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RESUMEN

En nuestro laboratorio se obtuvieron anticuerpos monoclonales

(AcHs) contra 1a glicoproteína GP-Z del virus de 1a

coriomeningitis linfocitaria, LCH,prototipo de la familia

Arenaviridae. Los AcHs33.6 y 83.6, no neutralizantes,

reaccionaron con todos los miembros de la familia cn reacciones

de inmunofluorescencin, inmunoprecipitacíón y ELISA. Un tercer

ACM,9«7.9, reaccionó con el arenavirus africano Hopeia, no

patógeno, que cs indistinguibic por métodos seroldfiicos del

patógeno Lassa, pero no diu reacción con este último. El análisis

tcpunríficu realizado "n posteriori" en cl laboratorio demostró

que 33.8 y 83.8 definen nn unico antígeno, conservado cn todos

Los nrcnevirus, que se donominá GP-ZA, y que el cpitopc definido

por 9-7.9, denominado GPHZB,se superpone parcialmente con el

anterior.

Los urcnuvirus se clasifican cn dos subgrupos: urenuvírus del

Viejo Mundoy del Nuevo Hundo, según su distribucion geográfica y

las relaciones untigénicas que existen entre ellos. GP-ZAes el

primer antígeno conservado en la glicoproteina de ambos subgrupos

que sc describe.

Los dos‘epitopes son importantes ya sea desde el punto de

vista de la evolución de esta familia viral comodesde un punto
. / . . . rde Vista practico: Comoen 1a fam111a se encuentran patogenos



humanos (Junin y Hachupo, agentes de 1a Fiebre Hemorragíca

Argentina y Boliviana respectivamente, además de los mencionados

LCHy Lassa), un epitope conservado como el GP-ZApuede

eventualmente servir comoherramienta para el diagnóstico de

infecciones con estos virus; GP-ZBtiene la propiedad de

diferenciar a un arenavirus patógeno de otro que no lo es, lo que

lo hace un probable marcador de atenuación para los arenavirus

africanos.

Ei objetivo de este trabajo fue definir, a nivel de secuencia

de aminoácidos, ambos epitopes sobre GP-Z.

u trabajó con péptidos sintéticos, producidos(‘ o :1 CD L') (D rr. ¡.1n :1 cn
J

sobre La base de la secuencia de aminoácidos predicha para 1a

porción correspondiente a GP-Z de CPC, c1 glicopéptido

LnLraceiular de 498 residuos precursor de las giicoproteinas

estructurales GP-l y GP-Z de LCH. Se determinó 1a reactividad en

ELiSAde los AcHs con 18 péptidos correspondientes a la

mencionada secuencia, y se encontró que sólo uno, que abarcaba

los residuos 37Ü"382 de CPC, reaccionaba con los tres AcHs.

La secuencia dc 370-382 es 37°Cfl1 SKFHXLEHAKÜBÉ;los

aminoácidos subrayados estan conservados en los arenavirus LCH,

Lassa, Pichindé y Tacaribe, unicos cuya secuencia se conoce.

Posteriormente se trabajó también con 1a secuencia 368_382,

debido a que los residuos 353PY339, también están conservados.



Los AcHsreaccionaron especificamente con 1a secuencia

370-382 en ELISAy en solución, no habiendo reacción con las

secuencias adyacentes 353-370 y 378-391. La reactividad en

solución se determinó midiendo la capacidad de la secuencia de

bloquear la unión a la glicoproteina de LCH(arenavirus del Viejo

Hundo) en reacciones de inmunofluorescencia, ELISAde viriones

intactos y "Western blot". En todos los casos hubo bloqueo total

de 1a unión de los AcHs a GP-Z cuando los mismos habían sido

preincubados con 370-382. mientras 353-370 y 378w391no tuvieron

efecto bioquennte. La secuencia 370-382 también bloqueo la unión

de 33.8 a la glicoproteína de los virus Junín y Tacaribe, del

Nuevo Hundo, confirmando 1a presencia del epitope GP"2Aen este

subgrupo.

Con el objeto de determinar cuáles son los límites de los

epitnpes GP-ZAy GP-ZBen la secuencia 368v382 se determinó 1a

reactividad en ELISAy en solucion de los AcHscon los siguientes

péptidos: SSSPYCNYSKFWYLEHAK392

37°CNYSKFWYLEHAK352

372YSKFHYLEHAK382

374KFWYLEHAK382

375HYLEHAK332

363PYCNYSKFHYL373

37ÜCNYSKFHYL37a

372YSKFHYL378



Todas las secuencias excepto 374-382 y 378-382 reaccionaron

con 33.6 y 9-7.9 en ELISAy en solucidn- 374-382 reaccionó con

33.5, pero el grado de reaccidn con 9-7.9 (medido segun el titulo

en ELISA y Senún la capacidad de bloquear la unión del AcHa la

glicoproteina) fue menor. 378-382 no reaccioná con ninguno de los

ACHS.Es decir que todos los péptidos con la secuencia 372-378

completa contienen residuos pertenecientes tanto a GP-ZAcomoa

}P-ZB. Los aminoácidos EHAKno parecen influir directamente sobre

ninguno de los epitopes, cuyo grado de superposición cs muyalto,

ya que sus limites no pudieron definirse.

Con el objeto de analizar las bases moleculares de 1a falta

de reactividad dc 9-7-9 con Lassa y Pichindé se trabajó con los

péptidos (a) CNYTKFHYLSHAKy (b) CNYSKYHYLHHAK,donde los

residuos subrayados corresponden a sustituciones naturales que

aparecen en Pichindá y Lassa, respectivamente, en 1a zona

conservada dc la secuencia. El péptido (a) se comportd igual que

370-382, es decir que el reemplazo Ser por Thr no tuvo efecto

sobre la reactividad; el péptido (b), en cambio, reaccionó con

33.5 pero no lo hizo con 9-7.9, lo que sugiere que el reemplazo

de Phe por Tyr, que ocurre naturalmente en Lassa, sería

suficiente para destruir el epitope en este virus.
Comola sustitución correspondiente a Pichindé’en la zona de

superposición de GP-ZAy GP-ZBno afectó 1a reactividad de 9-7.9,

se determinó el grado de reacción de este ACMcon secuencias que



involucraban residuos ubicados fuera dela zona conservada

368-378, ya que podria ocurrir que el epitope fuera discontinuo.

Las secuencias probadas fueron:

Píchindé: 1) AKICNYTKFHYINDTI

2) CNYTKFHYINDTI

LCH: 3) HGVCNYSKFHYLEHAK

4) CNYSKFHYLEHAK(370—382)

Los titulos de 9_7.9 en ELISAfueron menores con las

secuencias de Pichindé. pero en solución 5610 hubo una pequena

diferencia con la secuencia 1), sugiriendo que los residuos

355AKÏ367 influyen cu GP-ZB. En todos los casos se hicieron

simultáneamente los ensayos con 33.8, y no hubo diferencias en la

reactividad.

Con el objeto de evaluar la posible utilidad de 1a secuencia

370"382 comoreactivo de diagnóstico se ensayo su reactividad en

ELISAy en solución de sueros hiperinmunes contra arenavirus del

Viejo y del NuevoMundo,obteniéndose resultados positivos­

Cuando se determinó la reactividad en ELISAdel suero anti-LCH

con los péptidos con deleciones y los correspondientes a

secuencias de Lassa y Pichindé, el suero hiperinmune disminuyó

significativamente el titulo con respecto al título con 368-382y

370-382, demostrando su mayor especificidad. Cuando se realizaron
. . I .los correspondientes ensayos en solu01on con las secuenc1as de



Lassa y Pichíndé, la especificidad de la reacción del anticuerpo

policlonal fue total: este V10 en las secuencias mencionadas

las diferencias que los AcMsno "veian", probablemente debido a

ia presencia de anticuerpos contra otro/s epitope/s virales, por

ejemplo el GP-ZC, definido por otros AcHsobtenidos 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 10 fue la de

368»382. Se ensuyaren 36 mucstras, con resultados positivos en

más del GÜZde las mismas.

Con el objeto de dilucidar la función biológica dc la

secuencia 370-382 se realizaron diferentes ensayos: para
determinar si 33.6 tiene influencia en la ncutralización de la

infectividad viral dependiente de complementoo en la

nentralización mediada por otros AcHs. Los resultados fueron

negativos en todos los casos.

Para estableccr si la secuencia está 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

linfoproliferación de los esplenocitos de estos cobayos indican

que probablemente la secuencia 370-382 está'relacionada con
fenómenos de inmunidad celular.



La conservación de la secuencia 368-382 en los arenavirus del

Viejo y del Nuevo Hundo, asi cono su innunodoninancia, sugieren

que puede ser un componentede importancia estructural o

funcional en el virión, y apoyan 1a hipótesis de que los

arenavírus derivan de un ancestro común.

Por otra parte, 1a unión de anticuerpos políclonales n 1a

misma le asigna una utilidad potencial comoreactivo para la‘
- I . .detecc1on de antlcuerpos contra arenavu'us.



ABREVIATURAS
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1-- INTRODUCCION

1 . 1 - — I._qs_Ar_e_nas_i.rus

La família Arenaviridae comprende virus con envoltura cuyo

genoma esta compuesto por dos Segmentos de ARNmonocatenario, no

mensajero.

Sus miembrosse clasifican en dos grupos: arenavírus del Viejo

y del NuevoHundo(Fig.1), de acuerdo con su distribución

geográfica y con las relaciones antígenicas que existen entre

el Los: ( l).

E1 prototipo dc la familia es el virus de 1a coriomeningitis

linfocitaríu, LCH.que sc encuentra distribuido mundialmente;

este virus ha sido incluido entre los arenavírus del Viejo Hundo

debido u las relaciones antigénicas con los urenavirus africanos

que se mencionarán más adelante.

La Família incluye otros tres virus patógenos para el hombre:

Junín, Hachnpo y Lassa. agentes de 1a Fiebre Hemorrágica

Argentina, Boliviana y de Lassa respectivamente.

Los restantes arenavirus, no patógenos, comprenden los

africanos Hopeia, Hobala, el recientemente aislado Ippy (2), y

los americanos Píchindé, Tacaribe. Tamíami, Amaparí, Flexal,

Paraná y Latino.

Saluzzo et a1. han sugerido la existencia de otros arenavirus

africanos presentes en roedores (3).
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Estos virus se mantienen en la Naturaleza por transmisión

horizontal y posiblemente vertical entre roedores de las familias

Cricetidae (arenavirus del NuevoHundo) 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 miembrosde esta família viral (l), y su

estudio, particularmente en el caso de LCH,permitió

recientemente establecer hechos que podrian tener relevancia en

el caso de aLgunas putogenias de etiología actualmente

desconocida (30).

EL estudio de Los arenavirus comenxo en 1a decada del 30, con

¡.­e aislamiento de LCM.Este fue detectado por primera vez por

Armstrong y Lillie cuando reulizabun pasajes en monosde tejidos

provenientes de un caso humanode encefalitis de San Luis. Se

encontró que junto con el virus causante de la enfermedad existia

en los monos otro agente, y que los signos de la infección eran

similares a los de la meningitis aséptica humana, por lo que

Rivers y Scott intentaron un aislamiento de pacientes con

meningitis aguda, con resultados positivos. Aproximadamenteal

mismotiempo Traub aisló un agente similar de ratones albinos­

Estudios serológicos posteriores establecieron que ambosagentes

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



Posteriormente mediante aislamientos virales se demostrd que 1a

meningitis aguda humanase relacionaba directamente con 1a

presencia del virus en ratones domésticos Hus musculus,

reservorio natural del mismo.

En 1955, unos veinte años despues del primer aislamiento de

LCH,se describió una nueva enfermedad hemorrágica, 1a Fiebre

Hemorrágica Argentina (FHA), cuyos primeros brotes habian sido

detectados 2 años antes en el N0 de 1a provincia de Buenos Aires,

Argentina (9). La enfermedad se caracteriza por manifestaciones

hemorrágicns leves o severas, con compromisorenal, digestivo y

neurológico. La evolución es rápida, en dos semanas el 80-90 Z de

los pacientes experimenta mejoría clinica; en el 10-20 Z restante

se agrava la sintomatología, con aumento de las manifestaciones

neurológicas, hasta llenar en muchos casos a1 coma v 1a muerte

(lO). E1 agente etíolóáico, denominadovirus Junín, fue aislado

en 19b8 por Parodi et ai. (11). El reservorio son roedores de la

familia Cricetidae: Calomys musculinus, Calomys lancha y Akodon

azarae (12). Comoestos roedores invaden los campos en que se

está cosechando maíz o sorgo, sin acercarse a los hogares, los

principaies afectados por 1a enfermedadson trabajadores rurales,

que se infectan por contacto con secreciones salivales y
urinarias de los roedores.



Aunque el porcentaje de mortalidad por FHAha disminuido, ya

que se ha generalizado el empleo de plasma de convalesciente como

tratamiento y se detectan formas leves que antes no se reconocían

como tales (13), el area endémica se extiende año a año, debido

probablemente a cambios en la distribución geográfica de los

roedores portadores del virus ([4).

La Fiebre HemorragicaBoliviana (FHB), de caracteristicas

similares a la FHA,fue detectada en Bolivia en 1962. E1 agente

;ansa1 fue aislado de pacientes y ratones peridomésticos Calomys

cuiiosus, y caracterizado como virus_—denominado Hachupo—-en

1985 por Johnson y colaboradores (citado por Howard.l). Johnson

ct al describieron semejanzas entre la infección de ratones con

LCH y la de hamsters con Hachupo (15). Al erradicarsc los

roedores de la zona, el número de casos se redujo notoriamente

(1). En el caso de FHAel control de los roedores e" mucho más

dificultoso debido a que estos 3610 habitan en el campo, sin

invadir viviendas.

Aunque en el caso de FHA1a administración de plasma de

convalesciente ha reducido de manera importante la proporcion de

casos fatales (13) y se ha comprobadola eficacia del antiviral

Ríbavirina en infecciones con Lassa y Junín (116,118), no existe

aún un tratamiento adecuado para las infecciones por arenavirus.

En cuanto a agentes profilácticos, se han ensayado vacunas



inactivadas en el caso de Junin (105) que no dieron resultados

totalmente satisfactorios. Unavacuna a virus atenuado aplicada a

voluntarios residentes en la zona endemica de FHAotorgó buena
.r ./ - Iproteccion, pero su uso no se extendio debido a que no cumplia

con las normas de seguridad requeridas por los organismos
. . » - f . . f1nternac1onaies. Actualmente se estan estudiando inmunogenosa

virus recombinante contra el virus de Lassa, y a virus atenuado

contra FHA(105).

No hay evidencias de que los otros arenavirus americanos sean

patógenos, aunque se han detectado anticuerpos contra

Tafiíami,producto, aparentemente, de una infeccion natural (18).

En 1956 se había aislado un agente viral de murciélagos en la
. / . .1so denomlno Tacaribe, y, anos masi513 dc Trinidad. zstc vir s

tarde, ¿e denominó "complejo Taoariho" ul conjunto de los

urenavirus americanos que se aisiuron entre 1985 y 1977 debido a

que se uncontrd'que todos ellos están antigénicamente

reJncionudos con el virus de ese nombre (19).

También se denominó a este grupo "arenuvirus del Nuevo Mundo",

y LCH,junto con los arenavirus africanos aislados más tarde,

constituyó el grupo de "urenavirus 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 síntomas más

comunesson fiebre, malestar, dolores musculares, vómitos,

diarrea, dolor de garganta; suele haber manifestaciones

hnmorráfiicas y neurológicas, aunque no tan severas como en el

caso de la FHAy la FHB. Aunque en un principio se creyó que 1a

mortalidad debida a 1a enfermedad era dc un 50 Z, posteriormente

se estableció la existencia de un alto numerodc casos de

enfermedad subclinica, y que La relación cuso-fatalidad es del

[Z 2%. (21).

Los otros arenavirus africanos, que no estan asociados con

enfermedad, fueron aislados mas tarde Hopeia cn 1977 (119),

Hobaln en 1933 (120), y más recientemente [ppy (2); Honath ha

mencionado al virus Toure (121)­

Hurphyet al. (22) describieron semejanzas entre los

arenavirus americanos y LCH,proponiendo que se los clasificara

dentro de un mismogrupo, que denominaron "arenovirus", debido a

la apariencia arenosa que prescntaban en los preparados de

microscopía electrónica. Esa denominación fue más adelante

cambiada a "arenavirus" para evitar confusiones con los
'ndenovirus'.



En 1970, más de 30 años después del primer aislamiento de LCH,

se creó un nuevo taxoh (familia "Arenaviridae", género

“arenavirus"), (23,24), que se ha ido ampliando a medida que se

producían aislamientos nuevos.

. . f I . .
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l.-2 . a . - Acidos..nuclejcos.

El genomade los arenavirus está formado por dos segmentos de

ARNde cadena simple (54), de polaridad negativa o no mensajero,

es dccir que se requiere una transcripción para que se produzca

su ARNcomplementario y a partir de este se sinteticen las

proteínas codificadus por el ARNviral. La polaridad negativa del

Ácido nucleíco viral Fue sugerida por primera vez cuando se

identificó actividad de ARNpolimcrnsa asociada a preparaciones

de Pichínde (55,56).

Los segmentos de ARNse denominan L y S, de acuerdo con su

tamaño. El Segmento L (por "Large", grande), tiene un peso

molecular entre 2,1 y 2,7 x 108 en los distintos arenavirus, y el

del segmento S ("Small", pequeño) oscila entre [,2 y 1,3 x 10s

(l). Para LCH,en particular, Dutko et al. (57) establecieron que

el segmento L pesa 2,58 x 103, y el S 1,3 x 105, que corresponden

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



Ademásde los ácidos nucleicos virales. los viriones contienen

ARNribosomal de la célula huésped, de coeficientes de

sedimentación 28 S y 18 S, que confieren el característico

aspecto arenoso observable en las fotografias de microscopía

electronica, al cual debe su nombre la familia (22). Se desconoce

hasta el momentosi estas estructuras cumplen alguna función

especifica en la infeccion por arennvirus, siendo la hipótesis

generalmente aceptada la de que son ARNrcelulares que de alguna

manera se incorporan a la partícula viral durante los procesos de

maduración y liberacidn.

