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RESUMEN

En nuestro laboratorio se obtuvieron anticuerpos monoclonales
(AcMs) contra la glicoprotefna GP-2 del virus de la
coriomeningitis linfocitaria, LCM, prototipo de la familia
Arenaviridae. Los AcMs 33.6 y 83.6, no neutralizantes,
reaccionaron con todos los miembros de la familia en reacciones
de iamunof luocescencia, inmunoprecipitacion y ELISA. Un tercer
AcHM, 8-7.9, rezacciond con el arenavirus africano Mopeia, no
patdizenc, que es indistinguible por métodos serolagicos del
paidgeno Lassa, pero no dio reaccidn con este (1ltimo. E1 andlisis
tonoprdtico realizado “a posteriori” en el laboratorio demostrd
qua 33.38 y 83.86 definen un tnico antfg(:no, conservado en todos
ios arcasvirus, que se denomind GP-2A, y que el epitope definido
por 9-7.9, denominado GP-2B, se superpone parcialmente con el
anierior.

Los arenavirus s clasifican en dos subgrupos: arenavirus del
Vie.jc Hundo y del Nuevo Mundo, sngﬁn su distribucion geogrifica y
las relaciones antigdnicas que existen entre ellos. GP-2A es el
primer antigeno conservado en la glicoproteina de ambos subgrupos
que sc¢ describe.

l.os dos'epitopes son importantes ya sea desde el punto de
vista de la evolucion de esta ftfamilia viral como desde un punto

. / - - -
de vista practico: Como en la familia se encuentran patégenos



humanos (Jun{n y HMachupo, agentes de la Fiebre Hemorrégica
Argentina y Boliviana respectivamente, ademdas de los mencionados
I,LCM y Lassa), un epitope conservado como el GP-2A puede
eventualmente servir como herramienta para el diagndstico de
infecciones con estos virus; GP-2B tiene la propiedad de
diferenciar a un arenavirus patdgeno de otro que no lo es, lo que
1o hace un probable marcador de atenuacidn para los arenavirus
africanos.

1 nbjetivo de este trabanjo fne defiair, a nivel de secucncia
de uminoacidos, ambos spitopes sobre GP-2.

ntéticos, producidos

(o

Con este Fin se trabajd con péptidos s
sobre ia basa de la secuencia de aminoacidos predicha para la

~idn correspondiente a GP-2 d= GPC, ¢l glicopdptido

o
D
Ly}
G

‘nlcaceiular de 498 residuos precursor de las glicoproteinas
estructurales GP-1 y GP-2 de LCM. Se determind la reactividad en
ELI{SA de los AcMs con 18 péptidos correspondientes a la
aencionada secuencia, y se encontrdé que solo uno, que abarcaba
los residuos 370--382 de GPC, reaccionaba con los tres AcMs.

La secuencia dec 370-382 es 370CNY SKFWYLEHAK®82; los
aninoacidos subrayados estan conservados en los arenavirus LCH,
Lassa, Pichind€ y Tacaribe, unicos cuya secuencia se conoce.

Posteriormente se trabajd también con la secuencia 368-382,

debido a que los residuos 368PY389, tambien estan conservados.



Los AcHs reaccionaron especificamente con la secuencia
370-382 en ELISA y en solucidén, no habiendo reaccién con las
secuencias adyacentes 353-370 y 378-381. La reactividad en
solucidén se determind midiendo la capacidad de la secuencia de
bloquear la unidn a la glicoproteina de LCH (arenavirus del Viejo
Mundo) en reacciones de inmunofluorescencia, ELISA de viriones
intactos y "Western blot”. En todos los casos hubo bloqueo total
de la unidn de los AcMs a GP-2 cuando los mismos habian sido
preincubados con 370-332, mientras 353-370 y 373-381 no tuvieron
efecto bioqueante. La scenencia 370-382 también bloqued la unidn
de 33.6 a la glicoproteina de los vieus Junin y Tacaribe, del
Nuevo Hundo, conrtirmando 1a presencia cdel epitope GP--2A en este
SuUbgruno.

Con 2} objato de determinar cuales son los limites do los
epitopes GP ‘2N y GP-2P en la secuencia 368-382 se determind la
reactividad en ELISA v en solucion de los AcMs con los signientes
péptidos: 368PYCNYSKFWYLEHAK382

370CNYSKFWYLEHAK382
372YSKFWYLEHAK382
374XFWYLEHAK382
376WYLEHAKS82
38BPYCNYSKFWYL378
I70CNYSKFWYL378

372YSKFWYL378



Todas las secuencias excepto 374-382 y 376-382 reaccionaron
con 33.6 y 9-7.9 en ELISA y en solucion. 374-382 reacciond con
33.8, pero el grado de reaccion con 9-7.9 (medido segun el t{tulo
en ELISA vy seﬁﬂn la capacidad de bloguear 1la unidn del AcH a la
glicoprote{nu) fue menor. 375-382 no reacciono con ninguno de los
AcHs. Es decir gne todos los peptidos con la secuencia 372-378
coimnpleta contienen residuos pertenzcientes tanto a GP-2A como a
30-23. Los aminodcidos EHAK no parecen influir directamente sobre
ninguno de lns epitopes, cnyo grado de superposicidn es muy alto,
gya que sus limites no pudieron definirse.

Con el objeto de analizar las bases aoleculares de 1a falta
de reactividad de 9-7.8 con Lassa y Pichindé se trabajd con los
pépt.idos (a) CNYTKFYYLEIAK y (b) CNYSKYYYLEHAR, donde los
residuos sitbrayados correspondcen a sustituciones naturales que
aparecen en Pichindé y lLassa, respectivamente, en la zona
conservada de lu secuencia. El péptido (a) se comporto igual que
370-382, es decir que el reemplazo Ser por Thr no tuvo efecto
sobre la rcactividad; el péptido (b), en cambio, reacciond con
33.8 pero no lo hizo con 9-7.9, lo que sugiere que el reemplazo
de Phe por Tyr, que ocurre naturalmente en Lassa, seria
suficiente para destruir el epitope en este virus.

Como la sustitucidn correspondiente a Pichind€ en la zona de
superposicidn de GP-2A y GP-2B no afecté la reactividad de 9-7.9,

se determind el grado de reaccidn de este AcM con secuencias que



involucraban residuos ubicados fuera dela zona conservada
368-378, ya que podr{a ocurrir que el epitope fuera discontinuo.
Las secuencias probadas fueron:
Pichindé: 1) AKICNYTKFWYINDTL
2) CNYTKFWYINDTI
LCHM: 3) MGVCNYSKFWYLEHAX

4) CNYSKFWYLEHAK (370-382)

Los titnlos de 9-7.9 an ELISA fueron menores con lus
seau:ncias de Pichindé, peros e¢n solucidn sSlo hubo una pequcna
diferencia con la secuencia 1), sugiriendo que los residuos
B6LBARKTS8Y influven en GP-2B. En todos los cusos se hicieron
simultineamente los ensayos con 33.8, y no hubo diferencias en la
reactividad.

Con el objeto de evaluar la posible utilidad de la secuencia
370--382 como reactivo de diagndstico se ensayd su reactividad en
“LISA y en solucidn de sueros hiperinmunes contra arenavirus del
Virjo y del Nuevo Mundo, obteniéndose resultados positivos.
Cuando se determind la reactividad en ELISA del suero anti-LCM
con los peptidos con deleciones y los correspondientes a
secuencias de Lassa y Pichind€, el suero hiperinmune disminuyd
significativamente el titulo con respecto al titulo con 368-382 y
370-382, demostrando su mayor especificidad. Cuando se realizaron

- - 7 -
los correspondientes ensayos en solucion con las secuencias de



Lassa y Pichindé, la especificidad de 1la reaccion del anticuerpo
policlonal fue total: este "vio"” en las secuencias mencionadas
las diferencias que los AcMs no "ve{an", probablemente debido a
la presencia de anticuerpos contra otro/s epitope/s virales, por
ejemplo el GP-2C, definido por otros AcMs obtenidos en nuestro
laboratorio.

Se realizaron ensayos con sueros de convalescientes de
infecciones con diferentes arenavirus; en estos casos la
reactividad de 370-382 no fue significativa, pero si lo fue la de
368 -382. Se ensayaron 36 muestras, con resultados positivos en
wds del 30% de las mismas.

Con el objeto de dilucidar la tuncidn bioldgica de la
gsecunencia 370-382 se realizaron diferentes ensayos: para
determinar si 33.8 tiene influencia en la ncutralizacidn de la
infectividad viral dependiente de complemento o en 1la
neuktralizacidu mediada por otros AcMs. Los resultados fueron
negalivos en todos los casos.

Para establecer si la secuencia esta involucrada en la
inmunidad celular se inmunizaron cobayos con la secuencia
370-382. Los animales desarrollaron anticuerpos contra el péptido
y contra el virus, medidos por ELISA. Los ensayos preliminares de
linfoproliferacion de los esplenocitos de estos cobayos indican
que probablemente la secuencia 370-382 estd relacionada con

fendmenos de inmunidad celular.



La conservacion de la secucncia 368-382 en los arenavirus del
Viejo y del Nuevo Mundo, asi como su inmunodominancia, sugieren
que puede ser un componente de importancia estructural o
funcional en el virién, y apoyan la hip6tesis de que 1los
arenavirus derivan de un ancestro comtn.

Por otra parte, la unidn de anticuerpos policlonales a la
misma le asigna una utilidad potencial como reactivo para la

-2 - .
deteccion de anticuerpos contra arenavirus.



ABREVIATURAS

AcH: Anticuerpo monoclonal

ADN: Acido desoxirribonucleico

ADNc: Acido desoxirribonucleico complementario
ARN: Acido ribonucleico

Ala, A: Alanina
Arg, R: Arginina
Asn, N: Asparragina
Asp, D: Acido aspdartico
Cys, C: Cisteina
Q: GGlutamina
Glu, E: Acido glutamico
G: Glicina
H: Histidina
I: Isoleucina
L: Leucina
Lys, K: Lisina
M: Metionina
F: Fenilalanina
Pro, P: Prolina

Ser, S: Serina



Thr,
Tyr,
Trp,

Val,

Treonina
Tirosina
Triptofano

Valina
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1.- INTRODUCCION
1.1.- Los Arenavirtus

LLa familia Arenaviridae comprende virus con envoltura cuyo
genona esta compuesto por dos segmentos de ARN monocatenario, no
mensajero.

Sus miembros se clasifican en dos grupos: arenavirus del Viejo
y del Nuevo Mundo (Fig.l), de acuerdo con su distribucion
geogréfica y con las relaciones antigenicas que existen entre
elles ().

El prototipo de la familia es el virus de la coriomeningitis
linfocitaria, LLCH, quae se encuentra distribuido mundialnente;
aake virus ha sido incluido entrs los arenavirus del Viejo Mundo
debidae a las relaciones antigénicas con los arenavirus africanos
que s mencionaran mds adelante.

La familia incluye otros tres virus patdgenos para el hombre:
Junin, Hachupo y Lassa. agentes de la Fiebre Hemorragica
Argentina, Boliviana y de Lassa respectivamente.

l.os restantes arenavirus, no patdgenos, comprenden los
africanos MHopeia, Mobala, el recientemente aislado Ippy (2), vy
los americanos Pichind€, Tacaribe, Tamiami, Amapari, Flexal,
Parana y Latino.

Saluzzo et al. han sugerido la existencia de otros arenavirus

atricanos presentes en roedores (3).
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Estos virus se mantienen en la Naturaleza por transmision
horizontal y posiblemente vertical entre roedores de las familias
Cricetidae (arenavirus del Nuevo Mundo) y Muridae (arenavirus del
Viejo Mundo) en los cuales establecen infecciones persistentes
(1,4,5). La habilidad de establecer este tipo de infecciones
tanto "in vivo" como "in vitro"” constituye una de las principales
caracteristicas de los miembros de esta familia viral (1), y su
estudio, particularmente en el caso de LCM, permitic
recientemente establecer hechos que podrfan tener relevancia en
el caso de algunas patogenias de etiologia actualmente
desconocida (30).

.-

EL estudio de iLos arenavirus conenzo en la decada del 30, con

Ui

el aislamiento de LCH. Este fue detectado por primera vez por
Armstrong y Lillie cuando realizaban pasajses en monos de tejidos
provenientes de un caso humano de encefalitis de San Luis. Se
enconteo que junto con el virus causante de la enfermedad existia
en los monos otro agente, y que los signos de la infeccidn eran
similares a los de la meningitis aséptica humana, por lo que
Rivers y Scott intentaron un ailslamiento de pacientes con
meningitis aguda, con resultados positivos. Aproximadamente al
mismo tiempo Traub aislo un agente similar de ratones albinos.
Estudios seroldgicos posteriores establecieron que ambos agentes

estaban relacionados (6,7,8, citados por Howard, 1).



Posteriormente mediante aislamientos virales se demostro que la
meningitis aguda humana se relacionaba directamente con la
presencia del virus en ratones domésticos Mus musculus,
reservorio natural del mismo.

Fn 1955, unos veinte anos despues del primer aislamiento de
LCH, =e describio una nueva entermedad hemorrdgica, la Fiebre
Hemorrégica Argentina (FHA), cuyos primeros brotes habian sido
detectados 2 anos antes en el NO de la provincia de Buenos Aires,
Argentina (9). La enfermedad se caracteriza por manifestaciones
hemorridgicas leves o severas, con compromiso renal, digestivo y
nzurolégico. La evolucidn es rdpida, en dos semanas el 80-90 % de
los pacientes experimenta mejoria clinica; en el 10-20 % restante
se agrava Ja sintomatologia, con aumento de las manifestaciones
neuroldnsicas, huasta llegar en muchos casos al coma y la mnerte
(10). El agente ctioldgico, denominado virus Junin, fue aislado
en 1958 por Parodi et al. (11). El reservorio son roedores de la
familia Cricetidae: Calomys musculinus, Calomys laucha y Akodon
azarae (12). Como estos roedore:s invaden 1los campos en que se
asta coscchando maiz o sorgo, sin acercarse a los hogares, los
principales afectados por la enfermedad son trabajadores rurales,
que se infectan por contacto con secreciones salivales y

urinarias de los roedores.



Aungne el porcentaje de mortalidad por FHA ha disminuido, ya
que se ha generalizado el empleo de plasma de convalesciente como
tratamiento y se¢ detectan formas leves que antes no se reconocian
como tales (13), el area endémica se extiende afio a ano, debido
probablementa a cambios en la distribucidn geografica de los
roedores portadores del virus (14).

La Ficbre Hemorragica Boliviana (FHB), de caracteristicas
similares a la FHA, fue detectada en Bolivia en 196Z2. E1 agente
;ausal fue aislado de pacientes y ratones peridoméﬁticos Calomys
callosus, y caracterizado como virus--denominado Hachupo-- en
1965 por Johuson y colaboradores (eitado por Howard,l). Johnson
ct, al describieron semejanzas entre la infeccidn de ratones con
ILCH vy la de hamsters con Machupo (15). Al erradicarsc los
roadorcs de la zona, el nimero de casos se redujo notoriamente
(1). En el caso de FIIA el contreol de los roedores es mncho mds
dificultoso debidec a que estos sdlo habitan en el campo, sin
invadir vivicndas.

Aunque en el caso de FHA la administracion de plasma de
convalesciente ha reducido de manera importante la proporcion de
casos fatales (13) y se ha comprobado la eficacia del anftiviral
Ribavirina en infecciones con lLassa y Junin (116,118), no existe
aun un tratamiento adecuado para las infecciones por arenavirus.

En cuanto a agentes profildcticos, se han ensayado vacunas



inactivadas en el caso de Junin {(105) que no dieron resultados
totalmente satisfactorios. Una vacuna a virus atenuado aplicada a
voluntarios residentes en la zona endemica de FHA otorgo buena
proteccion, oero su uso no se extendié debido a que no cumpl{a
con las normas de seguridad requeridas por los organismos
internacionales. Actualmente se estdn estudiando inmundgenos a
vitns recombinante conkra el virus de Lassa, y a virus atenuado
contra FIHA (105).

No hay evidencias de que los ol.ros arenavirus americanos sean
patdgencs, aunque se han detectado anticuerpos contra
Ta:ilanmi,praducto, aparenktemente, de una infeceion natural (16).

I'n 1956 se hub{a aitslado un agtente viral de murciélaﬁod en la
iila de Trinidad. Este viv s sc denomind Tacaribe, y, anos mas
tarde, se denomino "complejo Tacaribe” al conjunto de los
arenavirus americanos que se ailslaron eatre 1965 y 1977 debido a
Qe se cncontro que todos ellos estan antigenicamnente
relacionudos con el virus de ese nombre (19).

Tambidn se denomind a este grupo “"arenavirus del Nuevo Mundo™,
y LCH, junto con los arenavirus africanos aislados mas tarde,
constituyd =l grupo de "arenavirus del Viejo Mundo”, también

debido a las relaciones antigénicas que existen entre ellos

(17,18).



El primer aislamiento de un arenavirus africano fue el del
virus Lassa (19). La enfermedad asociada (fiebre de Lassa) habia
sido descripta por primera vez en 1969 (20). Los sintomas mds
comunes son filebre, malestar, dolores musculares, vomitos,
diarrea, dolor de garganta; suele haber manifestaciones
hemorréﬁicas y neurologicas, annque no tan severas como en el
caso de la FHA y la FlIB. Aunque en un principio se creyd qne la
mortalidad debida a la enfermedad era de un 50 %, posteriormente
sa establecid la existencia de un alto numero de casos de
antrrmedad subcl{nica, y que la relaciodn caso-fatalidad es del
Via5-24. (21).

ILbns okros arenavirus atricanos, que no estah asociados con
anteraedad, fueron aislados mnifs tarde Hopeia en 1977 (119),
dnbala en 1933 (120), v mis recientemente Ippy (2); Monath ha
mencionado al virus Toure (121).

Hurphy et al. (22) desecribieron semejan:zas entre los
arenavirus americanos y LCM, proponiendo que se los clasificara
dentro de un mismo grupo, que denominaron “arenovirus”, debido a
la apariencia arenosia que presentaban en los preparados de
nicroscopia electrdnica. Esa denominacion fue mas adelante
cambiada a “"arenavirus” para evitar confusiones con los

"adenovirus”.



En 1970, mas de 30 anos despues del primer aislamiento de LCM,
se cred un nuevo taxon (familia "Arenaviridae", género
“arenavirus”), (23,24), que se ha ido ampliando a medida que se

producian aislamientos nuevos.

. - Pd - -
1.2.- Composicinn_quimica de los_arenavirus
1.2.a.- Jcidos . nuclsicos

El genoma de los arenavirns esta formado por dos segmentos de
ARN de cadena siamaple (51), de polaridad negativa o no mensajero,
e decir que se requiere una transcripeidn para que se produzca
su ARN complementario y a partir de éste se sinteticen las
prote{nas codificadas por 1 ARN viral. La polaridad negativa del
adcido nucleico viral fue sugerida por primera vez cuando se
identifico aectividad de ARN polimerasa asociada a preparaciones
de Pichinde (55,586).

LLos segmentos de ARN se denominan L y S, de acuerdo con su
tamafio. El scgmento L (por “"lLarge”, grande), tiene un peso
molecular entre 2,1y 2,7 x 108 en los distintos arenavirus, y el
del segmento § ("Small”, pequenio) oscila entre 1,2 y 1,3 x 108
(1). Para LCH, en particular, Dutko et al. (57) establecieron que
el segmento L pesa 2,58 x 106, y el S 1,3 x 10, que corresponden

a 8-9 kb y 3,5 kb respectivamente (58).



Ademds de los acidos nucleicos virales, los viriones contienen
ARN ribosomal de la célula huésped, de coeficientes de
sedimentacion 28 S y 18 S, que confieren el caracteristico
aspecho arenoso observable en las fotograffas de nicroscop{a
electrénica, al cuanl debe su nombre la familia (22). Se desconoce
hasta el momeunto si estas estructuras cumplen alguna funcion
especifica en la infeccion por arenavirus, siendo la hipdtesis
generalmente aceptada la de que son ARNr celulares que de alguna
manera se incorporan a Ja part{cula viral durante los procesos de
naduracion y liberacion.

El sepgmento I probablemente codifica para la polimerasa o
replicasa viral, de alto peso molecunlar, 1H0-200 kD (1), que se
requiere para la transcripeion y replicaciodn virales (59).

il segmento 8 contiene los genes correspondientes a las
principales proteinas estructurales: N o NP, que es una
nucleoproteina interna asociada con ARN en complejos de
ribonucleoproleina (RNP), y GPC, un glicopéptido celular
precursor qQue se disocia para producir la glicoprotefnas GP-1 y
GP-2 presentes en la superfticie de los viriones (60).

Riviere et al. (61,62) determinaron que el segmento L de LCM y
las proteinas que codifica estdn asociados con la virulencia de
ese virus para el cobayo, vy el segmento S se asocia con las

alteraciones en la produccidn de hormona de crecimiento (63).



