMpH 7,9; Clen 4,4 mM; C12Mg2,5 mM; B-mercaptoetanol 6,4 mM;

sulfato de amonio 30 mM; Nonidet P 400, 15%; ClNa 33 mM; GTP 62 uM, en un v9

lümen final de 0,8 ml.

El GTP-H3usado con una actividad específica de 5,66 C /mM, se diluyó

con agua bidestilada estéril 1:30.

Se agregó a 0,2 ml de la mezcla de reacción 0,2 ml de la muestra a ensa

yar y 0,2 ml del nucleótido diluido.

Se trabajó en todos los casos incubando a 37°C y midiendo incorporación

de GTP-H3. La reacción que duró de 30 a 60 min según el experimento se conclg

y6 por calentamiento del tubo en baño de María durante 3 min.

21. METODO DE SEPARACION DE NUCLEOTIDOS

Se realizó por cromatografía en papel Whatman3 MM,usando como solven
. 84 . . . . .,

te etanol-acetato de amonio( ). A dlStlntOS tiempos de la 1ncubac1on se sa
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caron alícuotas de 30 ul, que se sembraron enseguida y se secaron con secador

comúny lámpara IR. El desarrollo del cromatograma se hizo una vez que la reag

ción estaba concluida y se compararon todas las siembras realizadas en la mig

ma hoja. Ademásse sembraron estándares al lado de los distintos tiempos, con

el fin de ubicar la zona de corrida de los trinucleótidos y dinucleótidos cada

vez, la cual se marcaba revelando con luz ultravioleta.

Antes de realizar las incubaciones enzimáticas se hicieron controles de

cromatografía, a fin de determinar con los estándares la correcta separación

de los nucleótidos y el tiempo de corrida cromatográfica, que resultó ser de

40 horas.

El papel cromatográfico se cortó en tiras paralelas a la dirección de og

rrida y cada una de ellas se subdividió, con el fin de ser contadas en el con

tador de centelleo líquido usando PPO-POPOPen tolueno. Una muestra del deag

rrollo de una cromatografía se ve en 1a Figura 4.

Fiq.4

Desarrollo de un cromatograma de nucleo'tidos.

__—————

——> Direcciónde corrida
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Prodesamiento de datos: los datos obtenidos del cromatograma se procesa

ron de dos formas. En un principio cuando se quería solamente verificar algu

na acción hidrolítica en la muestra con virus (primeros.experimentos descritos

en Resultados) se hizo la conversión de trinucleótidos a dinucleótidos calcu

lando el porcentaje de cuentas de cada fracción con respecto al total de cpm

de la correspondiente corrida:

CPM (NDP) x 100

CPM (NDP) + CPM (NTP)
Z NDP =

CPM (NTP) x 100

CPM (NDP) + CPM (NTP)

El procesamiento de datos fue algo más laborioso cuando se debieron Cog

parar las interfases normal e infectada, pues entonces fue necesario calcular

las áreas bajo las curvas con el objeto de hacer una integración gráfica. Los

resultados se expresaron comopor ciento de variación del nucleótido corres

pondiente respecto del tiempo cero, dividido por los mg de proteína que había

en la reacción.

A nucleotidot=0 - A nucleotidot=60

mg proteína

Esta forma de expresar los resultados determina valores negativos si es

mayor la proporción del nucleótido en el punto final de la reacción (t=60).
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22. CORRELACION ENTRE LA CANTIDAD DE CELULAS CON LA CONCENTRACION

DE DNA

Durante la siembra de las células en los viales se observó que no se og

tenían monocapas con el mismo número de células, aün cuando los experimentos

se realizaran en condiciones similares, por lo que resultó necesario realizar

un recuento cada vez.

Para saber si la determinación de la concentración de DNApresente en ca

da cultivo, en vez del recuento de células, podría dar una idea más precisa

de dicha variación se eligieron tres series de viales, cuyos cultivos se obtg

vieron en idénticas condiciones, con el fin de correlacionar el númerode cg

lulas contadas a las 22 hs post-siembra y la concentración de DNA.

Los resultados que se resumen en la Tabla 9 muestran que mientras la v5

riaci6n en el númerode células es de 40%, si se tiene en cuenta la concentra

ción de DNAesta variación se reduce al 28%.

Sin embargo, la cantidad de DNAque se mide es muy pequeña y la medida

de D.0. está sujeta a mayor error, ya que en general cae dentro de la prime

ra parte de la curva estándar D.O. versus Concentración. El método de deteg

minación es también más tedioso, porque requiere un mayor número de pasos y

la reacción colorimétrica necesita un tiempo largo de incubación. En consg

cuencia, por razones de operatividad, comono se consiguió mayor sensibili

dad con la metodología probada se optó por contar las células. Por norma,

se promediaron los valores obtenidos en tres viales de cada serie de expg

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



Tabla 9. Correlación entre el N° de células X la medida de DNA

N° de experimento N° de células DNAug/ml

1 7,4 x 105 22

2 6,1 x 105 18

3 4,5 x 105 16

70
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23. MEDIDA DE LA INCORPORACION DE URIDINA MARCADA EN MONOCAPA

DE CELULAS CRECIDAS EN VIALES

(8)El método usado correspondió al descrito por Ball, C. R. et al adap

tado al cultivo de células Vero crecidas en monocapa.

Se sembró en cada vial de vidrio del contador de centelleo líquido de 1

a 5 x 105 células, las que se contaron después de 24 hs, con una previa trip

sinización según se ha descrito en (5). Todas las incorporaciones se realiaí

ron por duplicado o triplicado segün los casos.

Las células se marcaron con UridinaS’GH3 (New England 40,8 Ci/mmol) en

una dilución tal que quedara 10 uCi 6 20 uCi por vial según el experimento,

desde t=-30 hasta t=ti (un período de 30 minutos antes del punto que se gra

ficó). Una vez finalizado el período de marcación se agregaron 10 ml de sol!

ción isotónica fría en.cada vial y 10 ml de C104H1,5%v/v para fijar las cg

lulas. Se lavó luego dos veces con el mismoácido y una vez con alcohol. El

vial se dejó secar antes de agregar 1 ml de C104H5%v/v en cuya presencia

se calentó durante 1 h a 80°C. Una vez frío se contó agregando 10 ml de una

solución centelleadora que incluía: Trit6n X-lOO, 500 mg; PPO8, 25 g; dime

til POPOP, 150 mg y tolueno 1000 ml.

24. TRATAMIENTOCON DEAE-dextrán

El DEAE-dextránes un éter policatiónico, producido del dextrán con un

PMpromedio de 500.000. Entre los varios efectos que tiene sobre los sistemas

celulares figura la incorporación de macromoléculascomoproteínas y pelin!
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cleótidos por los cultivos. Se usó la droga de Pharmacia Uppsala-Sweden con

PMpromedio de 2 x 106. Se determinó el tiempo óptimo de contacto de esta

droga con el cultivo, que favoreciera la entrada de u-amanitina sin afectar

la morfología celular. Así la droga se agregó en los últimos 30 min de una

infección de 2 hs en una concentración final de 500 ug/ml.

El cultivo se lav6 luego dos veces con la solución fisiológica tampona

da y se cubrió con 0,9 ml de Eagle sin suero y 0,1 ml de a-amanitina (de 100

ug/ml) o bien 0,9 m1de Eagle sin suero y 0,1 ml de la solución fisiológica

en los ensayos control.

Se marcó el tiempo adecuado agregando la solución de uridina tritiada

y procesando según el punto 23.



RESULTADOS

1. Aspectos bioquímicos de la replicación viral

En primer lugar se trató de determinar la cinética de formación de RNA

viral específico en la célula infectada en las primeras horas del ciclo de

multiplicación.

1.1. Incorporación de uridina-H3 en el RNAtotal

Con el objeto de medir la incorporación de precursor marcado en el RNA

de células normales e infectadas se usó la técnica de marcación en viales es

gün se ha descrito.

Comola infección de las células Vero Mse realizó con virus provenien

te de cerebro de ratón} sin purificar, comocontrol normal se trabajó con cg

lulas no infectadas, las que fueron incubadas con un homogeneizadode care

bro de ratón no infectado durante 1 h, repitiendo el procedimiento de adsqr

ción, lavado, etc. a que se sometieron las células infectadas. En el experi

mento que se muestra en el Gráfico 3 se trabajó con 1,3 x 105 células por

vial realizando pulsos de uridina-H3 de 10 pCi durante 30 min y determinan

do la cinética de incorporación hasta las 8 hs post-infección.