El senmonto L probablemente codifica para la polimernsa o

replicasa viral. de alto peso molecular, 150-200 kD (1), que se

requiere para la transcripción y replicación virales (59)­
El segmento S contiene los genes correspondientes a las

principales proteínas estructurales: N o NP, que es una

nucleoproteïna interna asociada con ARNen complejos de

ribonucleoproteïnu (RNP). Y GPC, un glícopéptido celular

precursor que se disocia para producir 1a glicoprotefnas GP-l y

GP-Zpresentes en la superficie de los viriones (60).

Riviere et al. (61,62) determinaron que el segmento L de LCHy

las proteinas que codifica están asociados con la virulencia de

ese virus para el cobayo, y el segmento S se asocia con las

alteraciones en la producción de hormonade crecimiento (63).



Unacaracteristica de los arenavirus es el modoespecial de

expresion de sus genes: En las familias virales cuyo ARNactua

comomensajero (Picornaviridae, Coronaviridae, Togaviridae,

Toroviridne) las proteinas virales se sintetizan a partir del ARN

viral. Comose dijo, la familia Arenaviridae posee ARNno

mensajero. En la mayoría de los virus con genoma de este tipo

(Rabdoviridae, nyoviridae, y algunos miembrosde la familia

Bunyaviridae) a partir del genomaviral se sintetiza el ARN

mensajero, del cual se traducen las proteinas virales. Es decir

que las proteinas se sintetizan a partir del ARN"complementario

viral . En el caso du ios arenuvirus, una parte de la información

nenátiea cnntenida en e] segmento S- la correspondiente a la NP——

e traduce en el sentido "complementario viral" a partir de un

eñtremo de ¡a cadena de ARNviral, es decir según el esquema

"normal" para los virus con ARNno mensajero; 1a otra parte de ln

informacion geneticu——correspondienteal glicopéptido precursor

GPC-—se traduce a partir del otro extremo del segmento S, en el

sentido del ARNviral (64,65). Este tipo de estrategia para la

expresion de 1a informacioh genetica se denomina "de dos

sentidos" (en inglés "anbisense“) y se encuentra también en el

caso de uno de los segmentos de ARNde los flebovirus, un género

dentro de la familia Bunyaviridae (68)­



Entre los dos genes contenidos en el segmento S se encuentra

la regián intcrgénica en forma de horquilla, no codificante,

limitada por los codoues de terminacián para ambosgenes. Esta

estructura ha sido descripta para LCH(58), Lassa (67), Pichinde

(68), y Tacaríbe (85).

El mecanismode transcripción y replicación del gen L esta

siendo estudiado en 1a actualidad. Aparentemente se codifica la

pnlimerasa viral, y un péptídn de bajo eso molecular cuya

función se desconoce. Existirïa una zona internénica, y el

mecanismo también parece ser de dos sentidos (179)

L.2.h.—Pereínas 1.51icoproteínas

_ f . _.
l. .7..b.1.. -- PereJ nos. n_r)__g|_L(r_()s:1_l_7gr1a;i

Cnnntítutivnmentn. el principal componentede los víriones es
/ . l. .ln protelna asoc1adu a la nucleocap31de, N o NP, cuyo peso

< - - - n - Imoteculur obtentdo en corrldas electrotorétlcas esta entre 54 y
s . . l _ .68 kD. Las esnrechas relac1ones serologlcas que ex1sten entre

. . . . .. . . lestos Virus, pr1n01pnlmente en reacc1ones de tLJac1on de
. I . . alcomplemento, sugieren que mas que una d1feren01a en el tamano de

f .la protelna los pesos moleculares reflejan dlferenCIns en el
- . / - . .contenldo de am1noac1dos cargados (1). La pred1c01óh de ln

. . / . .seouenc1a de aanoaCLdos a partlr del ADNcpara NP de LCH(cepas

Armstrong y HE), Lassa, Pichínde y Tacaríbe (65,69) y 1a
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/
comparacion de las mismas demostro que, en efecto, ei grado de

homologia entre las díst.ntas NP es alto: aproximadamente un 50 2

si sc compara la NP de Pichinde con las de LCHy Lassa, mientras

entre la NPde estos últimos 1a homología es del 62-63 Z (69,70).

Franze-Fernundez et al. obtuvieron datos coincidentes: un 35 Z

dc homologiu entre las NP de LCH, Lassa, Pichindé y Taearibe;

alrededor de un 50 Z cuando compararon las NP de LCHy Lassa con

las de Pichínde'y Tacuribe, y 60 Z comparando las NP de LCHy

'ussa (Bb).

Comose ve, ia homologia es mayor entre las NP de los miembros

dc cadu subgrupo, Viejo Mundo (LCH y Lasso) y Nuevo Hundo

(Pichinde y Tacarihc), que si se comparan las dc miembros de uno

de los subgrupos .on las dci otro.

Para la protcina NP de LCH, Howard y Buchmeier (71)

encontraron, por análisis de aminoácidos, que es rica en Asp y

Gin, que podrían existir como las correspondientes aminas Asn Y

Gln. La secuencia prodichn a partir de 1a secuencia del ADNcdel

Segmento S (89) confirmo la presencia de una alta proporción de

estos aminoácidos, permitiendo suponer que las variaciones en

punto isoeiéctrico observadas por Bruns et al (72) podrían

deberse a variación en 1a carga de los diferentes polipébtidos

(1). También en NPde Pichindé y Tacaribe se encontro una alta
. . I . l .proporCIÓn de aminoac1dos ba31cos (65).

11



Howardy Buchmeier (71) han descripto una actividad de

proteina quinasa asociada a1 viridn de LCH,que fosforila

residuos Ser y Thr en NP; no se ha demostrado que esta actividad

sea codificada por el genomaviral, y sólo en una ocasión fue

posible detectar una fracción fosforilada soluble de NP(73).

Se han descripto otros componentes no glicosilados en LCH

(72), Piehindé (74,75), Tacaribe y Tamíami(78), Lassa (77),

Hachupo (78) y Junín (79). Entre estos predomina una proteina de

peso molecular entre 180 y 200 kD denominada L en Pichinde y LCM

(58,80),quc probablemente sea la polimerasa viral (69), una

proteina de 77 kD denominada P (75,78) en Tnouribe, y varios

productos de degradación de NP (74,72,73,8L). Aunque algunos

autores han considerado tales polipéptidos menores comoproductos

de traducción primarios del genomaviral, se ha señalado (59) que

0] tamaño del segmento S no permite suponer que se codifiquen

otras proteinas además de GPCy NP; tampoco pueden ser productos

del gen L, yu que se ha identificado como su único producto al

segmento L de Pichindé (80), y Singh et al (82) identificaron

también como único producto de ese segmento en LCHun polipéptido

de 180 kD.

Singh et al (82) aislaron, caracterizaron y secuenciaron

clones del ADNcdel segmento L, sintetizaron péptidos

correspondientes a secuencias predichas a partir de esos ADNcy

12



. l . .encontraron que antisueros contra esos peptidos rea001onaban con

. rla banda correspondiente a la proteina L, de 200.000 D en
. .. Í. ­inmunoblots, sugiriendo que ésta es el un1co producto proteico

del gen L. Sin embargo, los autores no aseguran que tal sea la
. - ‘- -.- ISItuaeLon denido 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,
1 r . .por le que podria suponers que hay otras proteinas COdlflCfldaS

por L. En el mismo trabajo se analizaron posibles homologius
_/entre la secuencia predichn por ellos para la proteina L de LCH

.l . / .
la de otras QFÜLÜLHHSVirales, y se encontro un par de EBSIÚUOS

.. . . /.de JCIGOnupártico (-Asp-Aspw) en una bolsa hidrofohica; esta
,- _- -/ r . .GJS.EleCJOH se encontro en pollmerasus Virales, y se hu

I . .propuesto comocaracteristica conservada entre diversas
. , lpolimerasas (BJ). Ademasse encontraron otras dos zonas de 8 y 9

auminnáeidos *enpectívnmente con una gran homología con la

proteína L de VSV(69.82). Recientemente, Iapulucei et a1.

encontraron motivos semejantes en la proteína L de Tacaribe

(179), y detectaron un ARNmpara un péptido de bajo peso

molecular (Franze-Fernandez, comunicación personal).

Lo anterior constituye un indicio a nivel molecular de que la
l í . . .proteina L poseeria las funciones de polimerasa Viral que le

13



/ . - . .habian a51gnadoestudios anteriores realizados con otros

arenavirus (55,56).

1.7..b . i i) Gliggproieínas

En células infectadas con LCH,Tacaribe, Pichindé} Lassa,

Hachupoy Junín (84,76,74,77,78,79) se ha descripto un

glicopéptido no estructural de peso molecular entre 70 y 78 K,

denominado GPC(80), que daría origen por divisióh a las dos

glicoproteinas estructurales GP-l (45165 K) y GP-Z (35n40 K).
Hnohmeieret ul (85) demostraron usando anticuerpos contra

péptidos sintéticos que el sitio de ruptura de GPCde LCHse

encuentra entre los aminoácidos 282 y 283, en que hay un par de

residuos básicos, Arg-Arg, rodeados de amiuouoidos tlhlrofooicos
(Fig. 2). Este es uu Lipo dc estructura que corresponde u sitios

Je ruptura en otros precursores (86). El ordenamiento de las dos

qLícoproteínas en el precursor GPC es NH2-GP-1-«—GP«2—COOH.

Buchmeier y Oldstone (60) encontraron que ambas se encuentran en

la superficie del virióh, lo que sugería que 1a divisióh de GPC

es intracelular. Posteriormente, sin embargo, van der Zeijst (87)

por iodínuoion encontro GPCen la superficie de viriones de LCH,

y Buchmeíer y Parekh (59) observaron algo de GPCen corridas

electroforéticas de LCHpurificado, por 10 que existiríá 1a

posibilidad de que la ruptura de GPCpara dar GP-l y GP-Z no se

14



. . . / . ./produaera solamente en el 1nter10r de la celula Sino tambien en

1a membranacelular.
- _/En GPCdel Virus Lassa tambien se encuentra un par Arg-Arg,

_ _ _ . . . /que corresponderLa al Sitio de ruptura, mientras que en Pichlnde

el par correspondiente es Arg-Lys (89).
. /E1 caso de Tucarlbe merece un parrafo aparte, ya que el par de

. l. . .am1noac1dos correspondiente es Arg-Thr, 10 que sugiere que no hay

tal sitio de ruptura (65). Este hallazgo reciente es coherente
. . . f _con la ex1stenc1a de unn sola glicoproteinn, denominada G en los

arenuvirns Tacaribe y Tumiami (76). Comoen ambos casos se
I. . .observo ln presencia del precursor Intracelular GPC,Boersma et

al. (88) trataron de diluciJar si en realidad en Tucaribe las dos
. / -c ..Hlicnprotclnas tienen pesos moleculares Similares, pero los

resurtadou obtenidos por estos autores haciendo electroforesis

bidimensionnl sugieren que este no es el caso, sino que se trata
. I .de una sola filicoproteina. Los resultados obtenidos por Howardet

al. (89), Dumonteet a1(80) y Franze-Fernandez et a1. (65)

confirman la existencia del precursor GPCen células infectadas

con Tacaribe y de aparentemente una sola glicoproteína en el../ . .l
v1r10n. Se desconocen los mecanismos que condu01r1an a 1a

aparente pérdida de 1a segunda glicoproteína­
./ . . /. .La comparaCLonde las secuen01as de aminoacldos predlchas para

GPCde LCH, Lassa, Pichindé y Tacaríbe (65,69) muestra
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que existe considerable grado de conservación en 1a zona amino

terminal, correspondiente a GP-l, pero que 1a conservación es

llamativamente mayor en el dominio carboxiterminnl, que

corresponde a }P"2. En el extremo amino existen muchos sitios

potenciales de glicosilación Asn-X-Ser/Thr (9 en LCHcepa

Armstrong, 8 en LCHcepa HE, 11 en Lassu, 15 en Pichindé, 10 en

Tacarihe). Buchmcíer y Parekh demostraron que en LCHcepa

Armstrong por lo menos 5 de los 9 sitios están ocupados (59).

E1 análisis topográfico de las glicoproteínas de LCHusando

AcHsdemostró que los epítopes hacía los'cuales están dirigidos

los anticuerpos neutralizantes se encuentran en GP-l. La cepa

Armstrong. no patógcna para el cohayo, posee dos epítopes

neutralizantes, denominados GP-lA y GP-lD. El primero se

encuentra también en otras capas virales, incluida la patógena

WH,mientras que GP-lD es exclusivo de la cepa Armstrong (59,91).

En GPmlse detectaron, además, dos sitios no neutralizantes,

GP-lB y GP-lC. Los tres sitios hallados en GP»2 , GP-ZA, B y C,

son no neutralizantes.

Usando reacciones de competición y análisis de mutantes

resistentes a la neutralización mediadapor AcHsse identificaron

dos epitopes neutralizantes en la glicoproteïna G de Tacaribe

(89,92,93).
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l . 13. -Be.Lesiones;n_tre;LQs_arc_nnvims

Unacaracteristica de la familia Arenaviridae, que contribuyo’

a la inclusion de sus miembros en un mismo taxóh, es el alto

grado de reactividad cruzada que presentan en reacciones de

fijación dc complemento e inmunofiuorescencia (18,94). Esta

reactividad cruzada es muyalta entre los miembros de un mismo

subgrupo, Viejo Hundo o Nuevo Mundo, y menor entre miembros de
los dos diferentes subgrupos.

Los arenavírus americanos forman el complejo Tacnribe, que

recibe esa denominación porque todos sus miembros comparten

antifionos fijadoros de complementoy antffienos detectables por

inmunofiuorosconoia con c] virus Tacaribe (revisado en 1).

Mediante reacciones de fijación de complementousando reactivos

poiiolonaius fun posible establecer distintos grados de relación

entre los miembrosdel grupo (95), que resultaron confirmadas

cuando se emplearon AcHs (89). Se encontró una relación muy

estrecha entre Tacnribe y Junín, que son indistiguibles en

reacciones de fijación de complemento, y una relación muycercana

entre Junin, anhupo, Tncaribe y Amapari (96,18).

Buchmeiery Oldstone identificaron el polipéptido reaccionante

en fijación de complementode Pichíndé mediante

inmunoprecipitación por sueros homologos y heterólogos (97) y
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determinaron que ese polipéptido es la proteina no glicosilada

asociada a la nucleocápside. Demostraronque esa estructura está

conservada en cl complejo_Tacaribe.

Coto.et al (98) emplearon otro método para establecer

reJaciones antifiénicas entre estos virus: determinaron la

capacidad inductora-de anticuerpos neutralizantes en cobayos de

distintos arenavirus del NuevoHundo, así como la capacidad

protectora de onda uno de ellos frente al desafío con virus

Junín.

Dumonteet al (98) establecieron las mismas relaciones entre

los miembrosdel flrupo Tucaribe analizando la capacidad de los

mismosdc replicar en células persistentemente infectadas con

Junín, Pichindá o Tacarihe.

I. rs resultados fueron coherentes cn todos los casos,y

confirmandose lo establecido en un principio usando reactivos

[Ju]ic lonal .

La relación entre Tacaribe y Junín es particularmente

importante Porque cobayos y marmosets GALLLthLíxmiaQQhua

inoculados con Tacaribe están protegidos frente a dosis letales

de virus Junín (99,100,101,102). pese a que sólo se había

observado una débil neutralización de Junín por sueros

antíancaribe (103).
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La protección observada en cobayos en las primeras etapas de

la infeccion no es atribuible a una respuesta inmune hunoral

([04) pero B semanas después de la infección con Tacaribe los

animales dcsarrolïan anticuerpos heterálogos neutralizantes de

virus Junin, y presentan una típica respuesta secundaria cuando

son desafiadns con el mismo (lOl).

ustos estudios demostraron la existencia de epitopes

neutralizuntes compartidos por ambosvirus, aunque no se ha

observado neutralizacion de Tacaribe empleandosueros anti-Junín.

Dumonteet a] (an) estudiaron la reactividad cruzada a nivel

molecular, mediante reacciones de inmunoprecipitacidn de

proteinas de extractos de células infectadas con Tacaribe 0 Junín

sueros unti-Tflcfiïibe o anti-Junin, encontrando que las

proteínas de ambos virus reaccionnban con los sueros heteróïofins.

Aunquese esperaba la reacción de los sueros anti-Tucaribe con

¡as gLiCOproteinns de Junin, dada la proteccion observada "in

vivo" y la inducción de anticuerpos anti-Junín por Tacaribe, es

interesante que sueros anti-Junin, incapaces de neutralizar a
Tacaribe, precipitcn las glicoproteinas del mismo. Esto indica

que se comparten otros antígenos en las glícoproteínas además de
los neutralizantes.

Conrespecto a las relaciones antigénicas entre los arenavirus

del Viejo Hundo, 1a relación entre Lassa y LCHfue demostrada en
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reacciones de inmunofluoresceneia, pero no en fijación de

complemento, poco despues de descripta 1a enfermedad producida

por el primero (19,20).

Relaciones entre LCHy Lassa, Hobala y Hopeia han sido

claramente observadas en reacciones de innunofluorescencia:

anticuerpos poiielonales anti-LCH reaccionaron con los otros tres

virus, y, mientras el suero unti-Lassa reaccioná con LCH,no

currió lo mismocon los sueros contra Hobala y Hopeia (105).

Buohmeierut al encontraron también reactividad cruzada entre

LCH, Lassa y Hopcia empleando ACHScontra LCH (106).

Peters et al. observaron que cobayos inoculados con LCH(cepa

Armstrong. utennada para el cobayo), Hobala y Hopeía fueron

protegidos frente al desafio con Lassa, mientras solamente la

:ulación con Lassa protegio del desafio con la cepa HE,

patdnenn, de LCH. La protección conferida por Hobala y Hopeia

frente u Lassa no fue atribuible a anticuerpos neutralizantes

(105).

Relaciones similares a las halladas para los miembrosdel

complejo Tacarihe se han encontrado para los arenavirus
africanos.