Una caracteristica de los arenavirus es el modo especial de
expresidh de sus genes: En las familias virales cuyo ARN actua
como mensajero (Picornaviridae, Coronaviridae, Togaviridae,
Toroviridac) las prote{nns virales se sintetizan a partir del ARN
viral. Como se dijo, la familina Arenaviridae posee ARN no
mensajero. En la mayoria de los virus con genoma de este tipo
(Rabdoviridae, Myxoviridae, y algunos miembros de 1la familia
Bunyvaviridae) a partir del genoma viral se sintetiza el ARN
gensajero, del cual se traducen las proteinas virales. Es decir
qne las proteinas se sintetizaa o partir del ARN “coamplementario
viral”. En =1 caso de jos arenavirus, una parte de la intformacidn
ﬂenétiea contenida en €1 scermento S--1la correspondiente a la NP--

¢ tradiuce en el sentido "compiementario viral" a partir de un
extreno de la cadena de ARN viral, es decir segin el esquema
“"nornal” vara los virus con ARN no mensajero; la otra parte de la
informacion fenctica—--correspondiente al glicopébtido precursor
GPC-- se traduce a partir del oftro extremo dcl segmento S, en el
sentido del ARN wviral (64,85). Este tipo de estrategia para la
axpresiﬁn de 1la informacion genetica se denomina “de dos
sentidos” (en inglés "ambisense”) y se encuentra tambien en cl
caso de uno de los segmentos de ARN de los Flebovirus, un género

dentro de la tamilia Bunyaviridae (66).



Entre los dos genes contenidos en el segmento S se encuentra
la regién intcrgénica en forma de horquilla, no codificante,
limitada por los codones de terminacion para ambos genes. Esta
astructura ha sido descripta para LCM (58), Lassa (87), Pichinde
(68), y Tacaribe (B8Y).

%1 mecanismo de transcripcién y replicacién del gen L esta
siendo estudiado en la actualidad. Aparentemente se codifica la
polimerasa viral, y un péptidon de bajo peso molecular cuya
funcidn se desconoce. Existiria nna zona intergénica, y el

wecanismo tambien parece ser de dos sentidos (179)
1.2.b.-Proteinas y gliceproteinas

L.2.b.i.- Protefn95,np_gLLopsiJﬂdaa

Cuantitativamente, el principal comgonenle de los viriones es
Ia p-rnt.e{na asociada a la nucleoca’bside, N o NP, cuvo peso
moiecular obtenido en corridas clectrotoréticas esta entre 54 y
68 kD. Las estrechas relaciones seroldgicas que existen entre
»stos virus, principalmente en reacciones de fijacidh de
comp lemento, sugieren que mas que una diferencia en el tamaho de
la protefna ios pesos moleculares reflejan diferencias en el
contenido de aminoadcidos cargados (1). La prediccicn de 1la
secuencia de aminoacidos a partir del ADNc para NP de LCHM (cepas

Armstrong v WE), Lassa, Pichinde y Tacaribe (65,63) y la
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comparacié% de las mismas demostro que, en efecto, el grado de
homologia entre las distintas NP es alto: aproximadamente un 50 %
s1 se compara la NP de Pichind€ con las de LCH y Lassa, mientras
entre la NP de estos dltimos la homologfa es del 62-63 % (69,70).

Franze-Fernundez et al. obtuvieron datos coincidentes: un 35 %
de homologfa ent.re las NP de LCM, Lassa, Pichind€ y Tacaribe;
alrededor de un 50 % cuando compararon las NP de LCH y l.assa con
las de Pichinde’ y Tacaribe, y 60 %Z cowmparando las NP de LCH vy
Tassa (865).

Como se ve, la homolng{a es mayor entre las NP de los micmbros
de ecada subgrupo, Viejo Mundo (LCH y Lassa) y Nuevo Muando
(Pichinde y Tacaribe), que si se comparan las de mieambros de uno
de los subgrupos con las del otro.

Para la proteina NP de LCM, Howard y Buchmeier (71)
eacontraron, por analisis de uminoa’cidos, que es rica en Asp y
Glu, que podrian existir como las correspondientes aminas Asn vy
Glan. La secuencia predicha a partir de la secuencia del ADNc del
segmento S (69) confirmd la presencia de una alta proporcidn de
estos aminoacidos, permitiendo suponer qQque las variaciones en
punto isoeldetrico observadas por Bruns et al (72) podrian
deberse a variacidn en la carga de los diferentes polipé€ptidos
(1). También en NP de Pichind€ y Tacaribe se encontro una alta

- - ’, - r -
proporcidn de aminodcidos basicos (65).
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Howard y Buchmeier (71) han descripto una actividad de
prote{na quinasa asociada al virion de LCM, que fosforila
residuos Ser y Thr en NP; no se ha demostrado que esta actividad
sea codificeada por el genoma viral, y sélo en una ocasidn fue
posible detectar una fraccidén fosforilada soluble de NP (73).

Se han descripto otros componentes no glicosilados en LCHM
(72), Pichindé (74,75), Tacaribe vy Tamiami (76), Lassa (77),
Machupo (78) y Junin (79). Entre estos predomina una proteina de
peso molecular entre 180 y 200 kD denominada I en Pichindé y LCM
(59,80),que probablemente sea la polimerasa viral (69), una
proteina de 77 kD denominada P (75H,78) en Tacaribe, y varios
productos de de;‘,rnd;miéu de NP (74,72,73,81). Aunque algunos
antores han considerado talas polipéptidos menores como productos
de tradnecion primarios del gevoma viral, se ha sefialado (59) que
el tamano del segmento S no permite suponer que se coditiquen
otras protc{nns ademas de GPC y NP; tampoco pueden ser productos
del gen L, ya que se ha identificado como su inico producto al
scgmento L de Pichind€ (80), y Singh et al (82) identificaron
tambidn como iinico producto de ese segmento en LCH un polipéptido
de 180 kD.

Singh et al (82) aislaron, caracterizaron y secuenciaron
clones del ADNc del segmento L, sintetizaron p€ptidos

correspondientes a secuencias predichas a partir de esos ADNc y
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- v - -
encontraron que antisueros contra esos peptidos reaccionaban con
. ¢
la banda correspondiente a la proteina L, de 200.000 D en
- - e T -
inmunoblots, sugiriendo que €sta es el unico producto proteico
del gen L. Sin embargo, los autores no aseguran que tal sea la
- - . - P— Ve
situacion debido a que para codificar una proteina de 200.000 D
es suficiente con 6 kb, ¥y el gen L posee 8-9 kb. No se conocen
regiones no codificantes de 2-3 kb en los genomas virales a ARN,

/ / .
por lo que podria suponerse que hay otras proteilnas codificadas
por . %n el amismo trabajo se analizaron posibles homologias

_/
enbre La secuencia eoredicha por ©llos para la proteilna I de LCHM

. & = 7/ -

la de ohreas orobteinas virales, y se encontro nn par de residuos
- . - - /-
do fcido aupdrtico (-Asp-Asp-) en una bolsa hidrofdbica; esta
dist.cibucida e encontrd en polimerasas virales, y se ha
e B -

propuesto como caracteristica conservada entre Jdiversas
polimerasas (83). Ademds se encontraron otras dos zonas de 8 vy 9

- - - e
aninndcidos respectivamente con una gran homologia con la
proteina I, de VSV (69,82). Recientcemecnte, Iapalucci et al.

- - ' -
encontraron motivos semejantes en la proteina L de Tacaribe
(179), y detectaron un ARNm para un péptido de bajo peso

- - 7
molecular (Franze-Fernandez, comunicacion personal).

Lo anterior constituye un indicio a nivel molecular de que la

proteina L poseeria las funciones de polimerasa viral que le
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/ - - - -
habian asignado estudios anteriores realizados con otros

arenavirus (55,56).

1.2.b.ii) Glicoproteinas

En celulas intfectadas con LCH, Tacaribe, Pichinde, Lassa,
Machupo y Junin (84,76,74,77,78,79) se ha descripto un
glicopéptido no estructural de peso molecular entre 70 y 78 K,
denominado GPC (60), que dar{a origen por divisidn a las dos
gllcoproteinas estructurales GP-1 (45-85 %) y GP-2 (35-40 K).
Bnechmeier et al (85) demostraron usando anticuerpos contra
péptidns sintéticos que el sitio de ruptura de GPC de LCH se
encnentra entre los aminoicidos 262 y 263, en que hay un par de
residuns basicos, Arg-Arg, rodeados de aminodéidos hidrof&%icos
(Wi, 2). Este os ua Lipo de estructura que corresponde a sitios
Jde ruptura en oltros precursores (86). El ordenamiento de las dos
ﬁticoprote{nas en el precursor GPC es NH2-GP-1---GP-2-COOH.
Buchmeier y Oldstone (60) encontraron que ambas se encuentran en
Lla superficie del viriéh, lo que sugeria que la divisién de GPC
es intracelular. Posteriormente, sin embargo, van der Zeijst (87)
por iodinacidn encontrd GPC en la superficie de viriones de LCH,
y Bunchmeier y Parekh (589) observaron algo de GPC en corridas
electroforéticas de LCM purificado, por lo que existiria la

posibilidad de que la ruptura de GPC para dar GP-1 y GP-2 no se
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produjera solamente en el interior de la célula sino tambien en
la membrana celular.

En GPC del virns Lassa tambiéﬁ se encuentra un par Arg-Arg,
anie corresponderia al sitio de ruptura, mientras que en Pichind&
¢l par correspondiente es Arg-Lys (698).

El caso de Tacaribe merece un pérrafo aparte, ya que el par de
aminoacidos correspondiente es Arg-Thr, lo que sugiere que no hay
Lanal sitio de ruptura (65). Este hallazgo reciente es coherente
con la existencia de unn sola glicoprotefnn, denominada G en los
arenaviriis Tacaribe y Taatami (76). Como ea ambos casos se
observe l1a presencla del precursor intracelular GPC, Boersma ot
al. (8) trataron de dilunecidar si en realidad en Tacaribe las dos

. s o ..
#licoproteinas tienen pesos moleculares similares, pero los

resultados obkenidos por estos autores haciendo electroforesis
bidimensional sugieren que este no es el caso, sino gque se trata
de nnua sola ﬁlicoprotefna. Los resultados obtenidos por Howard et
al. (89), Duamonte et al(890) y Franze-Fernandez et al. (65)
confirman la existencia del precursor GPC en celulas infectadas
con Tacaribe y de aparentemente una sola glicoproteina en el
viridn. Se desconocen los mecanismos que conducirian a la
aparente pérdida de la segunda glicoproteina.

- 7/ . - S . -
La comparacion de las secuencias de aminoacidos predichas para

GPC de LCH, Lassa, Pichindé y Tacaribe (65,68) muestra
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que existe considerable grado de conservacion en la zona amino
terminal, correspondiente a GP-1, pero que la conservacion es
llamativamente mayor en el dominio carboxiterminal, que
corresponde a GP--2. En el extremo amino existen muchos sitios
potenciales de glicosilacidn Asn-X-Ser/Thr (9 en LCH cepa
Armstrong, 8 en LCH cepa WE, 11 en Lassa, 15 en Pichindé, 10 en
Tacaribe). Buchmeier y Parekh demostraron que en LCH cepa
Armstrong por Lo menos 5 de los 9 sitios estan ocupados (59).

1 andalisis topogratico de las glicoprotefﬁas de LCM usando
AcHs demostrd que les epitopes hacia los cuales estdn dirigidos
los anticuerpos neutralizantes se encuentran en GP-1. 1.a cepa
Armstrong, no pntégﬂna para el cobayo, posee dos epitopes
neutralizantes, denominados GP-JA y GP-1D. El primero se
aucnentra también en otras rcopas virales, incluida 1a patdgena
¥, mientras que CGP -1 es exclusivo de 1la cepa Armstrong (59,91).
Fn GP-1L s detecharon, ademﬁs, dos sitios no neutralizantes,
GP-1B y GP-1C. Los tres sitios hallados en GP-2 , GP-?A, B y C,
son no neutralizantes.

Usando reacciones de competicion y analisis de mutantes
resistentes a la neatralizacion mediada por AcMs se identificaron
dos epitopes neutralizantes en 1la glicoprote{ha G de Tacaribe

(89,92,93).
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L.3.-Relaciones entre_los arenavirus

Una curacter{stica de la familia Arenaviridae, que contribuyo’
a la inclusion de sus miembros en un mismo taxon, es el alto
#grado de reactividad cruzada que prescntan en reacciones de
fijacidn de complemento e inmunofluorescencia (18,94). Esta
reactividad cruzada es muy alta entre los miembros de un mismo
subgrupo, Viejo Mundo o Nuevo Mundo, y menor ent;e miembros de
los dos diferentes subgrupos.

Los arenavirus americanos forman el complejo Tacaribe, que
recibe esa denominacion porque todos :us miembros comparten
ant{ﬁnnos fijadores de complemento vy antfﬁenos detectables por
inminof luorescencia con el virns Tacaribe (revisado en 1).
Hodiant.e reacciones de Fijacidn de complemento usando reactivos
ponliclonales tue posible establecer distintos grados de relacidn
enire los miembros del grupo (935), que resultaron confirmadas
cuando se emplearon AcMs (89). Se encontrd una relacidn muy
estrecha entre Tacaribe y Junin, que son indistiguibles en
rencciones de fijacidn de cowplemento, y una relacion muy cercana
entre Junfﬁ, Machupo, Tacaribe y Amapari (96,18).

Buchmeier y Oldstone identificaron el polipéptido reaccionante

en fijaciéh de complemento de Pichindé mediante

inmunoprecipitacién por sueros homélogos y heterdlogos (97) y

17



determinaron que ese polipéptido es la proteina no glicosilada
asociada a la nucleocdpside. Demostraron que esa estructura esta
conservada en ¢l complejo ,Tacaribe.

Coto et al (96) emplearon otro método para establecer
rclaciones antigénicas entre estos virus: determinaron 1la
capacidad inductora  de anticuerpos neutralizantes en cobayos de
distintos arenavirus del Nuevo Mundo, asi como la capacidad
proftectora de cada uno de ellos frente al desaf{o con virus
Junfn.

Damonte et al (98) establecicron las mismas relaciones entre
los micembros del srupo Tucaribe analizando la capacidad de los
aiemcs de replicar en células persistentemente infectadas con
Jnn{n, Pichindé o Tacaribe.

!,()

sl

i resnlitados fuaeron coherentes en todos los casos,
contivmandese lo astablecido en un prinecipio usando reactivos
puliclonales.

LLa relacion entre Tacaribe y Junin es particularmente
importante porque cobayos y marmosets Callithrix_djacchus
inoculados con Tacaribe estdn protegidos trente a dosis letales
de virus Juanin (39,100,101, 102), pese a que sdlo se habia
observado una débil neutralizacion de Junin por sueros

anti-Tacaribe (103).
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[La proteccidn observada en cobayos en las primeras etapas de
la infeccion no es atribuible a una respuesta inmune humoral
(101) pero B semanas despuéé de la infeccion con Tacaribe los
animales desarrollan anticuerpos heterélogos neutralizantes de
virus Junfn, y oresenkan una t{pica respuesta secundaria caando
son desafiados con el mismno (101).

‘stos estudios demostraron la existencia de epitopes
nentralizantes compartidos por ambos virus, aunque no se ha
observado neutralizacidn de Tacaribe emp leando sueros anti-Junin.

Damonte et al (3N0) estudiavon 1a reactividad cruzada a nivel
aolecular, mediante reacoiones de inmnnoprecipitaciocn de
sroteinaa de extractes de c¢dlulas infectadas con Tacaribe o Junin

suaros anti-Tacaribe o antl-Junfn, encontrando que las
prnte{nun de ambes virus renccionaban con los sueros heterdlosos.
Anngue se ospevaba la reaccidn de los suneros anti-Tacaribe con
iag gliCOprohe{nuS de Junian, dada la proteccion observada "1in
vivo" y la induccion de anticuerpos anti-Junin por Tacaribe, es
interesantc que sueros anti-Junin, incapaces de neutralizar a
Tacaribe, preciplten las glieoprote{nas ddel mismo. Esto indica
que se comparten otros antigenos en las glicoprotefnas ademas de
los neutralizantes.

Con respecto a las relaciones antigénicas entre los arenavirus

del Viejo Mundo, lu relacidén entre Lassa y LCM fue demostrada en
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reacciones de inmunofluorescencia, pero no en fijaci&h de
complemento, poco despues de descripta la enfermedad producida
por ¢l primero (19,20).

Relaciones entre LCM y lLassa, Hobala y Mopeia han sido
claraaente observadas en reacciones de inmunofluoresceancia:
anticuerpos poliiclonales anti-LCH reaccionaron con los otros tftres
virus, vy, mientras el suero anti-Lassa reacciond con LCH, no

eurri6 leo mismo con los sueros contra Mobala y Mopeia (105).
Buchmeier ot al encontraron tambidn reactividad cruzada entre
LCH, T.assa y Hopeia empleando AcMs contra LCHM (106).

Peters et nl. observaron que cobayos incculados coa LCH (cepa
Armatrong. atenunada para el cobayo), Mobala y Mopeia fueron
proteggidos frente al desafio con Lassa, mientras solamente la

:ulacidn con Lassa protegio del desafio con la cepa WE,
patditena, de LCH. La proteccion conferida por Mobala y Mopeia
frente a Lassa no fue atribunible a anticuerpos neutralizantes
(105).

Relaciones similares a las halladas para los miembros del
complejo Tacaribe se han encontrado para los arenavirus
africanos.

Algunos investigadores (2,107) han propuesto denominar
"complejo Lassa” al conjunto de los mismos debido no solo a las

R . 7 . . - . 7
relaciones antigenicas entre los mismos, sino tambien a las
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similitudes en los ARN, obtenidos por analisis de
oligonucleotidos con RNAsa T1 y a las movilidades
electroforéticas semejantes de las prote{nas estructurales
(2,108). Estndios con AcHs permitieron a Clegg y Lloyd
identificar sitios antigénicos conservados en las proteinas
estructurales de Lassa y Mopeia, asi como sitios que claramente

diferecnciaban un virus del otro (109).

animales de experimentacion contra el virus Lassa usando el virus
heterélono atenusdo Hopeia (primeramente denominado Hozambique):
menos Rhesus inoculados con Mopeia fueron desafiados con Lassa 75
dias despuds de la primera infeccidn, vy resultaron protegidos,
con desarrollo de anticuerpos contra Lassa detectables por
tonunof luorescencia; hube una respuesta secundaria, ya que los
anticnerpos anti-Lassa aumentaron 12 dias despues del desafio

(110)
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2 .- ANTECEDENTES

Como se ha mencionado, la familia Arenaviridae se divide en
dos grupos: arenavirus del Viejo Mundo, y arenavirus del Nuevo
Mundo, o "complejo Tacaribe"”. Existen antigenos conservados en
cada grupo, lao cual constituye una de las caracteristicas del
taxon (21). Estos epitopes permiten establecer relaciones entre
los arenavirus, y se han usado como base para la clasificacidn:
el compleio Tacaribe se define por las relaciones antigenicas
ontre sus miembros (18), y se ha propuesto denominar “complejo
Lassa” ai conjunto de los arenavirus africanos, sobre la base del
nisno tipo de relaciones (2,107).

Dada la presencia de patégnnos humnanos (Jun{n, Machupo, LCH vy
Lassa) entre estos virus, las relaciones nntigénicas, que
iaplican conservacidn de epitopes, fFueron estudiadas extensamente
(18,9%), ya que los antigenos conservados tienen utilidad
potencial comno eleanentus de diagndstico o profilaxis.

Con suerons inmunes contra arenavirus fue posible definir
spitopes especiflcos de 1a familia detectables por fijacion de
complemento o por inmunofliuorescencia sobre células infectadas y
fijadas con acetona (111,112,107); en ambos casos se detectaban
ant{genos de la nucleocdpside, NP, que eran los dnicos antigenos

I'd
conservados en ambos grupos que se conocian (87).
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- 7 - 4 -
La obtencion y caracterizacion de anticuerpos monoclonales
-, « 7 - e -
contra LCM (113,81) permitio definir un epitope conservado en la
- P4 ” « . - -
glicoproteina GP-2 de LCH (Viejo Mundo) y Pichindé (Nuevo Mundo).
Posteriormente se demostrd que este antigeno esta presente en
otros arenavirus del Nuevo Mundo, asi como en los arenavirus
africanos Lassa y Mopeia.
. -/ ~. = 7 - -
Fanbieén se definio un epitope presente en el arenavirus
.« . / . - y
africano no patosfeno Mopeia y ansente en el africano patogeno
. /o . ¢ .
L.assa (108). Este nltimo epitope podria, qQuizid, emplearse como
aarcador de atenuacidn =n cepns africanas de arenavirus.
Pacrekh y Buchmeier demositraron que ambos epiltopes se
superponen parciaimente (31). El epitope conservado en la
. / . . e . .
s7licoproteina de LCM v Pichindé, definido por los anticuerpos
monoclonales 33.68, 83.6, y 87.6, fFue denominado GP-2A ; el que se
nrncuentra presente en MHopeian y no en lassa, definido por el
nonoclonal 9-7.9, se denominag GP-2B.
En la Tabla 1 se muestra la reactividad de los mencionados
anticuerpos monoclonales con arenavirus del Viejo y del Nueva

Mundo.