Se puede observar que la infección no altera el perfil de incorporación

de uridina-H3 en el RNAcelular afin cuando se trabajó con una multiplicidad

de infección de 20. Este resultado era en cierto modoesperado puesto que el

RNAespecífico viral debe representar un porcentaje muybajo del RNAtotal
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que resulta enmascarado por el RNAdel huésped. Característicamente se obseE

va una incorporación inespecífica en las células infectadas y no infectadas

que es máximaa las 2 hs p.i., la que se encontró reiterativamente en una se

rie de cuatro experimentos realizados en distintos momentos.Dicha incorpora

ción se debe atribuir al cambio de medio después de la hora de infección ya

que el mismo aumento se ha verificado si se agrega solamente Eagle con suero

al 3%para simular la infección. Es atribuido por lo tanto a la metodología

de trabajo, en la que después de infectar se retira el inóculo, se lavan las

células y se agrega medio sin suero para marcar en forma eficiente el RNA.

Este aumentoinespecífico va a dificultar todas las mediciones que se

deseen realizar durante la fase temprana de la replicación.

Es sabido que la cinética de aparición de RNAviral se puede detectar

entre los Picorna y Togavirus, por ejemplo, inhibiendo la síntesis de RNAcg

lular por el antibiótico Actinomicina-Dque inhibe la transcripción.

En el mismoGráfico 3 se muestra la cinética de incorporación de célg

las normales e infectadas pero en presencia de 1 ug/ml de Actinomicina-D,

que se agregó junto con la marcación (Actinomicina-D + Uridina-H3). No api

recen variaciones importantes entre los valores normales e infectados y la

inhibición de 1a incorporación varía entre 86 y 90%respecto de los valores

sin Actinomicina.

La cinética de las células infectadas también se vió afectada en la mig

ma forma por lo que es evidente que hasta las 8 hs p.i. no puede detectarse

síntesis de RNAviral utilizando esta metodología.
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2. PARTICIPACION DEL NUCLEO CELULAR EN LA MULTIPLICACION DEL

VIRUS JUNIN

La primera indicación que la integridad del nócleo celular era necesg

ria para la replicación del virus Junín se tuvo en 1971 cuando Coto, C. y
(31) . . ., , . .

Help, G demostraron que 1a irradiac1on de celulas con UVimpide la mu;

tiplicación del virus de NDV.En la actualidad la participación de distin

tas funciones nucleares en un ciclo de replicación se pueden estudiar con

el uso de inhibidores metabólicos. Uno de los que elegimos fue la a-Amani

tina.

2.1. Alfa-amanitina

Los distintos estudios existentes sobre la acción de la a-amanitina en

la multiplicación del virus de Influenza y su interacción con las enzimas de

la células nos llevó a elegir esta droga dentro de todas las Amanitinas cong

cidas.

2.1.1. Efecto de la a-amanitina sobre la multiplicación del virus

Junínl cepa XJ.C13 en células BHK-Zl

El polipéptido a-amanitina no atraviesa fácilmente la membranacelular,

de manera que existen células cultivadas in-vitro que son aparentemente in

sensibles al tóxico. Por esta razón los primeros experimentos se realizaron

trabajando con células BHK-Zl,donde ya estaba demostrado que existe trans

porte de la droga<l222
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Se usaron concentraciones de drogas desde 2 hasta 10 ug/ml, ya que con

centraciones mayores resultaron deletéreas para las células, las que cambian

ostensiblemente su morfología a las 12 hs de contacto con el inhibidor.

Las células se infectaron con m.i. = 1 y el rendimiento de virus se mi

dió 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

inhibición significativa y que esta es dependiente de la concentración. Comp

el máximode inhibición respecto del control se obtuvo para 10 ug/ml, concen

tración que, comoya se dijo no es posible aumentar, se siguió trabajando

con ella en los experimentos posteriores.

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

Visto la inhibición de la multiplicación viral por la presencia de a-amí

nitina en células BHK'sedecidió determinar si el mismoefecto se producía en

las células Vero M, ya que este es el sistema comúnmenteusado en nuestros eg

perimentos.

El proceso de penetración de 1a a-amanitina varía con el tipo de células

pudiendo resultar lento, disminuyendoasí la efectividad de la acción inhibi

toria sobre el núcleo. Comocontrol de la actividad de la droga en nuestros

experimentos se midió la actividad de RNApolimerasa II, que es afectada por

la a-amanitina en núcleos purificados de células Vero, a través de la capaci

dad de dichos núcleos para sintetizar RNAin-vitro. Los núcleos se obtuvieron

a partir de células tratadas con la droga por distintos períodos de acuerdo a

lo explicado en Materiales y Métodos y luego se incubaron en las condiciones

adecuadas para medir actividad de RNApolimerasa II.
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Tabla 10. filtiplííación del virus Junír‘aZencélulas BHK-Zlen

en presencia ded-amanitina

Concentración de Título de virus Inhibición

droga , pg/ m1 UFP/ml Z

0 650 0

2 500 23

5 420 65

10 60 92

(a) m.i.=l
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Los resultados que se muestran en la Tabla 11 indicarían una acción inhi

bitoria total a partir de las 6 horas de contacto con la droga.

Debido a la combinación del tiempo prolongado de efecto máximo de la drg

ga (6 hs) y el largo ciclo de replicación viral se decidió determinar el efes

to de a-amanitina en células Vero infectadas pero por tiempos mayores.

Los cultivos de células Vero, se infectaron con virus Junín 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 comenzaraa observarse la acción citopatogénica. Segün la la

bla 12, la inhibición es más importante a las 48 hs p.i.

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

La acción observada.sobre el virus Junín podría deberse no a un efecto

directo sobre la replicación 'al sino a una acción sobre la célula huésped

que ocurriría debido al tiempo prolongado de contacto de a-amanitina con las

mismas, tiempo que es técnicamente necesario para poder medir un efecto sobre

la multiplicación viral. Por este motivo se estudió el efecto de la droga s2

bre la replicación del virus VSV,cuya multiplicación se sabe que es indepeg

diente del núcleo. Para esto se trataron las células por períodos más prolog

gados con la droga y luego se infectaron.

Se observa en la Tabla 13 que la a-amanitina no inhibe la síntesis de

VSV(intra o extra celular), dentro de las 24 hs p.i. Tampocose ve afectado

el rendimiento si se hace un pretratamiento de las células por un período de

12 horas antes de la infección lo que hace un total de 36 horas para el con

tacto de la droga con las células. En este caso existe un título menor de Y;

rus en el control pues se usó menormultiplicidad de infección.



Tabla 11. Actividad de RNABolimerasa II en la fracción nuclear

de células Veroztratadas con 10 ¿lg/ml de q-amanitina

Horas de contacto CPMincorporadas lpg DNA/ 15 min.

80
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Tabla 12 .Multiglicación del virus Junín en células Vero<a>

en Eresencia de e( -amanitina(b)

Tiempop.i. Control Tratado Inhibición

hs UFP/ m1 UFP/ ml z

24 3.o 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 ¡ug/ml
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Tabla 13. Rendimiento de VSVen células Vero(a) tratadas con

10 Bg/ m1 de 0(—amanitina

Virus Tratamiento Título de Virus Inhibición

horas Control Tratado Z
UFP/ ml

Libre(b) o a 24 6,2 x 107 6,1 x 107 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 o

(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 multiplicación del virus.

2.1.4. Estadio de lagrgplicación del virus Junín afectado por la droga

Para intentar determinar si el requerimiento de la transcripción nuclear

involucraba una función temprana o tardía en la replicación viral, se agregó

a-amanitina en distintos momentosp.i., desde las 0 a 12 hs p.i.

En la Tabla 14 se ve que la acción más significativa de la droga se og

tiene en una etapa temprana del ciclo; más aün si cuando el virus entra a la

célula ya se produjo la acción inhibitoria de la droga. En efecto, el rendi

miento es sólo del 2%cuando existe un pretratamiento de las células durante

7 hs, previo a la infección. Así también, cuando aumenta el número de ciclos

replicativos, en un rendimiento de 48 hs, por ejemplo, 1a inhibición es mucho

más importante; 98%para el virus Junín (Tabla 12) y 99%para el virus Tacari

be (datos no presentados).

2.1.5. Acción de la a-amanitina sobre el virus Tacaribe

Para averiguar si la acción inhibitoria era una peculiaridad del virus

Junín o podía cumplirse con otros arenavirus, se midió el rendimiento de vi

rus Tacaribe en células BBK-21y RK13. Comose muestra en la Tabla 15 la ag

ción inhibitoria es del mismoorden que la observada para el virus Junín,cg

pa XJ.C13.