Algunos investigadores (2,107) han propuesto denominar

"complejo Lassa" a1 conjunto de los mismos debido no 5610 a las
. _/_ _ _ _/rela010nes antigenicas entre los mismos. Sino tambien a las
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similitudes en los ARN,obtenidos por analisis de

olígonucleotidos con RNAsaT1 y a las movilidades

electroforéticas semejantesde las proteinas estructurales

(2,108). Estudios con ACHSpermitieron a Clegg y Lloyd

identificar sitios antígénicos conservadosen las proteínas
estructurales de Lassa y Hopeia, asi comositios que claramente

diferenciaban un virus del otro (109).

También con estos virus se obtuvo una solida proteccióh de

animales de experimentacíon contra el virus Lassa usando el virus

heterolono ntenuado Hopeia (primeramente denominado Mozambique):

monos Rhesus inocuïudos con Hopeia fueron desafiados cou Lassa 75

días después de ln primera infeccióh, y resultaron protegidos,

nun desarrollo de anticuerpos contra Lassa detectables por

inmunofluorescencíu; hubo una respuesta secundaria, ya que los

anticuerpos anti-Lasso aumentaron 12 días despues del desafío

(llÜ)
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2.- ANTECEDENTES

Comose ha mencionado, la familia Arenaviridae se divide en

dos grupos: arenavirus del Viejo Hundo, y arenavirus del Nuevo

Mundo, o "complejo Tacaribe". Existen antígenos conservados en

cada grupo, lo cual constituye una de las caracteristicas del

taxón (24). Estos epitopes permiten establecer relaciones entre

los arenavirus, y se han usado comobase para la clasificación:

el complejo Tacaribe se define por las relaciones antigehicas

untre sus miembros ([8), y se ha propuesto denominar "complejo

Lussn" al conjunto de los arenavirus africanos, sobre la base del

mismotipo de relaciones (2,107).

Dada la presencia de patógenos humanos (Junín, Hachupo, LCHy

Lussa) entre estos virus, las relaciones antigénicas, que

implican conservación de epitopes, fueron estudiadas extensamente

(18,95), ya que Los antígenos conservados tienen utilidad

potencial Conoelementos de diagnóstico o profilaxis.

Con sueros inmunescontra arenavirus fue posible definir

epitopes específicos de la familia detectables por fijación de
complementoo por inmunofluorescencia sobre células infectadas y

fijadas con acetona (11t,112,107); en amboscasos se detectaban

antígenos de ln nueleocápside, NP, que eran los únicos antígenos
Zconservados en ambos grupos que Se con001an (97).
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.I . -I ­La obten010n y caracteriza01on de anticuerpos monoclonales../ -. .
contra LCH([13,81) permitio definlr un epitope conservado en 1a

. l , .. - .fillcoproteinn GP-¿ de LCH (VLEJOMundo) y Pichindé (Nuevo Hundo).

Posteriormente se demostró que este antígeno esta presente en
. . l .otros arennv1rus del Nuevo Hundo, aSI como en los arenav1rus

africanos Lassa y Hopein.
. -/ -../ . .TambienSe detlnio un epitope presente en el arenav1rus

.. / . . /atricano no patoneno Hopeia y ausente en el africano patogeno
/ . . Z .basan (106). Este nitlmo epltope podria, qu1zí, emplearse como

marcador de atenuación en cepas africanas de arenavirus.

Purekh y Buchmuier demostraron que ambos epitnpes se

auperponen parcialmente (Sl). El epitope conservado en la
. / . . .. . .nliooprotelna de LCMy PLCthdé, detiuido por los anticuerpos

mononlnnulns 33.6. 83.6, y 57.6, fue denominado GP-ZA ; el que se

encuentra presente en Hopein y no en Lassa, definido por el

monnelonai 9-7.9, se denominó GP_ZB.

En lu Tabla 1 se muestra la reactividad de los mencionados

anticuerpos monoclonales con arenavirus del Viejo y del Nuevo

Hundo _

E1 objetivo de este trabajo fue estudiar los epitopes

conservados en GP-Zy definidos por esos anticuerpos monoclonales

contra LCH.



I3b13_¿¿ Reactividad de ACHScontra GP-Z de LCHcon

arenavirus del Viejo y del Huevo Hundo.

____Xiejp_Hundor Nuevo Hundo
Api. -7._._-_--.LCJ'L_._Í._8SiLflQQQi.a_..-__ ' -__Tac___J_uu__Ana.._P_aL_

33 . 8 + + + + ¡- + + .4.

83 . 6 + + + + + + +

9-97 . 9 + +

. . . , , . /P10:Ptch1ndé; Faczfacarlbe; Jun:Junín; AmazAmaparl;
Parzpnrnná



LCME:
LM
PV

MGQIVTMFEA
MGQIVTMFEA
HGQIVTFFQE
MGQIVTLIQS
MGQIVT

LLAGRSCGMY
FLAGRSCGMY
LLCGRSCT..
ILSGRSCDSH

L GRSC

ISHGTS...G
ISMGSS...G
IMVGNET..G
YKGPSNTTWG

G

SIRGNSNYKA
SIRGNSNYKA
SIPNFNQYEA
TLKWLLNELH

RTFRGRVLDM
RTFRGRVLDM
GTVANGVLQT
LIASLAQIIG

RTWENHCTYA
RTWENHCRYA
TTWEDHCQFS
TTWENHCTYT

TWE HC

PGGYCLTKWM
PGGYCLTKWM
PGGYCLTRWH
PGGYCLEQWA
PGGYCL W

KFKEDVESAL
KFKQDVESAL
RLKAEAQHSI
TLQLNVENSL

AKhGETSVPK
AkaGETSVPK

“TTTGRTSLPK
TITGRHSLPQ

TG S P

STPLALMDLL
STPLALMDLL
KTPLGLVDLF
KTPLALTDIC

TPL L D

CSCGAFKVPG
CSCGAFKVPG
CSCGLYKQPG
CSCGYYKYQR
CSCG K

LPHIIDEVIN
LPHIIDEVIN
VPHVIEEVMN
IPEVLQEVFN

P EV N

GLKGPDIYKG
GLNGPDIYKG
....TSLYKG
MIDRRHNLTH

LELTFTNDSI
LEPTFTNDSI
LELTLTNTSI
IELTLTNTSI

E T TN SI

VSCDFNNG..
VSCDFNNG..
HSCDFNGG..
FNVLHVTRHI

F.RTAFGGKY
F.RTAFGGKY
FMRHAWGGSY
DPKIAWVGKC

A G

..GPFGMSRI

..GPFGMSRI
RPSPIGYLGL
...PMATIRM

P

ILAAELKCFG
ILAAELKCFG
LIEAELKCFG
IIWAGIKCPD

HLFKTTVNSL
HVFKTTLNSL
QLINKAVNAL
NLFKKTINGL

N L

CWLVTNGSYL
CWLVTNGSYL
CWLVSNGSYL
CWLVHNGSYL
CWLV NGSYL

MFSTSAYLVS
MFSTSAYLIS
VFSTSFYLIS
FWSLVFYTIT

VKTVWKRR
VKTIWKRR
VPVKWKR
NLTNG

IVIIVLIVIT
IVIIVLIIIT
IVLIALSVLA
VALIIVSVLC

I

VYQFKSVEFD
VYQFKSVEFD
VYELQTLELN
VEFNLTRMFD
V

ISHNFCNLTS
LNHNFCNLTS
INHKFCNLSD
ANETSGNFSN

N

....K.....
GARCKTVEGA

HRSGWGWTGS
MRSGWGWTGSI......A
FNNCSGDTCR

GP-li
LLSQEKTKFF
LFAQEKTKFL
LSQRTRDIXI
ALQRTAYSSV

NTAVAKCNVN
NTAVAKCNVN
NTAVAKCNEK
NTVMAKCNKD
NT AKCN

ISDQLLMRNH
ISDQLLMRNH
INDQLIMKNH
ISDSLVIRNS
I D L N

NETHFSDQIE
NEIHFSDQIE
NETHFSDDIE
NETHFKNDWL
NE HF

IFLHLVKIPT
IFLHFVRIPT
IFLHLVKIPT
VFLHIVGIPT

FLH V IPT

GIKAVYNFAT
SIKAVYNFAT
VLKGLYNFAT
IVKGFVNLMR

K N

MSHLNLTMPN
HSHLNLTMPN
METLNMTMPL
NL. . . . ..PQ

P

AFNKKTFDHT
ALNKKSFDHT
AHKKNLYDHA
IGSLGYGNIS

.ITIQYNLTF

.ITIQYNLSS

.ISVQYNLSH
GVLIQYNLTV

QYNL

DGKTTW.CSQ
DGYTTW.CSQ

D SGRGNWDCIM
LTNCEGGTH.

> GP-2
TRRLAGTFTW
TRRLSGTFTW
SRRLLGTFTW

LLGFFTW
R L G FTW

HDAEFCDMLR
HDEEFCDMLR
HDEEFCDMLR
HNEEFCDTHR
H EFCD R

LRDLMGprp
LRDLMGVPYF
LRDIMGIPYC
LKQLAKIPYC
L pyc

QEADNHITEM
QEADNMITEH
QQADNMITEM
WESQNLYNEM

CGIFALISFL
CGILALVSFL
CGLVGLVTFL
CGLFQLVTFL
CG L FL

ACSANNSHHY
ACSVNNSHHY
SCTKNNSHHY
SCSKNNTHHY

C NN HHY

LMSIVSSLHL
LMSIVSSLHL
LMSIISTFHL
NCDRTREAGH

SDAQSAQSQC
SDPQSAMSQC
SYAGDAANHC
GDRGGEVGRH

TSYQYLIIQN
TSYQYLIIQN
TSYQYLIIQN
..YNFLIIQN

Y LIIQN

TLSDSSGVEN
TLSDSSGVEN
TLSDSEGKDT
DLSDSSGQHV

LSDS G

LIDYNKAALS
LIDYNKAALS
LFDFNKQAIQ
LFDFNQNAIK
L D N

NYSKFWYLEH
NYSKFWYLEH
NYSKYWXLNH
NYTKFWYIND
NY K WY

LRKDYIKRQG
LRKDYIKRQG
LQKEYMERQG
LMKEYEERQG

H L K Y RQG

HRHIKGGSCP
HRHIKGGSCP
HRHIVGKSCP
HRHIIGDGCP
HRHI G CP

KPHRLTNKGI
KPHRLTNKGI
KPHRLNHMGI
KPHRITRNSL
KPHR

Eig._2¿ Secuencia de aminoácidos deducída para GPCde LCH
(cepas Armstrong y HE), Lassa (LA) y Pichindé (PV). Se
indican los residuos conservados y el sitio de ruptura en
GP-l y GP-R.
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3.- MATERIALES Y METODOS

3. J.. -Qul.tiygs.eclul.arrefi

Celulas BBK-21,linea continua de riñofi de hámster; células

Vero E8, linea continua de riñóh de monoverde africano

(Qergogihhegufi_eihiggr); células L 929, linea continua de

fibroblastos de ratón. Todas las líneas celulares fueron

mantenidas a 37 C, en atmósfera con 4-8 Z de C02, empleáhdose

Hedio Esencial Mínimo (HHH), con IO Z de suero fetal bovino,

antibiólioos (estreptomicína: 100 mg/ml, penicilina: 100 U/ml);

los repiques se realizaron una o dos veces por semana,

dispersáudose las células con tripsina al 0,25 Z.

Se controló que Los cultivos estuvieran libres de mycoplasma

por Linolúh con el colorante Hoechst 33258 (122).

Los virus LCHy Taouribe se prepararon en células BHK-Zly se

purificaron de acuerdo con la técnica de Buchmeíer et al (84).

Brevemente, monocapas semiconfluentes de células BHK-Zlen

botellas "roller" fueron infectadas con la cepa Armstrong CA1371

de virus LCM o lu TRLV11573 de Tacaribe con una multiplicidad

de infección (m-i.) de 0,1 UFP/célula; luego de un período de

adsorcióh de 1 h a 37 C se agregó el medio de cultivo, y se

incubd’a 37 C durante 48 hs en el caso de LCHy 72 hs para
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Tacaribe. Se 005echó el sobrenadante, que se centrifugó a 7000

rpm durante 20 min para eliminar residuos celulares; se agregaron

70 g/l de polietilenglícol (PEG) 8000-7500 y 23.2 g/l de NaCl,

agitando para disolver el PEGy el NaCl, y se incubó a 4 C

durante 2 hs. Se centrifugó 30 min a 5000 g, y el virus

precipitado se resuspendió en un volumen igual a 1/60 del volumen

original en buffer Tris-NaCl-EDTA (0,01 M, 0,1 H, 0,001H, pH 7,4)
(buffer TNH). Entre 2 y 2,5 ml del virus concentrado se sembraron

en 10 mi de un gradiente discontinuo de rcnografina consistente

e renograíina al 10 X en TNEsobre un colchón de renografina a1

40 Z en THE. El gradiente se centrifugó 90 min a 35000 rpm. y se

cosechó la banda correspondiente a 1a interfase; ésta se diluyó

hasta aproximadamente un 10%de renografina y se sembró cn un

gradiente continuo de renografina (20-50 Z), que se centrifugó LB

hs a 30000 rpm. Se cosechó la banda de virus, se diluyó como

antes y se centrifugó 80 nin a 30000 rpm. E1 precipitado se

rususpendió en Ü,5—2ml de THE. La concentración de proteína se

determinó por el metodo de Lcwry ct a1 (123). La suspensión viral

asi preparada se fraccionó y conservó a -70 C hasta su uso.

La suspensión de virus Junin, cepa XJCla, se preparó a partir

de un stock preparado en cerebro de ratón lactante cedida

gentilmente por el Dr.C.J. Peters, de la cual se hizo un pasaje

en células Vero E6 (m.í.= 0,1); a las 72 hs pi se cosechó el
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sobrenadante, que se clarificó por centrifugacidn a 1500 rpm

durante 10 nin.

3 .3 . -T_inllagioh_.de_vims.

Todas las titulaciones se realizaron por el métodode

formacion de placas bajo medio semisdlido, usando células Vero

E8- Dos ml de suspensión celular conteniendo 2,5 - 3.0 x 105

células/ml se sembraron en cada una de las cavidades de

policubetas de poliestireno rigido de seis orificios de 3.5 cmde

diámetro (Costnr Tissue Culture Platos 2008). Cuando las

nonocnpas tenian 50-80 Z de confluencia (24-48 hs después de

sambrudas las células) se realizó la infección con un inóculo de

0,250 ml de volumen. DeSpnés de 1 h de adsorción a 37 C se

agregaron 3.5 ml de medio semisólido. En el caso de LCHse usó

agnrosu al 0,5 Z en HHHcon JÚ Z de suero fetal bovino y

antibióticos, comose indicó antes; las poiicubetas se incubaron

n 37 C en atmosfera con 4*8 Z de C02 y 98 Z de humedad; a los 5

días pi se tino con cristal violeta a1 0.02 Z para visualizar las
unidades formudoras de placa. Para Tacaribe y Junin se uso como

medio somisálido metilcelulosa al 0.8 Z , según el método de

Giovannieljo et al. (124); se agregaron 0,5 ml de medio de

cultivo a los 5 días pi, y se reveld a los 7 dias pi.

27



:3. 4 . —¡.2xtrag.tgs_dfl_c.cílulas_m_te_qrndnfi

Células BHKWZIfueron infectadas con Virus Juníh o Tacaribe

con una m.i. de 0,1 UFP/célula. A las 24. 48, 72 y 98 hs pí se

Invaron las monocapastres veces con solucion salina de fosfatos

(PBS). se cnjuugaron con buffer conteniendo Trís-HCL ZOmH,pH 9;

NaCl 13? mH; CaClz; HgCLz0,5 mM; luego se lisaron las células

durante 20 min a 4°C con el buffer anterior al cual se le había

agregado 1 Z de NP«4U, 10 Z de glicerol, y l Z de aprotínina.

. --Ar).t.Laneros) s.

3 . 5 . ü ) . Antigua r12s¡.s._.po.1ir.- [Quinua

i! suero policioual contra LCHse prepurá inoculundo cobayos

aartiey adultos con 2Ü0 ÜÜÜUFP de LCHcepa Armstrong, y

,|.-' 4 I v v«usaftundolos J‘w semanas mas tarde con la capa Hb. Entre 10 y 15
l
i

l . . / - .un despues du Lu segunda 1nnculu010n los animales tueron

sangrados para obtnner los sueros, que se mezclaron; la mezcla de

sueros presentó un título neutrulízunte de [/5000, medidopor el

método du reduccíóñ del 80 Z del número de UFP bajo agarosu.

E1 suero humanoanti-Junín provenía de un caso de laboratorio

de Fiebre Hcmorránicu Argentina, y se obtuvo 7 años después de ln

enfermedad. EL suero de mono Rhcsus anti-Lassa fue cedido por el

Dr. Peter Jahrling.

Sucros humanosantí-arenavírus fueron provistos por el Dr.

Robert L. Shape y el Dr. Joseph Mc Cormick.
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Los sueros humanosnormales provenían de personal de

laboratorio y administrativo que no habían tenido contacto

conocido con arenavirus.

3 . 5 . b) . -Am‘.ínLLQLEQLHthLQQlQGZJlefi

Se emplearon los ACHScontra LCH33.8, 83.8, y 9-7.9, que

fueron generados por Buchmeier et a1.(106), y caracterizados por

Purekh y Buchmeier (91). Para 1a preparacion del líquido ascitico

conteniendo cada ACMlos correspondientes hibridomas se

cultivaron e: suspensión en MEMcon 10 Z de suero fetal bovino e

hipoxantinn aminoptcrina. 0,2 m1conteniendo 107 de estas células

fueron inoculudos por vía intraperitoneal cn ratones Balb/c JYW

que habían sido previamente sensibilizados con pristano. Una vez

desarrollado el tumor ascitico se extrajo el líquido por punción,

y se determinó et título de AcHpor inmunofluorescencia

indirecta. comose indica más adelante.