El objetivo de este trabajo fue estudiar los epitopes
conservados en GP-2 y definidos por esos anticuerpos monoclonales

contra LCHM.
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Tabla_l: Reactividad de AcMs contra GP-2 de LCM con

arenavirus del Viejo y del Nuevo Hundo.

_____ Yieio Munndo Nuevo Mundo
AcM_ . _ _ __ICH__lLassa  Mopeia . _ Pic__Tac _Jun __Ama Par
33.6 + + + + + + + +
83.6 + + + + + + +
9-7.9 + +

. - - . . - P4
Pic:Pichindé; Tac:Tacaribe; Jun:Junin; Amna:Amapari;
Par:Parand
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Fig. 2: Secunencia de aminoécidos deducida para GPC de LCH
(cepas Armstrong y WE), Lassa (LA) y Pichindé (PV). Se
indican los residuos conservados y el sitio de ruptura en
GP-1 y GP-22.
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3.- HATERIALES Y METODOS

3.1.-Cultives celulaces

Celulas BHK-21, linea continua de rifioh de himster; células
Vero S, 1{nea continua de rifidn de mono verde africano
(Cargcopithecus eihlops); células L 929, 1{nea continua de
fibroblastos de ratdn. Todas las lineas celulares fueron
mantenidas a 37 C, en atmosfera con 4-8 % de COz2, empleandose
Medio Esencial Minimo (MEM), con 10 % de suero fetal bovino,
antibioticos (estreptoamicina: 100 mg/ml, penicilina: 100 U/ml);

los replgures se realizaron una o dos veces por semana,

APAY

dispers:indose las edlulas con nripsina al 0,25 %.

Se controld que los cultivos estuvieran libres de mycoplasma
por Lincidn con el colorante Hoechst 33258 (122).
3.2.-Virus

f.os virus LCH y Tacaribe se prepararon en células BHE-21 y se
purificaron de acuerdo con la técnica de Buchmeier et al (84).
Brevemente, monocapas semicontluentes de células BHK-21 en
botellas "roller” fueron infectadas con la cepa Arastrong CA 1371
de virus LCH o la TRLV 115373 de Tacaribe con una multiplicidad
de infeccidn (m.i.) de 0,1 UFP/célula; luego de un periodo de

adsorcidn de 1 h a 37 C se agrego el medio de cultivo, y se

incubd a 37 C durante 48 hs en el caso de LCM y 72 hs para

25



Tacaribe. Se cosecho el sobrenadante, que se centrifugo a 7000
rpm durante 20 min para eliminar residuos celulares; se agregaron
70 g/l de polietilenglicol (PEG) 8000-7500 y 23.2 g/l de NaCl,
agitando para disolver el PEG y el NaCl, y se incubdéd a 4 C
durante 2 hs. Se centrifugd 30 min a 5000 g, y el virus
precipitado se resuspendid en un volumen igual a 1/60 del volumen
original en buffer Tris-NaCl-EDTA (0,01 M, 0,1 M, 0,001M, pH 7,4)

(vuffer TNE). Entre 2 y 2,5 ml del virus concentrado se sembraron

]
=

19 ml de un Zradiente discontinuo de renografina consistente
de renografina al 10 % en TNE sobre un colchdn de renografina al
41} % en THNE. Fl sradiente se centrifugd 30 min a 35000 rpm, y sc
cosechd la banda correspondiente a la interfase; ésta se diluyo
hasta aproximadamznte un 10% de renografina y se sembrd en un
gradiente continuo de renografina (20-50 %), que se centrifugs 1B
hs a 30000 rpm. Se cosechd la banda de virus, se diluyd como
antes y se ceatrifugo 60 min a 30000 rpm. El precipitado se
resuspendid en 0,5-2 ml de TME. La concentracidn de proteina se
determind por el metodo de Lowry et al (123). La suspensidn viral
asi preparada se fracciond y conservd a -70 C hasta su uso.

La suspension de virus Junin, cepa XJCls, se prepard a partir
de un stock preparado en cerebro de raton lactante cedida
gentilmente por el Dr.C.J. Peters, de la cual se hizo un pasaje

en células Vero E6 (m.i.= 0,1); a las 72 hs pi se cosechd el
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sobrenadante, que se clarifico por centrifugacion a 1500 rpm
durante 10 min.
3.3.-Titulacion de virus

Todas las titulaciones se realizaron por el método de
formacion de placas bajo medio semisdlido, usando ce€lulas Vero
E6. Dos ml de suspensidn celnlar conteniendo 2,5 - 3.0 x 103
células/ml se sembraron en cada una de las cavidades de
policubetas de poliestireno rigido de seis orificios de 3.5 cm de
didmetro (Costar Tissue Culture Plates 2008). Cuando las
AONOCHpa tznian 50-80 % de confluencia (24-48 hs después de
sembradas las céiulas) se realizd la infeccion con un indculc de
0,250 ml de volumen. Despnés de 1 h da adsorcidn a 37 C se
agregaron 3.5 ml de medio semisdlido. En el caso de LCM se uso
agarosa al 0,5 4 en #HEH con 1) % de suero fetal bovino y
antibidticos, como se indicd antes; las policubetas se incubaron
a 37 C en atmosfera con 4-5 % de CO2 y 96 % de humedad; a los 5
dias pi se tinho con cristal violeta al 0.02 % para visualizar las
unidades formadoras de placa. Para Tacaribe y Junin se uso como
medio semisdlido metilcelulosa al 0,8 % , segﬁn el metodo de
Giovanniello et al. (124); se agregaron 0,5 ml de medio de

cultive a los 5 dias pi, y se revelo a los 7 dias pi.
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3.4.-Extract »_celulas intectadas

Células BHRK-21 fueron infectadas con virus Junin o Tacaribe
con una m.1. de 0,1 UFP/célula. A las 24, 48, 72 y 96 hs pi se
lavaron las monocapas tres veces con solucion salina de Fosfatos
(PBS)., se cnjuagaron con buffer conteniendo Tris-HCL 20mH, pl 9;
NaCl 137 mM; CaClz; MgClz 0,5 mM; luego se lisaron las células
durante 20 min a 49C con el buffer anterior al cual se le habia
agpregado 1 4 de NP-40, 10 % de glicevol, ¥y 1 ¥ de aprotinina.

-~Apticuerpaos
3.9.4). Anticuerpos_polinlonaies

£) suero policional conkra LCH se prepard inoculundo cobayos
ffartley adultos con 200 000 UFP de LCM cepa Acmstrong, vy

A

dosafiandolos 3-4 semunas nas tarde con la cepa WE. Entre 10 y 15
dfas despuds do la sesguada icoculuacidn los animales Fueron
sangrados para obLloner los sueros, que se meéclaron; la mezcla de
sunros preﬁentd ua titulo neutralizante de /5000, medido por el
aétodo dv reduccidn deli 60 % del nimero de UFP bajo agarosa.

El suero humano anti-Junin provenia de un caso de luboratorio
de Fiebre Hemorrapica Argentina, y sc obtuvo 7 afios después de la
cnfermedad. E! sucro de mono Rhesus anti-Lassa fue cedido por el
Dr. Peter Jahrling.

Sucros humanos anti-arenavirus fueron provistos por el Dr.

Robert L. Shoupe y el Dr. Joseph Mc Cormick.
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Los sueros humanos normales proven{an de personal de
laboratorio y administrativo que no habian tenido contacto
conocido con arenavirus.
3.5.b).-Anticuerpos moaoclonales

Se eamplearon los AcMs contra LCH 33.58, 83.6, y 9-7.9, que
fueron generados por Buchmeier et al.(106), y caracterizados por
Parekh v Buchmeier (81). Para la preparacién del liquido ascitico
conteniendo cada AcH los correspondientes hibridomas se
cultivaron en suspunsldh en MEM con 10 % de suero fetal bovino e
hipoxantina aminopterina. 0,2 al contenicendo 107 de estas células
fueron inoculudos por via intraperitonesal en ratones Balb/c JYW
que habian sido previamente sensibilizados con pristano. Una vez
4esarrollado el hLumor ascitico se extrajo el liquido por puncion,
y ue deteraing el t{rulo de AcH por inmunofluorescencia
indirecta, como s indica mds adelante.
3.6.-RPéptidosi_siatéticos

Los péptidos, correspondientes a secuencias predichas para GPC,
el glicopéptido celular precursor de las glicoprotefnas GP-1 y
GP-2 de LCH (60), fueron sintetizados por Farshad Karimi, segun
la tecnica descripta por Buchmeier et al (85).

3.7.- Acoplamiento de peptidos a ELH (kevhole lvmphet hemocianin)

Se empleé el método de Liu et al. (125). Brevemente a 155 nl

de una solucidn de 32,2 mg/ml de KLH en Sglpl de PBS 0,001 M pH
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7,2 se le agregaron 106 ul de una solucidn de 6 mg/ml de MBS
(éster de n-maleimnidobenzoil- N- hidroxisuccinimida, Pierce Cat.
22310) en dimetilformamida, y se mantuvo en rotacidn durante 30
minutos a temperatura ambiente. La solucion se pasd por una
columna de Sephadex G-25 y se eluyd con buffer fosfato 0,005 M pH
6,0. Se recogieron Fracciones de 1 ml y se midié la densidad
dptica a 280 nm. Se junto el contenido de los tubos con mayor
densidad optica y se agrego a 1,5 ml de PBS conteniendo 5 mg del
peptido correspondiente (relacion final mg péptido:mg RKLH= 1). Se
ajustd el pll 2 7,0, se mantuvo con agitacidn constante durante 3
hs a hemperaturan ambicente, se fracciono y conservo a -20<C hasta
S 1180,
3.3.- Tamugizacion de conejos

e iaocularon conejos por via subcutaliea con 200/ug de
péptido-KLH con adyuvante completo de Freund; a los 14 dias se
repitio 1a dosis pero usando adyuvante de Freund incompleto.
Entre 3 y 35 senanas después de la primer dosis se aplicd una
tercer dosis de LOO/ug de pébtidu libre con alﬁmina, vy las
micstras de sangre se tomaron a 1 semana despues de la tercera
inoculacion. E1l titulo de anticuerpos anti—pébtido se determino”
por ELISA. Si habia anticuerpos anti-péptido, los animales se

- - g . -
sacrificaban por sangrado 8 semanas despues de la primer dosis.

30



3.9.-Reaccion inmuneldgica a_ la gota (“dot blot”)

1,5 ug de péptido 370-382 en 150/p1 de NaHCOz 0,1 M, pH 9
fueron adorbidos en papel de nitrocelulosa en un aparato para
"dot blot"” de Bio-Rad , incubando 1 h a 4 C, descartando la
soliicidn sobrenadante, y secando el papel con bomba de vacio. El
bloqueo de sitios libres en la nitrocelulosa se hizo con solucidn
salina de fosfatos (PBS) conteniendo Tween 20 al 0,005 % y leche
en polvo descremada al 2 % o con seroalbumina bovina al 3 % en
P3S, durante 1 h a2 temperatura ambiente o 18 hs a 4 C. Las
diluciones de ankbicuervos se hicieron en una policubeta de 96
cavidudes (Coutar Tissue Culture Plates, 2088), y se
transfirieron al aparato de “"dob blot". Se incubo durante 1 h a
temperaltura ambicnte. Despnes de 3-6 lavados se incubd con
Proteinn A-Peroxidasa durante 30 minutos a temperatura ambiente,
se lavo exhaustivamente y se detectd la presencia de Proteina A
unida al complejo pdptido--anticuerpo con un reactivo cromogénico
conteniendo 4-Cl-l-naftol (HRP Color Development Reagent, Bio-Rad
Cat .Ne 170-8534).

3.10. -fnzimolnsunecnsayo

Para el enzimoinmunoensayo (ELISA) con los péptidos sintéticos
se usaron placas de poliestireno rfgidas Linbro/Titertek. Las
mismas fueron sensibilizadas con 0,1 o 1,0 ug de péeptido

contenidos en 100 a1l de PBS por orificio, que se dejaron secar
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durante 1a noche a 37 C. E1 bloqueo se hizo con leche descremada
en polvo al 2 ¥ en PBS conteniendo 0,005 X de Tween 20, durante
1-3 hs a temperatura ambiente o 18 hs a 4 ©oC.

Para los ensayos con viriones de LCM las placas se
sensibilizaron con 1-1.5 ng de virus purificado en NaHCO3 0,01 M,
pHH 9 por orificio, se incubd durante la noche a 4 oC, y se
bloqueo con seroalbﬁmina bovina al 3 X en PBS (59).

Los ensayos con virus Tacaribe y Junin se hicieron con células
Vero EB6 infectadas con el virus respectivo. 100 ul de una
saupension conteniendo 1,25 x 108 células/nl fueron sembrados en
cada orificio de policubetas de 96 pozos (Costar Tissue Culture
Plates 2098), incubadas a 37 ©C en presencia de CO2 e infectadas
21-48 hs después con virus a una m.i. de aproximadamente 1.
Cunndo !a accidn citopatogéﬁica era de alrededor del 50 ¥ las
nonocapas se fijaron con metanol frio durante 10 minutos, se

rcaron al aire y se guardaron a -20 oC hasta su uso.

En todos los casos la union del anticuerpo se detectd usando
Proteina A-Peroxidasa, usando o-fenilendiamina como sustrato
cromogénico y midiendo la absorbancia a 492 nm en un lector
automatico (Flow Maltiskan).

3.11. -Inaunofluorescencia
El método empleado fue el de Peters et al. (112), y Buchmeier

et al (113).
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Células L 929 sembradas en cubreobjetos colocados en cavidades
de policubetas de 6 pozos fueron infectadas con LCH con una m.1i.
de 1, y fijadas a las 24-48 hs pl con acetona durante 10 minutos,
luego de tres lavados con PBS. Los cubreobjetos se conservaron a
4 C hasta su uso. lL.as monocapas asi fijadas se incubaron las
diluciones de liquido ascitico conteniendo el anticuerpo
correspoandiente durante 30 minutos a 37 C, en atmosfera hﬁmeda,
se lavaron 3 veces con PBS, y se incubaron con suero de carnero
atti ratdn conjugado con isotiocianato de tluoresceina a 37 C
durante 30 minutos mas. Los cubreobjetos se moataron con las
celnlas hacia abajo con glicerol-PBS 9:1. En el caso de Tacaribe
v Junin se enplearon células Vero Es, que se fijaron entre 72 y
96 hga d(‘:ﬂ[)li(;'.; de la infeccidn.

3.12. Tumnueblotting

Virus LCHM purificado fuc hidrolizado durante 3 minutos a 100 C
en presencla de dodecilsulfato de sodio y corrido
clectroforéticamente en gel de poliacrilamida al 10 %, segun la
Lecnica de Laemmli (126), con corriente constante de 24
miliamperes. Las protefnas virales asi separadas se transfirieron
electroforéticamente a nitrocelulosa, siguiendo la técnica de
Burnette (127). La nitroeelulosa se incubd con leche descremada
en polvo al 2 % en PBS con 0,005 X de Tween-20 para bloquear, se

/7 - - - - 7
corto en tiras segun fuera conveniente, y cada tira se incubo con
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la correspondiente dilucion de anticuerpo en PBS-Tween 20 0,005
%- leche descremada 2 Z durante 1 h a 37 C o toda la noche a 4 C.
La union del anticuerpo se detectd incubando con Prote{ha A
marcada con I125, y revelando por autorradiogratia usando placas
radiogrdficas Kodak XAR-5 o XRP-1.

Con los extractos de células infectadas con virus Junin o
Tacaribe se siguid el mismo procedimiento.
3.13.-Renccian_Réptido-Anticuerpn en_solucida

Para deamostrar la unidn de los anticuerpos con los péptidos en
solucicon, la correspondiente dilucion de anticuerpo (policlonal o
monoc tonal) en PBS, P35-Tween 20-leche descremada en polvo, o
PBS-seroalbuming bovina, se incubd con cada péptido durante 1h a
teaperatura amblente o 30 min a 37 C, y la reactividad residual
del anticuerpo se midid por inmunofluorescencia, ELISA o
“inmunoblotting” . Se considerd que habia ocurrido reaccidn del
anticuerpo con el péptido c¢n solucidn cnando la unién del
anticnerpo a la glicoproteina viral fue bloqueada después de 1la
incubacidn con el péptido.
3.14.-lonoculacidn_de cobaves con péptido

Cobayos de 350-400 g de peso fueron inoculados con 50 ug de
péptido 370-382 acoplado a KLH con adyuvante completo de Freund.
A los 14 dias se inoculd una dosis igual pero con adyuvante de

Freund incompleto. Una semana despues de la segunda dosis se
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inoculd la tercera usando aldmina como adyuvante. Diez dias
despues de la tercer inoculacion los animals fueron sangrados y
se determind la presencia de anticuerpos anti-péptido en suero
mediante un ensayo de ELISA. Se inoculd una cuarta dosis usando
aliimina como adyuvante, y 10 dias despu€s los animales fueron
sacrificados por sangrado a blanco.
3.15.-Ensavo de proliferacion de esplenoccitos

A partir de los bazos de los cobayos sacrificados se
preparason suspensiones de esplenocitos en RPMI con 5% de suero
fetal bovino cortando los Srganos en trozos muy pequenos y
pasiﬁdolos a Lruaves de nna malla muy fina. Se sembraron 4 x 105
o6t Las por cavidad ca policubetas de 96 cavidades, en presencia
de Z2-mercaptoetanol 5 x 10-3 M. Se estiaularon 8 cavidades con
Concanavalina A (0-5 ug) para rcontrol, y con virus LCH (m.1.=3)
para ol ensayo. A las 18 hs se hizo un pulso con 1 yC/cuvidad de
Timidina-3H en RPMI a los controles. A las células que habian
recibido virus se les agreg6 el radioactivo a las 86 hs. En todos
los casos se cosecharon las células 18 hs despuds del pulso, se
extrajo el ADN segiin la téecnica descripta por Strong et al.
(128). El indice de estimulacidn se calculd como la relacidn
entre la radioactividad de los cultivos estimulados con LCH y los

cultivos control.
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4 .-RESULTADOS

4.l.-UbiQﬁgién_dﬁ_lgs_ﬁniLQ2ﬁS_QE:ZA_Z_GE:ZB_SQQLQ_QE:Z
4.1.a):Ensavos preliminares

Con el objeto de localizar ambos epitopes sobre la
glicoproteina se trabajd con péptidos sintéticos correspondientes
a GP-2. Estos péptidos habian sido sintetizados sobre la base de
la secuencia de aminodcidos deducida para GPC (69), el
glicop€ptido celular de 498 residuos de longitud, precursor de
las glicoproteinas estructurales de LCH, que se denominan GP-1 y
GP-2 (60,84). Para seleccionar las secuencias a ensayar se tuvo
cuenta el sitio de ruptura de dicho precursor predicho por
Buchmeier y colaboradores, que se encuentra entre los aminoacidos
262 y 283 (89).

LLos peptidos a sintetizar se seleccionaron segﬁn las zonas de
mayor hidrofilicidad de la proteina, (Fig.3), ya que cuanto mayor
es la hidrofilicidad mayor es la probabilidad de que la secuencia
se encuentre en la superficie de la proteina, y, por lo tanto, de
que sea antigeénica (129). Las secuencias se superponfén
parcialmente, de acuerdo con los metodos desarrollados por otros
autores ya sea para proteinas animales o virales (130).

El primer ensayo consistid en determinar si los AcMs 33.6,

83.6 y 8-7.9 (Tabla 1) reaccionaban en ELISA (fase solida) con
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0,06 nmoles de alguno/s de los péptidos correspondientes a los
siguientes segmentos de GPC: 262-275, 272-285, 285-297, 294-305,
297-306, 307-315, 312-323, 323-338, 338-363, 353-370, 370-382,
378--391, 391-401, 422-435, 436-450, 465-478, 477-487, 483-498.

Un unico peptido, que abarcaba los ;esiduos 370-382 de GPC,
presentd reaccidn positiva con los tres AcMs. Esto confirmd la
superposicidn de los epitopes correspondientes a esos
anticuerpos: GP-2A (33.6 y 83.6) y GP-2B (89-7.9), encontrada por
Parekh y Buchmeier (81).

LLa secuencia 370-382 comprende 13 aminoacidos; entre los 8
primeros, comenzando por el extremo amino, hay 5 que estan
conservados en LCH, Lassa, Pichindé y Tacaribe (Fig.4; 65,89). No

hay residuos conservados en el extremo carboxilo de la secuencia.

CNYSKFHYLEHAK

Fig.4: Secuencia de aminoacidos del p€ptido 370-382. Se han
subrayado los residuos conservados en LCM, Lassa, Pichindé y

Tacaribe.
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4.1.b):Titulacion de los AcHs 33.6 v 9-7.9 con 370-382 por la
Como confirmacion de la reactividad de la secuencia con 33.6 y
9-7.9 se titularon los mismos en "dot blot”, segun se indica en
Materiales y Métodos. Se usd un antisuero preparado en conejo
contra 370-382 como control positivo. Los resultados se presentan

en la Tabla 2.