Todos estos datos señalan entonces una participación activa del núcleo

celular durante la multiplicación del virus Junín en una etapa temprana de



(a)Tabla 14. Rendimiento de virus Junín en células Vero tratadas

con o(-amanítina por distintos períodos de tiempo

Horas de Tratamiento con Rendimiento de Virus (b)

-amanitina(10 ¡ug/m1) Z UFPrespecto del control
-.7 .o .3 .7 .12 ¿4

.L 1 2

\
V V 7

'r 4 20

¡-------------- ---| 31

1---------- ---1 68

(a) m.i. = 1

(b) 24 hs p.i.
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Tabla 15. Efecto de la a-Amanitina sobre la multiglicación del

virus Tacaribe

CELULAS TITULOS(a) IN'HIBICION

CONTROL 11mm“) z

smc-21“) 6,5 x 1o2 3,0 x 101 95

RK-13(C) 2,9 x 1o3 2,0 x 1o2 94

(a) UFP/mlen el sobrenadante respectivo a las 24 hs p.i.
(b) m.i. = 0,1
(c) m.i. = 1

(d concentración de droga 10 ug/mlV
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la multiplicación. Gracias a que el efecto de a-amanitina es específico s2

bre la RNApolimerasa II resulta aparente que un mRNAcelular juega algún

papel importante en la replicación viral.

2.2. Inducción de RNApolimerasa II por infección viral

Los experimentos realizados con la u-amanitina demostraron que el núcleo

tiene una activa participación en 1a multiplicación de los Arenavirus, por lo

que se trató de determinar el efecto de la infección sobre la actividad eng;

mática nuclear.

Es conocido que las tres RNApolimerasas nucleares tienen no sólo distig

ta sensibilidad frente a la amanitina, sino también que pueden caracterizarse

en distintas condiciones de incubación. Por ello se midió la actividad de RNA

polimerasas I y II en las fracciones nucleares de células normales e infecta

das con virus Junín, cepa XJ.C13en distintos tiempos p.i., en condiciones ade

cuadas según se indica en Materiales y Métodos.

Se probó la actividad polimerásica en dos condiciones, con alta fuerza

iónica (Mn++y NHZ) y con baja fuerza iónica (Mg++y Na+) según Lobban, P. y

Siminovitch, L.(66).

Los resultados que se muestran en el Gráfico 4 indican que la RNApoli

merasa I se inhibe y no vuelve a sus valores normales en el tiempo estudiado.

En contraste la RNApolimerasa II se"activa" con un máximoalrededor de las

6 hs p.i.

La actividad de polimerasa II desciende a valores normales al comenzar
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la producción de viriones libres. Comola actividad específica representada

podría variar según se expresaran las cpm por ug de DNAó ug de proteína se

hicieron ambasdeterminaciones para los núcleos aislados en todos los tiem

pos p.i. Aúncuando para varios virus a RNA,inclusive Influenza, se verifii

ca un "shutt off" en la síntesis de proteína celular durante la infección,

en nuestro caso siempre se obtuvo un mayor contenido de DNAy proteína en

los núcleos infectados respecto de núcleos normales. Por lo tanto el aumen

to que se observa en el Gráfico 4 no se debió a un descenso del denominador

usado para expresar la actividad específica.

Estos resultados se correlacionan en forma indirecta, con la necesidad

de transcripción nuclear temprana, para que ocurra la multiplicación viral.

2.2.1. Inhibición de la incorporación de Uridina-H3 por efecto de

la a-amanitina sobre la RNApolimerasa II

Otro modode determinar la participación de la RNApolimerasa II en el

ciclo de replicación viral, es midiendo el grado de inhibición de la incoE

poración de Uridina-H3 en un sistema libre de células conteniendo 1,6 ug/ml

(117). Comola droga se combina químicamente con la RNApolide a-amanitina

merasa II, la medidain-vitro refleja la participación de la enzimaen la

síntesis de RNA.

En estas experiencias se ensayaron los nücleos del experimento anterior,

en forma paralela a dichas determinaciones. La mezcla de reacción correqug

dió a la Sección 14 de Materiales y Métodos. Los resultados obtenidos se pre

sentan en la Tabla 16, donde se ve que en condiciones de alta fuerza iónica,
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Tabla 16. Inhibición de la RNABolimerasa II en Bresencia de
- . . aa-Amanitina in-vitro

Horas p.i. Normal Infectado

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 RNApolimerasa II, se encontró siempre una

inhibición importante, de mas de 80%, aunque el punto de 4 hs no mostró tag

ta inhibición. Los valores de 12 hs en el infectado pueden estar indicando

que la síntesis de RNAdetectable se debe a una enzima de origen viral. Cuan

do estas mediciones se realizaron en presencia de Actinomicina-D agregada al

sistema de incubación, se obtuvo un 100%de inhibición, corroborando que la

síntesis era atribuible a una RNApolimerasa dependiente de DNA.

2.3. Síntesis de RNAen núcleos de células infectadas en la etapa

temprana de multiplicación

El aumento de actividad enzimática correspondiente a RNApolimerasa II

debería reflejarse en un aumentoen la incorporación de uridina-H3 en el ng

cleo de células infectadas respecto a células normales que se veía enmascg

rado cuando se analizó 1a cinética de síntesis de RNAen toda 1a célula (seg

ción 1.1. de Resultados).

Se infectaron células Vero (Vero-C) con virus Junín a una m.i. = 10. A

las 2 y 6 hs p.i. e inmediatamente después de finalizado el pulso de 30 min

(Sección 23 de Materiales y Métodos), se aislaron los núcleos de las células

infectadas y no infectadas, las que sirvieron comocontroles (Sección 7 de

Materiales y Métodos). Los resultados se presentan en la Tabla 17 en forma

comparativa con los valores de incorporación de células enteras procesadas

simultáneamente. Otra vez se comprueba que a las 2 hs p. i. hay una alta
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Tabla 17. Valores de Incorporación de Uridina tritiada en Núcleos

y Células Vero infectadas con virus Junín (a)

Tiempop.i. N.normal N.ínfectado Cél.norma1 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 núcleos
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incorporación inespecífica que sin embargono se refleja en los núcleos: el

núcleo infectado incorpora un 4%respecto a la célula total y el normal un 7%

respecto a su control.

Por otro lado, el incremento del 14%en las cuentas de las células infeg

tadas respecto a las normales que se observa a las 6 hs p.i.,representa un 40%

de aumento si lo que se comparan son los valores de los núcleos infectados reg

pecto de los normales al mismo tiempo p.i. (2758 cpm frente a 1957 cpm)

El núcleo de las células normales incorpora a las 6 hs el 25,7% de la mar

ca en relación a la célula total, mientras que para las células infectadas el

valor obtenido es del 30,9%.

Se buscó encontrar alguna relación del aumento observado con la infección

vira1,por lo que se decidió determinar si la multiplicidad de infección tenía

algún efecto sobre la relación de incorporación entre núcleos y célula. Esta

vez se eligió como tiempo de trabajo 4 hs, momentoen que se había encontrado

que aumentaba la actividad de la RNApolimerasa II.

Los resultados se presentan en la Tabla 18. Es evidente que a baja multi

plicidad de infección no se observan diferencias significativas de incorpora

ción en núcleos 6 células infectadas respecto a los controles,a pesar que ¿g

te se usó aproximadamente 100 veces más concentrado en proteína de cerebro

normal. En cambio con una multiplicidad de 10, el valor de la incorporación

de núcleos respecto a célula es del 40%y a su vez el núcleo infectado incog

pora 1,6 veces más cuentas que el núcleo normal. Estos son resultados simila

res a los obtenidos en el experimento anterior pero trabajando a las 6 hs p.i.
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Tabla 18. Influencia de la m.i. en la incorgoración de Uridína tritiada

en células Vero normales e infectadas con virus Junínz a las

4 hs B.i.

m.i. Células Núcleos Nücleos/ Células
CPM Z CPM

1 95.739“) 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 relación en los núcleos

se invierte: los que están infectados con mayor m.i. incorporan dos veces más

que los que están infectados con menor m.i. Otra vez se muestra que la estimu

lación de la síntesis que se mide en los núcleos no se ve reflejada en la me

dida del RNAtotal sintetizado en las células infectadas.