3 . 6 . -Eép_tir19.;.z_s_i¡(míticos

Los péptidos, correspondientes a secuencias predichas para GPC,

el glicopéptido celular precursor de Las glicoproteínas GP-l y

GP-Z de LCH(80), fueron sintetizados por Farshad Karimi, según

la técnica descriptn por_Buchmcieret a1 (85).
3.7.—mmamuegmmmmummnmm

Se empleo el méïodo de Liu et a1. (125). Brevenente a 155 pl

de una solución de 32,2 mg/ml de KLHen 69 Pl de PBS 0,001 M pH
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7 2 se le agregaron 106 ul de una solución de 6 mg/ml de HBS

(estar de n-maleinidobenzoil- N- hidroxísuccinimida, Pierce Cat.

22310) en dimetilformamida, y se mantuvo en rotación durante 30

minutos a temperatura ambiente. La solución se pasó por una

columna de Sephadex G-25 y se eluyd con buffer fosfato 0,005 H pH

8,0. Se recogieron fracciones de l m1y se midió la densidad

óptica a 280 nm. Se juntó el contenido de los tubos con mayor

densidad óptica y se agregó a 1,5 m1 de PBS conteniendo 5 mg del

péptido correspondiente (relación final mg péptido:mg KLH=1). Se

njustá el pH a 7,0, se mantuvo con agitación constante durante 3

hs u temperatura ambiente, se fracciond y conservd'a -20°C hasta

Sil [150.

13. . — Inmunj 3.2.1.0io'n..dc. ppm-2.1.9.3.

Se inocularon conejos por vía subcutafiea con ZOO/pgde

péptid0"KLH con adyuvunte completo de Freund; a los 14 días se

repitió la dosis pero usando adyuvantc de Freund incompleto.

Entre 3 y 5 semanas después de la primer dosis sc aplicá una

torcer dosis dc [OO/ugde péptido libre con aiúmina, y las
muestras de snnnre se tomaron a 1 semana despues de la tercera

inoculación. El título de anticuerpos anti-péptido se determino’

por ELISA.Si había anticuerpos anti-péptido, los animales se
. . l . .sacrificaban por sangrado 8 semanas despues de 1a primer d051s.
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3 . 9 . —Rea.cgion_inmunológi 2a. a. 11-39123. .(_"cL0_t_b_19_t_'_'_).

1,5 ug de péptido 370-382 en 150 pl de NaHCOa0,1 H, pH 9

fueron adorbidos en papel de nítrocelulosa en un aparato para

"dot blot" de Bío-Rad , incubando l h a 4 C, descartando la

solución sobrenadantc, y secando el papel con bombade vacío. El

bloqueo de sitios libres en la nítrocelulosa se hizo con solución

salina de fosfatos (PBS) conteniendo Tween 20 al 0,005 Z y leche

en polvo descrcmada ul 2 Z o con seroalbfimina bovina al 3 Z en

PBS, durante 1 h a temperatura ambiente o 18 hs a 4 C. Las

diluciones de anticuerpos sc hicieron on una pollcubeta de 96

cavidades (Costa: Tíssue Culture Plates, 2098), y se

transfíríeron al aparato de "dot blot". Se incubó durante 1 h a

temperatura ambiente. Despues de 3m8 lavados se ínoubó con

Proteina A-Peroxídasa durante 30 minutos a temperatura ambiente,

se lavo exhaustivamente y se detectó la presencia de Proteína A

unida al complejo péptidouuntlcuerpo con un reactivo cronogenioo

conteniendo 4-Cl-l naftol (HRPColor Development Reagent, Bio-Rad

Cat.N° 170-6534).

3 . .10. -I'L¡12:in10_immumcnsxuo.

Para el enzimoinnunoensayo (ELISA) con los péptidos sintéticos

se usaron placas de poliestireno rígidas Linbro/Titertek. Las
mismas fueron sensibilizadas con 0,1 o 1,0 ug de péptído

contenidos en lüO/ul de PBSpor orificio, que se dejaron secar

31



durante 1a noche a 37 C. E1 bloqueo se hizo con leche descremada

en polvo al 2 z en PBS conteniendo 0,005 Z de Tween 20, durante

1-3 hs a temperatura ambiente o 18 hs a 4 oC.

Pura los ensayos con viriones de LCHlas placas se

sensibilizaron con [-1.5 Pg de virus purificada en NaHCOa0,01 H,

pH 9 por orificio, se incubó durante 1a noche a 4 oC, y se

bloqueo con seroalbumina bovina a1 3 Z en PBS (59).

Los ensayos con virus Tacaribe y Junín se hicieron con ceiulas

Vero EB infectadas con el virus respectivo. 100/ul de una

suspensión conteniendo 1,25 x 1.0Gcélulas/nl fueron sembrados cn

cada orificio de polícubetas de 98 pozos (Costar Tissue Culture

Piates 2096). incubndao a 37 oC en presencia de C02 e infectadas

24w48 hs dcspuéá con virus n una m.í. de aproximadamente 1.

Cuando la acción citopntogónioa era de alrededor del 50 X las

monoonpasse fijaron con metanol frío durante 10 minutos, se

ecaron al aire y se gunrdaron a -20 oC hasta su uso.

En todos los casos lu unión del anticuerpo se detectó usando

Proteína A-Peroxidasa, usando o-fenilendiamína comosustrato

oromogénico y midiendo la absorbancía a 492 nn en un lector

automático (Flow Hultiskan).

3 . 11 . —I.nnuno_f_hior_esr&nm

El método empleado fue el de Peters et al. (112), y Buchneier

et al (113).
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Células L 929 sembradas en cubreobjetos colocados en cavidades

de policubetas de 6 pozos fueron infectadas con LCHcon una m.í­

de 1, y fijadas a las 24-48 hs pi con acetona durante 10 minutos,

luego de tres lavados con PBS. Los cubreobjetos sc conservaron a

4 C hasta su uso. Las monocapas así fijadas se incubaron las

diluciones de líquido nscítico conteniendo el anticuerpo

correspondiente durante 30 minutos a 37 C, en utmóéfera húmeda,

Se invaron 3 veces con PBS, y se incubaron con suero de cnrnero

anti ratón conjugado con isotiocíunato de fluoresceína a 37 C

durante 30 minutos MáS. Los cubreobjetos se montaron con las

celulas hacia abajo con giiocroimPBS 9:1. En el caso de Tacaribe

y Junín se cmpïearon células Vero En, que se fijaron entre 72 y

96 hn después de la infección.

1.1_! 7.. íummohlqhhing

Virus LCHpurificado fue hidroiizndo durante 3 minutos a {00 C

en presencia de dodeciisulfuto de sodio y corrido

electroforeticamente en gel de poliacrilamida al 10 Z, según 1a

tecnica de Laemnli (128), con corriente constante de 25

milinmperes. Las proteínas virales así separadas se transfirieron
electroforéticamente a nitroceluiosa. siguiendo 1a técnica de

Burnette (127). La nítrocelulosa se íncubó con leche descremada

en polvo al 2 Z en PBS con 0,005 Z de Tween-ZO para bloquear, se
/ . . . . /corto en t1ras segun fuera convenlente, y cada t1ra se 1ncubo con
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1a correspondiente dilucion de anticuerpo en PBS-Tween20 0,005

Z- leche descremuda 2 Z durante 1 h a 37 C o toda 1a noche a 4 C­

La unión del anticuerpo se detectó incubando con Proteina A

marcada con 1125, y revelando por autorradiogratía usando placas

radiográficas Kodak XAR-So XRP-l­

Con los extractos de células infectadas con virus Junín o

Tacaribe se siguió el mismoprocedimiento­

3 . 13 . -'Remigio/(1-13611tidodïnrcicue.u)_o.41n.._sg_iución

Para demostrar 1a unión dc los anticuerpos con los péptidos en

solución, La correspondiente dilución de anticuerpo (policlonai o

monocionui) en PB“, PBSMTween20-1eche descremada en polvo, 0

Pflsunerouibuminu bovina. se incubó con cada péptido durante 1h a

temperatura ambiente o 30 min u 37 C, y la reactividad residual

del anticucrpo se midió por inmunofluorescencia, ELISAo

"inmunoblotting". Se consideró que había ocurrido reacción del

anticuerpo con ci péptido cn solución cuando la unión del

anticuerpo a la glicoproteína viral fue bloqueada después de la

incubación con el péptido.

3 . 14. - anLacnín_de_cub_asz_c_Qn_peíp_ticLQ

Cobayos de 350-400 g de peso fueron inoculados con 50/ug de

péptido 370-382 acoplado a KLHcon adyuvante completo de Freund.

A los 14 dias sc inoculá una dosis igual pero con adyuvante de

Freund incompleto. Una semana después de la segunda dosis se
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inoculó 1a tercera usando aldnína comoadyuvante. Diez días

después de la tercer inoculación los animals fueron sangrados y

se determinó la presencia de anticuerpos antí-péptido en suero

mediante un ensayo de ELISA. Se inoculó una cuarta dosís usando

aluminu como ndyuvante, y 10 días después los animales fueron

sacrificados por sangrado a blanco.

3 . 15 . --E.nsnm_de_m:_9_1.if_eragigh_de_ ’SSQlfinDJLÜLQS.

A partir de los buzos de los cobayos sacrificados se

prepararon suspensiones de esplenocítos en RPHIcon 5%de suero

fetal bovino cortando los Jrganos en trozos muypequeños y

pasándolos a traves de una malla muy fina. Se sembraron 4 x 105

células por cavidad un policnbetas de 96 cavidades, en presencia

de kvmersuptoetanol 5 x 10“5 H. Se estimuluron 8 cavidades con

Coucnnnvalinn A (Ü«5 ug) para control, y con virus LCH(m.1.=3)

para el ensayo- A las 48 hs se hizo un pulso con 1 yC/cuvidad do
Timldína«3H en RPHIa los controles. A las células que habínn

recibido virus se l s agrega el rudíoactivo a las 96 hs. En todos

los casos se cosecharon las células 18 hs después del pulso, se

extrajo el ADNsegun la técnica descripta por Strong et a1.

(128). E1 índice de estimulación se calculó comola relación

entre la radíoactívídad de los cultivos estímulados con LCHy los

cultivos control.
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4.-RESULTADOS

4.1.—unicagián_de_lgs_eniLQ2as_GE;ZA_1_GE;ZB_59hra_fiE;Z

4. 1.a ) :Ensayounahminares.

Con el objeto de localizar ambosepitopes sobre la

glicoproteina se trabajó con péptidos sintéticos correspondientes
a GP-Z. Estos péptidos habían sido sintetizados sobre la base de

la secuencia de aminoácidos deducida para GPC(69), el

glicopéptído celular de 498 residuos de longitud, precursor de

las glicoproteínas estructurales de LCH,que se denominan GP-l y

GP-Z(80,84). 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 aminoácidos

282 y 283 (85).

Los péptidos a sintetizar se seleccionaron Segun las zonas de

mayor hidrofilicidad de la proteina, (Fig.3), ya que cuanto mayor

es la hidrofilicidad mayores la probabilidad de que la secuencia

se encuentre en la superficie de la proteína, y, por 10 tanto, de

que sea untigénica (129). Las secuencias se superponían

parcialmente, de acuerdo con los métodos desarrollados por otros

autores ya sea para proteínas animales o virales (130).

El primer ensayo consistiá en determinar si los AcHs33.6,

83.6 y 9-7.9 (Tabla 1) reaccionaban en ELISA(fase sólida) 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 único péptido, que abarcaba los residuos 370-382 de GPC,

presentó reacción positiva con los tres AcMs.Esto confirmó la

superposición de los epitopes correspondientes a esos

anticuerpos: GP-ZA(33.6 y 83.6) y GP-ZB(9-7.9), encontrada por

Parekh y Buchmcier (91).

La secuencia 370-382 comprende 13 aminoácidos; entre los 8

primeros, comenzando por el extremo amino, hay 5 que están

conservados en LCH,Lassa, Pichindé y Tacaribe (Fíg.4; 65,89). No

hay residuos conservados en el extremo carboxilo de 1a secuencia.

CNXSKFEXLEHAK

Eig,4¿ Secuencia de aminoácidos del péptido 370-382. Se han

subrayado los residuos conservados en LCH,Lassa, Pichinde y

Tacaribe.
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4.1.b):nmmfin.dLmLAMLu4&_mnMLmh-­

Comoconfirmación de la reactividad de la secuencia con 33.8 y

9-7.9 se titularon los mismosen "dot blot", según se indica en
Materiales y Métodos. Se usó un antisuero preparado en conejo

contra 370-382 comocontrol positivo. Los resultados se presentan

en 1a Tabla 2.

Tablg_Z¿Titulación por "dot blot" de los AcHs33.8 y 9-7.9 con la

secuencia 370-382.

Dílución 1/4 1/18 1/84 1/256 1/1024 1/4096 1/18384

ACM

33.6 3+9 3+ 3+

9-7.9 4+ 3+ 3+ 3+ 2+

Control

positivo* 3+ 3+

Control

negativofi ­

*Suero de conejo anti 370-382

fiAcHcontra la glicoproteina del virus Tacaribe.

QLascruces indican intensidad de color del sustrato cronogéhico

enpleado,C(-Cl-naftol (ver Materiales y Metodos).
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Este experimento confirmo que 33.6 y 9-7.9 reaccionan con la

secuencia 370-382, y sugirió que 9-7.9 tiene mayor afinidad por

1a mismaque el primero, e incluso que el antisuero preparado en
. l ./ . . . .conejo, ya que presento un titulo Significativamente mayor.

4 . 1 . c) : R.e_n9.tiv_idnd_de_los_Acus_3ji_..fi._113_. B_!_3:ÏZ_..8_c_on_J.a

secuencia; 10:3 8.2_e_n_.ElJ.SA.

í ) D.ete.rmin ació n_de_la._ca.ntjdALdsLeéptid.o_(íp.tj.ma_na.r.a_t_rahan:

co_r.L_1Qs__AcH.s___e n__ELI.S_A_

Con el objeto de determinar la cantidad de péptido 37Ü«382

óptima para obtener una densidad óptica adecuada en ensayos de

ELISAcon los AcHs, se realizaron titulaciones de estos

utilizando 0,08, 0,6 y 6 nmolcs (0:1, l, y [0 ug respectivamente)

de péptido por microcubeta. En la Fig. 5 se muestran los

resultados. Con 0,6 y 8 nmoles la densidad optica resultó muy

alta, por lo que se decidió trabajar con 0,06 nmoles por

microcubeta. 83.6 presentó un comportamiento anomalo, ya que pese

a que con 0,6 y 6 nnoles la densidad óptica fue similar a la de

los otros ACHS,con 0,06 nmoles fue muy baja.

i i ) D_e_.t_eminmiáuQLJítDlLdLLQLAQUSJ.LWJ_Y_9;LLm
eLnégtanJJDLBfiLQuJLISA

Los resultados obtenidos fueron similares a los del "dot

blot", ya que nuevamente9-7.9 mostró un título considerablemente
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mayor que los otros dos (Tabla 3). Para confirmar 1a

especificidad de la reaccidn se realizó simultáneamente el ensayo

con los péptidos adyacentes a 370-382, secuencias 353-370 y

378-391, usándose los inmunosueros de conejo contra cada uno como

controles positivos y un AcHcontra la glicoproteina GP-l de LCH

comocontrol negativo. Los resultados se muestran en 1a Fig.8 y

en la Tabla 3, donde se consignan las secuencias correspondientes

a los tres péptidos, que en conjunto abarcaban el segmento

353-391 de GPCde LCH- Se han subrayado los residuos conservados

cn LCH,Lassa, Pichindé y Tacaribe.

Comopuede observarse, los tres AcHs reaccionaron

especificamente con la secuencia 370-382, sin presentar

reacciones cruzadas con los otros péptidos, algo que si ocurrió

con los inmunosueros de conejo antipéptidos. Esto no debe

sorprender, ya que existe superposición de secuencias entre los

péptidos adyacentes y 370-382. En 1a Tabla 3 se han incluído los

titulos dc los AcHs con el virus LCMcompleto.

Nuevamente9-7.9 presento título mas alto que los demás,

incluyendo el inmunosuero de conejo, y más alto con el péptido
que con el virus.

Es importante destacar que mientras en "dot blot“ los AcHs

reaccionaron con 0,9 nmoles de péptido, en el ensayo de ELISAse

usaron sólo 0,06 nmoles. Aún cuando se había demostrado que son
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r . ’ - - - 1 vA:9«/.9. Las secuen01as estan 1nd1cadas en la labla 3.



Inhia_3¿Reactividad de ACHScontra LCHcon péptidos

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

GPC.

GPC....
Ac

33.8

83.6

9-7.9

2--.ll.10e

Suero 1*

Suero [I

Suero II

@:AcHcontra GP-l

Viriones
LCH

83.178 <100

32.788 <100

28.526 <100

>10S <100

NR 102.400

NR <100

NR <100

353-370 370-382

25.600

6.400

1.638.400

<100

1800

1600

1600

(Control negativo). *:

353=DRLLHREfiLRDLHGVPYCNYSKFflïLEHAKTQBTgVEKQ=391-..Título en ELISA

378-391

<100

<100

<100

([00

[600

400

8400

Sueros I, II y III:

Sucros de conejo anti-353-370, 370-382 y 378-391 respectivamente.
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MWLMLIQLAQHïMidLW
Tanto en "dot blot" como en ELISA los péptidos se encontraban

adsorbidos sobre una fase sólida (membranade nitrocelulosa y

superficie de la placa respectivamente), y el ensayo se hizo

sobre el péptido "seco", lo cual implica una restricción en

cuanto a1 número y tipo de conformaciones que el mismo puede

adoptar si se las compara con las conformaciones en solución. La

interacción péptido-fase sólida podría hacer que quedaran

expuestos residuos que reaccionen con los AcHsen esta situación

particular pero no en solución. Para determinar si éste era el

caso, se incubaron los AcHs33.6 y 9-7.9 (liquido ascítico

diluido 1:50) con SÜ/ng (30 nmoics) de péptido 370-382 y 50,ug de
cada uno de los péptidos adyacentes (24 nmolcs de 353-370 y 34

“moles do STS-391), durante 30 minutos a 37 C, y se determinó si

dicha incubación bloqueaba Ja unión de los ACHSa GP-Z de LCHen

inmunoblots ("Western blot") de proteínas de LCH(Fíg.7) y en

inmunoFluoresccncia sobre células L929 infectadas con LCHy

fijadas con acetona (Tabla 4).