Tabla_2:Titulacidn por “dot blot” de los AcMs 33.6 y 9-7.9 con la

secuencia 370-382.

Dilucidn i/4 /16 1/64 1/256 1/1024 1/4096 1/16384

AcHM
33.6 3+@ 3+ 3+
9-7.9 4+ 3+ 3+ 3+ 2+
Control
positivox 3+ 3+
Control

negativo# -

*Suero de conejo anti 370-382

#AcM contra la glicoproteina del virus Tacaribe.

@Las cruces indican intensidad de color del sustrato cromogenico
enpleado,C(—Cl—naftol (ver Materiales y Metodos).
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Este experimento confirmd que 33.6 y 9-7.9 reaccionan con la
secuencia 370-382, y sugiriod que 9-7.9 tiene mayor afinidad por
la misma que el primero, e incluso que el antisuero preparado en

- 7 - . . -
conejo, ya que presenté un titulo significativamente mayor.

4.1.¢):Reactividad de los AcHs 33.6., 83.6 y 9-7.9 con_Ja

secuencia 370-382_en ELISA.
i) Determinacion de Ja cantidad de péptido Sptima_para trabaiar
con_ los_ AcHMs _en FLISA

Con el objeto de determinar la cantidad de péptido 370-382
dptima para obtener una densidad dptica adecuada en ensayos de
FLISA con los AcHs, se realizaron titulaciones de estos
utilizando 0,06, 0,6 y 6 nmnoles (0,1, 1, y 0 ug respectivamente)
de pepiido por microcubeta. En la Fig. 5 se munestran los
resnltados. Con 0,6 y 6 nmoles la densidad 6ptica resultd muy
alta, por lo que se decidid trabajar con 0,06 nmoles por
microcubeta. 83.6 presentd un comportamiento anomalo, ya que pese
a que con 0,6 y 6 nmoles la densidad Jptica fue similar a la de
los otros AcHs, con 0,06 nmoles fue muy baja.
ii) Determinacidn _del titulo de los AcMs 33.6. 83.6 y 9-7.9 con
el peéptido 370-382 ea ELISA

Los resultados obtenidos fueron similares a los del "dot

blot", ya que nuevamente 9-7.9 mostrd un titulo considerablemente
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sigutentes cantidades de péptido 370-382. O :8 nwoles; {J:0,86
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A:0,06 nmoles.



mayor que los otros dos (Tabla 3). Para confirmar la
especificidad de la reaccidn se realizd simultdneamente el ensayo
con los péptidos adyacentes a 370-382, secuencias 353-370 y
378-391, usandose los inmunosueros de conejo contra cada uno como
controles positivos y un AcH contra la glicoprotefna GP-1 de LCHM
como control negativo. Los resultados se muestran en la Fig.6 y
en la Tabla 3, donde se consignan las secuencias correspondientes
a los tres péptidos, que en conjunto abarcaban el segmento
353-391 de GPC de LCH. Se han subrayado los residuos conservados
en LCHM, Lassa, Pichindé y Tacaribe.

Como punede observarse, los tres AcHs reaccionaron
especificamente con 1la secucencia 370-382, sin presentar
reacciones cruzadas con los otros péptidos, algo que si ocurrid
con los inmunosueros de conejo antipdptidos. Esto no debe
sorprender, va que existe superposicién de secuencias entre los
péptidos adyacentes y 370-382. En la Tubla 3 se han incluido los
titulos de los AcMs con el virus LCM completo.

Nuevamente 9-7.9 presento titulo mas alto que los demsas,
incluyendo el inmunosuern de conejo, y mas alto con el péptido
que con el virus.

Es importante destacar que mientras en "dot blot” los AcMs
reaccionaron con 0,9 nmoles de péptido, en el ensayo de ELISA se

usaron s6lo 0,06 nmoles. Ain cuando se habia demostrado que son
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GP-2A v GP-2B parecieran estar confinados a una secuencia de solo
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Fig . B: Reactividad de los AcMs 33.6, 83.6 y 3-7.9 con péptidos

correspondientes a secuencias de GPC de LCH. O :33.6; O0:83.6;

N:9-7.9. Las secuencias estan indicsadas en la Tabla 3.



Tabla 3:Reactividad de AcHs contra LCM con péptidos

correspondientes a los aminodcidos 353-370, 370-382 y 378-391 de

GPC.
GPC. ... 353=QQLLHRﬁﬂLRDLHGYPYCNYSKFEXLEHAKTQET§VEKQ:391-..
Ac Titulo en ELISA
Viriones 353-370 370-382 378-391
LCHM

33.86 83.176 <100 25.600 <100
83.6 32.768 <100 6.400 <100
9-7.9 28.526 <iN0 1.638.400 <100
2-11.10® >108 <100 <100 <100
Suero I* NR 102.400 1600 1600
Suero II NR <100 1600 400
Suero II NR <100 1600 6400

@:AcM contra GP-1 (Control negativo). *%: Sueros I, II y IIIL:

Sueros de conejo anti-353-370, 370-382 y 378-391 respectivamente.
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4.1.d):Reaccidn de los AcMs con el péptido 370-382 en solucidn:

Tanto en "dot blot” como en ELISA los péptidos se encontraban
adsorbidos sobre una fase sé6lida (membrana de nitrocelulosa y
superficie de la placa respectivamente), y el ensayo se hizo
sobre el péptido “seco”, lo cual implica una restriccidn en
cuanto al nidmero y tipo de conformaciones que el mismo puede
adoptar si se las compara con las conformaciones en solucion. La
interaccidn péptido-fase sélida podria hacer que quedaran
expuestos residuos gue reaccionen con los AcMs en esta situacidn
particular pero no en solucidn. Para determinar si éste era el
caso, se incubaron los AciMs 33.6 y 9-7.9 (liquido ascitico
diluido 1:50) con 50/ug (30 nmoles) de pébtido 370-382 y 50 uag de
cada uno de los péptidos adyacentes (24 nmoles de 353-370 y 34
amoles de 378-391), durante 30 minutos a 37 C, y se determino si
dicha incubacidn bloqueaba Ja unidn de los AcMs a GP-2 de LCM en
inmunoblots ("Western blot”) de proteinas de LCH (Fig.7) y en
inmunofluorescecncia sobre células L929 infectadas con LCH y
fijJadas con acetona (Tabla 4).

Los resultados demostraron que 33.5 y 9-7.89 reaccionaron
especfficamente en solucidn con la secuencia 370-382, ya que la
preincubacidn con €sta bloqued la unidh a GP-2, mientras no hubo
efecto con las otras secuencias. Ademas se demostro que la

- - / - - ’'d
secuencia de aminoacidos reaccionante con los AcMs en la proteina

44



desnaturalizada es equivalente a la secuencia con la que esos

anticuerpos reaccionan én el péptido 370-382.

33.6 : 9-7.9

353-370
370-382
378-391
Con

353-370
370-382
378-3Y1
Con

NP—

Fig.7: Actividad blogueante de la unidn de 33.8 y 9-7.9 a GP-2
ejercida por el péptido 370-382. Inmunoblot. Virus LCM
purificado,hidrolizado en buffer conteniendo SDS-2-mercaptoetanol
fue corrido electroforéticamente en un gel de poliacrilamida con
SDS al 10%. Las proteinas se transfirieron electroforeticamente a
nitrocelulosa y se cortaron tiras que se incubaron
individualmente con los AcMs, previamente incubados con los
péptidos indicados o con diluyente (Con). Luego se siguid un
protocolo de Western blot estandar, para detectar GP-2 en las

- r'd - O
tiras, usando Proteina A-I1125 para detectar la union
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Tabla _4: Efecto inhibidor de 1la unién de los AcMs 33.6 y 9-7.9 a
la glicoprotefna GP-2 de LCH ejercido por el péptido 370-382.

Inmunof luorescencia.

Intensidad de fluorescencia despu€s de

AcH. incubar con el peptide
353-370 370-382 378-3931 Ningunox*
33.6 ++++ ++++
9-7.9 ++++ +4+++ ++++
2-11-104% ++++ ++++ +4+++ ++++

*AcHs incubados con diluyente

#AcH contra GP-1 de LCH.

Los ecxperimentos descriptos hasta ahora no demuestran
fehacicentemente que la secuencia 370-382 sea realmente la
secuencia con que los AcMs reaccionan en la proteina nativa, es
decir en el viridn. Tanto en las células fijadas con acetona en
inmunofluorescencia como en la nitrocelulosa del inmunoblot las
proteinas virales se encuentran desnaturalizadas, por lo tanto lo
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Unico demostrado es que los AcMs estaban "viendo"la misma
secuencia en el péptido y en GP-2 desnaturalizada, es decir en la
estructura primaria de la misma, presentada en forma lineal. Una
secuencia pequenia, de solo 13 aminoécidos, puede adoptar en la
glicoprote{na completa (236 residuos en este caso), una
conformacidon diferente de la adoptada por el pceptido en solucion,
va que el resto de la cadena polipept{dica influye en la
determinacion de la estructura secundaria (131).

Por esto era necesario verificar que la preincubacidn con
370-382 también bloqueaba la unidn de los AcMs a la proteina en
estado nativo, en el virion.

Con ese objeto se repitidé la experiencia de bloqueo incubando
los AcHs con los tres peéptidos, como se indico anteriormente, y
se utilizaron estos anticuerpos asi preincubados en un ensayo de
ELISA empleuando viriones de LCM completos. El resultado se
presenta en la FFig.8, que muestra el bloqueo de 1la unidén de 33.6
a LCH. Lo mismo resultd con 9-7.9.

Por lo tanto se puede inferir que la conformacion del pébtido
370-382 que predomina en solucion corresponde a la que ese
segmento adopta en la glicoproteina nativa, y que la secuencia

representa los epitopes GP-2A y GP-2B.
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Fig. B8:EFecto blogqueante de la unidn de 33.6 a viriones de LCM
debido al pé'ptido 370-382_.E1 AcH fue incubado con los péptidos
como se indicd en la leyenda de la Fig.7 y se usd en ELISA contra
viriones de LCM. @ :Control sin péptido; O :353-370; A:370-382;
0:378-391.
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4.2.-Presencia del epitope GP-2A en arenavirus del Nuevo Mundo

La reactividad de 33.6 con arenavirus del Nuevo Mundo o
complejo Tacaribe (Tabla 1;81) implica que el epitope
correspondiente esta presente tambien en este subgrupo de la
familia, pero era de interés comprobarlo mas precisamente. Con
este fin se realizd el mismo ensayo de bloqueo de la unidn de
33.6 a la glicoproteina, trabajando con células infectadas con
virus Junin o Tacaribe. Se hicieron ensayos de
inmunofluorescencia (Tabla 5) y ELISA (Fig.9).

Nuevamente la union a la glicoprote{ha viral fue
especiricamente bloqueada por la secuencia 370-382. En el caso de
Junin hubo cierto grado de inhibicidn cuando se incubd con
378-391, pero con 370-382 el efecto fue total. En el caso de
Tacaribe la preincubacidn con 353-370 aumentd la union del AcM.
No tenemos explicacidn alin para estos fenomenos, pero no
invalidan el hecho de que la unidn del AcM fue especificamente
bloqueada por 370-382.

De lo anterior se concluye que el determinante antigénico
GP-2A, contenido en el segmento 370-382 de GPC de LCHM, estd, en
efecto, presente en ambos grupos de la familia Arenaviridae,
constituyendo el primer epitope conservado a nivel de la

glicoprote{na que se describe.
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Cuando se realizd el mismo experimento tratando de detectar
glicoproteinas de Junin y Tacaribe por inmunofluorescencia o en
inmunoblots de extractos de células infectadas usando 33.6
preincubado con 370-382, los resultados fueron similares (Tabla

5, Fig.10).

Tabla S5: Efecto inhibidor de 1la union del AcM 33.6 a células
infectadas con virus Junin y Tacaribe ejercido por el péptido
370-382. Inmunofluorescencia.
Intensidad de fluorescegcia después
Virus de incubar con el peéptido

353-370 370-382 378-381 Nin-

gunox
Junin ++++ +++ 4+
Tacaribe ++++ 4+ 4+

X 33.6 incubado con diluyente
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Fig.9: Efecto blogueante de la union del Acm 33.6 a células
infectadas con Tacaribe y Junin. Monocapas de celulas Vero fueron
infectadas con los virus Junin o Tacaribe (m.i.= 0,1), fijadas
con metanol a 49C cuando habia aproximadamente 50% de efecto
citopético, y usadas en ELISA con el AcM incubado con los
péptidos como se indica en Materiales y Métodos. @ :Control sin

péptido; ©0:353-370; A4:370-382; 0O:378-391.
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Fig. 10: Efecto bloqueante de la union del AcM 33.6 a la
glicoproteina de arenavirus del Nuevo Mundo. Extratos de celulas
BHK infectadas con a): virus Junin, o b): virus Tacaribe fueron
corridos electroforéticamente, transferidos a membranas de
nitrocelulosa y usados en un ensayo de Western blot con el AcH

33.6 preincubado con el péptido 370-382 (1) o diluyente (2).
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4.3. —umglén_dc_lps_lfmit_es_df_lgs_miMQs_G&ZA_LQE:ZB_en_la

secuencia 370-382

Parekh y Buchmeier (91) demostraron que los epitopes definidos
por 33.6 y 9-7.9, GP-2A y GP-2B respectivamente, se superponen
parcialmente. Los resultados presentados hasta aqui demuestran
que ambos estan comprendidos en el segmento 370-382 de GPC de
LCM. Para definir con mayor precisidn los limites de ambos
epitopes dentro de esa secuencia, se trabajd con peptidos
derivados de la misma por deleciones a partir del extremo amino

y/0 carboxilo.

4.3.a): Reactividad de. los AcHs 33.6_y 9-7.9 con péptidos con
deleciones _eu._el extremo aming

Los cinco residinos carboxiterminales de 370-382 no estan
conservados en los arenavirus cuya secuencia se conoce (65,69), y
los aminodcidos conservados se encuentran en el extremo amino,
por lo que parec{a ldgico suponer que el antigeno comin de 1la
familia, GP-2A, esta en el extremo amino, y el no conservado,
GP-2B, en el extremo carboxilo, con algunos residuos superpuestos
en el centro. Se postuld la siguiente distribucion para ambos
epitopes: ', Zona de

GP-2 A . 6up£r'ao<..i(;301l

!
R )

(1) CNYSKWFHWYIL.EHAK

PR R ——
¢ |Gﬂ’28

v
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Para comprobarlo se probd la reactividad de 33.6 y 9-7.9 con
una serie de péptidos derivados de 370-382, con deleciones amino
terminales y el extremo carboxiterminal comun (Lys en 382). Se
incluyd ademds una Secuencia que incluia Pro 368 v Tyr 369, ya
que estos residuos estan conservados (Tabla 3).

La serie completa de péptidos empleados comprendia: 368-382;
370-382; 372-382; 374-382 y 376-382. No se incluyeron peptidos
mas cortos porque se ha establecido que una secuencia para ser
antigéhica debe tener como minimo siete residuos de longitud
(132).

Los resultados del ensayo de ELISA se mnestran en la Fig.ll y
en la Tabla 6.

De acuerdo con nuestra hipétesis (i) con respecto a la
distribucion de epitopes, a medida que se eliminan residuos del
ext.remo amino deberia disminuir la reactividad de 33.6,
conservandose la de 9-7.8. Como se puede ver en la Tabla 6, no
fue esto lo que ocurrid, sino que ambos AcHs reaccionaron de 1la
misma manera con los cinco péptidos, por lo que no se puede

inferir la ubicacidn de GP-2A y GP-2B a partir de estos datos.
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Tabla 6: Efecto de deleciones amino terminales en la reactividad

de los AcMs 33.6 y 9-7.9 con secuencias conservadas de GP-2.

Secuencia de Peéptido Titulo en ELISA

e 33.6 9-7.9
368-382 PYCNYSKFWYLEHAK >40.960 >40.960
370-382 CNYSEKFWYLEHAK >40.960 »40.960
372-382 YSKFWYLEHAK 2.560 2.560
37/14-382 RKFWYLEHAK 40 10
376-382 WYLEHAK <10 <10

Los resnltados munestran que los residnos 370-371 (Cys-Asn) son
lmportantes para ambos epitopes, ya que el titulo de los dos AcMs
disminuye de >40.960 a 2.560 cuando dichos amino dcidos son
eliminados, y que el extremo carboxilo no contribuye a la
reactividad de la secuencia, ya que la eliminacién de los
residuos 372-374 (Tyr-Ser) suprimid la reaccidn prdcticamente en
sn totalidad y no hubo ninguna reaccidn con la dltima secuencia,
el extremo carboxiterminal Trp-Tyr-Leu-Glu-His-Ala-Lys, del cual
sdlo Trp-Tyr estan conservados en arenavirus del Viejo y del

Nuevo Mundo.
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4.3.b):Reactividad de los AcMs 33.6 v 9-7.9 con péptidos con
deleciones amino v carboxiterminales

Sobre la base de los resultados anteriores se probo la
reactividad en ELISA de otra serie de péptidos con deleciones
anino terminales, en los cuales se habian suprimido los cuatro
aminodcidos del extremo:-carboxilo que no contribu{an a ninguno de
los epitopes (Glu-Hys-Ala-Lys) (Tabla 7). Las secuencias
ensayadas fueron 368-378, 370-378, y 372-378. Nuevamente la
sccuencia mds corta que se probo fue de siete aminodacidos de
longitud, por las evidencias presentadas por diferentes autores
de quec ese es el menor numero de residuos necesarios para que un
sitio sea antigénico (132,152,157).

La Fig. 12 y la Tabla 7 muestran los resultados de este

segnndo experimento.
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Wig. 12: Reactividad en ELISA de peptidos derivados de 370-382

aediante deleciones amino y cuarboxiterminales con AcHs contra

GP-2 de LCH. @ :PYCNYSKFHYL; O:CNYSKFWYL; A :YSKFWYL; ——33.6;
~——-8-7.9.
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Tabla 7:Efecto de deleciones amino y carboxi terminales de la

secuencia 370-382 sobre la reactividad de los AcMs 33.6 y 9-7.9.

GPC 33.6 9-7.9
368-378 PYCNYSKFWYL 40960 40960
370-378 CNYSKFNWYL 6400 6400

372-378 YSKFWYL 1600 100



En este caso, la eliminacidn de Pro-Tyr 368-369 disminuyd el
titulo apreciablemente, algo que no ocurrid cuando se hizo la
misma delecidn en el péptido 370-382, es decir cuando estaban
incluidos los cuatro residuos carboxiterminales (ver Tabla 6).
Esto sugiere la posibilidad de que exista un cierto grado de
cooperacidn entre estos ultimos-Glu-Hys-Ala-Lys, y Cys-Asn-de
acunerdo con la hipdtesis de Barlow et al (133) que han sugerido
gue todos los epitopes tienen un cierto grado de discontinuidad.

Cunando se suprimieron los aminoacidos Cys-Asn 370-371 la
reactividad de 33.6 cambid igual que con la serie de péptidos
anteriores (Tabla 6), y la de 9-7.9 practicamente desaparecio.

Considerando solamente los resultados de ELISA con los
péptidos derivados de 370-382, que se resumen en la Tabla 8, la
minima secuencia que contiene los dos epitopes GP-2A y GP-2B
abarcaria los residuos 370-378, y el extremo carboxilo de GP-2B

se encontraria entre Ser 373 y Lys 374.

4.3.c):Reactividad de los AcMs 33.6 v 9-7.9 con los péptidos con

deleciones amino v carboxiterminales ce¢n solucion

[ - - .
Debian tenerse en cuenta las posibles restricciones
conformacionales debidas a que los peptidos se encuentran

adsorbidos a una fase solida ya mencionadas, por lo que era
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Tabla 8: Reactividad en ELISA de péptidos derivados de

370-382 con los AcHMs 33.6 y 9-7.9. Resumen.

s - El I.I Tll ] EIISE

GPC

Experimento 1

368-382  PYCNYSKFWYLEHAK
370-382 CNYSKFWYLEHAK
372-382 YSKFWYLEHAK
374-382 KFWYLEHAK
376-382 WYLEHAK

Experimento 2

368-378 PYCNYSKFWYL
370-378 CNYSKFWYL
372-378 YSKFWYL

33.6 9-7.9

>40.960

>40.960

2.560

40 10

<10 <10

>40.960

6.400

1600 100



necesario verificar si la reaccion entre los AcMs y los mismos
ocurria en solucion. Se preincubaron los AcMs con las secuencias
truncadas y se emplearon en un protocolo de "Western blot"” para
detectar GP-2 de LCH.

En la Fig.13 se muestran los resultados obtenidos con la
primer serie de péptidos, con deleciones amino terminales. Todas
las secuencias, excepto 376-382, reaccionaron con 33.6 y 8-7.9,
como lo demuestra el bloqueo de la unién a GP-2.