2.3.1. Efecto de la a-Amanitina sobre la síntesis de Egg

Los resultados obtenidos utilizando núcleos infectados aislados señalan

una participación de la síntesis nuclear en todos los casos pero no en forma

diferenciada y neta. Comoestos experimentos son además muy trabajosos se de

cidió determinar la participación del núcleo en la síntesis viral mediante el

uso de a-amanitina. El grado de inhibición en la síntesis del RNAes un reflg

jo de la participación del núcleo en distintos tiempos p.i.

En primer término se determinó la incorporación de uridina-H3 en pulsos

de 30 min en células Vero-C tratadas previamente con DEAE-dextránpara favg

recer la entrada de a-amanitina (Gráfico 5). La marcación se agregó en los ó;

timos 30 min de cada uno de los puntos marcados, los que están desde t = 0 en

presencia de a-amanitina.

Cuandose compara la incorporación de uridina-H3 entre células infecta

das y controles entre las 4 y 7 hs p.i. se observa una coincidencia en el tri

zado de ambas curvas. Sin embargo, la incorporación en las células infectadas

es 1,3 veces mayor que en controles. Aún cuando en presencia de a-amanitina

la síntesis está disminuida tanto en células infectadas comoen los controles,
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en las primeras se observa siempre que está un 10%más afectada.

2.3.2. Influencia de la duración del pulso

Comocon esta técnica no se encontró un tiempo preferencial de inhibición

se decidió variar el período de marcación en l h, 2 hs y 4 hs, a partir de las

4 hs p.i., con lo cual se mediría un RNAacumulado en los distintos intervalos

en presencia y en ausencia de la droga.

Se puede ver en el Gráfico 6 que a las 5 hs y óhs p.i., con RNAsintetiaí

do entre las 4 y 5 hs para el 1er pulso, y entre las 4 y 6 hs para el 2do pu;

so, se revela una importante inhibición de la incorporación en las células ig

fectadas en presencia de a-amanitina que no se observa en las células control.

Cuandoel tiempo de marcación se alarga a 4 hs, los valores de todas las incqr

poraciones decaen comosi la uridina caliente se acabara.

Coneste intervalo de marcación de 2 hs se realizaron otros experimentos

para lograr determinar el tiempo en que la inhibición por la dróga era máxima

y así resultó, según se ve en la Tabla 19, que entre las 4 y 6 hs p.i., la me

dida acumulativa de RNArevela la mayor influencia por a-amanitina frente a

las células normales. Dicha diferencia, sin embargo, no pasó del 10%tal como

se había observado en el Gráfico 4.

Es llamativo que la incorporación de uridina tritiada en presencia de la

droga respecto de los valores en su ausencia, son más o menos coincidentes pa

ra las células control (que fueron tratadas con cerebro normal en los tres pug

tos considerados). En cambio el primer punto de las células infectadas presea

tó los mismos valores de incorporación (Promedios de 7.389 cpm y 7.116 cpm) en
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Tabla 19. Incorgoracíón de Urídina tritiada en células Vero infectadas

.con virus Junín(a)zen Bresencia de Amanitina(b), a distintos

tiemBos 2.i.

Tiempop.i. Control Virus

horas Z

3 a 5 88(6) 100

4 a 6 86 77

5 a 7 82 88

(a) m.i.=10

(b) 10 ¡13/ m1

(c) Los porcentajes se calculan respecto de los valores de incorporación

en ausencia de la droga,con pulsos de 2 hs.



99

presencia y en ausencia de la droga. Esto indicaría que acá se está midiendo

una síntesis de RNAque no es afectada por la a-amanitina.

El grado de inhibición entre las 4 y 6 hs, detectado por este método,

vuelve a ser de un 10%mayor en las células infectadas respecto de las con

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

3. Enzimas

La identificación de las múltiples enzimas presentes en el virión es una

herramienta útil para aclarar la forma de replicación de un virus, por eso en

este estudio sobre la estrategia del genomadel virus Junín, abordamosla cg

racterización de dos enzimas endógenas: RNApolimerasa dependiente de RNAy

Nucleósido5'-trifosfato fosfohidrolasa.

3.1. Actividad de RNApolimerasa dependiente de RNAen virus Junín,

cepa XJ.C13

En consideración que la RNApolimerasa dependiente de RNAdel virus de

Influenza solo se detectó cuando en la mezcla de reacción estaba presente el

(89'108) y que la actividad para los distintos virus difiere agión manganeso

gún cual sea el catión divalente presente en 1a mezcla, se probó la actividad

de replicasa en preparados virales purificados, según el esquemaA de purifii

cación manteniendo constante el catión divalente y cambiandoel monovalente.

El proceso de sonicación usado en el último paso del proceso de purificación

(Ver figura 3) debe ser controlado según se indicó en la Sección 17 de Mate

riales y Métodospara 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 CTP-H3.La actividad enzimática no resultó alterada por la pre

sencia de los distintos cationes monovalentes en la mezcla de reacción. Por

otra parte si bien la enzima es activa tanto en presencia de MgcomoMnincoE

poraïnís marcación cuando hay Mgen el medio. Ademássi se mantiene constante

el catión monovalente Na y se compara la actividad de acuerdo con el catión di

valente hay un 20%de aumento en favor de la combinación Mg-Na.

Comose ha demostrado la eficacia de la acción del ClNa en altas concen

traciones Para eliminar las proteínas extrañas a los virus purificados en gra

dientes, y en consideración que la actividadmedidapodría estar afectada por

la presencia de hidrolasas (tanto nucleótido fosfohidrolasas comoRNAsas)se

probó este tratamiento según se ha descrito en Materiales y Métodos. Asimismo

se trató de comprobar la asociación de la enzima con membranasquitando el de

tergente de la mezcla de reacción y la naturaleza del producto sintetizado,

con el agregado de RNAsa.Los resultados se presentan en la Tabla 2L donde se

utilizó virus purificado según el esquema B. Se observó que la carencia de uno

de los trinucleótidos anula la síntesis y que la presencia del detergente NP

40 no es esencial para demostrar la existencia de la enzima, la que sin embaE

go no se encuentra si el detergente es Triton 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,comouna semana a -70°C

prácticamente no revela actividad.

Con respecto al tratamiento con ClNasi bien parecería ser efectivo pg

ra eliminar RNAsano se ha verificado un espectacular aumento comose espera

ba. sino sólamente un aumento de un 3,6 más respecto del virus sin tratar.
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Tabla 20. Reguerimíento de cationes divalentes para la

actividad de RNARolimerasa
(a)

Mezcla de Reacción CPM/¡4g de Proteína

Cleg, 51n Clen

C12Mn, sin C1

C12Mn y ClNa

2Mg

(b)

(b)

(c)
Cl Mg y ClNa2

C12Mn y C1NH4

2.136

1.306

1s700

2.040

1.400

(a)

(b V

(c)

Medida como incorporación de GTP-H3,durante 30 mín.

Proteína viral: 500 pg. Título de Virus: 2,5 x 106 UFP/ml

ClNa 25 mM.

ClNH4 25 mM.
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Tabla 21. Reguerimientos generales de la actividad de RNApolimerasa
(a)

en el virus Junínz cega XJ-Cl3

Mezcla de Reacción CPM/ pg de Proteína

Completa(con Mg y Mn) 2;470

Sin virus o

Sin GTP 140

Sin CTP 0

Sin NP-40 13480

+ Tritón N-101 (0,8 mg/ml) 0

+ RNAsa 370

Virus a 4°C 854

Virus a -70°C 0

Virus T(b) + Mezcla(c) 8m892

(a) Medida como incorporación de UTP-H3, durante 30 min. a 32°C.A

cada valor se le sustrae su correspondiente blanco(t=0min.)

(b) Virus tratado con C1Na

(c) En esta mezcla se incluye NH: 4,6 mMy Na+33 mM.



3.2. Actividad de Nucleósido Trifosfato Fosfohidrolasas

La existencia de 5'-trifosfato hidrolasas, cuyo sustrato puede ser ATP,

conunaafinidad variable hacia los otros nucleótidos, ha sido ampliamentedes
(13,43,54,80,116)

crita para virus a RNAó DNA Estas enzimas actúan sobre un

nucleósido-5'-trifosfato en la siguiente reacción:

NTP + 1120 —* NDP + Pi

Comoen nuestras determinaciones de replicasa en los preparados de virus

Junín,cepa XJ.C13, encontramos una marcada disminución en las cuentas de los

trinucleótidos después de realizada la incubación a 37°C, sospechamosla pre

sencia de una nucleótido fosfohidrolasa.