Los resultados demostraron que 33.8 y 9-7.9 reaccionaron

específicamente cn solución con la secuencia 370-382, ya que 1a

preincubación con esta bloqueo 1a unión a GP-Z, mientras no hubo

efecto con las otras secuencias. Ademásse demostro que 1a
. - / - . Isecuencia de aminoacidos reaCCIOnante con los ACHSen 1a proteina
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desnaturalizada es equivalente a la secuencia con la que esos

anticuerpos reaccionan en el péptido 370-382­

-7.9
OO

¿(AJ

03 CO

370382 378-391
Con 353370 370382 378391

353370
Cm

NP—>

(“JP-2a. a o I I O

Eig¿1¿_Actividad bloqueante de la unián de 33.6 y 9-7.9 a GP-2

ejercida por el péptido 370-382. Innunoblot. Virus LCH

purificado,hidrolizado en buffer conteniendo SDS-Zenercaptoetanol

fue corrido electroforéticanente en un gel de poliacrilanida con
SDSal 102. Las proteínas se transfirieron electroforéticanente a

nitrocelulosa y se cortaron tiras que se incubaron

individualmente con los ACHS,previamente incubados con los

péptidos indicados o con diluyente (Con). Luego se siguió un

protocolo de Western blot estandar, para detectar GP-Zen las
. . ftiras, usando Proteína A-1125para detectar la union .
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Ighlg_4¿ Efecto inhibidor de la unián de los AcHs33.6 y 9-7.9 a

1a glicoproteína GP-2 de LCHejercido por el péptido 370-382.

Inmunofluorescencia­

Intensidad.de_ilngxescgncia_desanes_de

ACM. incnhar_ngn_el_2ehtidg

353-370 370-382 378-391 Ninguno*

33.6 ++++ ++++

9-7 . 9 ++++ ++++ ++++

2-11-10n ++++ ++++ ++++ ++++

*AcHs incubados con diluyente

#ACH contra GP_1 de LCH.

Los experimentos descriptos hasta ahora no demuestran

fehacientemente que 1a secuencia 370-382 sea realmente la

secuencia con que los ACHSreaccionan en la proteína nativa, es

decir en el vírióh. Tanto en las células fijadas con acetona en
inmunofluorescencia cono en 1a nitrocelulosa del inmunoblot las

proteínas virales se encuentran desnaturalizadas, por lo tanto lo
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único demostrado es que los AcHs estaban "viendo"1a misma

secuencia en el péptido y en GP-Zdesnaturalízada, es decir en 1a

estructura primaria de 1a misma, presentada en forma lineal. Una

secuencia pequeña, de solo 13 aminoácidos, puede adoptar en la

glicoproteína completa (238 residuos en este caso), una

conformación diferente de 1a adoptada por el péptido en solución,

ya que el resto de 1a cadena polípeptidica influye en 1a

determinación de 1a estructura secundaria (131).

Por esto era necesario verificar que la preincubación con

370-382 también bioqueuba 1a unión de Los AcHs a 1a proteína en

estado nativo, en cl vírión.

Con ese objeto Se repitió 1a experiencia de bloqueo incubando

los AcHscon los tres péptidos, como se indico anteriormente, y

Se utilizaron estos anticuerpos asi preíncubados en un ensayo de

ELISAempleando virioncs de LCHcompletos. E1 resultado se

presenta en la Fig.8, que muestra el bloqueo de 1a unión de 33.8

a LCH. Lo mismo resultó con 9-7.9.

Por lo tanto se puede inferir que 1a conformación del péptido

370-382 que predomina en solución corresponde a 1a que ese

segmento adopta en la glicoprotefna nativa, y que la secuencia

representa los epitopes GP-ZAy GP-ZB.
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Ejgh_fi¿Efecto bloqueante de la unióh de 33-6 a víríones de LCH

debido al páptido 370-382-E1 AcHfue íncubado con los péptidos

como se indicó en 1a leyenda de la Fig.7 y se usó en ELISA contra

víriones de LCH. O:Contr01 sin péptido; C):353—370; An370-382;

Ü:378-391.
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4.2.-Er_es_enn_ia_cle_l_egu_ogeJP_2.A_en_ar_enu‘- infleme
La reactividad de 33.6 con arenavirus del Nuevo Mundoo

complejo Tacaribe (Tabla 1;81) implica que el epitope

correspondiente está presente también en este subgrupo de 1a

familia, pero era de interés comprobarlo más precisamente. Con

este fin se realizó el mismoensayo de bloqueo de la unión de

33.6 a la glícoproteína, trabajando con células infectadas con

virus Junín o Tacaríbe. Se hicieron ensayos de

inmunofluorescencía (Tabla 5) y ELISA(Fig.9).

Nuevamentela unión a la glícoproteína viral fue

específicamente bloqueada por la secuencia 370-382. En el caso

Junin hubo cierto grado de inhibición cuando se incubó con

378-391, pero con 370u382 el efecto fue total. En el caso de

Tacaribe la preincubación con 353-370 aumentó la union del AcH.

No tenemos explicación aún para estos fenomenos, pero no

invalidan el hecho de que la unión del AcHfue específicamente

bloqueada por 370-382.

De 10 anterior se concluye que el determinante antígénico

GP-ZA, contenido en el segmento 370-382 de GPC de LCH, está, en

efecto, presente en ambosgrupos de 1a família Arenaviridae,

constituyendo el primer epitope conservado a nivel de 1a

glicoproteína que se describe.

49



Cuandose realizó el mismoexperimento tratando de detectar

glicoproteínas de Junín y Tacaribe por inmunofluorescencia o en
inmunoblots de extractos de células infectadas usando 33.6

preincubado con 370-382, 10s resultados fueron similares (Tabla

5, Fig.10).

Iah1a_fi¿ Efecto inhibidor de la union del ACM33.6 a células

infectadas con virus Junín y Tacaribe ejercido por el péptido
370-382. Inmunofluorescencia.

Intensidad de fluorescedcia despuésVirus de incubar con el peptido

353-370 370-382 378-391 Nin­

gunmk

Junín ++++ +++ ++++

Tacaribe ++++ ++++ ++++

* 33.6 incubado con diluyente
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Eig.9; Efecto bloquennte de la unióh del Acm33.8 a células

infectadas cun Tacaríbc y Junín. Honocapas de celulas Vero fueron

infectadas con los virus Junín o Tacaribe (m.i.= 0,1), fijadas

con metanol a 40€ cuando había aproximadamente 502 de efecto

cítopático, y usadas en ELISA con el AcH íncubado con los

péptidos comose indica en Materiales y Métodos. .2C0ntr01 sin

péptido; o:353—37o; 4:370-382; Ü:378—391.
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Eig¿_ln¿ Efecto bloqueante de 1a unióh del AcH33.8 a la

glicoproteína de arenavírus del NuevoMundo.Extratos de células
BHKinfectadas con a): virus Junín, o b): virus Tacaríbe fueron

corridos electroforéticanente, transferidos a membranasde

nítrocelulosa y usados en un ensayo de Western blot con el AcH

33-6 preincubado con el pébtído 370-382 (1) o diluyente (2).
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4.3.-Uhicacián_dLlps_límites_dngLmimgs_G&2A_LQE:2B_en_la
secuermmfiloflz.

Parekh y Buchmeier (91) demostraron que los epitopes definidos

por 33.6 y 9-7.9, GP-ZAy GP-ZBrespectivamente, se superponen

parcialmente. Los resultados presentados hasta aquí demuestran

que ambos están comprendidos en el segmento 370-382 de GPCde

LCH.Para definir con mayor precisión los límites de ambos

epitopes dentro de esa secuencia. se trabajó con pébtidos

derivados de 1a mismapor deleciones a partir del extremo amino

y/o carboxilo.

4 . 3 . a ) : B_e,ac tj. vierLde- _Los _.[Lc¡15-3.3 ..5-!L_ .9:.7.._9___con _p_éra_tis:l_cs_cpn

(ic.Lecciones _e.u-_eL. ext r emo.7.animo.

Los cinco residuos cnrboxiterminales de 370-382 no están

conservados en los arenavirus cuya secuencia se conoce (65,69), y

los aminoácidos conservados se encuentran en el extremo amino,
Í z - l Ípor lo que parcela logico suponer que el antigeno comunde 1a

familia, GP-ZA, está en el extremo amino, y el no conservado,

GP-28, en el extremo carboxilo, con algunos residuos superpuestos

en el centro. Se postuló la siguiente distribución para ambos

ep itopes: 2 Zona.de I
-s er oS'Líoa

GP-ZA v “Ft 1°I1-————lF——”_--_.
(í) C N Y S K\F !_Ï L\E H A K_—1

. 61428t
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Para comprobarlo se probó 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

incluyó además una secuencia que incluía Pro 368 y Tyr 369, ya

que estos residuos están conservados (Tabla 3).

La serie completa de péptidos empleados comprendía: 368-382;

370-382; 372-382; 374-382 y 378-382. No se incluyeron péptidos

más cortos porque se ha establecido que una secuencia para ser

antigénica debe tener comominimo siete residuos de longitud

(132).

Los resultados del ensayo de ELISAse muestran en la Fig.ll y

en la Tabla B.

De acuerdo con nuestra hipótesis (i) con respecto a la

distribucion de epitopos, a medida que se eliminan residuos del

extremo amino deberia disminuir la reactividad de 33.6,

conservándose la de 9-7.9. Comose puede ver en 1a Tabla 6, no

fue esto lo que ocurrió, sino que ambos AcHsreaccionaron de la

misma manera con los cinco péptidos, por lo que no se puede

inferir 1a ubicación de GP-ZAy GP-ZBa partir de estos datos.
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Tabla_fi¿ Efecto de deleciones amíno terminales en 1a reactividad

de los AcHs33.6 y 9-7.9 con secuencias conservadas de GP-Z­

agqusndeg Eéatjdn Humana
k‘C' 3.141

388-382 PYCNYSKFHYLEHAK >4Ü.960 >40.980

370-382 CNYSKFHYLEHAK >4Ü.960 >4Ü.QBÜ

372-382 YSKFHYLEHAK 2.580 2.560

374-382 KFHYLEHAK 40 10

376-382 WYLEHAK <lÜ (10

Los resultados muestran que los residuos 370-371 (Cys-Asn) son

importantes para ambos epitopcs, ya que el tíiulo de los dos AcHs
disminuye de >40.980 a 2.560 cuando dichos amino ácidos son

eliminados, y quc el extremo carboxilo no contribuye a 1a

reactividad de la secuencia, ya que la eliminación de los

residuos 372-374 (Tyr-Ser) supriniá la reacción prácticamente cn

su totalidad y no hubo ninguna reacción con 1a última secuencia,

el extremo carboxiterninal Trp-Tyr-Leu—G1u-His-A1a-Lys,del cual

sólo Trp-Tyr están conservados en arenavirus del Viejo y del

Nuevo Mundo.
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4.3.b):Rgagjjgjdgd de 195 Agfls 33 5 1 3-1 a ggn gégtjdgs an

deliciqnmminLerathxiLemirmles
Sobre 1a base de los resultados anteriores se probó la

reactividad en ELISAde otra serie de péptidos con deleciones

amino terminales, en los cuales se habian suprimido los cuatro

aminoácidos del extremo carboxilo que no contribuian a ninguno de

los epitopes (G1u-Hys-Ala-Lys) (Tabla 7). Las secuencias

ensayndas fueron 368-378, 370—378, y 372-378. Nuevamente la

secuencia más corta que se probó fue de siete aminoácidos de

longitud, por las evidencias presentadas por diferentes autores

de que 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

segundo experimento.
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Inhln_1¿Efecto de delecíones aníno y carboxí terminales de 1a

secuencia 370-382 sobre 1a reactividad de los AcHs33.6 y 9-7.9.

GELQ mm

368-378 PYCNYSKFHYL 40960 40960

370-378 CNYSKFHYL 6400 6400

372-378 YSKFHYL 1600 100



En este caso, la eliminacidn de Pro-Tyr 368-369 disminuyó el

título apreciablemente, algo que no ocurrió cuando se hizo 1a

mismadelecion en el péptido 370-382, es decir cuando estaban

incluidos los cuatro residuos carboxiterninales (ver Tabla 6).

Esto sugiere 1a posibilidad de que exista un cierto grado de

cooperación entre estos dltimos-Glu-Hys-Ala-Lys, y Cys-Asn-de

acuerdo con la hipótesis de Barlow et al (133) que han sugerido

que todos los epitopes tienen un cierto grado de discontinuidad.

Cuando se suprimieron los aminoácidos Cys-Asn 370-371 la

reactividad de 33.8 cambió igual que con la serie de péptidos

anteriores (Tabla 6), y 1a de 9-7-9 prácticamente desaparecio.

Considerando solamente los resultados de ELISAcon los

péptidos derivados de 370-382, que se resumen en 1a Tabla 8, 1a

minima secuencia que contiene los dos epitopes GP-ZAy GP-ZB

abarcaria los residuos 370-378, y el extremo carboxilo de GP—ZB

se encontraría entre Ser 373 y Lys 374.

4.3.c):WiddeSJQmL3J.LB_L_9:lLLQDLlQSM_Mn
de .l_ec_igne5.__aming. Leartmxitermi (11115.1eL solucion

I . . .Debian tenerse en cuenta las p051bles restr1001ones

conformacionales debidas a que los péptidos se encuentran

adsorbidos a una fase solida ya mencionadas, por lo que era
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Ïnbln a: Reactívídad en ELISAde péptidos derivados de

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

s . Ell.l
GBC

Experimento 1

368-382

370-382

372-382

374-382

376-382

PYCNYSKFHYLEHAK

CNYSKFHYLEHAK

YSÉFHYLEHAK

KFHYLEHAK

HYLEHAK

Experimento 2

368-378

370-378

372-378

PYCNYSKFHYL

CNYSKFHYL

YSKFHYL

mm
>40.960

>40.960

2.560

40 10

(10 <10

>40.960

6.400

1600 100



necesario verificar si 1a reaccion entre los AcHsy los mismos

ocurría en solucion. Se preincubaron los AcHscon las secuencias

truncadas y se emplearon en un protocolo de "Hestern blot" para

detectar GP-Z de LCH.

En 1a Fig.13 se muestran los resultados obtenidos con 1a

primer serie de péptidos, con deleciones amino terminales. Todas

las secuencias, excepto 376-382, reaccionaron con 33.6 y 9-7.9,

como lo demuestra el bloqueo de la unión a GP-Z.

Es interesante el caso de 374-382, ya que bloqueó

totalmente la unión de 33.6, pero sólo parcialmente 1a de 9-7.9,

mostrando que 1a pequeña diferencia de título en ELISA(40 para

33.6, 10 para 9-7.9, Tabla 8), en este caso es significativa.
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C

üï‘fig'rüfifiáï‘f 7d

I

Con N o a 0|
12345

GP-2. . GP'Z.f a

¿l
a 1."

336 É 9-79

Con: Control

1: 368-382 PYCNYSKFHYLEHAK

2: 370-382 CNYSKFHYLEHAK

3: 372-382 YSKFHYLEHAK

4: 374-382 KFHYLEHAK

5: 376-382 HYLEHAK

Eig¿1fi;Actividad bloqueante de 1a unióh de 33.6 y 9-7.9 a GP-2 de

péptidos con deleciones aníno terminales derivados de 370-382. Se

siguió el procedimiento detallado en la leyenda de la Fig.8.
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Comomuestra 1a Fig.13 no hubo diferencias en 1a reactividad

en solucion entre ambos AcHs, pese a que en fase solida (ELISA)

el titulo de 9-7.9 con 372-378 habia disminuido sensiblemente

(Tabla 7). Este fenómenopuede explicarse por restricciones

conformacionales impuestas sobre el péptido adsorbido a la fase

sólida, o por la mayor cantidad de péptido presentada al Ac en

solución (50 nmoles, mientras en fase sólida eran sólo

0,1nmoles).

En la Fig.14 se muestran los resultados del mismoensayo

utilizando las secuencias derivadas de 370-382 por deleciones

amino terminales en las que se había suprimido el extremo

carboxilo.

La Tabla 9 resume los resultados de reactividad en solución

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 1a anterior, que no contenía el segmento 372-378

completo, no tuvo efecto bloqueante.
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,..,-4

33-6 9-7.9

Con: Control vfi
1: 368-378 / PYCHYSKFHY

2: 370-378 camu-wn.

3: 372-378 YSKFHYL

oa

Eig¿14_:Actividad bloqueante de 1a unióñ de 33.6 y 9-7.9 a GP-2

de pébtidos con deleciones anino y carboxi terminales.
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Inh1a_fl¿ Actividad bloqueante la unión de 33.6 y 9-7.9 a GP-Z de

LCHde péptidos con deleciones anino y carboxí terminales.

Resumen.

¿Wa EatingMmmm
GBC. 3.3...6. 9;L_9_

Experimento 1

368-382 PYCNYSKFHYLEHAK + +

370-382 CNYSKFHYLEHAK + +

372-382 YSKFHYLEHAK + +

374-382 KFHYLEHAK + +­

378-382 HYLEHAK

Experimento 2

368-378 PYCNYSKFHYL + +

370-378 CNYSKFHYL + +

372-378 YSKFHYL + +
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aumgmdmenïmmmngm
Los datos presentados hasta aqui permitieron localizar los

epitopes GP-ZAy GP-28 en 1a glicoproteína GP-2 de LCH, (Tablas

3, 6 y 7), determinar la minima secuencia antigehíca para los

AcHsque los definen (33.6 y 9-7.9) tanto en fase sólida (ELISA)

como en solución (Tabla 8 y 9), y verificar que GP-ZAestá

conservado en arenavírus de los dos subgrupos, Viejo y Nuevo

Hundo(Tablas 4 y 5). Esto último confiere a este epítope

especial interés, ya Sea desde el punto de vista de la evolución

de esta familia viral, o desde el punto de vista práctico, como

posible reactivo para diagnóstico y/o profilaxis para todo el

grupo. Por esta razóh se quiso verificar si 372-378, 1a mínima

secuencia reactiva con 33.8 capaz de bloquear 1a unión a GP-2 de

LCH(Tabla 9), podía bloquear la union del mismo ACMa la

glicoproteína de arenavírus del Nuevo Mundo.También se deseaba

comprobar que los aminoáoidos carboxiterminales

Leu-Glu-Hys-A1a—Lysno estaban involucrados en la reacciáh de

33.8 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 detalló antes, y se usd el AcHen
. . / . .inmunofluorescenCLasobre celulas infectadas con Tacaribe, usando
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células infectadas con LCHcomocontrol positivo. Los resultados

se muestran en 1a Tabla 10.