Es interesante el caso de 374-382, ya que bloqued
totalmente la unidn de 33.6, pero solo parcialmente la de 9-7.9,
mostrando que la pequena diferencia de titulo en ELISA (40 para

33.6, 10 para 9-7.9, Tabla 8), en este caso es significativa.
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1: 368-382 PYCNYSKFWYLEHAK
2: 370-382 CNYSKFWYLEHAK
3: 372-382 YSKFWYLEHAK
4: 374-382 KFWYLEHAK
5: 376-382 WYLEHAK

Fig.13:Actividad bloqueante de la union de 33.8 y 8-7.9 a GP-2 de
péptidos con deleciones amino terminales derivados de 370-382. Se

siguid el procedimiento detallado en la leyenda de la Fig.S.
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Como muestra la Fig.13 no hubo diferencias en la reactividad
en solucidn entre ambos AcMs, pese a que en fase sdlida (ELISA)
el titulo de 8-7.9 con 372-378 habia disminuido sensiblemente
(Tabla 7). Este fendmeno puede explicarse por restricciones
conformacionales impuestas sobre el peptido adsorbido a la fase
s6élida, o por la mayor cantidad de péptido presentada al Ac en
solucién (50 nmoles, mientras en fase solida eran sdlo
0, lnmoles).

En la Fig.14 se muestran los resultados del mismo ensayo
vtilizando las secuencias derivadas de 370-382 por deleciones
amino terminales en las que se habia suprimido el extremo
carboxilo.

La Tabla 9 resume los resultados de reactividad en solucidn
obtenidos con ambas series de péptidos. Todas las secuencias
conteniendo el segmento 372-378 (Tyr- Ser- Lys- Phe-Trp-Tyr-Leu)
presentaron actividad bloqueante. La secuencia 376-382, de igual
longitud que la anterior, que no contenia el segmento 372-378

completo, no tuvo efecto blogueante.
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Con: Control 1

1: 368-378 PYCNYSKFWY

2: 370-378 CNYSKFWYL
3: 372-378 YSKFWYL

Fig.14 :Actividad bloqueante de la union de 33.6 y 9-7.9 a GP-2

de péptidos con deleciones amino y carboxi terminales.




Tabhla 8: Actividad bloqueante 1la unidn de 33.86 y 9-7.9 a GP-2 de

ILCM de péptidos con deleciones amino y carboxi terminales.

Resumen.
Secuencia en Péptida Actividad blogueante
GEC 33.6 9-7.9

Experimento 1

368-382 PYCNYSKFWYLEHAK + +

370-382 CNYSKFWYLEHAK + +

372-382 YSKFWYLEHAK + +

374-382 KFWYLEHAK + +-
376-382 NYLEHAK

Experimento 2

368-378 PYCNYSKFWYL + +
370-378 CNYSKFWYL + +
372-378 YSKFWYL + +
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4.4.-Determinacion de la minima secuencia antigenica conservada
en la glicoproteina de arenavirus del Vieio vy del Nuevo Hundo

Los datos presentados hasta aqui permitieron localizar los
epitopes GP-2A y GP-2B en la glicoproteina GP-2 de LCM, (Tablas
3, 8 y 7), determinar la minima secuencia antigenica para los
AcHs que los definen (33.6 y 9-7.9) tanto en fase solida (ELISA)
como en solucidn (Tabla 8 y 9), y verificar que GP-2A estsd
conservado en arenavirus de los dos subgrupos, Viejo y Nuevo
Mundo (Tablas 4 y 5). Esto ultimo confiere a este epitope
especial interés, ya sea desde el punto de vista de la evolucidn
de esta familia viral, o desde el punto de vista practico, como
posible reactivo para diasnostico y/o profilaxis para todo el
grupo. Por esta razon se quiso verificar si 372-378, la minima
secuencia reactiva con 33.6 capaz de bloquear la unidn a GP-2 de
LCH (Tabla 9), podia bloquear la union del mismo AcM a la
gLicoprote{na de arenavirus del Nuevo Mundo. También se deseaba
comprobar que los aminodcidos carboxiterminales
Len-Glu-Hys-Ala-Lys no estaban involucrados en la reaccidn de
33.6 con arenavirus de este grupo. Con este objeto se incubaron
los péptidos 368-378, 370-378 y 372-378 con 33.6 durante 30
minutos a 37C, como se detalld antes, y se usd el AcH en

. - / - .
inmunofluorescencia sobre ceélulas infectadas con Tacaribe, usando
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células infectadas con LCM como control positivo. Los resultados

se muestran en la Tabla 10.

Tabla 10Q: Actividad bloqueante de la union de 33.6 a la
glicoprotefna de arenavirus de péptidos derivados de 370-382 por

deleciones amino y carboxiterminales. (Inmunofluorescencia).

_33.6 incubado con Iamunofluorescencia_de
peptida células infectadas _con
LCM Tacaribe

368-378 PYCNYSKFWYL

370-378 CNYSKFWYL
372-378 YSKFWYL
353-370 X + +
Ninguno + +

*Control de especificidad

- - e - -
Los resultados anteriores sugieren que la minima secuencia
antigénica conocida conservada en los arenavirus a nivel de 1la
. ' - -
glicoproteina estda contenida en el heptapéptido 372-378. Este

contiene tres residuos conservados en LCM, Lassa (Viejo Mundo)
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(69), Pichindé (70) y Tacaribe (65) (Nuevo Mundo) (Fig.15), que,
junto con el resto de la secuencia, en la cual no hay diferencias
significativas entre los 4 virus (con la excepcidn del cambio de
Phe por Tyr en Lassa, como se vera mas adelante), constituye el
minimo epitope compartido por arenavirus del Viejo y del Nuevo

Hundo.

X_SKFWY L

Fig. 15: Residuos conservados en LCM,Lassa,Pichind€ y Tacaribe en

4]

1 segmento 372-378 de GPC de LCHM.

4.5 . -Anidlisis_moleculac de la especifticidad viral del AcH 9-7.9
(epitopa GR-=?RB)

E1l AcM 8-7.9, que define el epitope GP-2B en LCH (91), es
importante porque distingue entre los arenavirus africanos Lassa,
patégeno, y Mopeia (antes denominado Mozambigque), no pat6geno
(106). E1 hecho de que AcMs de reactividad tan diferente como
33.6 y 9-7.9 (Tabla 1) reconozcan especificamente la misma
secuencia de tan sélo 9 aminodcidos 370-378 (Tabla 3) hacia

particularmente interesante el estudio de GP-2B.
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Si se comparan las secuencias de LCM, Lassa, y Pichind€ en el
segmento correspondiente a 368-377 de GPC de LCH, se ve que en
Pichinde Ser en 373 esté sustituida por Thr, y que en Lassa, Phe

en 375 por Tyr (Fig.186)

LCH PYCNYSKFWY
Lassa PYCNYSKYWY

Pichinde PYCNYTKFWY

Fig. 16: Comparacidn de las secuencias de LCM, Lassa y Pichindé€

en el segmento correspondiente a 370-377 de GPC de LCH.

Para determinar si esos cambios puntuales en la secuencia son
responsables de la falta de reactividad de Lassa y Pichindé con
9-7.9, se probaron dos peptidos idénticos a 368-382 en los que se
habian reemplazado Ser 373 por Thr en un caso y Phe 375 por Tyr
en el otro. Es decir que las secuencias empleadas fueron
PYCNYTEKFWYLEHAK y PYCNYSKYWYLEHAK respectivamente.

El extremo carboxiterminal de 378-382 se conservd porque se
deseaba estudiar especificamente el efecto de esos cambios

- - - - . Pd - -
individuales, y por conveniencia para la sintesis de los peptidos

69



segun el método de Merrifield (134). Con estas secuencias se hizo
una titulacidn por ELISA, titulando simultaneamente el AcM 33.6
como control de que sdlo resultaba afectada la reactividad de
9-7.9, o, en otras palabras, el epitope GP-2B. Los resultados se
presentan en la Fig. 17 y en la Tabla 11. Ninguna de las
sustituciones afectd significativamente la reaccion con 33.6,
como se esperaba, dada su capacidad de reaccionar con los tres
virus. Mientras el cambio Ser 373 por Thr no tuvo mayor efecto en
el titulo de 9-7.9, la sustitucion Phe 375 por Tyr,
correspondiente al virus Lassa, produjo una caida dramdtica en el
mismo, sugiriendo que ese residuo puede ser critico en la
estructnra de GP-2B.

Se debia comprobar que el cambio de reactividad se producia
tambidn en solucidn, como en los casos anteriores, para lo cnal
se hicieron las correspondientes reacciones en Fase liquida entre
los peptidos y los AcMs, seguidas de " inmunoblots” para detectar
la capacidad de las secuencias de bloquear la unidn de los
anticuerpos a GP-2. En la Fig.18 se ve que la sustitucidn
correspondiente a Pichindd (Ser 373--->Thr) no afecto la unidn de
la secuencia a ninguno de los AcMs, ya que fue capaz de bloquear
la reaccion con la glicoproteina. La sustitucion Phe 375--->Tyr,

- - - - - 7 Ve - - 7
en cambio, si bien modifico solo ligeramente la union a 33.6,
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inhibié totalmente la reaccién con 9-7.8, como lo demuestra la

ausencia de bloqueoc de la unidn de 9-7.9 a GP-2.
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Fig. 1\7: Reaccion de 33.6 vy 9-7.9 con péptidos con sustitnciones
puntuales correspondientes a la secuencias de Lassa y Pichindé.
0:368-382; Q:F(365)--->Y; A:5(373)--->T; —33.6; ---9-7.9
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Fig. 18: Reaccidn de los AcMs 33.6 y 9-7.9 con péptidos
correspondientes a 368-382 de GPC de LCH con las sustituciones
puntuales Ser(373)-->Thr (Pic=Pichindé) y Phe(375)-->Tyr
(Las=Lassa) en solucidn. Inmunoblot. Los AcMs se incubaron con
loé’péptidos como se indica en la leyenda de la Fig.8 y se usaron

en inmunoblot. Con= control.
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Tabla 11: Efecto de la sustitucidn de aminoacidos
correspondientes a las secuencias de Lassa y Pichindé€ sobre 1la

reactividad de 9-7.9.

Secuencia viral Péptido Titulo en
ELISA
33.6 8-7.9
GPC LCH 368-382 PYCNYSKFWYLEHAK >40960 >40960
S(373-—--> T PYCNYTKFWYLEHAK 40960 10240
F(375)----> Y PYCNYSKYWYLEHAK 10240 160

Este resultado, colncidente con el de ELISA, sugiere que para la
definicion del cpitope GP-2B es importante la posicidn 375, y que
es critico que en la misma no haya un residuo Tyr.

El cambio de Phe por Tyr podria explicar que Lassa no
reaccione con 9-7.9.Quedaba ain por explicar la Falta de
reactividad de Pichindé con ese AcH, ya que el cambio de Ser 373
por Thr no tuvo ningin efecto. Dado que Pichind€ posee la Phe en
375, como LCM, es evidente que otros residuos estan involucrados
en el epitope. Ademsas del reemplazo de Ser por Thr existen en
Pichindé diferencias en el extremo carboxilo de la secuencia

(Fig.19), algunas de las cuales pueden ser significativas desde
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el punto de vista de la polaridad (Glu por Asn, Hys por Asp, Ala
por Thr, Lys por Ileu). También a la derecha del extremo amino de
368-382 (residuos 365-367, Fig. 19) hay diferencias entre la
estructura de LCH y Pichindé que podrfan ser importantes en la
determinacidn de la reactividad de €ste con 9-7.9: Gly 366 por

Lys y Met 365 por Ala.

LCH MGVRYCNYSKFWYLEHAK

Pichinde AKIRYCNYTKFHYINDTI

Fig._19: Comparacidn de las secuencias de LCM y Pichind€ en el
gsegmento 365-382 de GPC de LCH. Los residuos conservados estan

subrayados.

Para tratar de dilucidar cuales de esas sustituciones
determinan que Pichindé carezca del epitope GP-2B, se trabajd con

las siguientes secuencias:

L LCHM GPC 365-382 HGYPYCNYSKFWYLEHAK
2) Pichindé GPC 373-380 AKIPYCNYTKFWYINDTI
3) Pichindé GPC 378-390 CNYTKFWYINDTI
4) LCM GPC 370-382 CNYSKFWYLEHAK
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Se decidiéd ensayar la secuencia 3, a pesar de haberse
determinado previamente que el extremo carboxilo no influia en
GP-2B, porque podr{a ocurrir que hubiera influencia de residuos
ajenos al epitope o que este fuera discontinuo (130,133). Como se
sefiald anteriormente, aminoacidos no pertenecientes al epitope
pndr{an cooperar en la determinacion de la estructura del mismo,
v su sustitucién podrfﬁ alterar la estructura antigenica, o
destruirla.

i.0s resultados el ensayo de ELISA con las secuencias 3 y 4 se
presentan en la Tabla 12 y la Fig.20. Se incluyo siempre el
ensayo con 33.6 como control de que el tnico epitope afectado
fuera GP-2B. En efecto, la reactividad de 33.6 no vario

significativamente, mientras si lo hizo la de 9-7.9.

Tahla_12: Reactividad de los AcHMs 33.68 y 9-7.9 con secuencias

correspondientes a GP-2 de Pichindé.

Secnenclia Peptida Titula
33.6 9-7.9
GPC LLCH 370-382 CNYSKFWYLEHAK 40960 40960
GPC Pich. 378-390 CNYTKFWYINDTI 10240 640
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¥ig . 20: Curva de titulacida de los AcMs 33.6 y 9-7.9 con la
secuencia 370-382 de GPC de LCN y 378-390 de GPC de Pichindé.

KLISA. @:370-382 LCM; O:378-390 Pichinde.—:33.6; ---:9-7.9

76



La variacidn en el titulo de 9-7.8 con la secuencia de
Pichindé suger{a que el extremo carboxilo influye en la
definicidn del epitope en LCM, y que su sustitucion determinaria
que Pichindé carezca del mismo. Sin embargo, cuando se midid la
capacidad de ambas secuencias de bloquear la uniocn de los AcMs a
GP-2 de LCHM en “inmunoblot", los dos peptidos tuvieron la misma
actividad blogqueante (Fig. 21), demostrando que, en solucidn,
9-7.8 no "ve" diferencias entre ambos. En este caso la variacidn
del titulo del AcM en ELISA (fase sblida) podria deberse a

alteraciones conformacionales producidas por la unién a la placa.



3. 21 ;.2 1
b
GP2— . '
GP2—
4
a : b

Fig. 21: Actividad bloqueante de la secuencia correspondiente al
segmento 378-390 de Pichindé.Inmunoblot. a) AcM 33.6; b) AcHM
89-7.98. Los AcMs fueron preincubados con las secuencias 370-382 de

LCH (1), 378-380 de Pichindé (2) o con diluyente (3).
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Cuando se ensayaron los péptidos extendidos mas alla del
extremo amino (secuencias 1 y 2), se obtuvieron los resultados de

la Tabla 13 y Fig. 22.

Tabla 13: Reactividad de 33.6 y 9-7.9 con las secuencias 365-382

de LCM y 373-390 de Pichindé.

Secuencia Péptido Titulo en ELISA
33.6 9-7.9

GPC LCH 365-382 HGYPYCNYSKFWYLEHAK 25600 102400

GPC Pic 373-390 ARIPYCNYTKFWYINDTI 6400 1600

Como se ve, hubo alteracidn en la reactividad de los dos AcMs
con estas secuencias. E1 titulo de 33.6 fue menor con el pébtido
365-382 que con 370-382 (Tabla 12), sugiriendo que el agregado de
los residuos 365 a 367 habia modificado de alguna manera la
estructura de GP-2A, pero ésta aun era antigenica; como se
esperaba, no hubo diferencia significativa de titulo de 33.6
entre la secuencia de LCH y la de Pichind€.

Con 9-7.9, en cambio, esa diferencia fue altamente
significativa (102.400 para el péptido correspondiente a LCM,

1600 para el correspondiente a Pichinde).
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Fig _ 22: Reaccion de l1os AcMs 33.6 y 9-7.9 con las secuencias
365-382 de CGPC de LOM,y 393-380 de GPC de Pichinde. @:385-382

LCH; 0:373--330 Pichinde: —:33.6;---:9-7.9
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Cuando se hizo la reaccidn en solucidn seguida de
"inmunoblot”, se obtuvo menor actividad bloqueante de la unidn de
9-7.9 con la secuencia de Pichind€, aunque la diferencia no fue
tan grande como se esperaba de acuerdo con el titulo en ELISA
(Fig. 23). Con 33.6, en cambio, no se observaron diferencias.

Estos resultados no permitieron determinar exactamente qué
residuos hacen que Pichindé no reaccione con 9-7.9, para de esta
manera definir precisamente el epitope GP-2B, pero sugieren que
los residuos a la izquierda del extremo amino del segmento

. - - , -
368-382 1nfluyen en la conformacion del mismo, quiza mediante

’ , - - -
algun efecto cooperativo con los amino acidos carboxi-terminales.
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Fig. 23: Actividad blloqueante de péptidos correspondientes a la
secuencia 365-382 de GPC de LCHM y 373-390 de GPC de Pichinde.

a) AcM 33.6; b) AcH 8-7.9. AcMs preincubados con diluyente (Con);
secuencia 373-390 de Pichind€ (1); secuencia 365-382 de LCH (2).
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4.6.-Agalisis de la reactividad de_anticuerpos policlonales

contra_arenavirus coun_péptidos_correspondientes a GPC de LCH
4.6.a):-Anticuerpos policlonales contra arenavirus se unen

especificamente al peptido 370-382

Habiendo establecido que el péptido 370-382 contiene un
cpitope conservado en la glicoprote{na de los arenavirus y que
existen AcMs contra el mismo capaces de reaccionar con esa
secuencia, era de interds determinar si esos AcHs estan
representados en 1la respuesta hnmoral de huespedes infectados con
virus pertenecientes a este grupo, ya que existen sistemas en que
prote{nas virales capaces de inducir una alta proporcidn de AcMs
no provocan el mismo grado de respuesta cuando se estudian los
anticuerpos policlonales (135).

Sueros inmunes provenientes de distintos huespedes infectados
con diversos arenavirus fueron empleados en un ensayo de ELISA
usando 0,1 ug (0,6 nmoles) de péptido 370-382 por microcubeta de
la placa de ELISA, como se habia hecho con los AcMs, sin que
hubiera reaccion entre los inmunosueros y la secuencia. Cuando se
repitid el ensayo usando 8 nmoles de péptido por microcubeta se
produjo la reaccidn, como se muestra en la Fig. 24. Los
inmunosueros empleados eran contra LCM (suero de cobayo

hiperinmune), Lassa (suero de mono Rhesus hiperinmune) y Junin
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i, 24: Union de sucros policlonales antiarenavirus al peptido
378-3832. Las determinaciones se realizaron por duplicado; las
barras verticales representan dos desviacicnes estandar.e—:33.6;

®:Suero anti-I.CH; O :suero anti—Junfn; a :suero anti-Lassa;
A:2-11.10 (control negativo); Aa:sueros humanos normales
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Para determinar si la uniéh era especifica se titularon los
sueros en ELISA simultdneamente con las secuencias adyacentes a
370-382 (353-370 y 378-391). Como en el caso de los AcMs, 1la
unidn a 370-382 fue especifica (Tabla 14). Debe destacarse que en
este caso los titulos fueron mucho menores que con los AcMs, a

pesar de emplearse una cantidad de péptido 10 veces mayor.

Tabla 14: Reactividad de anticuerpos policlonales anti-arenavirus

con los péptidos 353-370, 370-382 v 378-391 en ELISA.

GPC....353-DALLHRNHLRDLMGVPYCNYSKFYYLEHARTGETSVERC-391. ..

Suero 353-370 370-382 378-331
Anti-LCH(cobayo) <5 320 <5
Anti-Junin( humano) 5 160 <5
Anti-Lassa(mono Rhe- <5 20 <5

sus)
Humano normal <5 <5 <5

Se muestran las secuencias de los tres péptidos. Los residuos

subrayados estdn conservados en LCM, Pichindé, Lassa y Tacaribe.
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Era necesario verificar que la unidn suero-péptido se produc{a
tambien en solucion, comp se habia hecho con los AcMs, para
comprobar que la unién al péptido en la placa de ELISA no se
producia debido a la conformaeidn particular adoptada por el
mismo adsorbido en la fhase solida.