Para demostrar esta actividad enzimática se usó el mismomaterial proba

do en la determinación de RNApolimerasa dependiente de RNA:virus purificado

por precipitación con sulfato de amonioy posteriormente centrifugado en un

gradiente discontinuo de sacarosa (corresponde a la metodología B del esquema

de purificación de la Fig 3).

Se ensayó en primer término, con un material viral congelado durante 15

días a -70°C, la influencia de distintas mezclas de reacción, según se ha des

crito en Materiales y Métodos. Por otra parte se probó la importancia del de

tergente NP-40 en la mezcla, a una concentración final de 0,15%. De tal forma

se probaron las siguientes variantes:

a) Virus Junín tratado con detergente, en presencia de Mnó Mg,

b) Virus Junín sin tratar, en presencia de Mnó Mg.
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La incubación y posterior separación cromatográfica de los productos de

la reacción se realizó según se ha descrito. En el Gráfico 7 se resume la ag

tividad de hidrolasa, de acuerdo con las diferencias en las cuentas obtenidas

para las zonas de trinucleótido y dinucleótido en el tiempo 0 de incubación y

una vez concluida la misma (t = 30'). Se reveló 1a actividad enzimática cuan

do la mezcla contenía Mgy virus sin tratar con detergente (Gráfico 7-A) y ag

tividad dudosa en presencia de Mny virus tratado con detergente (Gráfico 7-B)

ya que en este último caso las variaciones entre el porcentaje de trinucleóti

do que disminuye cuando se compara t = 30.y t = 0: respecto del porcentaje de

dinucleótido que debiera aumentarsi hubiera actividad hidrolítica no resultó

muymarcado. El resto de las combinaciones dio resultados negativos.

Suponiendoque no fuera necesaria la presencia de detergente para revg

lar actividad de nucleótido fosfohidrolasa, se probó la actividad de un.matg

rial viral congelado durante 50 días, aumentandoel tiempo de incubación a

60 minutos y utilizando como cationes Mnó Mg.

Los porcentajes calculados se representaron en el Gráfico 7-C, revelan

dose actividad enzimática con una disminución de GTPy un concomitante aumeE

to de GDPen t=-60' sólo en la mezcla que tenía Mg. El ensayo hecho con Mn

no se graficó pues no se pudo deducir del mismola existencia de actividad

GTPásica.

Conel fin de realizar los correspondientes controles se comparóla ag

tividad hidrolásica de preparados virales obtenidos de sobrenadantes de célg

las infectadas con preparados "control" obtenidos de sobrenadantes de células

sin infectar que recibieron igual tratamiento. El contenido en proteínas del
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material viral fue de 5 mg/ml y en el material control 1,5 mg/ml. En este cg

so el pellet obtenido de la primera parte del proceso de purificación estuvo

durante 60 días a -70°C. El procesamiento de los valores obtenidos una vez de

sarrollado el cromatogramafue algo laborioso, según se indicó en 2.1. La pre.

sencia del dinucleótido originado por la actividad hidrolítica a los 60 min

de incubación, se reveló en un área que aparece por debajo de las abcisas (Grá

fico 8). La integración gráfica de las áreas que se encuentran por debajo de

las curvas demostró que la actividad enzimática para las fracciones normal e

infectada, en presencia de Mgy NH4simultáneamente son del mismo orden. La

mezcla de Mn-NH4dió 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

detectó en el material que no tenía virus, y puede provenir de células rotas

que quedan en el sobrenadante del que se parte en el proceso de purificación.
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Gráfico 8
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DISCUSION

A pesar que existían estudios realizados por Coto, C. y col.(28) y Pfau

Ch. y col.(91) que demostraban la dificultad de detectar síntesis de RNAvi

ral en células infectadas con un Arenavirus, se consideró la posibilidad que

aumentandola multiplicidad de infección se consiguiera revelar la cinética

de sintesis de RNAviral. Para esto se desarrolló el método de Cultivo de cg

lulas en viales de centelleo que permite trabajar sin pérdida de material y

a una multiplicidad entre 10 y 20 veces mayor que la comúnmenteusada. No se

encontraron diferencias significativas entre las curvas de incorporación de

células normales e infectadas (Gráfico 3). Sólo se observó un aumento de in

corporación importante a las 2 hs p.i. que hemosconsiderado inespecífico,

tanto en células normales comoen infectadas y que puede ser atribuible al

proceso que sufren las células en el momentode agregar la marcación, hecho

también observado en otros sistemas celulares (R. A. de Torres, comunicación

personal). Cuandose realiza la incorporación en presencia de Actinomicina-D,

que permite la detección de RNAviral en los Picornaviridae, tampoco se ob

servan diferencias significativas, ya que la inhibición de la incorporación

en las células controles es del 86%y en las infectadas del 90%respecto de

los valores en ausencia de la droga.

En consecuencia no ha sido posible determinar por esta metodología la

síntesis de RNAviral, ya que queda enmascarada dentro del "background" de

RNAcelular, agravado por el hecho de un temprano aumento inespecifico.



Necesidad de la funcionalidad del núcleo celular para la replicación

viral

La mayoría de los RNAvirus multiplican con total independencia del ng

cleo celular. Sin embargo comoya se explicó en Introducción existían eviden

cias de una participación activa del núcleo celular en la multiplicación de

los Arenavirus. Los resultados obtenidos por nosotros con la a-amanitina

aclaran,sin duda, esta participación. La acción inhibitoria de la a-amaniti

na sobre la multiplicación del virus Junín, es concentración dependiente en

células BBK-21,aunque la relación no es estrictamente lineal, ni fue posible

usar una concentración de droga mayor de 10 ug/ml sin que resultara afectado

significativamente el metabolismo celular. Se han usado sin embargoconceg

traciones mayores con el virus de Influenza<71’110) y Pichindé<64). De acuer

do con los resultados de la Tabla 10, elegimos la concentración de 10 ug/ml

responsable de la máximainhibición, para trabajar en células Vero. Comono

teníamos datos del proceso de entrada de la droga en estas células y en con

sideración que la RNApolimerasa II es la enzima blanco de la misma, se mi

dió su actividad en núcleos aislados de células Vero, para distintos tiempos

de tratamiento con 10 ug/ml de a-amanitina (Tabla 11), obteniéndose un 90%

de inhibición a las 3 hs de contacto y un 100%de inhibición a las 6 hs p.i.

Este porcentaje se consideró satisfactorio ya que otros investigadores ha

bían comunicado un 63%de inhibición de la actividad de la polimerasa con S

(110).ug/ml de droga y 1 h de contacto en células CHO En base a estos resql_



tados se consideró que la droga ejerce su máximoefecto inhibitorio después

de estar en contacto con las células por más de 6 hs, lo que se refleja en el

mayor grado de inhibición de la multiplicación del virus Junín con un pretra

tamiento de 7 horas (Tabla 14).

Otra interpretación del mayorefecto inhibitorio observado podría basar

se en un daño celular. Sin embargo el metabolismo de la célula huésped no es

afectado, ya que el virus VSVpudo multiplicar con igual eficiencia en ausen

cia que en presencia de la droga, afin con un tratamiento de 12 hs antes de

la infección (Tabla 13). En consecuencia podemospostular que la a-amanitina

ejerce un efecto directo sobre la multiplicación de los Arenavirus Junín y

Tacaribe (Tabla 15) y que la síntesis de RNAmensajeros celulares es un re

querimiento para la replicación normal de estos virus. Agregandola droga a

distintos tiempos p.i. se trató de determinar si dicho requerimiento ocurre

durante todo el ciclo o sólo en la primera etapa. Los datos de la Tabla 14

indican que el rendimiento del virus Junín resulta menosafectado si se de

jan transcurrir entre 7 y 12 hs después de la infección sin tratamiento con

la droga. Sin embargodebido a la lenta velocidad de penetración, es difícil

asegurar con precisión el momentoen que la a-amanitina ejerce su efecto. A

pesar de esto nunca se alcanzó el 100%de rendimiento viral en cultivos en

los que se agregó la droga en una etapa tardía p.i., lo que podría interprg

tarse comola necesidad de transcripción del DNAcelular durante todo el ci

clo de replicación. Esto marcaría una importante diferencia con el virus de

Influenza, ya que en éste la adición de la droga a lasl,5 hs p.i. no afecta

la transcripción del RNAviral. La exacta determinación de este período se
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realizó recientemente por medio de un sofisticado y trabajoso método bioquí

(71), de acuerdo con el tiemmico, pero ya había sido sugerido por Mahyet al

po en que el agregado de la droga no afecta al rendimiento de virus extracg

lular.