13h13 1Q¿ Actividad bloqueante de la unión de 33.6 a la

glícoproteína de arenavirus de péptidos derivados de 370-382 por

delecíones amínoy carboxíterminales. (Inmunofluorescencia).

_.;3L6__inm1b_a.dp_eo_u 1mmMmmm
EéDLLdQ céiulaanïecLasiawn

LCH Tacaríbe

368-378 PYCNYSKFHYL

370-378 CNYSKFHYL

372-378 YSKFHYL

353-370 * + +

Ninguno + +

*Control de especificidad

. . l . .Los resultados anterlores sugleren que 1a n1n1masecuenc1a
. I . _ . .antlgenlca con001da conservada en los arenav1rus a n1ve1 de la

. f . .gllcoproteína esta contenlda en el heptapéptldo 372-378. Este

contiene tres residuos conservados en LCH,Lassa (Viejo Hundo)
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(69), Pichindé (70) y Tacaribe (65) (Nuevo Hundo) (Fig.15), que,

junto con el resto de 1a secuencia, en 1a cual no hay diferencias

significativas entre los 4 virus (con 1a excepción del cambio de

Phe por Tyr en Lassa, comose vera mas adelante), constituye el

minimo epitope compartido por arenavírus del Viejo y del Nuevo

Mundo.

.1" S K F H Ï L

Eigi”15; Residuos conservados en LCH,Lassa,Pichindé‘y Tacaribe en

el segmento 372-378 de GPC dc LCH.

4 . 5.—Ami].115154119.l59.111.211;(lila.mspaciücidainLaLde.LAcILBiB.

(epitona_fiE:ZBl

El AcH9-7.9, que define el epitope GP-ZB en LCH(91), es

importante porque distingue entre los arenavírus africanos Lassa,

patógeno, y Hopcia (antes denominado Mozambique), no patógeno

(106). E1 hecho de que AcHsde reactividad tan diferente como

33.8 y 9-7.9 (Tabla 1) reconozcan especificamente 1a misma

secuencia de tan sólo 9 aminoácidos 370-378 (Tabla 3) hacía

particularmente interesante el estudio de GP-ZB.
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Si se comparan las secuencias de LCH,Lassa, y Pichindé en el

segmento correspondiente a 368-377 de GPCde LCH, se ve que en

Pichindé Ser en 373 está sustituida por Thr, y que en Lassa, Phe

en 375 por Tyr (Fig.16)

LCH PYCNYSKFHY

Lassa PYCNYSKXHY

Pichinde PYCNYIKFHY

Eig¿_¿ñ¿ Comparación de las secuencias de LCH, Lassa y Pichíndé

en el segmento correspondiente a 370-377 de GPCde 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 péptidos idénticos a 368-382 en los que se

habían reemplazado Ser 373 por Thr en un caso y Phe 375 por Tyr

en el otro. Es decir que las secuencias empleadas fueron

PYCNYTKFHYLEHAKy PYCNYSKÏHYLEHAKrespectivamente.

El extremo carboxiterminal de 378-382 se conservó porque se

deseaba estudiar específicamente el efecto de esos cambios
. . . . . l . .1nd1v1dua1es, y por conveniencia para la Sinte51s de los peptidos
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segun el método de Herrifield (134). Con estas secuencias se hizo

una titulación por ELISA, titulando simultaneamente el AcH33.6

comocontrol de que sólo resultaba afectada la reactividad de

9-7.9, o, en otras palabras, el epitope GP-ZB.Los resultados se

presentan en la Fig. 17 y en la Tabla 11. Ninguna de las

sustituciones afectó significativamente la reacción con 33.6,

comose 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, 1a sustitución Phe 375 por Tyr,

correspondiente a1 virus Lassa, produjo una caida dramática en el

mismo, sugiriendo que ese residuo puede ser crítico en la

estructura de GP-ZB.

Se debia comprobar que el cambio de reactividad se producía

también en solución, comoen los :asos anteriores, para lo cual

se hicieron las correspondientes reacciones en fase líquida entre

los péptidos y los AcHs, seguidas de "inmunoblots" para detectar

la capacidad de las secuencias de bloquear 1a unión de los

anticuerpos a GP-Z. En la Fig.18 se ve que 1a sustitución

correspondiente a Pichindé (Ser 373-——>Thr)no afecto 1a unión de

1a secuencia a ninguno de los AcHs, ya que fue capaz de bloquear

la reacción con la glicoproteína. La sustitución Phe 375--—>Tyr,
. . . ../ . ./

en cambio, Sl bien modifico sólo ligeramente la union a 33.6,
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ínhíbíá totalmente 1a reaccion con 9-7.9, como 10 demuestra 1a

ausencia de bloqueo de 1a unión de 9-7.9 a GP-Z.

L TH 1Mi
1,6­

g _
C

3 ¡,2­
:1

.9 —
U
C

3 0,8­
áa _
-<

0,4­

l l

0 6

-log dilución AcMs

Eig¿_L1¿ Reacción de 33.5 y 9-7.9 con péptidos con sustitucionespuntuales correspondientes a la secuencias de Lassa y Pichinde.
0:368—382; G:F(385)-—->Y; A:S(373)———>T;—-—33.6; ——-9—7.9
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t.
¡1

nun; Reacciónde los Aclls33.6 y 9-7.9 con péptidos
correspondientes a 369-382 de GPCde LCHcon las sustituciones

puntuales Ser(373)-—>Thr (Pic=Pichínd6) y Phe(375)—->Tyr

(Las=Lassa) en solucióh. Innunoblot. Los AeHsse incubaron con

lo; péptidos cono se indica en 1a leyenda de 1a Fig.6 y se usaron
.en innunoblot. Con: controi.
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Tabla 1]: Efecto de la sustitución de aminoácidos

correspondientes a las secuencias de Lassa y Pichindé sobre 1a

reactividad de 9-7.9.

Ser;qu Mide Ifinlun
ELISAm 8;L_&

GPC LCH 368-382 PYCNYSKFHYLEHAK >4ÜQSÜ >40960

S(373)-——-> T PYCNYÏKFWYLEHAK 40960 10240

F(375)-""—> Y PYCNYSKXWYLEHAK 10240 160

Este resultado. coincidente con el de ELISA,sugiere que para la

definición del epitope GP-ZBes importante la posición 375, y que

es critico que en la misma no haya un residuo Tyr.

El cambio de Phe por Tyr podría explicar que Lassa no

reaccione con 9-7.9.Quedaba aún por explicar la falta de

reactividad de Pichíndé con ese AcH, ya que el cambio de Ser 373

por Thr no tuvo ningun efecto. Dado que Pichindé posee 1a Phe en

375, comoLCH,es evidente que otros residuos están involucrados

en el epitope. Ademásdel reemplazo de Ser por Thr existen en

Pichindé diferencias en el extremo carboxilo de 1a 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 anino de

368-382 (residuos 365-367, Fig. 19) hay diferencias entre 1a

estructura de LCHy Pichindé que podrian ser importantes en 1a

determinación de la reactividad de este con 9-7.9: Gly 366 por

Lys y Het 365 por Ala.

LCH HGVEXQNÏSKFHXLEHAK

Pichinde AKIEXQHXTKFïXINDTI

Eigh4uu_Comparación de las secuencias de LCHy Pichindé en el

segmento 365-382 de GPCde LCH. Los residuos conservados están

subrayados.

Pura tratar de dilucidar Cuáles de esas sustituciones

determinan que Pichindé carezca del epitope GP-ZB,se trabajó con

las siguientes secuencias:

l) LCH GPC 365-382 HGVPYCNYSKFHYLEHAK

2) Pichindé GPC 373-390 AKIPYCNYTKFHYINDTI

3) Pichindé GPC 378-390 CNYTKFHYINDTI

4) LCH GPC 370-382 CNYSKFHYLEHAK
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Se decidió ensayar 1a secuencia 3, a pesar de haberse

determinado previamente que el extremo carboxilo no influía en

GP-ZB,porque podria ocurrir que hubiera influencia de residuos

ajenos a1 epitope o que este fuera discontinuo (130,133). Comose

señaló anteriormente, aminoácidos no pertenecientes al epitope

podrían cooperar en 1a determinación de la estructura del mismo,

y su sustitución podria alterar 1a estructura antigénica, o
destruirla.

Los resultados el ensayo de ELISAcon las secuencias 3 y 4 se

presentan en la Tabla 12 y 1a Fig.20. Se incluyó siempre el

ensayo con 33.8 comocontrol de que el unico epitope afectado

fuera GP-ZB. En efecto, 1a reactividad de 33.6 no varió

significativamente, mientras si lo hizo 1a de 9-7.9.

TabLaÚLZ¿Rcaetivídad de los AcHs 33.8 y 9-7.9 con secuencias

correspondientes a GP-Zde Pichindé.

Secuencia. Enigmas). título

3.3....6. 9.11.3.

GPC LCH 370-382 CNYSKFHYLEHAK 40980 40980

GPC Pích. 378-390 CNYTKFHYINDTI 10240 840
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La variacián en el titulo de 9-7.9 con 1a secuencia de

Pichindé sugería que el extremo carboxilo influye en la

definición del epitope en LCH,y que su sustitución determinaria

que Pichindé carezca del mismo. Sin embargo. cuando se midió la

capacidad de ambas secuencias de bloquear la unión de los AcHs a

GP-Z de LCHen "inmunoblot", los dos péptidos tuvieron la misma

actividad bloqueante (Fíg. 21), demostrando que, en solución,

9-7.9 no "ve" diferencias entre ambos. En este caso 1a variación

del titulo del AcHen ELISA(fase sólida) podría deberse a

alteraciones conformacionales producidas por la unión a la placa.



Ei¡¿_21¿ Actividad bloqueante de la secuencia correspondiente a1

segmento 378-390 de PichindéïInnunoblot. a) AcH33.6; b) Ac!

9-7.9. Los AcHsfueron preincubados con las secuencias 370-382 de

LCH(1), 378-390 de Pichindé (2) o con diluyente (3).
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Cuandose ensayaron los péptidos extendidos más allá del

extremo amino (secuencias 1 y 2), se obtuvieron los resultados de

la Tabla 13 y Fig. 22.

Iabla_L&¿ Reactividad de 33.8 y 9-7.9 con las secuencias 385-382

de LCMy 373-390 de Pichindé.

bienn;acia ¡Eating TítulunlefiA
3.3.1.6 SEL-1,3.

GPC LCH 385-382 HGMPYCNYSKFWYLEHAK 25600 102400

CPC Pic 373-390 AKLPYCNYTKFWYINDTI 8400 1800

Comose vc, hubo alteración en la reactividad de los dos AcHs

con estas secuencias. El título de 33.6 fue menor con el péptido

365-382 que con 370-382 (Tabla 12), sugiriendo que el agregado de

los residuos 385 a 387 habia modificado de alguna manera la

estructura de GP-ZA,pero ésta aun era antigénica; comose

esperaba, no hubodiferencia significativa de título de 33.8

entre 1a secuencia de LCHy 1a de Pichindé.

Con 9—7.9, en cambio, esa diferencia fue altamente

significativa (102.400 para el péptido correspondiente a LCH,

1600 para el correspondiente a Pichindé).
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Cuando se hizo 1a reacción en solución seguida de

"inmunoblot", se obtuvo menor actividad bloqueante de la union de

9-7.9 con la secuencia de Pichindé, aunque 1a diferencia no fue

tan grande como se esperaba de acuerdo con el título en ELISA

(Fig. 23). Con 33.8, en cambio, no se observaron diferencias.

Estos resultados no permitieron determinar exactamente que

residuos hacen que Pichindé no reaccione con 9-7.9, para de esta

manera definir precisamente el epitope GP-ZB,pero sugieren que

los residuos a 1a izquierda del extremo amino del segmento

?88-382 influyen en la conformación del mismo, quizá mediante
’ I . . .algun efecto cooperativo con los amino neidos carbox1-term1nales.
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‘ 1

' - K
3’ .Eig¿_23¿ Actividad bloqueante de péptidos correspondientes a 1a

secuencia 365-382 de GBCde LCHy 373-390 de GPCde Pichindéï

a) AcH33.8; b) AcH9-7.9. AcHspreincubados con diluyente (Con);

secuencia 373-390 de Pichindé (1); secuencia 365-382 de LCH(2).
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esmas:if mamente_aL_2ep.tid.9_.310;3.&Z

Habiendo establecido que el péptido 370-382 contiene un

epitope conservado en 1a glicoproteína de los arenavirus y que

existen AcHscontra el mismocapaces de reaccionar con esa

secuencia, era de interés determinar si esos ACHSestán

representados en la respuesta humoral de huéspedes infectados con

virus pertenecientes a este grupo, ya que existen sistemas en que

proteinas virales capaces de inducir una alta proporción de ACHS

nu provocan el mismogrado de respuesta cuando se estudian los

anticuerpos policlonales (135).

Sunrus inmunesprovenientes dc 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

1a placa de ELISA, como se había hecho con los AcMs, sin que

hubiera reacción entre los inmunosueros y la secuencia. Cuando se

repitió el ensayo usando 6 nmoles de péptido por microcubeta se

produjo la reaccion, comose muestra en la Fig. 24. Los

ínmunosueros empleados eran contra LCH(suero de cobayo

hiperínmune), Lassn (suero de mono Rhesus híperinmune) y Junin
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. . l . . 4(suero humano, de una 1nfccc1on de laboratorio, Siete anos
I r . .despues de la entermedad). Cono control negativo se usaron sueros

humanosdc cinco individuos no infectados con arenavirus.

Absorbancia(492nm)

0 l 2 3

-log dilución sueros

ELgLZQ¿Unión de sueros policlonales antiarenavirus a1 deptido
378-382. Las determinaciones se realizaron por duplicado; las
barras verticales representan dos desviaciones estándar.o—<33.6;

O:Suer0anti-LCH;O:suero anti-Junín; a:suero anti-Lassa;
A:2-L1.10 (control negativo); Azsueros humanosnormales
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Para determinar si la unidn era específica se titularon los

sueros en ELISAsimultáneamente con las secuencias adyacentes a

370-382 (353-370 y 378-391). Cono en el caso de los AcHs, 1a

unión a 370-382 fue específica (Tabla 14). Debe destacarse que en

este caso los títulos fueron mucho menores que con los ACHS,a

pesar de emplearse una cantidad de péptido 10 veces mayor.

Iablunig¿ Reactividad dc anticuerpos policlonales anti-arenavirus

con Los péptidos 353-370, 370-382 y 378-39l en ELISA.

GPC....353-QQLLHREHLRDLHGVPYCNïSKFEXLEHAKTQETfiVEKQr391...

Suero 353-370 370-382 378-391

Anti-LCH(cobayo) <5 320 <5

Anti-Junín(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 están conservados en LCH,Pichindé, Lassa y Tacaribe.
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Era necesario verificar que la unión suero-péptido Se producía

tanbien en solución, comp se había hecho con los ACHS,para

comprobar que la unión al péptido en 1a placa de ELISAno se

producía debido a la conformación particular adoptada por el
mismoadsorbido en 1a fase sólida.

Para ésto se incubaron dos diluciones (1:50 y 1:100) del suero

de cobayo hiperínmune anti-LCH con 370-382 y las aecuencías
adyacentes 353-370 y 378-391, y se usaron las mezclas de

incubación en "inmunoblots" de proteínas de LCM, como se había

hecho con los ACHS.Como se ve en la Fig. 25, también con el

anticuerpo policlonal hubo bloqueo específico de 1a unión a GP-Z

cuando se había preincubudo con 370-382, demostrando que la

reactividad del suero policlonál con los péptidos era comparable

a La de los ACHS.
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Eig¿_25¿_Efecto inhibidor de 1a unióh a GP-Zdel suero anti-LCH
dgbída a la preíncubaeióh con 370-382; ias diluciones de suero

indicadas fueron incubadas con 50 ug de péptidos y usadas en

innqnoblot, cono se indicó en la Fig.6.
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ComoGP-Zcontiene al menos tres epitopes (91), y se trataba

de un anticuerpo policlonal, el efecto bloqueante no podía ser

total, ya que el péptido contiene sólo a los epitopes A y B. El

suero debía reaccionar con el tercer epitope, GP-ZC,y

eventualmente con otros que pudieren existir y que aún no han

sido definidos. En efecto, cuando el tiempo de exposición del

"inmunoblot" fue mayor se pudo detectar una débil banda

correspondiente a GP-Zen las tiras correspondientas a1 suero

preincubado con 370-382, aunque en este caso 1a radioactividad de

la banda NPera tan alta que dificultuba considerablemente la

interpretación del resultado. Para tratar de cuantificar el
efecto inhibidor de la unión a GP-Z debido a 370-382 se cortó la i

zona correspondiente a GP-Zde las tiras del "inmunoblot" y se'vk:

midió ln radioactividad dc las mismas (cpm de I125). La Tabla }5“
presenta los resultados: 1a secuencia 370-382 inhibió 1a uníón'a

GP-Z, en promedio, en un 72%.

Los resultados presentados en esta sección demuestran que 1a

secuencia 370-382 contiene un epitope que es inmunológicamente

activo en infecciones por arenavírus del Viejo y del Nuevo Mundo,

en diversas especies animales.
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Ïahla_lfi¿ Porcentaje de inhibición de la unión del anticuerpo

policlonal anti-LCH a GP-2 por los péptidos 353-370, 370-382 y

378-391. La zona correspondiente a 1a banda GP-2 en las tiras del

inmunoblot se cortaron, y se midió la radioactividad de 1a
l ­Protelna A-1125 unida.

mmoLdg hummermnnmwgémdg
511.1213.9. :151fi29___310:_3_8.1__318;3&l_t{ingum

1:50 18(1116)a 78(388) 0*(1964) 0(1323)

1:100 0(1L80) 66(312) 5(877) 0(918)

. ta: Entre paréntesms: cpm de Proteina-A 1125

*: 0 indica rudiouctividad mayor que en el control.