Para €sto se incubaron dos diluciones (1:50 y 1:100) del suero
de cobayo hiperinmune anti-LCH con 370-382 y las ;ecuencias
adyacentes 353-370 y 378-3391, y se usaron las mezélas de
incubacich en "inmunoblots” de proteinas de LCM, como se habia
hecho con los AclHs. Co;o se ve en la Fig. 25, también con el

anticuerpo policlonal hubo bloqueo especifico de la unidn a GP-2

cuando se hab{a preincubado zon 370-382, demostrando que 1la
8

recactividad del suero policlonal con los peptidos era comparable

a la de los AcHs.
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Fig. 25: Efecto inhibidor de la union a GP-2 del suero anti-LCM
debida a la preincubacidn con 370—382./Las diluciones de suero
indicadas fueron incubadas con 50 ug de péptidos y usadas en

inmunoblot, como se indicd en la Fig.6.
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Como GP-2 contiene al menos tres epitopes (91), y se trataba
de un anticuerpo policlonal, el efecto blogqueante no pod{a ser
total, ya que el peptido contiene sdélo a los epitopes A vy B. El
suero debia reaccionar con el tercer epitope, GP-2C, y
eventualmente con otros que pudieren existir y que ain no han
sido definidos. En efecto, cuando el tiempo de exposiciéh del
“inmunoblot” fue mayor se pudo detectar una deébil banda
correspondiente a GP-2 en las tiras correspondientas al suero
preincubado con 370-382, aunque en este caso la radioactividad de
ta buauda NP era tan alta que dificultaba considerablemente 1la

interpretacidn del resultado. Para tratar de cuantificar el

efecto inhibidor de la unidn a GP-2 debido a 370-382 se cortd li *

zona correspondicnte a GP-2 de las tiras del "inmunoblot”™ y se»wa:
midio la radioactividad de las mismas (cpm de T125), [a Tabla }SH
presenta los resultados: la secuencia 370-382 inhibid la unidn a
GP-Z, en promedio, en un 72%.

Los resultados presentados en esta seccidn demuestran que la
secuencia 370-382 contiene un epitope que es inmunoldgicamente

act.ivo en infecciones por arenavirus del Viejo y del Nuevo Mundo,

en diversas especies animales.
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Tabla 15: Porcentaje de inhibicidn de la unidn del anticuerpo
policlonal anti-LCH a GP-2 por los péptidos 353-370, 370-382 y
378-391. La zona correspondiente a la banda GP-2 en las tiras del

inmunoblot se cortaron, y se midio la radioactividad de la

I's -
Proteina A-I125 uynida.

Nilucion de Porcentaije de inhibicion por el péptido
suero 353-370 _ __J370-382  378-331 Nioguno
1:50 16(1116)= 78(388) 0*(1964) 0(1323)
1:100 0(1180) B66(312) 5(877) 0(916)

- ¢ =
a: Entre paréntesis: cpm de Proteina-A 1125

¥: 0 indica radioactividad mayor que en el control.

4.8.b):Reactividad del suero_anti ICH _con_péptides con deleciones
amino_v_carhoxi_ terminales

Una vez establecido que el péptido 370-382 induce una
respuesta humoral ean el huésped infectado, resultaba de interés
determinar cudl es la minima secuencia antigénica para el
anticuerpo policlonal.

E1 suero hiperinmune de cobayo anti-L.CH se hizo reaccionar con

los péptidos derivados de 368-382 por deleciones amino y carboxi
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terminales. Los resultados se presentan en la Fig.26 y en la

Tabla 16. Se hizo una titulacion simultanea de los AcMs como

comparacion.
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Fig. ?6: Reactividad de suero hiperinmune de cobayo anti-LCM con

secucncilas derivadas de 368-382.1: PYCNYSKFWYLEHAK; 2:

CNYSRFWYLEHAK; 3: YSKFWYLEHAK; 4: KFWYLEHAK; 5: WYLEHAK.
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Como puede observarse el titulo del suero disminuyd mucho mas
rapidamente que el de los AcMs al eliminarse residuos del extremo
amino de 368-382, no habiendo reaccidn con la secuencia 372-382,
que aun era reactiva con los AcMs. Debe destacarse, sin embargo,
que se usaron sdlo 0,1/pg de cada péptido (entre 0,012 y 0,020
nmoles). Teniendo en cuenta que los antisueros contra Lassa y
Junin requirieron 10 veces mayor cantidad de 370-382 para
reacclonar (Tabla 14), se puede inferir que aumentando la
cantidad de los péptidos mds cortos de la Tabla 16 podria
obtenerse un titulo mas alto con el antisuero. Es evidente en
este caso, como con los AcHs, la importancia de los residuos
370-371 (Cys-Asn) en ¢l epitope GP--2A.

Cuando se probd la reactividad en solucion de la primer serie
de péptidos (Experimento 1) incubando el suero con los péptidos y
haciendo” inmunoblot"” se encontrd que, contrariamente a lo
esperado de acuerdo con los resultados de ELISA, tanto 372-382
como 374-382 habian reaccionado apreciablemente con el antisuero,
ya que bloquearon parcialmente la unidn del mismo a GP-2
(Fig.27). Debe recordarse que con el anticuerpo policlonal el
bloqueo de la unidn a la glicoproteina no puede ser total debido

a que se produce la reaccion con los otros epitopes de la misma.
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Tabla 16: Titulo en ELISA de suero hiperinmune anti LCM con

pébtidos derivados de 368-382.

Secyencia 2 Peptido

Experimento 1

368-382 PYCNYSKFWYLEHAK
370-382 CNYSKFWYLEHAK
372-382 YSKFWYLEHAK
374-382 KFWYLEHAK
376-382 WYLEHAK

Experimento 2

368-378 PYCNYSKFWYL
370-378 CNYSKFWYL
372-378 YSKFWYL

*NR: No realizado

Titulo en ELISA
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Suerq _anti

160

40

<10

10

<io

160

NRx

<10

33.6 9-7.9

>40960

>40960

2560

40 10

<10

>40860

6400

1600 100



Fig. 27: Bloqueo de la union a GP-2 del suero anti-LCM debida a
pépf,idos derivados de 368-382 por deleciones aminoterminales.
Inmunoblot. Con: Control (suero incubado con diluyente); 1:
PYCNYSKFWYLEHAK; 2: CNYSKFWYLEHAK;

3: YSKFWYLEHAK.

93




Ademas de las posibles diferencias conformacionales que
podr{an limitar la reaccidén en ELISA, se debe tener en cuenta que
en solucidn se presentaron al suero entre 6 y 10 nmoles de
péptido, segin su peso molecular, mientras que en fase sélida

s6lo habia entre 0,012 y 0,020 nmoles por microcubeta.

4.6.c):Reactividad del anticuerpo policlonal anti LCH con
péptidos con_sustituciones correspondientes a los virus Pichindé
y Lassa

Para tratar de dilucidar qué residuos, dentro de la zona
antigénica en estudio, eran importantes en la determinacidn de la
especificidad del antisuero contra LCM, se tituld este en ELISA
con los péptidos con las sustituciones puntuales correspondientes
a Lassa y Pichind€ (Phe 375--->Tyr y Ser 733--->Thr,
reupectivamente), y con las secuencias con el extremo carboxilo y
amino de Pichind€e. En todos los casos se hizo la titulacion
simultanea con la respectiva secuencia de LCM y con los AcMs 33.6
y 8-7.9, como control.

Como se ve en la Tabla 17, hubo absoluta especificidad del
antisuero para los péptidos correspondientes a LCHM. Es decir: el
inmunosuero "vio” las diferencias en las secuencias que los AclMs

no distinguieron.
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Sin embargo, cuando se hicieron las reacciones en solucidn
seguidas de "inmunoblot” (Fig.28), se observo que los péptidos
con las sustituciones puntuales Ser373--->Thr y Phe375--->Tyr
bloquearon parcialmente la unidn a GP-2, demostrando que habia
ocurrido cierto grado de reaccidn, que fue menor con la secuencia
con la sustitucidn de Lassa (menor bloqueo), confirmando la
importancia de la posicidn 375 en el epitope GP-2B.

Tanto con los péptidos con deleciones amino terminales como
con los gue tenian deleciones puntuales, la reaccion en solucidn
del inmunosuero fuc similar a la de 33.6 (Fig.13 y 18). Con la
secuencila Cys-Asn-Tyr-Lys-Phe-Trp-Tyr-Asn-Asp -Thr-Ile, del virus
Pichind€, en cambio, el suero no reacciond en soluciocn, y la
secuencia no bloqued la unich a GP-2 (Fig.29). Esto demuestra que
el extremo carboxilo es importante ea la respuesta policlonal, ya
que la sustitucidn de Ser373 por Thr no habia sido suficiente
para suprimir la reaccion. Puede ser que el extremo carboxilo
378-382 (residuos Leu-Glu-Hys-Ala-Lys en LCM) forme parte del
epitope GP-2C, el tercero definido en GP-2 (91), en cuyo caso el
suero anti LCM no reaccionaria cuando se sustituye por

Ile-Asn-Asp-Thr-I1le.
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Tabla 17: Reactividad en ELISA del suero anti LCM con peptidos

correspondientes a Lassa y Pichindé.

Secuencia

Experimento 1

GPC LCM 368-382

Ser(373)-->Thr

Phe(375)-->Tyr

Experimento 2

GPC LCH 370-382

GPC Pic 373-390

Experimento 3

GPC LCH 365-382

GPC Pic 373-390

Peptido

PYCNYSKFWYLEHAK

PYCNYTKFWYLEHAK

PYCNYSKYWYLEHAK

CNYSKFWYLEHAK

CNYTKFWYINDTI

MGVPYCNYSKFWYLEHAK

AKIPYCNYTKFWYINDTI

Titulo en ELISA
Cb.antillCH 33.6 9-7.9

160

10

10

160

<10

160

<10

>40960

40960

10240

>40860

10240

25600

6400

10240

160

40860

640

10240

1600



Fig. 28: Bloqueo de la union a GP-2 del suero anti-LCM debida a
péptidos derivados de 368-382 por sustitucion puntual de
aminoacidos. Con: Control (suero incubado con diluyente);
1:PYCNYSKFWYLEHAK; 2:PYCNYTKFWYLEHAK (Ser 373-->Thr);
3:PYCNYSKYWYLEHAK (Phe 375-->Tyr).
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Fig. 29: Blogqueo de la unidn a GP-2 del suero anti-LCM debida a
secuencias correspondientes a LCM y Pichinde.

Con: Control (suero incubado con diluyente);1:CNYSKFWYLEHAK
(LCHM); 2:CNYTEFWYINDTI (Pichindé€).




4.7.-Potencial utilidad de secuencias correspondientes a GP-2

para_la deteccidn de_infecciones por_arenavirus

4.7.a):Reaccidn_de sueros bumanos antiarenavirus con los péptidos
370-382 vy 368-382

La reactividad espec{fica de sueros policlonales
antiarenavirus con el péptido 370-382 sugeria la posibilidad de
usar dicha secuencia para la deteccidn de infecciones por dichos
virus.

Para investigar esta posibilidad sueros de individuos
infectados con diferentes arenavirus del Viejo y del Nuevo Hundo
varios ahos antes del momento del ensayo fueron probados en ELISA
con LJug de los péptidos 370-382 y 368-382.

La Tabla 18 describe las caracter{sticas de las primeras
muestras ensayadas. Eatas habfan sido enviadas por el Dr.Robert
Shope, de Yale Arbovirus Research Unit, de la Universidad de
Yale, y habian sido extraidas en las fechas indicadas, entre 8 y
20 ahos antes de nuestro estudio. Como control negativo se
emplearon 5 sueros humanos de individuos sin antecedentes de

infeccidn por arenavirus.
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Tabla 18: Listado de muestras de sueros humanos antiarenavirus

enviadas por el Dr. Robert L. Shope.

Suero N Fecha de , Yirus
extraccion infectante
1 NRx Pichinde
2
3
4 9/8/67 Junin (LIN>4)#
5 5/12/78 Lassa

(9 anos pi)@

6 NR Pichindé€
7 21/9/68 Junin

8 NR Pichind€
9+ 5/12/78

10+ 20/7/79

11 9/8/67 Junin (LIN>4)
12 5/12/78 LCM

13 NR Pichindé

XNR: No registrado; #LIN: Logaritmo del indice de neutralizacidn;
@pi: post infeccion; + Muestras pertenecientes al mismo
individuo.Todas las muestras fueron ensayadas en julio de 1987.
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Se ensayaron las secuencias 370-382 y 368-382, haciendo la
reaccidn simultaneamente con 353-370 y 378-391 como controles de
especificidad. Con 370-382 no hubo reaccidn apreciable, pero con
el segmento 368-382 se obtuvo reaccién con las 13 muestras
probadas (Fig.30). Hubo considerable dispersion en los niveles de
densidad dptica y ean los titulos alcanzados, pero todos
estuvieron por encima de los valores de los sueros normales. En
ningin caso hubo unidn a las secuencias 353-370 o 378-391.

También se ensayaron sueros de pacientes infectados con virus
liassa, enviados por el Dr.Joseph McCormick, del Center for

. /L.
Disease Control, Atlanta. Las caracteristicas de estas muestras

o

7 . - b
se desconocian, de manera que se trabajo sin saber cuales
V'd - - - -
provenian de individuos infectados y cuales no. Sobre un total de
23 muestras, se obtuvieron 20 positivos recales, dos falsos

positivos y un falso negativo.
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Fig. 3lU: Reactividad de sueros humanos antlareravirus vcon o1l
péptido 368-382. Los numeros corresponden a los indicados en la
Tabla 18.
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Considerando los dos grupos de muestras de sueros humanos, los
provistos por el Dr. Shope y los provistos por el Dr. Mec Cormick,
se obtuvo reaccidn positiva en un 92 % de los casos.

Por otro lado, placas sensibilizadas con 1 ug por microcubeta
de las secuencias 353-370, 370-382 y 378-391 fueron enviadas al
Dr.Peter Jahrling, del United States Army Research Institute of
Infectious Diseases, Fort Detrick. El Dr.Jahrling no habia sido
informado sobre cual era el péptido reactivo. Después de easayar
sueros humanos, de cobayo y de mono Rhesus contra diferentes
arenavirus,obtuvo reaccién positiva en el 100 % de los casos, sin
falsos positivos.

L.Los resultados obtenidos con las secuencias 368-382 y 370-382
sou alentadores en cuanto a 1la posibilidad de su empleo para la

detececidn de infecciones por arenavirus.

4.8.-Funcidn_bigldgica de la_secuencia 370-378

Habiendo verificado la inmunodominancia de GP-2A en las
infecciones por arenavirus, se tratd de dilucidar cudl es 1la
funcidn bioldgica de dicha secuencia, quée rol cumple durante la
infeccidn, y si la respuesta inmunoldgica es protectora.

Aunque los resultados son insuficilentes para llegar a una

-’ - - - - ’ - .
conclusion definitiva, se mencionaran brevewente las experiencias
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realizadas, ya que pueden contribuir a la respuesta a estas
preguntas.

Se efectuaron estudios "in vitro” e "in vivo".

El estudio "in vitro"” se realizo trabajando con uno de los
AcMs que deftfinen al epitope, 33.6, analizando si el mismo ejerce
algin efecto sobre la neutralizacion del virus LCH.

Se estudid la actividad neutralizante de 33.6 en presencia de
complemento y el efecto ejercido por 33.6 sobre la neutralizacion
mediada por otros AcHs.

Los resultados preliminares indicaron gque el AcH no ejerce
actividad neutralizante en presencia de complemento, como ocurre
con otros AcMs contra LCM (113). Con respecto a la influencia de
33.6 =mobre la neutralizacidn por otros AcMs, se obtuvo evidencia
e indicaria que un AcM anti-GP-1 de LCM, dirigido contra un
sitio no neutralizante, tendria cierta actividad nentralizante en
prescencia de 33.6. De verificarse este resultado, muy preliminar,
implicaria un efecto cooperativo en la neutralizacidn viral port
parte de 33.6, y, por lo tanto, la secuencia 370-378 estaria
involucrada cn la neutralizacion.

La Dra.Kathryn Wright, en el laboratorio del Dr.Buchmeier,
realizd ensayos para determinar si 33.6 estd involucrado en la
citotoxicidad celular mediada por anticuerpos, con resultados

preliminares negativos.
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Para el estudio "in vivo"” se inocularon cobayos con la
secuencia 370-382, estudiando la respuesta de anticuerpos
inducida por el mismo, y tratando de determinar si ejerce algun
efecto a nivel de la inmunidad celular.

Se inmunizaron 6 cobayos con el péptido 370-382 acoplado a
KLH. Estos animales produjeron anticuerpos antipéptido y anti
LCH, detectables por ELISA. Cnatro animales fueron
sacriftficados, sus bazos se extrajeron y los esplenccitos se
emplearon en un ensayo estdndar de proliferacion de linfocitos
frente al desafio con LCH. En dos casos hubo proliferacidn, con
indices de estimulacidn (128) de 2,4 y 8,3.

Fste resultado, de verificarse, indicaria que la secuencia

esta involucrada en la inmunidad celular.
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5.- DISCUSIQN

El objetivo de este trabajo fue localizar sitios antigénicos
conservados en la familia Arenaviridae: En esta familia viral se
incluyen virus patdgenos para el ser humano: Lassa, causante de
la fiebre de Lassa; Junin y Machupo, agentes de la Fiebre

llemorrdgica Argentina y Boliviana respectivamente, y LCM, agente

de la coriomeaningitis linfocitaria y prototipo de la familia.

La Jlmportancia de los estudios aqui presentados radica en la
potencial utilidad de los antigenos conservados como elementos de
dingnostico o profilixis. Este tipo de analisis también puede
contribuir al conocimiento de la evolucidn de esta familia virval:
dado el alto grado de reactividad cruzada en reaccilones de
inmunof luorescencia y de fijacidan de complemento (95) y el
considerable porcentaje de homologia entre las proteinas
estructurales que han sido secuenciadas, se postula la existencia
de un ancestro comin para estos virus (689). Una manera de
estudiar esta posibilidad es mediante el andlisis de antigenos

compartidos por los miembros de la familia.

La localizacidén y secuenciacidn de sitios antigénicos se logrd

utilizando una serie de péptidos sinteticos derivados de la
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secuencia de amino 4dcidos predicha para GPC, el precursor celular
de las glicoproteinas estructurales GP-1 y GP-2 de LCH (60, 69).
Trabajando con dichos péptidos se localizd el sitio de unidn a
GP-2 de tres AcMs contra dos determinantes antigénicos

diferentes, distinguibles por analisis topogréfico (81).

La metodologia empleada fue diferente de la usada por la
inmunoquimica clAsica, que es larga y laboriosa, ya que requiere
el aislamiento y purificacicn de la proteina én estudio, seguida
de sintesis de anélogos de la proteina y de péptidos
cocrespondientes a la regidn antigenica, cuya reaccion con
antisueros contra la proteina original y contra los analogos
sintdticos se analiza para determinar cuales son los residuos
importantes para los diferentes epitopes (130). El primer estudio
inaunoquimico que se recalizé fue el de la mioglobina, y demandd
10 ahos para completarse(132). Poco después el mismo grupo de
trabajo termin® el andlisis inmunogquimico de la lisozima (129),

- ~
que se realizd en 11 anos.

Siendo los arenavirus dificiles de purificar debido a la pobre
replicacidn de los mismos en cultivos celulares, y, en el caso de
los patdgenos, a las instalaciones especiales requeridas para su
manipuleo (1), las dificultades para aplicar las técnicas

. 4 .
clasicas son aun mayores que en los casos antes mencionados.
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Actualmente la posibilidad de predecir secuencias proteicas a
partir de secuencias de acidos nucleicos ha hecho innecesaria
la etapa de aislamiento y purificacion de la proteina en estudio,
gqune involucra aislamiento y purificacidén viral previos,
facilitando asi el andlisis inmunoquimico. Esta ventaja sobre la
inmunoquimica tradicional se combina con la relativa facilidad y
rapidez para sintetizar peptidos por el metodo de Merrifield
(134), modificado por Houghten (136), junto con la eficacia de

los métodos de purificacidn de péptidos por HPLC (137).

Desde la década del 40 se sabia que anticuerpos contra
fragmentos pept{dicos de una protefnu eran capaces de reaccilonar
con la proteina parental (138, citado por Atassi en 130).
Posteriormente se demostrd la posibilidad de obtener anticuerpos
contra el virus del mosaico del tabaco inmunizando con péptidos
derivados del mismo (138). En todos los casos se trabajaba con
péptidos obtenidos por digestion enzimatica de las proteinas
correspondientes purificadas,lo que hacia el andlisis mas
complejo de lo que resulto” en nuestro trabajo, en el que, como se

- 7 - - -y -
menciond,se emplearon peptidos sinteticos.

En vista de lo complejo que habia sido el analisis antigenico
de la mioglobina y el de la lisozima, Kazim y Atassi comenzaron a

usar péptidos sinté€ticos que cubrian la longitud de la proteina
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en estudio cuando se trataba de analizar epitopes continuos o
secuenciales (140), es decir aquellos formados por aminodcidos
- . - ¥V - -
ubicados uno a continuacion del otro en la secuencia proteica

(177).

El método consiste en sintetizar y estudiar péptidos de igual
longitud, cada uno de los cuales se superpone en sus extremos con
los dos péptidos adyacentes. Esto puede resultar bastante
complicado debido ai gran ndmero de péptidos necesario. Como la
determinacidn por Atassi y col.de varias estructinras antigénicas
demostro que los epitopes continuos se encuentran en la
suparficie de las protefnas (129,156), el nimero de peptidos a
sintetizar puede ser mucho menor si se seleccionan para el

- ’ - - . - rd
astudio peptidos gue correspondan a la superficie de la molecula.