En base a que el efecto inhibitorio que ejerce la a-amanitina se mani

fiesta sobre los virus Junín y Tacaribe en varios sistemas (Tabla 15) queda

ría probado, junto con los datos ya discutidos que el efecto es específico

sobre la replicación viral. Podemosagregar que con esta serie de experimen

tos se ha establecido una similitud de comportamientoentre los virus Junín

y Tacaribe, a nivel molecular, tal comoocurre con Influenza A y B, que no

ha sido descrita anteriormente.

Leung(64) ha demostrado que en células infectadas con virus Pichindé

existen tres polipéptidos virales los que en presencia de a-amanitina se rs

ducen significativamente. Trabajos posteriores del mismoinvestigador<63>

obtenidos con el virus Pichindé, confirmaron que no es la replicasa viral

el blanco de 1a acción de la droga. Todos estos resultados indican que la

transcripción de algunos genes celulares son un prerequisito para la trans

cripción y replicación de los Arenavirus.

Inducción de RNApolimerasa II por infección viral

Existen virus a RNAque no afectan las enzimas celulares, afin cuando

las puedan utilizar en su multiplicación y en contraste existe otro grupo

que las inhibe pronunciadamente.
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En el caso de los Arenavirus afin cuando no conocemos ningún estudio s2

bre una variación en la actividad enzimática celular, estudiamos la actividad

de las RNApolimerasas, una vez que demostramos la acción de la a-amanitina

sobre la multiplicación de este grupo. Nuestras determinaciones se concentra

ron en las RNApolimerasas I y II, que se diferencian por su sensibilidad fran

te a la a-Amanitina, así comopor las condiciones de la mezcla de incubación.

Los resultados del Gráfico 4, muestran que la actividad de síntesis de
. . . . .a . ++ +

RNAmedida en cond1c1ones de baJa fuerza ionica (Mg y Na ) de la cual es

responsable la RNApolimerasa I, disminuye respecto del valor que se obtiene

en los núcleos aislados de células normales. La inhibición se mantiene a lo

largo del periodo de 12 hs p.i. En contraste la actividad medida en condicig
.a . ++ + .

nes de alta fuerza ionica (Mn y NH4)revela un importante aumento alrededor

de las 6 hs p.i. Esta activación desaparece cuando comienza 1a producción de

viriones libres.

Es interesante destacar que también en las células infectadas con el vi

rus de Influenza se ha encontrado una disminución de la actividad correspon

diente a la RNApolimerasa I, de ubicación nucleolar, por debajo de los valg
(71)res normales Comopara este virus se ha descrito un antígeno nucleolar

36 . . . . , . . .
( ) que part1c1pa de 1a replicac1ón, seria interesante saber 51 el mismofis

nómenoexiste en el caso del virus Junín.

La actividad transcripcional aumentadaen las células infectadas con vi

rus Junin puede deberse tanto a un aumentoen la habilidad catalítica de la

RNApolimerasa, 1a que por ejemplo puede estar modificada por el virus, como



a una alteración en la disponibilidad del templado. En el caso de las celu

las tumorales se ha descrito una proteína (Factor S II) que estimula la ag

tividad de la RNApolimerasa II sobre el DNAnativo como templado. Comoes

ta enzima de ubicación nucleoplásmica transcribe los RNAmensajeros celulï

res, nuestros resultados sugieren qua serían necesarios en 1a replicación

del virus Junín especies de dichos RNAen tiempos tempranos p.i. La parti

cipación de la RNApolimerasa II es sugerida también por los datos de la Ia

bla 16.

Síntesis de RNAnuclear

En la búsqueda de otro parámetro bioquímico que se correlacionara con el

aumento de actividad correspondiente a RNApolimerasa II, analizamos 1a sin

tesis de RNAnuclear en una etapa temprana p.i. El aislamiento de los núcleos

inmediatamente concluida la marcación permitió observar que en ellos no se

detecta el significativo aumentoen la incorporación celular (Gráfico 3) que

había sido atribuido al procesamiento entonces utilizado. En este caso (Ig

bla 17) ambosnúcleos, normal e infectado, incorporan porcentajes equivalen

tes respecto del total incorporado por la célula (7%y 4%respectivamente)

a las 2 hs p.i. Tambiénson equivalentes los porcentajes a las 6 hs p.i. (25%

y 30%)pero en este tiempo la diferencia que no se detecta en el RNAtotal

celular, aparece claramente en el RNAsintetizado en los núcleos: los núcleos

infectados incorporaron un 40%más que los núcleos normales.
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Tratando de correlacionar este aumento con el proceso de infección vi

ral y considerando que la actividad de RNApolimerasa II comenzaba a aumen

tar entre las 4 y 6 hs p.i., se eligió el tiempo de 4 hs para medir la in

fluencia de la multiplicidad de infección en la incorporación de uridina tri

tiada (Tabla 18). Es de destacar que la diferencia de incorporación observa

da en la síntesis de RNAtotal, para m.i. = 1 no se detecta en el RNAsintg

tizado por 1a fracción nuclear. Los de menormultiplicidad de infección ig

corporan un menorporcentaje de uridina tritiada en la fracción nuclear reg

pecto de su total en la célula. Es decir que la medida de este último paré

metro no solo no refleja lo que ocurre en la fracción nuclear sino que es

francamente opuesto. Para una mayormultiplicidad de infección, se detecta

una mayor síntesis de RNAen los núcleos.

Si es el núcleo el lugar donde hay que estudiar la síntesis de macromg

léculas inducidas por el virus, es importante investigar si 1a a-Amanitina

influye en forma diferencial sobre la síntesis de RNAen las células infeg

tadas a lo largo del proceso de infección. Esta serie de experimentos se di

ferencian de aquellos en los que se midió el rendimiento de virus en presen

cia de amanitina, en que se sometieron las células a un tratamiento previo

con DEAE-dextránpara permitir la rápida entrada de 1a 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 inhibición

en las células infectadas que en las control, de modotal que las curvas de

incorporación correspondientes se invierten en presencia de la droga (Gráfii

co 5). Los porcentajes de inhibición calculados en las células normales coig
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ciden con los encontrados por otros investigadores en las células Vero, pero

el análisis del Gráfico 5 parece indicar que el porcentaje de inhibición en

las células infectadas varía en función del tiempo p.i.

Conel objeto de detectar mejor este grado diferencial de inhibición se

decidió medir un RNAacumulativo en tiempos posteriores a las 4 hs p.i. No

se midió antes de dicho tiempo ya que la síntesis inespecífica observada en

el Gráfico 3 (y reflejada también en el Gráfico 5) podía confundir los resul

tados. Un pulso de 2 hs (Gráfico 6) permite detectar también un grado de inhi

bición cercano al 30%en presencia de a-Amanitina respecto del control sin la

droga. Los pulsos de mayor tiempo no dan resultados interpretables probable

mente porque el efecto de la degradación es más importante que la síntesis.

Trabajando con un intervalo de marcación de 2 hs se decidió determinar

los porcentajes de incorporación de uridina tritiada entre las 3 y las 7 hs

p.i. En la Tabla 19 se resumieron dichos porcentajes, calculados en presea

cia de la droga, respecto de los valores de incorporación que se obtienen en

su ausencia. En todos los puntos del ensayo control se encuentra un grado de

incorporación equivalente. En cambio en los cultivos infectados con virus {B_

nin parece existir entre las 3 y S hs p.i. una síntesis de RNAno dependiente

de a-amanitina que podría ser especificamente viral. El máximode inhibición

por acción de la droga estaría entre las 4 y 6 hs p.i.

Estos datos coinciden con la sintesis aumentada de RNApolimerasa II a

las 6 hs p.i. (Gráfico 4). Dicha enzima se relacionaría directamente con la

sintesis de RNAdependiente de a-Amanitina, detectada en los distintos pu;

sos, aün cuando otros investigadores proponen que la contribución de la RNA
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polimerasa en CEF, para medir síntesis de RNAa través de la incorporación
(71)

de Uridina-H3 no es muy importante . En este aspecto los experimentos rea

lizados con pulsos de 2 hs parecen ser más precisos que los enzimáticos, pues

ya entre las 5 y las 7 hs p.i. (Tabla 19) los valores de incorporación en pre

sencia de a-Amanitina equivalen a los de un material normal, hecho no visible

en el gráfico de las actividades enzimáticas. Es probable que a las 8 hs p.i.

exista afin enzima activa con un templado externo, comoaparece en el Gráfico

4, que sin embargono actúe en el proceso de replicación, influenciada por

ejemplo por algún mecanismo de regulación. De todas maneras la metodología de

los pulsos proporciona datos indicativos y es probable que se necesiten util;

zar DNA complementario al mRNApara detectar específicamente la síntesis de

los RNAatribuibles al virus(72).