4.6.b):Reactiïidad_delwsuenomantimLCHúoQu_péctidgs_cgn_dclecignea

aming_y_garhoximternin es

Una vez establecido que el péptido 370-382 induce una

respuesta humoral en el huésped infectado, resultaba de interés

determinar cuál es 1a mínimasecuencia antígéníca para el

anticuerpo policlonal.
El suero hiperinmune de cobayo anti-LCH se hizo reaccionar con

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

Tabla 16. Se hizo una titulación simultánea de los AcHscono
. I

compara01on. %

(492nm)

Absorbancia

.0.0 ¿N0')

ll

SD A)

l

-log dilución suero
ELgA_Zfi¿Reactívidad de suero hiperínmune de cobayo antí-LCH con

secuencias derivadas de 368-382.1: PYCNYSKFHYLEHAK;2:

CNYSKFHYLEHAK; 3: YSKFHYLEHAK; 4: KFHYLEHAK; 5: HYLEHAK.
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Comopuede observarse el titulo del suero disminuyó mucho más

rápidamente que el de los ACHSal eliminarse residuos del extremo

amino de 368-382, no habiendo reacción con la secuencia 372-382,

que aún era reactiva con los AcHs. Debe destacarse, sin embargo,

que se usaron sólo 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

reaccionar (Tabla 14), se puede inferir que aumentando 1a

cantidad de 10s péptidos más cortos de la Tabla 18 podria

obtenerse un titulo más alto con el antisuero. Es evidente en

este caso, como con los ACHS,1a importancia de los residuos

370-37] (Cys-Asn) en cl epitope GP-ZA.

Cuandose probó la reactividad en solución de 1a primer serie

de péptidos (Experimento 1) incubando el suero con los péptidos y

haciendo"inmunoblot" se encontró que, contrariamente a lo

esperado de acuerdo con los resultados de ELISA, tanto 372-382

como374-382 habian reaccionado apreciablemente con el antisuero,

ya que bloquearon parcialmente la unión del mismo a GP-Z

(Fig.27). Deberecordarse que con el anticuerpo policlonal el

bloqueo de la unión a la glicoproteína no puede ser total debido

a que se produce la reacción con los otros epitopes de 1a misma.
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Inhln_lfi¿ Título en ELISAde suero hiperinnune anti LCHcon

pébtidos derivados de 388-382.

Mungia.

Experimento 1

368-382

370-382

372-382

374-382

378-382

Experimento 2

388-378

370-378

372-378

Eéet i dQ 11mm.“ .211.ELLíA

Smajnti 3.3.413:7...9.

Lau

PYCNYSKFHYLEHAK 180 >40980

CNYSKFWYLEHAK 40 >40960

YSKFHYLEHAK (10 2560

KFHYLEHAK 10 40 10

WYLEHAK <10 <10

PYCNYSKFHYL 160 >40980

CNYSKFHYL NR* 6400

YSKFHYL (10 1600 100

*NR: No realizado
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Bloqueode 1a unío'na GP-Zdel suero anti-LC)!debida a

péppidos derivados de 368-382por deleciones aninoternínales.
Innunoblot. Con: Control (suero incubado con diluyente); 1:

PYCNYSKFHYLEHAK ; 2 : CNYSKFHYLEHAK;

3: YSKFHYLEHAK.
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Ademásde las posibles diferencias conformacionales que

podrian limitar la reacción en ELISA, se debe tener en cuenta que

en solución se presentaron al suero entre 6 y 10 nmoles de

péptido, según su peso molecular, mientras que en fase sólida

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

4.6.c):muummmmmmmm.-mmmnnéntidnuon_sustitu
yJarssa

Para tratar de dilucidar qué residuos, dentro de la zona

antigénica en estudio, eran importantes en la determinación de la

especificidad del antisuero contra LCH,se tituló'este en ELISA

con los péptidos con las sustituciones puntuales correspondientes

a Lassa y Pichindé (Phe 375—-—>Tyr y Ser 733———>Thr,

respectivamente), y con las secuencias con el extremo carboxilo y
amino de Pichindéï En todos los casos se hizo la titulación

simultánea con la respectiva secuencia de LCHy con los AcHs 33.6

y 9-7.9, comocontrol.

Comose ve en la Tabla 17, hubo absoluta especificidad del

antisuero para los péptidos correspondientes a LCH.Es decir: el

inmunosuero "vio" las diferencias en las secuencias que los AcHs

no distinguieron.
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Sin embargo, cuando se hicieron las reacciones en solución

seguidas de 'innunoblot" (Fig.28), se observó que los péptidos

con las sustituciones puntuales Ser373—-—>Thry Phe375—-—>Tyr

bloquearon parcialmente la unión a GP-2, demostrando que había

ocurrido cierto grado de reacción, que fue menor con la secuencia

con la sustitucidn de Lassa (menor bloqueo), confirmando la

importancia de la posicidn 375 en el epitope GP-ZB.

Tanto con los péptidos con deleciones amino terminales como

con los que tenian deleciones puntuales, la reacción en solución

del inmunosuero fue similar a la de 33.6 (Fig.13 y 18). Con la

secuencia Cys-Asn—Tyr—Lys-Phe-Trp-Tyr-Asn-Asp-Thr-Ile, del virus

Pichindé, en cambio, el suero no reaccionó en solucion, y la

secuencia no bloqueo la unión a GP-Z (Fig.29). Esto demuestra que

cl extremo carboxilo es importante en la respuesta poiiclonal, ya

que lu sustitución de Ser373 por Thr no habia sido suficiente

para suprimir la reacción. Puede ser que el extremo carboxilo

378-382 (residuos Leu-GlunHys—Ala—Lysen LCH) forme parte del

epitope GP-ZC, el tercero definido en GP-Z (91), en cuyo caso el

suero anti LCHno reaccionaria cuando se sustituye por

Ile-Asn-Asp-Thr-[le.
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Inhla_11¿ Reactividad en ELISAdel suero anti LCHcon péptidos

correspondientes a Lassa y Píchíndé.

Secuenein

Experimento 1

GPC LCM 368-382

Ser(373)-—>Thr

Phe(375)-—>Tyr

Experimento 2

GPC LCH 370-302

GPC Pic 373-390

Experimento 3

GPC LCH 365-382

GPC Pic 373-390

PYCNYSKFHYLEHAK

PYCNYTKFHYLEHAK

PYCNYSKYHYLEHAK

CNYSKFHYLEHAK

CNYTKFHYINDTI

HGVPYCNYSKFHYLEHAK

AKIPYCNYTKFHYINDTI

WELLSA
(¿Milán 3.3...6.9;'L._9_

160

10

10

160

<10

160

<10

>40960

>40960

10240

25600

6400

10240

160

40960

640

10240

1600



Éig¿_Zfi¿,Bloqueo de la unióh a GP-2 del suero anti-LCH debida a

pébtídos derivados de 368-382por sustitución puntual de

aminoácidos. Con: Control (suero íncubado con diluyente);

lzPYCNYSKFHYLEHAK; 2:?YCHYTKFHYLEHAK(Ser 373-—>Thr);

3:6iCRYSKYUYLEHAK(Phe 375—->Tyr).
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¡»y

EiEL_Zfl¿.Bloqueo de 1a unión a GP-Z del suero anti-LCH debida a

secuencias correspondientes a LCHy Pichindé.

Con: Control (suero incubádo con diluyente);1:0RYSKFHYLEHAK

(LCH): 2:CNYTKFHYINDTI(Pichindé).
a
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4.7. -Eo_ten.cial_utilidad_de_smmncins_c_arresagndimtes_a_GE_Z­

umJa_de_te_ccíáLde__ínf_eecimes_pnr_mnnflLus

LZLQLRMíánJisnfiLQLMmWWM
:310;Ál&2.Y__3.6_8;3_8.2.

La reactividad especifica de sueros policlonales

antiarenavirus con el péptido 370-382 sugería 1a posibilidad de

usar dicha secuencia para 1a detección de infecciones por dichos
virus.

Para investigar esta posibilidad sueros de individuos

infectados con diferentes urenavirus del Viejo y del NuevoMundo

varios años antes del momentodel ensayo fueron probados en ELISA

con Ljug de 105: péptidos 370—382 y 368-382.

La Tabla 18 describe las caracteristicas de las primeras

muestras eusuyndas. Estas habían sido enviadas por el Dr.Robert

Shupe, de Yale Arbovirus Research Unit, de la Universidad de

Yale, y habían sido extraídas en las fechas indicadas, entre 8 y

20 años antes de nuestro estudio. Cono control negativo se

emplearon 5 sueros humanosde individuos sin antecedentes de
. . z .1nfecc1on por arenav1rus.
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Inhla_1fl¿ Listado de muestras de sueros

enviadas por el Dr­

Sam

10+

11

12

13

Robert L. Shope.

1333113.419. lWan
NR*

9/8/67

5/12/78

(9 anos pi)@

NR

21/9/68

NR

5/12/78

20/7/79

9/8/67

5/12/78

NR

humanosantiarenavirus

lima

Pichindé

Junín (LIN>4)#

Lassa

Píchíndé

Junín

Píchindé

Junín (LIN>4)

LCH

Píchíndé

*NR:No registrado; #LIN: Logaritno del Índice de neutralización;
Qpi: post infeccion; + Muestras pertenecientes a1 nisno
indíviduo.Todas las muestras fueron ensayadas en julio de 1987.

.100



Se ensayaron las secuencias 370-382 y 388-382, haciendo la

reacción simultáneamente con 353-370 y 378-391 como controles de

especificidad. Con 370-382 no hubo reacción apreciable, pero con

el segmento 368-382 se obtuvo reacción con las 13 nuestras

probadas (Fig.30). Huboconsiderable dispersión en los niVeles de

densidad óptica y en los titulos alcanzados, pero todos

estuvieron por encima de los valores de los sueros nornales. En

ningún caso hubo unión a las secuencias 353-370 o 378-391.

Tambiénse ensayaron sueros de pacientes infectados con virus

Lassa, enviados por el Dr.Joseph McCormick,del Center for

Disease Control, Atlanta. Las características de estas muestras

se desconocían, dc manera que se trabajd'sin saber cuáles

provenían de individuos infectados y cuáles no. Sobre un total de

23 muestras, se obtuvieron 20 positivos reales, dos falsos

positivos y un falso negativo.
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-log dilución de suero

Eig*_3u¿_Reactividad de sueros humanosantlarenavírus con el
péptído 388-382. Los números corresponden a los indicados en 1a
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. Hc Cornick,

se obtuvo reacción positiva en un 92 Z de los casos.

Por otro lado, placas sensibilizadas con 1 Pg por microcubeta
de las secuencias 353-370, 370-382 y 378-391 fueron enviadas a1

Dr.Peter Jahrling. del United States ArmyResearch Institute of

Infectious Diseases, Fort Detrick. El Dr.Jahr1ing no habia sido

informado sobre cuál era el pébtido reactivo. Después de ensayar

sueros humanos, de cobayo y de mono Rhesus contra diferentes

arenavirus,obtuvo reacción positiva en el 100 Z de los casos, sin

falsos positivos.
Los resultados obtenidos con las secuencias 388-382 y 370-382

son alentadores en cuanto a la posibilidad de su empleo para la

detección de infecciones por arenavirus.

. . / . . - .4 .8. -Rtuu:LQII..bJ.(LL(Ígl¿La_dLlfl_S_l-LCHXBMUL_31.Ü;_3_L&

Habiendo verificado la inmunodominancia de GP-ZAen las

infecciones por arenavirus, se trat6 de dilucidar cuál es la

función biológica de dicha secuencia, qué rol cumple durante 1a
. . Í . . I .infec010n, y Sl la respuesta inmunologica es protectora.

Aunquelos resultados son insuficientes para llegar a una
. l . - . . . .conclus100 definitiva, se menc1onaráhbrevemente las exper1enc1as
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realizadas, ya que pueden contribuir a 1a respuesta a estas

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

El estudio "in vitro" se realizó trabajando con uno de los

ACHSque definen al epítope, 33.8, analizando si el mismoejerce

algún efecto sobre la neutralizacidh del virus LCH.

Se estudió la actividad neutralizante de 33.6 en presencia de

complementoy el efecto ejercido por 33.8 sobre la neutralización

mediada por otros AcHs.

Los resultados preliminares indicaron que el ACMno ejerce

actividad neutralizante en presencia de complemento, comoocurre

con otros ACHScontra LCH(113). Con respecto a la influencia de

33.6 sobre la neutralización por otros ACHS,se obtuvo evidencia

que indicaría que un AcHanti-GP-l de LCH,dirigido contra un

sitio no ncutralizante, tendría cierta actividad neutralizante en
presencia de 33.6. De verificarse este resultado, muypreliminar,

implicaría un efecto cooperativo en la neutralizacióh viral por
parte de 33.6, y, por lo tanto, la secuencia 370-378 estaria
involucrada cn la neutralizncidh.

La Dra.Kathryn Wright, en el laboratorio del Dr.Buchmeier.

realizó ensayos para determinar si 33.6 está involucrado en 1a

citotoxicidad celular mediadapor anticuerpos, con resultados

preliminares negativos.
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Para el estudio "in vivo" se inocularon cobayos con 1a

secuencia 370-382, estudiando la respuesta de anticuerpos

inducida por el mismo, y tratando de determinar si ejerce algun

efecto a nivel de la inmunidadcelular.

Se inmunizaron 6 cobayos con el péptido 370-382 acoplado a

KLH.Estos animales produjeron anticuerpos antipéptído y anti

LCH,detectables por ELISA. Cuatro animales fueron

sacrificados,sus bazos se extrajeron y los esplenocitos se

emplearon en un ensayo estándar de proliferacion de linfocitos

frente al desafio con LCH.En dos casos hubo proliferación, con

índices de estimulación (128) de 2,4 y 8,3.

Este resultado, de verificarse, indicaría que la secuencia
está involucrada en la inmunidad celular.
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5 . - DIBÁZUSION.

El objetivo de este trabajo fue localizar sitios antigénícos
conservados en 1a familia Arenaviridae. En esta familia viral se

incluyen virus patógenos para el ser humano: Lassa, causante de

1a fiebre de Lassa; Junin y Hachupo, agentes de la Fiebre

Hemorrágica Argentina y Boliviana respectivamente, y LCH,agente

de la coriomeningitis linfocitaria y prototipo de 1a familia.

La importancia de los estudios aquí presentados radica en 1a

potencial utilidad de los antígenos conservados comoelementos de

diagnóstico o profilaxis. Este tipo de análisis también puede
contribuir al conocimientode ia evolución de esta familia viral:

dado el alto grado de reactividad cruzada en reacciones de

inmunofiuorescencia y de fijación de complemento (95) y el

considerable porcentaje de homologíaentre las proteínas

estructurales que han sido secuenciadas, se postula la existencia

de un ancestro comúnpara estos virus (69). Una manera de

estudiar esta posibilidad es mediante el análisis de antígenos

compartidos por los miembros de 1a familia.

La localización y secuenciaciñh de sitios antigénicos se logró

utilizando una serie de péptidos sintéticos derivados de 1a
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secuencia de amino ácidos predicha para GPC, el precursor celular

de las glícoproteínas estructurales GP-l y GP-Zde LCH(60, 69).

Trabajando con dichos péptidos se localizó el sitio de unión a

GP-Zde tres AcHscontra dos determinantes antigénicos

diferentes, distinguibles por analisis topográfico (91).

La metodologia empleada fue diferente de la usada por la

inmunoquímicaclásica, que es larga y laboriosa, ya que requiere

el aislamiento y purificación de 1a proteina en estudio, seguida

de sintesis de análogos de la proteina y de péptidos

correspondientes a la región antígenica, cuya reaccioñ con

antisueros contra la proteína original y contra los análogos

sintéticos se analiza para determinar cuales son los residuos

importantes para los diferentes epitopes (130). El primer estudio

inmunoquinico que se realizó fue el de la mioglobina, y demandó

lO años para completarse(132). Poco después el mismo grupo de

trabajo termino el análisis inmunoquímicode la lisozima (129),
. alque se realizó en 11 anos.

Siendo los arenavirus difíciles de purificar debido a la pobre

replicación de los mismosen cultivos celulares, y, en el caso de

los patógenos, a las instalaciones especiales requeridas para su

manipuleo(1), las dificultades para aplicar las técnicas
I _ / .01a51cas son aun mayores que en los casos antes men01onados.
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Actualmente la posibilidad de predecir secuencias proteicas a

partir de secuencias de ácidos nucleicos ha hecho innecesaria

la etapa de aislamiento y purificación de la proteína en estudio,

que involucra aislamiento y purificación viral previos,

facilitando así el análisis inmunoquimico.Esta ventaja sobre la

inmunoquímicatradicional se combina con la relativa facilidad y

rapidez para sintetizar péptidos por el metodode Herrifield

(134), modificado por Houghten (138), junto con la eficacia de

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

Desde la década del 40 se sabía que anticuerpos contra

fragmentos peptidicos de una proteína eran capaces de reaccionar

con la proteina parental (138, citado por Atassi en 130).

Posteriormente sc demostró la posibilidad dc obtener anticuerpos

contra el virus del mosaico del tabaco inmunizando con péptidos

derivados del mismo(139). En todos los casos se trabajaba con

péptidos obtenidos por digestión enzimática de las proteínas

correspondientes purificadas,lo que hacía el análisis más
complejo de lo que resulto’en nuestro trabajo, en el que, comose

. l . . — .mencxond,seemplearon peptidos Sinteticos.

En vista de lo complejo que había sido el analisis antigehico

de la mioglobina y el de la lisozima, Kazim y Atassi comenzaron a

usar péptidos sintéticos que cubrían la longitud de la proteína
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en estudio cuando se trataba de analizar epitopes continuos o

secuenciales (140), es decir aquellos formados por aminoácidos
. . . Y . .ubicados uno a cont1nuac1on del otro en 1a secuen01a proteica

(177).