Por esta razdu los pébtidos ensayados en este trabajo fueron
seleccionados de acuerdo con su hidrofilicidad (Fig.3), y en su

'
mayoria tenian extremos superpuestos.

El nimero de residuos superpunestos y la longitud de los
péptidos variaban debido a que se eligieron, siempre que fue
posible, secuencias que tuvieran Cys en un extremo, ya que este
aminoacido es necesario para acoplar el péptido a KLH (“keyhole
lymphet hemocyanin"), la proteina portadora para preparar

antisueros (125).
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Otros autores han sintetizado sistemAticamente todos los
péptidos superpuestos de la misma longitud que abarcaban 1la
totalidad de 1la proteina en estudio para detectar las zonas

reactivas con anticuerpos.

Por ejemplo Geysen et al. sintetizaron hexapéptidos
superpuestos para analizar epitopes de tres serotipos de virus
aftosa (141,142) y Meloen y Barteling mapearon, también con
hexapeptidos, los epitopes en VPl de diferentes serotipos del
mismo virus (143).Estos Gltimos observaron que los péptidos
antigénicos correspondfan a zonas de alta variabilidad de
residnros, v qne el perfil de hidroFilicidad no necesariamente
indicabs las zonas antigénicas, por lo que, para el andlisis por
2llos encarado, resultaria mAs 1til seleccionar los pdptidos
sejgun el perfil de variacidn de amino dcidos. Esto es 1dgico,
considoerando gue ellos esindiaban epitopes neutralizantes, y que
5e postula existe una presidn selectiva ejercida por los
anticuerpos sobre esos epitopes, que variarian para permitir al
virus escapar a la neutralizacidn (178). En nuestro estudio se
trataba de localizar epitopes conservados, definidos por AcMs que
en inmunofluorescencia reaccionaban con la superficie celular
(106), por lo que el perfil de hidrofilicidad, indicador de =zonas

/7 - - -
de la molecula expuestas en la superficile de la envoltura viral,
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debe ser un indicio mejor que la variabilidad de aminoacidos para

- V4
ubicar esos antigenos.

Varias proteinas virales han sido estudiadas desde el punto de
vista inmunoquimico empleando este método: La estructura
inmunogénica de la hemoaglutinina de Influenza A fue analizada
mediante peptidos sintéticos parcialmente superpuestos; los
peptidos utilizados eran de longitud variable, de acuerdo a 1la
presencia de residuos Cys que permitieran acoplarlos a KLH, o de
Tyr que permitieran la marcacion con I131 (144) .Trabajando con
virus llerpes Simplex, Heber-Katz y Dietzschold midieron la
reactividad de péptidos sintéticos correspondientes a gD, la
principal prote{na inmunogénica, con sucros especificos anti-gD,
para localizar dcterminantes antigenicos (145). Con péptidos
sintéticos correspondientes a secucncias hidrofilicas del
antigeno de superficie del virus de la Hepatitis B se indujo 1la
formacion de anticuerpos anti-Hepatitis B en conejos y ratones
(146,147). Elder et al. localizaron regiones neutralizantes en la
envoltura del virus de la leucemia felina, pero no trabajaron con
péptidos superpuestos, sino con zonas adyacentes (148). También
de bhan empleado pébtidos sintéticos para estudiar sitios

inmunoldgicamente activos del virus rabico (149).
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Ademds de la posibilidad de predecir secuencias proteicas a
partir de dcidos nucleicos y de sintetizar un alto nimero de
péptidos en tiempos relativamente cortos, la disponibilidad de
AcMs representa otra ventaja sobre las tecnicas tradicionales. El
uso de AcHs combinado con la técnica de "inmunoblotting” (127)
permite identificar con precisidén en que” proteina viral se

encuentra un epitope, sin que sea necesario aislar esa proteina.

Habiéndose determinado que los AcMs que interesaban a nuestro
estudlo reaccionaban con GP-2 (91), se estudid la reactividad de

los mismos solamente con péptidos derivados de esa proteina.

Usos AcHs--denominados 33.6, 83.6 y 9-7.9-- se unieron
eripecificameante al péptido correspondiente a la secuencia 370-382
d=2 GPC. 33.5 y 83.6 definen el epitope GP-2A, y 9-7.9 define el
epitope GP-2B (S1). Como se ve en la Tabla 1, la especificidad
viral de los AcMs es muy diferente: 33.6 y 83.6 reaccionaron con
todos los arenavirus ensayados, y 9-7.9 s6lo lo hizo con LCHM ¥y
Mopeia; aun cuando Parckh y Buchmeier habian demostrado la
parcial superposicidén de GP-2A y GP-2B (91) resultaba interesante
que sus epitopes parecieran estar confinados a un segmento de tan

sdlo 13 aminodcidos de longitud.

112



Se verificd que los AcHs reaccionaban con la secuencia 370-382
en fase solida (ELISA) y en solucion (Tabla 3, Fig. 7), y que la
reaccidn con el péptido bloqueaba la unidn de los anticuerpos con
la glicoprote{na viral, ya fuera desnaturalizada o en estado

nativo (Figs. 7 y 8).

Como se ha dicho, la secuencia 370-382 corresponde a un sitio
hidrofilico de GP-2, altamente conservado entre los arenavirus
cuya secuencila se conoce. Il grupo de residuos conservados
incluye una dupla Pro-Tyr a la izquierda del extremo amino de
370--3872, por lo que 2n ensayos posteriores se utilizo el peptido

3y~ - - 7
368-382, que tambien reacciono con nuestro panel de AcHs.

LCH (cepas WE y Armuatronsg) PYCNYSKFWYLEUHATK
Lassa (cepa Jos) PYCNYSEKYWYLWNHTT
Pichindé (cepn 3739) FYCNYTERKFWYINDTTI
Tacaribe (cepa TRVLII 573) PYCNYTRPFWYVNHTL

Fig. 30 : Comparacidén de la secuencia 368-382 de GPC de LCM con

secuencias equivalentes de otros arenavirus.
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El alto grado de conservacidn del extremo amino de esta
secuencia (Fig. 30), y el hecho de que indujera la formacidn de
AcMs sugiere que puede ser un componente importante de los
arenavirus desde un punto de vista estructural o tuncional, por

lo cual se trato de profundizar el analisis.

Mediante péptidos derivados del original por deleciones amino
y carboxiterminales se intentd definir los limites de ambos
epitopes, siempre determinando 1la reactividad en fase sdlida (en
ensayos de ELISA), y en solucidn. El grado de reaccidn
péptido—ﬂnticuerpo en solucidn se determind tomando como
paranetro la capacidad de cada sccuencia de bloquear la unidn a

- r'd -
la glicoproteilna viral.

Los resultados de estos experimentos, que se sumarizan en la
Tabla 19, permiten inferir que el minimo sitio de unidn de los
AcHs ensayados abarca los residunos 370-378. El1 extremo
carboxilo--Leu-Glu-His-Ala-Lys--no influyd en la reactividad de
ninguno de los dos AcMs, ya que su eliminacidn no afectd el
titnlo en ELISA ni la actividad bloqueante (secuencia 368-378), y
los péptidos 374-382 y 376-382 tuvieron poca o ninguna
reactividand. 370-378, que es 1la menor secuencia ensayada,

reacciond en ELISA en fase sbélida y fue capaz de bloquear la
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Tabla 19: Efecto de deleciones amino y carboxiterminales sobre 1la

reactividad de 33.6 y 9-7.9 con secuencias conservadas de GP-2.

Titulo Actividad
en ELISA bloqueante
GPC Péptido 33.6 9-7.9 33.6 9-7.9
Experimento 1
368-382 PYCNYSKFWYLEHAK >40.860 + +
370-382 CNYSKFWYLEHAK >40.960 + +
372-382 YSEFWYLEHAK 2.5860 + +
374-382 KFWYLEHAK 10 10 +--
376-382 WYLEHAK <10 <10
Experimento 2
368-378 PYCNYSKFWYL >40.960 + +
370-378 CNYSKFWYL 6.400 + +
372-378 YSKFWYL 1600 100 + +

115



union a GP-2 de AcHs dirigidos contra los dos epitopes, GP-2A y

GP-2B.

El peptido 372-378 tuvo actividad bloqueante,pero su
reactividad con 9-7.9 (GP-2B) en ELISA fue baja. La razdn de esta
diferencia no es clara. Posiblemente restricciones
conformacionales aplicadas a la secuencia por la unidn a la placa
de ELISA disminuyeron la reactividad; estas restricciones es

7 -
probable que sean mayores cuanto mas corto es el péptido.

Houghten et al., trabajando con péptidos de la hemoaglutinina
de I'nflucnza A, observaron que al variar la concentracion del
péptido ¢n la placa de ELISA variaba la sensibilidad del ensayo a
la sustitucidén de aninodcidos (150). Atribuyeron las diferencias
a caabios en el tipo de interacciones entre las moléculas de
peptrido al variar la concentracidn. En nuestro caso, puede que al
disminuir el tamaho del péptido hayan cambiado las asociaciones

entre lus residnos involucrados en la reaccidn con los AcMs.

Por otra parte, puede haber ocurrido alguna diferencia debida
a factores cuantitativos: en las reacciones en solucion la
relacidn de amoles de péptido a ng de IgG monoclonal fue de 0.1,
mientras en ELISA, en la dilucioch inicial de AcHM (1/10) esa

relacidn era 0,0004 umoles péptido/ug IgG. Sin embargo, si esta
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diferencia en la concentracion de péptido fuera la dnica razdn de
1la distinta reactividad en fase sdlida y en solucion, deberia
haberse observado un efecto de prozona (151) al aumentar la

dilucidn de AcM en ELISA, algo que nunca ocurrid.

51 se supusiera que la baja reactividad en ELISA es un
artificio debido a la adsorcicdn del péptido a la Fase sélida, y
se tuviera en cuenta sélo el resultado de la reaccidn en
solucidn, el minimo segmento representativo de ambos epitopes,
GP-Z2A y B, seria 372-378, pero considerando los resultados en
conjunto debemos decir que dicha secuencia minima estd

representada por 370-378, de 9 residnos de longitud.

372-378, en cambio, representa la minima longitud de GP-2A,
cono lo demuestran la unién a 33.6 tanto en fase solida como en
solucidn, junto con la capacidad de bloguear la unidn de ese AcM
a4 la glicoproteina de arenavirus del Nuevo Mundo (Tabla 10). El
tamano coincide, como se dijo, con la longitud “"tedrica” de un
epitope y de algunos que han sido descriptos. Elder y
colaboradores determinaron que la minima longitud de un sitio
neutralizante del virus de la leucemia felina es de cinco
aminoacidos, y verificaron que la eliminacidn de un solo residuo,
ya fuera en el extremo amino o carboxilo, abolia toda reactividad

(148).
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No se ensayaron segmentos de menor longitud porque diversos
autores han demostrado que se requieren al menos seis o Siete
residuos para que un segmento sea antigénico: A principios de la
década del 60 se demostrd que se requieren siete hidratos de
carbono para que un oligosacarido se una a anticuerpos (152), y
trabajos posteriores demostraron que el nimero minimo de
aminoacidos necesario para conformar un determinante antigénico
estd entre 5 v 7 (132,153), asi como que el sitio de combinacion
de un Ac pernite "acomodar’entre 5 y 7 aminodcidos (154). Sin
embargo, Meloen et al. obtuvieron unidn de AcMs a péptidos de 3,
4 vy 5 aminodcidos de longitud (155). La metodologfa empleada por
estos autores para determinar cuidl es la minima longitud y cudles
son los aminoacidos esenciales para epitopes de virus aftoso fue
diferente de la empleada por nosotros: trabajaron con péptidos de
3, 4 y 5 aminodcidos de longitud a los que se iban adicionando

los aminoacidos restantes en el extremo amino y/o carboxilo

En 372-378 solo hay tres residuos conservados en los
arenavirus LCH, Lassa (Viejo Mundo), Pichindé y Tacaribe (Nuevo

Mundo) (Fig.31).

En Pichinde y Tacaribe, Ser estsda sustituida por Thr; en
Tacaribe, ademas, Lys estd recemplazada por Arg. Estas son

sustituciones conservativas, que no involucran cambios

118



significativos de polaridad, carga o tamafio de la cadena lateral
del residuo. En Lassa, en cambio, la sustitucidn es wmds
importante, ya que reemplazar Phe por Tyr implica introducir una
diferencia en la polaridad (Fig.32). Sin embargo, ésto no afecto
significativamente la unidn a 33.6, por lo que se puede inferir
que ese residuno (Phe) no es un sitio de contacto importante para

el AcM (Tabla 11 y Fig. 18).

I.CH YSKF WYL
Yiejo Mundo

Lassa _YSKYM¥Y YL

( Pichindé _Y T K F N Y I
Nuevo Mundo

Tacaribe YTRFH YL

Fig. 31: Secuencia de aminoacidos de la glicoproteina de
arenavirus del Viejo y del Nuevo Mundo en el segmento
correspondiente a 372-378 de LCH.Las cepas de virus son LCM:WE vy

Armstrong; Lassa:Jos; Pichind€:3739; Tacaribe:TRVLII 573.
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I'4 - . - -
El minimo epitope conservado en GP-2 consistiria de una
- - / - -
secuencia de 6-7 aminoacidos. Tres de esos residuos estdn
- Ve - -
conservados en las glicoproteinas de arenavirus analizadas, y los
- ’ . -
restantes son reemplazados por aminoacidos equivalentes en cuanto

a carga, polaridad vy tamaho.

Aunque es necesario conocer las secuencias de otras
glicoprote{nas de arenavirus, la reactividad de 33.6 con todos
ellos vy la especificidad de la reaccidn con los peptidos
ensayados suglere que esto se cumple para ftoda la familia

Arenavircidae

Para analizar el epitope GP-2B se probaron péptidus idénticos
a 368-382 de LCH pero con las sustituciones puntuales
correspondientes a Pichindé (Ser 373 por Thr), v Lassa (Phe 375
por Tyr). La reactividad de 9-7.9 y 33.6 no fue afectada por 1la
primera, mientras la segunda, que afecto sélo ligeramente la
reaccidn con 33.6, elimind totalmente la unién a 9-7.9. Esto se

resumc en la Tabla 20.

Esto confirma el hecho de que en 368-382 los AcMs estaban
“viendo” dos epitopes diferentes, y permite suponer que el
reemplazo de Phe en 375 por Tyr en Lassa puede ser critico para

GP-2B, determinando la falta de reaccidn de este virus con 9-7.9.
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Para poder afirmar que la Phe es esencial para GP-2B se
deberia haber comparado la reactividad con 9-7.9 de los péptidos
obtenidos reemplazando ese residuo por cada uno de los 19 amino
dcldos restantes. Geysen et al. determinaron con este sistema que
el epitope representado por los residuos 146-152 de VP1 del virus
aftosa depende de la presencia de l.eu en las posiciones 148 y
151, que son irrecmplazables por otros aminosacidos, y que existen
residnos que contribuyen al epitope y otros que son
"indiferentes”, es decir que pueden ser sustituidos por cualquier
aninoacido (142). De la misma manera Houghten estudid la
influencia que la sustitucion de residuos en la secuencia 75-110
de la hemoaglutinina de Influenza A ejerce sobre la union de AcHs
ron ¢l paptido y encontrd que un aminodcido (Asp en posicidén 101)
es indizpensable para que haya reuccidn (136). Los resultados
aqul presentados no demuestran, como se dijo, que Phe 375 es
indispensable para GP-2B, pero sugfieren fuertemente que Tyr en

esda posicidn es suficiente para destruir dicho epitope.

’

Aunque no hemos aplicado la sustitucidn de aminodcidos de la
manzra “tradicional” usada en los casos antes mencionados,
nuestra estrategia de reemplazar ciertos residuos por los
correspondientes de los arenavirus no reactivos con el AcH en

estudio permitid obtener evidencia de que el reemplazo de un solo
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- / - - - - - - -
aminoacido es suficiente para destruir el determinante antigénico

definido por ese AcM.

Nuestro resultado indica tambien que en el epitope intervienen

- ’ - - - -
otros aminoacidos, ya que Pichind€ y Tacaribe, a pesar de

- - / -
conservar la Phe en esa posicilion, tampoco reaccionan con 9-7.9.

(Tabla 20).

Tabla 20: Secuencias de arenavirus en el segmento 365-382 de GPC

de I.CM. Reactividad con 9-7.9.

Secuencia Reaccion del virus

LCH: M G VP YC

Lassa: M G I P Y C

Pichinde: A K I P Y C

Tacaribe: M S VP Y

a

Antes de continuar

que los determinantes

con 9-7.9

NYSKFWYLEHAK

NYSEKYWYLNHTT

NYTKFWYINDTI

NYTRFWYVNHTL

con el analisis de GP-2B conviene recordar

antigénicos, definidos como aquellas
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estructuras capaces de reaccionar con anticuerpos, pueden ser
continuos o discontinuos (o secuenciales y conformacionales,
respectivamente). Los continuos o secuenciales estan formados por
residuos contiguos en la secuencia proteica; los discoantinuos o
. L - .

conformacicnales esftan formados por residuos distantes en la

. - ’ - I'd ’
secuencia proteica que resultan proximos entre si1 después que la
proteina adquiere su conformacidn definitiva (157). Podria

ocurrtir que GP-2B sea un epitope discontinuo.

Para tratar de verificar esta hipdtesis, y de dilucidar los
lLimites del epitope, que no se habian podido definir, se trabajd
con psptridos correspondientes a Pichindd, comparando su

reactividad con las de las respectivas secunencias de LCH.

Las secuencias ensavadas fFueron:

LCM: a) CNYSEKFWYLEHAK
b) MGV PYCNYSEKTFWYYLEHATK
Pichindé: ¢) CNYTKFWYINDTTI

d) AKI PYCNYTEKFWYINDTI
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Como se puede observar, las diferencias entre algunos residuos
de LCM y Pichindé en el extremo carboxilo pueden ser
significativas desde el punto de vista de la polaridad : Glu por
Asn, Hys por Asp, Ala por Thr, Lys por Ileu. Sin embargo,
teniendo en cuenta que el péptido quc representa el extremo
carboxilo de 368-382 no habia reaccionado con 9-7.9 (Tabla 6),
era probable que los responsables de la falta de reactividad de
los diversos arcenavirus con el AcM fueran las sustituciones en el
extremo amino: el cambio de Gly 386 por Lys representa una
diferencia considerable de carpga y tamatio, y Met 365 por Ala

puede tambien sor estéricamente importante (Fig.32).

Las secuencias descriptas fueron ensayadas en ELISA y en
solucion con 33.6 y 9-7.9, y solamente con el péptido d) pudo
detectarse difcrencia tanto en fase sdlida como en solucién,
aunque no muy Zgrande, entre la reactividad de la secuencia de LCHM
y la de Pichindé (Tabla 13). La reaccidn con 33.6 no varicd
significativamente, reforzando la evidencia de que es un AcH

"universal” para arenavirus. (Fig.24).
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| A=CH CH-CH
i Lassa: Phe (375) Tyr W -c): e - / Nc—oi
T e (G el (B
Pichinde: Gly(366)_,l-)'5 ~H —3 =CNz=C WCHomCHa~NHg
Medssg__,hla' -C H?.-C“L"S_CHﬂ —_—) —CH;
Tacaribe: 617(366_, Ser -H ——5 <CH 0N
Fig, 32: Aminoacidos sustituidos en la regidén equivalente a

365-37 de GPC de LCM en diversos arenavirus.

125



Este resultado sugiere que en GP-2B estdn involucrados
residuos a la izquierda del extremo amino del segmento
368-382,que probablemente cooperen con el resto de esta secuencia

para definir la antigenicidad.

Aunque s6lo se ensayaron las secuencias de Pichinde (a, b, ¢,
v d), los cambios a la izquierda del extremo amino en otros
arenavirus--con la excepcion de Lassa--apoyan la hipdtesis de que
esos residuos en LCH contribuyen a la definicidn de GP-2B. En el
caso de Lassa la sustitucidn Phe 375 por Tyr es aparentemente

suficiente para destruir el epitope (Tabla 11).

dientras en Pichindé, como se menciond, se reemplaza Gly 366
por L.ys, en Tacaribe el cambio es Gly por Ser, involucrando
tambien una gran variacicn en polaridad y tamafio (Fig.32).
Considerando que Gly carece de cadena lateral, podria ocurrir que
su reemplazo por otros residuos blogqueara la accesibilidad del
epitope, impidiendo la unidn del AcM a la proteina y determinando
la especificidad de la reaccidn. En el caso de Lassa, la
sustitucion Phe375 por Tyr produce el segmento ...TyrTrpTyr...,
que considerado aislado del resto de la secuencila es
conformacionalmente diferente de ...PheTrplyr..., ya que los

grupos hidroxilo de ambas Tyr se deben rechazar. De producirse,
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- 7/ - 7/ - -
esta alteracion conformacional podria ser suficiente para que

9-7.9 no reaccione con el virus,

Por otra parte, de acuerdo con el método de Chou y Fasman
(158), modificado por Levitt (159), para la prediccidn de la
estructura secundaria, la conformacidn mas probable para el
segmento 368-382 de GPC de LCH es una KA-helice. El mismo tipo de
cdlculo aplicado a las secuencias correspondientes a Lassa,
Pichind€ y Tacaribe indica que en éstos la conformacidn mas
probable es una hoja plegada. Este cambio podria explicar la

- - - 7
distinta reaccion con 9-7.9.