Enzimasasociadas al virión

RNApolimerasa dependiente de RNA

Los Arenavirus se clasifican entre los virus que tienen un RNAde polari

dad negativa y por lo tanto deben tener una transcriptasa asociada al virión.

La detección de esta enzima ha sido extremadamentedificultosa para los

distintos integrantes del grupo ya que sólo se ha encontrado en el virus Bi

chindé<22) . Los datos que se presentan en la Tabla 20 sugieren fuertemente

que también está presente en los viriones de Junín. Para arribar a esta con

clusión fue necesario tener en cuenta distintas consideraciones.
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Unade ellas es la cantidad de proteína viral fresca de que se dispone,

y otra es la cantidad de nucleótido marcado presente en la mezcla de reacción.

Con respecto al primer punto consideramos que sólo un 1%del total de proteí

nas correspondería a la replicasa buscada, por lo que se trató de perfeccig

nar el método de purificación que proporcionara la mayor cantidad de proteí

na viral en el menor volúmen posible.

Cuandose sometió el virus purificado según se indicó en Materiales y

Métodos al proceso de cromatografía en columna de Sephadex G-25, no se per

dió la infectividad, pero la dilución a la que se sometió la muestra llegó

a ser de 1:5, según el volúmen de virus sembrado. Por lo tanto este proceso

cromatográfico se reservó para ser utilizado en los casos en que el volúmen

inicial de virus que se disponía era mayorde cinco litros.

Conrespecto a la cantidad de nucleótido caliente que se incorporó al

RNAsintetizado, el análisis de los datos proporcionados por los distintos

investigadores, nos llevó a disminuír la dilución del trinucleótido con 1a

cual se comenzarona hacer las determinaciones. Así, mientras para el virus

de Influenza basta con 10,5 u para los virus VSVy NDVse usa 1 mu. En nueí

tro caso una dilución del orden de 1:5 de la solución de GTPoriginal deteE

minó que se pudiera agregar a la mezcla de incubación sólo 890 pmoles.

Otro aspecto importante es la existencia de RNAsacontaminante, 1a cual

es comúnmenteinhibida en las técnicas de aislamiento de polisomas, por ejeg

plo con policationes comosulfato de polivinilo o sulfato de dextrán. Como

se ha visto que las RNApolimerasas virales también son afectadas por la prg
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sencia de dichas sustancias<50’57) resulta peligroso el uso de estos inhioi

dores. Comoalternativa recurrimos al agregado de RNAexterno, que aunque

no actúa comopatrón para la replicasa puede ser usado comosustrato prefg

rencial de la RNAsa(Sección 18 de Materiales y Métodos). Con tal fin en al

gunos experimentos se agregó RNAde levadura purificado sin lograrse resul

tados satisfactorios.

La temperatura óptima que se usa en la determinación de RNApolimerasa

dependiente de RNAes variable, depende del virus con que se trabaje y de

los cationes incluídos en la mezcla de reacción. Así Skehel, J.(52), encon

tr6 una temperatura óptima de 40°C para la enzima del virus de Influenza,

usando Mn como catión. Comotambién debe tenerse en cuenta la acción de la

(117), y que en el caso deRNAsa, que aumenta su actividad por encima de 30°C

los Mixovirus alcanza a hidrolizar un 15%del RNAtotal a menos de 30°C,

adoptamos una temperatura intermedia de 32°C y un tiempo de incubaciñn de 30

minutos. Tambiénla actividad polimerásica del virus Pichindé es mayor a

32°C(22).

Contodas estas consideraciones tenidas en cuenta (proteína viral, can

tidad de trinucleótido marcado, existencia de RNAsacontaminante), aborda

mosla caracterización de los cationes divalentes necesarios para determi

nar la actividad de 1a enzima. El ión Mg++proporciona una mayor actividad

tanto para la mezcla de reacción comúncomopara su combinación con Na+,fre2

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

de los valores de incorporación son del orden de 30%en contraste con la ag
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tividad de la polimerasa de VSVque requiere iones Mgno sustituíbles por Mn.

. 1 + + a .
De los dos cationes monovalentes probados, ha y NHA,el mas efectivo parece

ría ser el primero.

Al realizar estas determinaciones se consideró el posible arrastre de

iones amonio, que pudieran quedar en el preparado de virus e interferir con

la actividad enzimática. Para establecer la presencia de este ión se aplicó

(39) por considerarse una de las más sensibles. Ella reacción de Berthelot

resultado,probado con virus tratado con ClNa y conservado durante un mes a

-20°C, fue negativo, descartándose así una contribución de ión amonio a la

mezcla de la reacción.

En la Tabla 21 se observa que la mezcla completa incluyó los dos catig

nes divalentes,hecho que en virus de Influenza, cepa WSN,aumenta la activi

dad. Si se saca el ión Mn, como se observó en la Tablazo, no varía mucho

la actividad medida, en cambio sí se reduce totalmente si se sacan GTPo CTP

de la mezcla de reacción. En el caso de la RNApolimerasa del virus Pichindé

la incorporación decrece tanto si se saca el ión Mncomoel Mg(22).

Con respecto al detergente NP-4Ose verificó un 60%de acción enzimíti

ca si se elimina de la mezcla, procentaje que puede representar la actividad

presente en los viriones rotos durante el proceso de purificación. Este de

tergente puede ser reemplazado por bromurode trimetil-cetil amonio (datos

que no se muestran), pero nó por lisolecitina o Trit6n NP-40ya que en estos

dos Gltimos casos los resultados son negativos.

La poca incorporación detectada cuando se agrega RNAsaa la mezcla de

reacción, señala que la actividad enzimática puede corresponder a una RNApg

limerasa.
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Este último ensayo no es propio de esta enzima solamente ya que los dí
, (63) - . . . .tos aportados por Leung, h. senalan que ex1sten 3 act1v1dades de polimg

rasas en Pichindé, todas las cuales son sensibles a RNAsay resistentes a

DNAsay Actinomicina D.

, . . , . . ++ .
A51 ex1ste una poli b polimerasa (dependiente de Mg ), una poli A pg

. . ++ . . . s
limerasa dependiente de Mn y una act1v1dad de transcriptasa que actua cg

-H> -H- . . . . . z
mo Mg y Mn . Las dos primeras se corresponden con una act1v1dad polimerí

sica de las células normales, que están asociadas a los ribosomas de los é

renavirus.

La actividad de RNAtranscriptasa según este autor debe determinarse

sobre la ribonucleoproteína obtenida de gradientes de sacarosa, para elevar

a un mínimola actividad de ribonucleasa la que existe en el virus tratado

con detergente. Tambiénaconseja usar siempre virus fresco, ya que las otras

dos actividades de polimerasa son relativamente más estables.

Sin embargola actividad específica de transcriptasa del virus Pichin
4 I o v 6

de Sigue s1endo baJa cuando se compara con 1a de VSV. Los valores( 3) corres

ponden a 15 pico moles/mg de proteína a partir de la preparación de ribong

cleoproteína y el máximovalor obtenido por nosotros fue de 13 pico moles

por mgde proteína en el virus total.

Estos valores a pesar de ser bajos están en el rango de actividad asg

ciada al virus de sarampión, paperas o rabia. Comparandocon la transcripta

sa del virus de Influenza cuyo producto complementa en un 95%con el RNAvi

ral, solamente el 23%del genomade Pichindé es transcripto por la enzima,
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por lo tanto se supone que existe algún factor en las células infectadas,

que está ausente en el virión. Esta última posibilidad también fue considg

rada por nosotros,de allí que en una serie de experimentos se agregó al sis

tema de reacción un extracto de citoplasma de células infectadas (datos no

presentados), pero los resultados no resultaron satisfactorios.

También se ha propuesto que la actividad de RNApolimerasa puede verse

dificultada si existen fosfodiesterasas(63).

La actividad de NTPasa puede ser una de las funciones de una enzima que

también actúa comofosfodiesterasa, hidrolizando el grupo R-O-POÉ.

En nuestros preparados de virus Junín probamos que la actividad de NTP

asa existe y por lo tanto podría contribuir también a dificultar la determi

nación de transcriptasa.

El virus Junín entonces aparte de la NTPasapuede tener una RNAsa,una

poli-U y poli-A polimerasa, tal comoocurre con Pichindé.

Los resultados aquí presentados coinciden en una acción de transcripta

sa pues:

a.- la síntesis ocurre si los 4 trinucleótidos están presentes, la omisión

de uno de ellos disminuye drásticamente la incorporación.

b.- la síntesis se anula cuandono 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 sería necesario probar que la polaridad del

RNAsintetizado in-vitro es complementaria a la del virión.
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Nucleósido5'-trifosfatasa

Las enzimas responsables de la hidrólisis de los sustratos de la RNApg

limerasa a sus derivados difosfatados, han sido localizadas y ampliamente es

tudiadas para algunos virus.
' v- l

Para el Reov1rus se ha postulado que la activ1dad de NTPasaesta asg

ciada a la misma proteína que tiene acción de polimerasa. Así comoen los Deg
. . (43) . . .a

x1v1rus se supone que una ATPasa part1c1pa de la regulaCion de los proce

sos de replicación del DNAy la transcripción, también para los virus a RNA

de doble cadena se relaciona la actividad ATPásica con el procesamiento del

RNAmensajero, probablemente a través de la regulación de la actividad de la

RNApolimerasa.

En nuestro caso los primeros ensayos hechos para determinar la actividad

de replicasa. daban cuentas muyvariables en el punto equivalente al tiempo

cero de incubación (t = 0), para varias series de experimentos con distintos

componentes en la mezcla de reacción, por lo que sospechamos la acción de una

NTPasaque destruyera el trinucleótido que se usaba para marcar y que de algu

na forma compitiera con la actividad que se quería determinar. Los resultados
. . . . . ++ , .

muestran que dicha act1v1dad ex1ste en presenc1a de Mg y NH4 (Grafico 7).

En el caso de la ATPasa de para Influenza, también el ión Mges más efectivo
-H- . .que el Mn y tampocoes necesaria la presenc1a.deldetergente.

La presencia de una hidrolasa que destruya el sustrato de 1a polimerasa
. .4 o - í -

provee un mecanismo de regulac1on de la actiVidad de esta ultima , por eso

es comúnla necesidad de un sistema regenerador de trifosfato si se quiere

una síntesis contínua de RNA.



Según se deduce del gráfico 8 la actividad de GTPasaen el virus Junín

también se encuentra en la fracción normal, por lo tanto la enzima es produg

to de la contaminación celular y no se encuentra en el virión. El hecho que

no se necesite la ruptura de las partículas virales con detergente para de

tectar la actividad hidrolítica indicaría que las enzimasse localizan en la

superficie del virus Junin y esto también sugiere su origen celular. Asímig

mo en el caso de Influenza A la contaminación celular que no alcanza al 1%

de proteina, en partículas altamente purificadas, es responsable de activi

dad de fosfohidrolasa y RNAsa(83).

Por una parte concluímos que se necesita una purificación más rigurosa

del virus para determinar la RNApolimerasa, pero tampoco se puede excluir

la posibilidad que el virus incorpore dicha enzima de la célula huésped ap

tes o durante el proceso de brotación. En este caso sólo un exhaustivo ani

lisis de la actividad e inhibidian en presencia de distintos iones y el gra

do de afinidad respecto de los nucleótidos podría determinar unívocamente

si la enzima es un contaminante celular o está codificado por el genomavi

ral. Consideramosque dichos estudios no eran el objeto de este trabajo.

Distintos aspectos del compromisocelular en el proceso de

replicación viral

Para el caso del virus Junín, asi comopara el resto de los Arenavirus

no existen suficientes estudios sobre los pasos secuenciales de la replica

ción, ni los lugares donde ocurre la transcripción. Sin embargohemoselabg
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rado un diagrama para resumir los datos aportados por este trabajo de Tesis,

asi comolos de este laboratorio, intentando explicar la relación del virus

Junín con las células Vero.( Figura 5 )

La dependencia con la función nuclear, determinada por la a-amanitina

se establece en forma fundamental entre las 0 y 6 hs p.i. Comono podemos

descartar la influencia de la síntesis de mRNAcelular en el resto de las

etapas de la multiplicación viral, suponemosque después de las 6 hs p.i.

el requerimiento es menor. Esta última conclusión deducida a partir de la

producción de partículas virales en presencia de a-amanitina agregada en

tiempos tardíos p.i., coincide con la probable existencia de una proteína

celular requerida en el proceso de maduración (Sección 2.4.2. de Introdug

ción). Cuandose quiso ajustar el tiempo de dependencia a través de expg

rimentos más precisos, usando DEAE-dextrány pulsos de dos horas para medir

la síntesis de RNA,resultó por una parte confirmado el período de máxima

inhibición entre las 4 y 6 hs p.i. Pero también se detectó una síntesis de

RNAno influenciada por a-amanitina entre las 3 y 5 hs p.i. Este RNAacumg

lativo podría representar una síntesis de RNAviral que no se revela en pu;

sos cortos y queda enmascarado por el celular. En la misma figura 5 hemos

incluído el proceso de salida de la partícula viral comoun paso que lleva

un total de 6 horas, según los datos provistos por León, M.(60).

Tambiénhemos intentado correlacionar la síntesis de mRNAviral, con

los procesos que normalmente ocurren en la célula, a través del estudio de

la acción de 1a cordicepina sobre la multiplicación del virus Junín.



Figura 5

Eventos actualmente conocidos en la multiplicación del

virus Junin

Sintesis de

RNAviral? maduración y liberación
I .1 L .l

l2 HsWWW
Requerimiento de mRNA celular.
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La adición de un segmento de poli-A al RNA heterogéneo nuclear, es un

evento que ocurre normalmente en el núcleo de la célula de mamíferos una vez

completada la transcripción y la cordicepina lo bloquea de manera tal que

las moléculas de mRNAno llegan al citoplasma.

El estudio con esta droga se inició buscando una concentración que no

afectara la morfología celular en un período de 24 hs, que es cuando se mi

den de rutina los rendimientos de los sobrenadantes. Una concentración de

50 ug/ml de cordicepina, determinó un 66%de inhibición en la síntesis de

RNAtotal celular, después de 6 hs de tratamiento con la droga. Esta inhibi

ción se consideró satisfactoria, según resultados publicados por Darnell(34).

Cuandose midió el grado de inhibición sobre las distintas líneas de célg

las Vero que estaban en este laboratorio, se encontró que la mismadependía

de la historia previa y del estado metabólico de las células, tal comose
- . 8habia observado en otros Sistemas celulares(9 ) . En nuestro caso la multi

plicación viral a las 24 hs p.i., medida en las células Vero Mno resultó

afectada, tanto para el virus Junín comopara el Tacaribe, aón cuando se hi

zo un pretratamiento de 4 hs con cordicepina.

Si suponemos que el RNAmensajero viral debe llevar como todos los men

sajeros, una secuencia de poli-A, los resultados inducen a pensar que no hay

síntesis " de novo" del polinucleótido, después de una infección con estos

virus, que pueda ser interferida por la cordicepina.

Otro aspecto considerado, en la relación del virus Junín con la célula

huésped fue la aparición de enzimas en las células después de la infección
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viral. Es de especial interés estudiar las RNApolimerasas dependiente de RNA,

ya que su templado permite suponer que la enzima no estaba presente antes de

la infección y por lo tanto no pertenece al espectro de las enzimas celulares.

Nosotros buscamosla actividad en las células Vero infectadas con virus Junín,

efectuando los correspondientes controles con células normales en las que se

simuló la infección. Los resultados sugieren la presencia de una actividad sin

tetizante de RNAen presencia de Actinomicina D, que es temprana en el núcleo

(4 hs) y luego pasa al citoplasma (9 hs). Dicha actividad no se detectó sin

embargo en la fracción microsomal que suele ser rica en RNApolimerasas de

otros virus a RNA.La actividad nuclear temprana puede deberse a la acción de

la enzima que el virus trae consigo y coincidiría con la síntesis de RNAseña

lada en la Figura 5. Si todos los procesos posteriores:a la transcripción pri

maria ocurren en el citoplasma, la actividad detectada en éste más tarde, es

la que corresponde al virus que está siendo ensamblado.
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W
De los datos aquí presentados podemosresaltar la demostración de la

participación del nücleo celular en la replicación viral a través del efes

to inhibitorio que ejerce la a-Amanitinasobre la multiplicación del virus

Junín, de la acción de la droga en la síntesis de RNAy de la inducción de

la RNApolimerasa II.

Tambiénse sugiere la presencia de actividad de transcriptasa en el ui

rión que corrobora el hecho que los Arenavirus tienen RNAde polaridad nega

tiva.
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