” -
Por supuesto, estas son solo especulaciones que deben ser
verificadas experimentalmente. Debe lLenerse en cuenta, ademés,

’ - - - -
aue se estan considerando secunencias aisladas que en la realidad
existen en el contexto de una glicoproteina compleja que influye

- /7 -
en la conformacion de las mismas, y, por ende, en su
antigenicidad. (157,160, 161). Se ha demostrado que la estructura
secundaria de un péptido en la proteina completa estd influida

A /. . . - - -
por los aminoacidos vecinos e interacciones debidas a residuos no

£ P -
adyacentes, ya que en protelnas que no estan relacionadas entre
4 - - / - -
sl existen secuencias homologas de hasta ocho aminodcidos de
longitud, y la conformacidn de esas secuencias no es la misma en

todas las proteinas en que aparecen (162). Chou y Fasman
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observaron que las predicciones de estructura secundaria
coinciden con la estructura real cuando en los calculos se

incluyen los residuos adyacentes (163, citado por Lerner, 164).

l[lay otro aspecto a considerar con respecto al epitope GP-2B.
La secuencia 368-382 incluye un sitio potencial de
N-glicosilacidn —-- AsnTyrSer en LCHM y Lassa, AsnTyrThr en
Pichindé y Tacaribe-- (165) presente en los cuatro virus
considerados. Ese sitio podria estar “sin usar” en LCH,
peraitiendo la union del AcM, y "ocupado” (glicosilado) en los
otros. La cadena de hidratos de carbono bloquearia asi la
reaccidn con el AcM. Este efecto ha sido demostrado en otros
siskemas: se vio que 1la glicosilacidn de un sitio en la
hemoaglutinina de Influenza Hong Kong impide la unidn de un AcM
al virion (168), y Webster et al. encontraron que la diferencia
entre una cepa virulenta y una avirulenta de Influenza A que
afecta a pollos involucra la adquisicidén de un potencial sitio de
glicosilacion por la primera (167); si ese sitio estuviera
ocupado, el polisacdrido podria bloquear la unidén de anticuerpos

neutralizantes al viridn.
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Tabla 21: Reactividad de secuencias correspondientes a Pichinde y
Lassa con 33.6 y 9-7.9. Resumen.

Secuencia Peptido Reactividad
33.6 9-7.9

ELISA Bloqueo ELISA Bloqueo
Exp.1
LCM 370-382 CNYSKFWYLEHAK >40960 + >40960 +
Ser373->Thr ...T......... 40960 + 10240 +
Phel375->Tyr ..... Y. .o ... 10240 160
Exp. 2
I.CH 370-382 CNYSKFWYLEHAK 40960 + 40960 +
Piec 373-390 ...T....INDTI 10240 + 640 +
Exp. 3

LCH 365-382 MGVPYCNYSKFWYL-

EHAK 25600 + 102400 +

Pic 373-390 AKIPYCNYTKFWYI-

NDTI 6400 + 640 +-
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Ahora bien, si se consideran los resultados resumidos en la
Tabla 19, GP-2B esta contenido en 368-378, de 11 residuos de
longitud; si la hipotesis sobre la influencia del extremo amino
(residuos 365-367) fuera cierta resultaria un epilitope de 14
aminoacidos, mucho mds largo que lo que el sitio de unidn de un
anticuerpo permite "acomodar”. Pero debe tenerse en cuenta que el
nimero de residuos que estdn en contacto con el Ac puede ser
mucho menor. Barlow et al. han sugerido que todos los epitopes
tienen cierto grado de discontinuidad, y que los péptidos que
presentan reaccidn cruzada con los Ac contra una proteina
representan sélo parte de la zona de interaccidn
antigeno-uanticuerpo en la proteina completa (133). Resulta
interesante, adcmas, aunque puede ser algo fortuito, que el
titnlo on ELiSA de 8-7.9 con la sccuencia 365-382 de LCM haya

resultado mayor que con las otras secuencias (Exp.3, Tabla 20).

En estudios imunoquimicos con el virus del mosaico del tabaco
se vio que secuencias reconocidas por AcMs no representaban
epitopes completos, y que mutantes con sustituciones en zonas
cercanas a las secuencias analizadas presentaban diferencias en
la unidn a esos AcMs (156). Piccone et al. analizando secuencias
de distintos serotipos de virus aftosa, han sugerido la

posibilidad de que las diferencias seroldgicas entre los virus
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CaRes 55 y CaArg 84 se deban a sustituciones significativas de
aminoacidos en las posiciones 45 (Ser por Leu) y/o 47 (Arg por
Gly) de VP1l, aun cuando el epitope analizado se encuentra en 1la
regiéon 136-155 de la proteina, y la zona que comprende los
residuos 40-60 no parece estar involucrada directamente en la

inmunogenicidad (168).

En el caso de GP-2B podrfa ocurrir que so6lo parte de los
residuos contenidos en 365-378 estuviera en contacto con el AcM,
y que el epitope real, pese a estar representado por una

secucncia de 14 aminodcidos, fuera mucho menor.

-

Cs importante senalar que hemos trabajado con AcMs contra la
proteina nativa que reaccionaban con los peptidos, y no a la
inversa, o sea anticuerpos contra los péptidos que reaccionaban
- - V4 -
con la proteina. Algo establecido por la inmunologia cldsica y
confirmado por los modernos trabajos con péptidos es que
- - 7 - -
anticuerpos contra una secuencia peptidica cualquiera de una
Vd - Id -
proteina reaccionan con esta, aun cuando esa secuencia no sea

- / - -~ - - -
inmunogenica en la proteina nativa, requiri¢éndose solamente que

se encuentre en la superficie de la proteina (130,139,144).

En nuestro caso el reconocimiento de las secuencias por parte

de AcMs contra la proteina nativa apoya el hecho de que las
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secuencias son antigénicas en la estructura completa. El Dr.
Peter Southern, de Scripps Clinic and Research Foundation,
realizd la busqueda de secuencias proteicas significativamente
anélogas a 368-382 y 370-382 en el banco de datos de Protein
Identification Resource del National Institute of Health, que
comprende 4028 secuencias, no encontrando homologias, lo que

permite decir que se trata de secuencias propias de arenavirus.

Resumiendo, en la primer parte del trabajo se definio a nivel
de la secuencia de aminodcidos el sitio de union de dos AcHs
contra dos epitopes de LCM, prototipo de la familia Arenaviridae

(Fig. 33).

- / - -
Uno de estos epitopes esta presente en un arenavirus africano
d - - - -
no patdgeno, y permite distinguirlo del patdgeno Lassa,
constituyendo un potencial marcador de atenuaciodn para los

arenavirus africanos.

El segundo reviste particular importancia, ya que esta
conservado en todos los miembros de la familia. Este epitope es
el primer antigeno conservado a nivel de la glicoprotefna de los

arenavirus que se describe.
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YY YY Y Y 262263 Y YY
GP-1 + GP-2 - dos

—

3163 38[2

ARM [PYCNVISK FWY|LEHAK

m”Lm PYCNY[SKFWY[LEHAK

lassa [PYCNY[SKYWY[LNRTT

Pich PYCNY|TKEWY I ND T

Tac pycny|lTREWYVNHTL
Comén |[PYCNY WY

Fii._ 33: Esquema de GPC mostrando la posicidn del sitio

- 7 . -~ . .
antigenico conservado. Se ha senalado el sitio de ruptura

proteol{tica entre lou aminodcidos 262 y 263, y los sitios

potenciales de glicosilacioh (\().

En la segunda parte del trabajo se tratd de determinar si el

epitope conservado es reconocido por antisueros contra

arenavirns. Este analisis debe realizarse para determinar qué
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epitopes son significativos desde el punto de vista de 1la
inmunidad humoral, y, en nuestro caso, verificar que los AcHMs
reaccionantes con 370-382 estan representados en la respuesta
inmune policlonal, algo que puede no ocurrir: trabajando con
vaccinia Wilton et al. no encontraron correlacidn alguna entre la
incidencia de anticuerpos policlonales circulantes contra
determinada proteina en el huésped inmune y la frecuencia con que
se seleccionaban hibridomas que produjeran AcMs contra la misma

(135).

Se hizo un primer ensayo de ELISA con sueros de cobayo, mono
Rhesus y humanos contra LCHM y lLassa, darenavirus del Viejo Mundo,
y Jun{n, del Nuevo Mundo. Todos los antisueros reaccionaron con
In secuencia 370-382 de GPC de LCM, y no hubo reaccidn con
ninguno de los sneros control (Fig.25 y Tabla 14), indicando que

- V4 - -
existe una respuesta humoral especifica contra esta secuencia.

Para profundizar el analisis se trabajd solamente con el suero
hiperinmune de cobayo contra LCH. Se encontrd que la reaccion con
370-382 se producia también en solucidn, y que la secuencia
bloqueaba 1la unidn del antisuero con GP-2 de LCH en inmunoblot
(Fig.186), por lo tanto el péptido es tambié€n antigénico cuando
enfrenta anticuerpos policlonales. Se ha observado que la

presencia de residuos Pro y Tyr aumenta la antigenicidad de
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péptidos sint€ticos (169). Al respecto cabe recordar que tanto
370-382 como 368-382 poseen ambos aminodcidos, con tres residuos

Tyr en un segmento de ocho y diez aminoacidos respectivamente.

Como en GP-2 de LCH existen al menos tres epitopes, GP-2A,
GP-2B v GP-2C (81), v la secuencia 370-382 representa solamente
a GP-2A y GP-2B, se determing qué porcentaje de la respuesta

policlonal estaba dirigido contra estos antigenos.

Midiendo la radioactividad de Proteina-A-1125 unida a GP-2 en
inmnnoblot se determind gque la preincubacidn del antisuero con
370-382 bloqueaba aproximadamente un 70% de la unidn del mismo a
1a glicoprotefna; por lo tanto puede inferirse que éste es el
porcentaje de anticuerpos contra GP-2A y B presentes en el suero
anti-LCH (Tabla 15). Este es un cdlculo grosero de la fraccion de
anticuerpos contra ambos epitopes, ya que el método empleado
tiene nun margen de error considerable, y, ademds, se estad
suponiendo que los uUnicos epitopes en GP-2 son A, B y C, algo que
aiin no se puede afirmar rotundamente: podria haber otro u otros,

- L4
contra los cuales no se hubiera encontrado aun un AcH.

Rnmpold et al. determinaron en sueros humanos la fraccidn de
- - Vd -
anticuerpos que reaccionaban con el antigeno nuclear del virus de

Epstein Barr mediante reacciones de inhibicion de la unidén a la
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proteina en inmunoblot por péptidos sintéticos, basando sus
cdlculos en el método mas preciso de densitometria de la
autorradiografia usando un densitdmetro de rayo laser (170).
Encontraron que el porcentaje de bloqueo dependia de la
concentracidn de péptido empleada, y que dicha fraccidn de
anticuerpos variaba en diferentes individuos. Esto iltimo debe
tenerse en cuenta: podria ocurrir que en otros inmunosueros la
fraccidn de anticuerpos contra los epitopes de LCH estudiados sea

diferente del 707%.

También se estudid la reactividad del antisunero con peptidos
derivados de 370--382 y 3658-382 mediante deleciones amino y
carboxiterainales. Se encontrd que la reaccion del anticuerpo
policlonal en ELISA fue mucho mas scnsible que la de los AcMs a
las deleciones (Tabla 16). As{, mientras 33.6 y 9-7.9
reaccionaron con todos los peptidos con deleciones en el extremo
amino, el antisuero sélo reaccion6 con 368-382 y 370-382, con

titulos mucho mds bajos que los AcHs.

Sin embargo, cuando se hicieron las reacciones en solucidn e
inmunoblots, todas las secuencias fueron capaces de bloquear en
cierto grado la union del policlonal a GP-2 (Fig. 27). Esta es
otra evidencia de la diferente reactividad de una secuencia unida

a una fase sélida, que, de acuerdo con los trabajos de Houghten
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et al. (136,150) puede atribuirse a diferencias en el tipo de
asociaciones entre las moléculas de péptido al variar la longitud

del wmismo.

Los ensayos con los péptidos con deleciones amino y
carboxiterminales en ELISA con el suero anti-LCH dieron el mismo
resultado, en lineas generales, que los ensayos con los AcHs
(Tabla 16). Se comproh6 que los residuos Cys-Asn 370-371 son
inportantes, va que su eliminacion abolié toda reactividad, y que
suprimiendo los cinco residuos carboxiterminales no hay

alteracion de la reactividad (Experimento 2, Tabla 18).

Cuando se ensayaron las secuencias con las sustituciones
. - - - P . .
puntuales correspondientes a Lassa y Pichinde (Fig. 28) no se
observaron difercncias. En este aspecto el anticuerpo policlonal

ae oomport6 como el monoclonal 33.6.

En cambio 1a secuencia que corresponde a los residuos 378-330
de Pichindé (Cys-Asn-Tyr-Thr-Lys-Phe-Trp-Tyr-Ile-Asn- Glu- Thr-
~-Lle), equivalente al segmento 370-382 de LCM, con 1la salvedad de
que Ser 373 esta cambiada por Thr y los cinco residuos
carboxiterminales (Leu-Glu-His-Ala-Lys en LCM) estdn sustituidos
por los de Pichindé, presento distinta reactividad: mientras la

secuencia de LCM bloqued totalmente la unién a GP-2, la de
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Pichindé no lo hizo en la misma proporcion (Fig.28). Esto indica
que el extremo carboxilo esta involucrado de alguna manera en la
respuesta inmune policlonal. Cabe recordar al respecto que existe
al menos un epitope mas en GP-2 de LCM, GP-2C, en el que podria
intervenir el extremo carboxilo del péptido 370-382, ya que los

epitopes en GP-2 estdan parcialmente superpuestos (91).

E1 anterior es un resultado que debe destacarse: mientras
9-7.9 no diferencid entre 378-390 de Pichinde y 370-382 de LCH,
el anticunerpo policlonal si 1o hizo. Geysen et al.,trabaj)ando con
péptidos de virus aftoso sehalaron la menor especificidad de los
sueros antipéptido cuando se los compara con sueros antivirus
(141). Atribuyeron 1la diferencia a que cl suero antipéptido

I - - 3
reconoce mayor numero de conformaciones que el suero antivirus.

IEn nuestro caso no se comparJ el suero antivirus con un suero
antipé€ptido sino con un AcM antivirus, el cual mostrd menor
especificidad que el policlonal. La diferencia puede deberse,
como se dijo, a que en el policlonal existen uno o mds
componentes contra el extremo carboxilo del virus (Leu-Glu-
-His-Ala-Lys) que no reaccionan con el péptido sustituido
(Ile-Asn-Asp-Thr-Ile), o a que el AcM reacciona con diferentes

conformaciones adoptadas por el péptido.
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Para completar esta parte del trabajo se realizaron ensayos
preliminares para determinar si las secuencias 368-382 y 370-382
pueden servir como reactivos para detectar infecciones por
arenavirus. Se utilizaron sueros de convalescientes de
infecciones con Jun{n, Lassa, LCH y Pichinde. Estas muestras
habian sido provistas por los Drs. Robert Shope, de la Yale
Arbovirus Research Unit, y Joseph McCormick,del Center for
Disease Control, Atlanta. Sobre un total de 36 muestras, 23 se
encontraban codificadas, de manera que se desconocia cudles

e - - - N
proventan de individuos infectados

Se realizaron ensayos de ELISA con 370-382 y 368-382. La unidn
a 370-382 no fue buena, ya que en muchos casos la densidad 6btica
obtenida fue muy baja. Con 368-3B2, en cambio, se obtuvieron
resultados alentadores, pese a la gran dispersidn de los datos
(Fig.29). Sobre un total de 36 muestras ensayadas, se obtuvieron
31 positivos verdaderos, 3 falsos negativos y 3 falsos positivos,

o sea un 85% de positivos reales.

Las variaciones individuales son normales en este tipo de
ensayo. Por ejemplo, Rumpold vy colaboradores encontraron gran
variabilidad en el grado de reaccion de sueros humanos con
péptidos derivados del antigeno nuclear de EBV, existiendo

también casos “"raros”, en que los antisueros reaccionaban con
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alguna otra secuencia no relacionada con la inmunodominante
(170). Sueros de pacientes con Sindrome de Inmunodeficiencia
Adquirida presentaron densidades 6pticas que variaron entre 0.8
y 1.6 al reaccionar con un péptido derivado de la prote{na gpr4l
del virus de la inmunodeficiencia human; peseaesa gran dispersidn
los autores encontraron reactividad con el péptido en el 100 % de

los casos estudiados (171,172).

Para tener un doble control sobre la utilidad potencial de
nuestras secuencias para la deteccidn de anticuerpos
antiarenavirus se enviaron placas sensibilizadas con los péptidos
353-370, 370-382 y 378-391 al Dr.lPeter Jahrling, de
U.S.A.M.R.I.I.D., Fort Detrick, Maryland, quien obtuvo unidn
especifica de sueros humanos, de cobayo y de mono Rhesus

antliarenavirus a la secuencia 370-382.

El resultado de la segunda parte del trabajo demuestra que el
epitope GP-2A de I.CH, conservado en la familia Arenaviridae, es
inmunodominante, ya que sueros de diferentes especies infectadas

- - - - I's -
con distintos arenavirus reaccionaron especificamente con los
péptidos que lo representan. Esta reactividad especffica sugiere
que las secuencias 368-382 y/o 370-382 podrian servir como base
para disenar un reactivo para la deteccidn de infecciones por

arenavirus.
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En una ultima etapa se tratd de dilucidar cudl es la funcidn
biolégica de la secuencia 370-382, mediante distintos ensayos. Se
tratd de determinar si el AcM 33.6 esta involucrado en algin
mecanismo de neutralizacidn, ya fuera en presencia de complemento
o como agonista de otros AcMs (173), con resultados negativos en
ambos casos. También dieron resultado negativo las experiencias
realizadas para establecer si el mismo AcM esta relacionado con

la citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos (151).

La estimulacidn ejercida por el péptido 370-382 de la
proliferacidn de linfocitos desafiados con LCM es el resultado
nas pronetedor: la secuencia podria estar involucrada en la
inmunidad celular, que ha sido sugerido podria ser responsable de
la proteccion crnzada entre el virus Tacaribe y Junin en los

estadios tempranos de la infeccion con el primero (101,104).

El alto grado de conservacion de la secuencia sugiere tambié€n
que podria estar involucrada en algun mecanismo protector del
virus, no del hueésped infectado,como han indicado Geysen et al.
analizando secuencias conservadas en distintos serotipos de
aftosa (143). Pero la inmunodominancia del segmento 368-382

puede considerarse argumento contrario a esta hipdtesis.
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Conocer el papel jugado por una secuencia inmnodominante en
una prote{na viral es necesario para evaluar su potencial uso
como vacuna. Aunque las opiniones sobre la utilidad de los
péptidos sintéticos como antfgenos vacunantes son disfmiles, son
elementos que deben tenerse en cuenta para futuros estudios
debido a sus propiedades inmunogénicas, ya que es posible que se
desarrollen en el futuro las condiciones necesarias para superar
los problemas que su uso presenta en la actualidad. Schwartz ha
opinado que “no hay tuturo” para las vacunas a peptido sintético,
a menos que sc trabaje con secuencias que provoquen la produccidn
de anticuerpos neeutralizantes, ya que en el caso de que se trate
de secuencians que induzcan inmunidad celular la respuesta inmune
dependeré de la carga genética de cada individuo, ya que este
tipo de respuesta involucra al antigeno mayor de
histocompatibilidad (l1l74). De todas maneras, este investigador
considera que, dada 1a complejidad de los mecanismos protectores
en la respuesta inmune, las vacunas a pébtido sintético no son
pogibles.

En el caso de que la secuencia elegida corresponda exactamente
a un cpitope continuo neutralizante, inclusive en lo que hace a
su estructura terciaria (160),las posibilidades de provocar una

respuesta de anticuerpos protectores es muy alta, como lo
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demuestra la inmunizacion contra aftosa obtenida por Bittle et
al. en cobayos (175) y Piccone et al. en ratones (176). Se ha
senalado, sin embargo, que la nayorfa de los epitopes son
discontinuos (133), y que para seleccionar adecuadamente 1la
secuencia a sintetizar como inmundgeno seria necesario conocer la

estructura tridimensional del viridn (160,177).

Evidentemente son necesarios mds estudios para dilucidar el
rol de la secuencia 368-378 y su posible utilidad como elemento
de diagndstico o inmunogeno. La secuenciacidn de otras proteinas
de arenavirus y la obtencion de nuevos AcMs contribuirdn de

manera fundumental a c¢stos objetivos.
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