El métodoconsiste 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 número de péptidos necesario. Comola

determinación por Atassi y col.de varias estructuras antigénicas

demostro que los cpitopes continuos se encuentran en la

superficie de las proteinas (129.155), el numerode péptidos a

sintetizar puede ser muchomenor si se seleccionan para el
. ' . , . . . l .estudio pcptidos que correspondan a la superficie de la molecula.

Por esta razdn los péptidos ensayados en este trabajo fueron

seleccionados de acuerdo con su hídrofilicidad (Fig.3), y en su
lmayoria tenían extremos superpuestos.

El número de residuos superpuestas y 1a longitud de los

péptidos variaban debido a que se eligieron, siempre que fue

posible, secuencias que tuvieran Cvs en un extremo, ya que este

aninoácido es necesario para acoplar el péptido a KLH("keyhole

lymphet hemocyanin"), 1a proteína portadora para preparar

antisueros (125).
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Otros autores han sintetizado sistemáticamente todos los

péptidos superpuestas de la misma longitud que abarcaban la

totalidad de la 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 Heloen y Barteling mapearon, también con

hexapéptidos, los epitopes en VPl de diferentes serotipos del

mismovirus (143)-Estos últimos observaron que los péptidos

antigénicos correspondían a zonas de alta variabilidad de

residuos, y que el perfil de hidrofilicídad no necesariamente

indicaba las zonas untigénicas, por lo que, para el análisis por
f l z . . .llos eno1rad0, resultaria mas util selecoionar los péptidos{Í}

Isegun o! perfil de variación de amino acidos. Esto es lógico,

considerando que ellos estudiabun epitopes neutralizantes, y que

se postula existe una presión selectiva ejercida por los
anticuerpos sobre esos epitopcs, que variarían para permitir al

virus escapar a la neutralización (178). En nuestro estudio se

trataba de localizar epítopes conservados, definidos por AcHsque

en inmunofluorescenciu reaccionaban con la superficie celular

(108), por lo que el perfil de hidrofílicidad, indicador de zonas
l . . .de la molecula expuestas en la superf1c1e de la envoltura Viral,
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debe ser un indicio mejor que 1a variabilidad de aminoácidos para
. Iubicar esos antigenos.

Varias proteínas virales han sido estudiadas desde el punto de

vista inmunoquimicoempleando este método: La estructura

inmunogénica de la hemoaglutinina de Influenza A fue analizada

mediante péptidos sintéticos parcialmente superpuestas; los

péptidos utilizados eran de longitud variable, de acuerdo a la

presencia de residuos Cys que permitieran acoplarlos a KLH,o de

Tyr que permitieran 1a marcación con I131 (144).Trabajando con

virus Herpes Simplcx, Heber-Katz y Dietzschold midieron la

reactividad dc péptidos sintéticos correspondientes a gD, la

principal proteina inmunogénica,con sueros específicos anti-gD.

para localizar determinantes antigehicos (145). Con péptidos

sintéticos correspondientes a secuencias hidrofílicas del
antígeno de superficie del virus de la Hepatitis B se indujo la

formación de anticuerpos anti-Hepatitis B cn conejos y ratones

(148,147). Elder et a1. localizaron regiones neutralizantes en la

envoltura del virus de 1a leucemia felina, pero no trabajaron con

péptidos superpuestas, sino con zonas adyacentes (148). También

de han empleadopéptidos sintéticos para estudiar sitios
ínmunolóéicamenteactivos del virus rabico (149).
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Ademásde la posibilidad de predecir secuencias proteicas a

partir de ácidos nucleicos y de sintetizar un alto numerode

péptidos en tiempos relativamente cortos, la disponibilidad de

AcMsrepresenta otra ventaja sobre las técnicas tradicionales- El

uso de AcHscombinado con la técnica de "inmunoblotting" (127)

permite identificar con precisión en que'proteina viral se
encuentra un epitope, sin que sea necesario aislar esa proteína.

Habiéndose determinado que los AcHsque interesaban a nuestro

estudio reaccionaban con GP-Z (91), se estudió la reactividad de
. I . .los mismos solamente con peptLdos derivados de esa proteína.

E"os AcHsn-denominados 33.8, 83.8 y 9-7.9-— se unieron

específicamente al péptido correspondiente a la secuencia 370-382

de GPC. 33.5 y 83.6 definen el epitope GP-ZA, y 9-7.9 define el

epitope GP-ZB(91). Comose ve en la Tabla 1, la especificidad

viral de los AcHses muydiferente: 33.6 y 83.8 reaccionaron con

todos los arenavirus ensayados, y 9-7.9 sólo lo hizo con LCHy

Hopeia; aun cuando Parckh y Buchmeier habían demostrado 1a

parcial superposición de GP-ZAy GP-ZB(91) resultaba interesante

que sus epitopes parecieran estar confinados a un segmento de tan

sólo 13 aminoácidos de longitud.
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Se verificó que los AcHsreaccionaban con la secuencia 370-382

en fase solida (ELISA) y en solución (Tabla 3, Fig. 7), y que 1a

reacción con el péptido bloqueaba 1a union de los anticuerpos con

la glicoproteina viral, ya fuera desnaturalizada o en estado

nativo (Figs- 7 y 8).

Comose ha dicho, la secuencia 370-382 corresponde a un sitio

hidrofílico de GP-Z, altamente conservado entre los arenavirus

cuya secuencia se conoce. El grupo de residuos conservados

incluye una dupla Pro-Tyr a la izquierda del extremo amino de

37flu382, por lo que en ensayos posteriores sc utilizó el péptido
r n . . l¿DS-382, que tambien reaccrono con nuestro panel de ACHS.

LCH (cepas HE y Armstrong) P Y C N Y S K F W Y L E H A K

Lassa (cepa Jos) P Y C N Y S K Y H Y L N H T T

Pichindá (cepa 3739) P Y C N Y T K F H Y I N D T I

Tacaribe (cepa TRVLII 573) P Y C N Y T R F H Y V N H T L

Ejg__3Q : Comparación de 1a secuencia 368-382 de GPC de LCHcon

secuencias equivalentes de otros arenavirus.
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El alto grado de conservación del extremo amino de esta

Secuencia (Fig. 30), y el hecho de que indujera 1a formación de

AcHssugiere que puede ser un componente importante de los

arenavirus desde un punto de vista estructural o funcional, por

lo cual se trato de profundizar el análisis.

Mediante péptidos derivados del original por deleciones amino

y carboxíterminales se intentd definir los limites de ambos

epitopes, siempre determinando 1a reactividad en fase sólida (en

ensayos de ELISA), y en solución. E1 grado de reacción

páptido-unticuerpo en solución se determinó tomando como

parámetro ln capacidad de cada secuencia de bloquear 1a unión a
. I .la glicoproteina Viral.

Los resultados de estos experimentos, que se sumarizan en la

Tabla 19, permiten inferir que ci minimositio de unión de los

AcHsensayados abarca los residuos 370-378. El extremo

carboxiion-Lou—Glu-His-A1anLys—-noinfluyó en la reactividad de

ninguno de los dos AcHs, ya que su eliminación no afectó el

Eitulo en ELISAni la actividad bloqueante (secuencia 368-378), y

los péptidos 374-382 y 376-382 tuvieron poca o ninguna

reactividad. 370-378, que es 1a menor secuencia ensayada,

reaccionó en ELISAen fase sólida y fue capaz de bloquear 1a
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Tabla 13: Efecto de delecíones amino y carboxíterminales sobre 1a

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

Título

en ELISA

GBC Pébtido 33.6 9-7. 9-7-9

Experimento l

368-382 PYCNYSKFHYLEHAK >4D.960 +

370-382 CNYSKFHYLEHAK >40.960 +

372-382 YSKFHYLEHAK 2.580 +

374-382 KFHYLEHAK 40 10 +n

378-382 HYLEHAK <10 (10

Experimento 2

368-378 PYCNYSKFHYL >40.960 +

370-378 CNYSKFHYL 6.400 +

372-378 YSKFHYL 1600 100 +



unión a GP-2 de ACHSdirigidos contra los dos epitopes, GP-ZAy

GP-ZB.

E1 péptido 372-378 tuvo actividad bloqueante,pero su

reactividad con 9-7.9 (GP-28) en ELISAfue baja. La razón de esta

diferencia no es clara. Posiblemente restricciones

conformacionales aplicadas a la secuencia por la unión a la placa

de ELISAdisminuyeron la reactividad; estas restricciones es
I .probable que sean mayores cuanto mas corto es el péptido.

Hounhten et 31., trabajando con péptidos de la hemoaglutinina

de Ïnfiunnza A, observaron que al variar la concentración del

péptido en 1a placa de ELISAvariaba 1a sensibilidad del ensayo a

1a sustitución de aminoácidos ([50). Atribuyeron las diferencias

a cambios en el tipo de interacciones entre las moléculas de

péptido al variar la concentración. En nuestro caso, puede que al

disminuir c1 tamaño del péptído hayan cambiado las asociaciones

entre los residuos involucrados en 1a reacción con los AcHs.

Por otra parte, puede haber ocurrido alguna diferencia debida
a factores cuantitativos: en las reacciones en solucion 1a

relación delnmoles de péptido aípg de IgG monoclonal fue de 0.1,
mientras en ELISA, en 1a dilución inicial de AcH(1/10) esa

relación era 0,00041pm01espéptido/ug IgG. Sin embargo, si esta
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diferencia en la concentración de péptido fuera la única razón de

la distinta reactividad en fase sólida y en solución, debería

haberse observado un efecto de prozona (151) al aumentar la

dilución de AcHen ELISA, algo que nunca ocurrió.

i se supusiera que la baja reactividad en ELISAes unU)

artificio debido a la adsorción del péptido a la fase solida, y
se tuviera en cuenta sólo el resultado de la reacción en

solución, el mínimosegmento representativo de ambos epitopes,

GP-ZAy B, sería 372-378, pero considerando los resultados cn

conjunto debemosdecir que dicha secuencia mínima está

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

372m378, en cambio, representa la minima longitud de GP-ZA,

como lo demuestran la unión a 33.6 tanto en fase sólida como cn

solución, junto con la capacidad de bloquear la unión de esc AcH

u la glicoproteína de arenavirus del NuevoMundo(Tabla 10). El

tamano coincide, comose dijo, con la longitud "teórica de un

epitope y de algunos que han sido descriptos. Elder y

colaboradores determinaron que la mínima longitud de un sitio

neutralizunte del virus de la leucemia felina es de cinco

aminoácidos, y verificaron que la eliminación de un solo residuo,
. . l . .ya fuera en el extremo amino o carbox110, abolia toda react1v1dad

(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 demostro que se requieren siete hidratos de

carbono para que un oligosacárido se una a anticuerpos (152), y

trabajos posteriores demostraron que el número mínimode

aminoácidos necesario para conformar un determinante antigénico

está entre 5 y 7 (132,153), así comoque el sitio de combinación

de un Ac permite "acomodar"entre 5 y 7 aminoácidos (154). Sin

embargo, Holocn et ai. obtuvieron unión de AcHsa péptidos de 3,

4 y 5 aminoácidos de longitud (155). La metodologia empleada por

estos autores para determinar cuál es 1a minima longitud y cuáles

son los aminoácidos esanciales para epitopes de virus aftoso fue

diferente de la empleada por nosotros: trabajaron con péptidos de

3, 4 y 5 aminoácidos de longitud a Los que se iban adicionando

los aminoácidos restantes en el extremo amino y/o carboxilo

En 372-378 sólo hay tres residuos conservados en los

arenavirus LCH,Lassa (Viejo Hundo), Pichindé y Tacaribe (Nuevo

Hundo) (Fig.31).

En Pichindé y Tacaribe, Ser está sustituida por Thr; en

Tacaribe, además, Lys está reemplazada por Arg. Estas son

sustituciones conservativas, que no involucran cambios
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significativos de polaridad, carga o tamañode 1a cadena lateral

del residuo. En Lassa, en cambio, 1a sustitución es más

importante, ya que reemplazar Phe por Tyr implica introducir una

diferencia en 1a polaridad (Fig.32). Sin embargqésto no afectó

significativamente 1a unión a 33.6, por lo que se puede inferir

que ese residuo (Phe) no es un sitio de contacto importante para

el ACM(Tabla 11 y Fíg. 18).

LCH _Ï S K F_H_X L

Viejo Mundo

Lassa _I S K Y,ï_1 L

í Píchinde’ __Y_T K BLI INuevo Mundo

Tacaribe _X.T R F_H_1 L

Eigrflfil; Secuencia de aminoácidos de 1a glicoproteína de

urenavirus del Viejo y del Nuevo Hundo en el segmento

correspondiente a 372-378 de LCH.Las cepas de virus son LCH:HEy

Armstrong; LassazJos; Pichindé:3739; Tacaribe:TRVLII 573.
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E1 minimo epitope conservado en GP-Z consistiría de una

secuencia de 6-7 aminoácidos. Tres dc esos residuos están

conservados en las glicoproteínas de arenavirus analizadas, y los

restantes son reemplazados por aminoácidos equivalentes en cuanto
. Na carga, polaridad y tamano.

Aunquees necesario conocer las secuencias de otras

glicoproteínas de arenavirus, la reactividad de 33.8 con todos

ellos y 1a especificidad de 1a reacción con los péptidos

ensayados sugiere que esto se cumple para toda 1a familia

Arenaviridae

Para analizar el epitopc GP-ZBse probaron péptidos idénticos

a 388-382 de LCHpero con las sustituciones puntuales

correspondientes a Pichindé (Ser 373 por Thr), y Lassa (Phe 375

por Tyr). La reactividad de 9-7.9 y 33.6 no fue afectada por la

primera, mientras la segunda, que afecto sólo ligeramente 1a

reacción con 33.8, eliminó totalmente la unión a 9-7.9. Esto se

resume en 1a Tabla 20.

Esto confirma el hecho de que en 388-382 los AcHs estaban

"viendo" dos epitopes diferentes, y permite suponer que el

reemplazo de Phe en 375 por Tyr en Lassa puede ser crítico para

GP-ZB,determinando 1a falta de reacción de este virus con 9-7.9.
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Para poder afirmar que la Phe es esencial para GP-ZBse

deberia haber comparadola reactividad con 9-7.9 de los péptidos

obtenidos reemplazando ese residuo por cada uno de los 19 amino

ácidos restantes. Geysen et al. determinaron con este sistema que

el epitope representado por los residuos 146-152 de VPl del virus

aftosa depende de in presencia de Leu en las posiciones 148 y

151, que son irreempiazables por otros aminoácidos, y que existen

residuos que contribuyen a1 epitope y otros que son

"indiferentes", es decir que pueden ser sustituidos por cualquier

aminoácido (142). De 1a misma manera Houghten estudió la

influencia que la sustitución de residuos en 1a secuencia 75-110

dc lu hemougiutininn de Influenza A ejerce sobre ia unión de AcHs

con el páptido y encontró que un aminoácido (Asp en posición 101)

es indispensable para que haya reacción (i36). Los resultados

aqui presentados no demuestran, como se dijo, que Phe 375 es

indispensable para GP_ZB,pero sugieren fuertemente que Tyr en

esa posición es suficiente para destruir dicho epitope.

fAunqueno hemos aplicado la sustitucion de aminoácidos de la

manera "tradicional" usada en los casos antes mencionados,

nuestra estrategia de reemplazar ciertos residuos por los

correspondientes de los arenavirus no reactivos con el AcHen

estudio permitió obtener evidencia de que el reemplazo de un solo
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. l . . . - . - .an1noac1does suficiente para destruir el determinante antigénico

definido por ese AcH.

Nuestro resultado indica también que en el epítope intervienen
. Í . . . .otros am1n0a01dos, ya que Pichindé y Tacaribe, a pesar de

- - / .conservar la Phe en esa p051c10n, tampoco rea001onan con 9-7.9.

(Tabla 20).

Tabla ZQ: Secuencias de arenavirus en el segmento 385-382 de GPC

de LCH.

Secuencia

LCM1HGVPYC

Lassa: H G I P Y C

Pichinde: A K I P Y C

Tacaribe: H S V P Y O

Antes de continuar

que los determinantes

Reactividad con 9-7.9.

Reacción del virus

con 9-7.9

N Y S K F H Y L E H A K

N Y S K Y W Y L N H T T

N Y T K F H Y I N D T I

N Y T R F H Y V N H T L

con el análisis de GP-ZBconviene recordar

antigéhicos, definidos comoaquellas
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estructuras capaces de reaccionar con anticuerpos, pueden ser

continuos o discontinuos (o secuenciales y conformacionales,
- . . zrespectivamente). Los continuos o secuenciales estan formados por

residuos contiguos en 1a secuencia proteica; los discontinuos o
. f . .conformac1cna1es estan formados por re51duos distantes en 1a

. . I . f ¡sccucnc1a proteica que resultan prox1nos entre 51 despues que 1a

proteína adquiere su conformacióndefinitiva (157). Podría

ocurrir que GPWZBsea un epitope discontinuo.

Para tratar dc verificar esta hipótesis, y de dilucidar los
límites del epitope, que no se habían podido definir, se trabajó

con péptidos correspondientes a Pichindó, comparando su

reactividad con las de las respectivas secuencias de LCH.

Las secuencias ensayadas fueron:

LCH: a) C N Y S K F H Y L E H A K

b) H G V P Y C N Y S K F H Y L E H A K

Pichindé: c) C N Y T K F H Y I N D T I

d) A K I P Y C N Y T K F H Y I N D T I
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Comose puede observar, las diferencias entre algunos residuos

de LCHy 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 cn cuenta que el péptido que representa el extremo

carboxilo de 368-382 no había reaccionado con 9-7.9 (Tabla 6),

era probable que los responsables de la falta de reactividad de
los diversos arenavirus con el AcHfueran las sustituciones en el

extremo amino: el cambio de Gly 388 por Lys representa una

diferencia considerable de carga y tamaño, y Met 365 por Ala

puede también ser estéricamente importante (Fig.32).

Las secuencias descriptas fueron ensayadas en ELISAy en

solución con 33.8 y 9-7.9, y solamente con el péptido d) pudo

detectarse diferencia tanto en fase solida comocn solución.

aunque no muygrande, entre la reactividad de la secuencia de LCH

y la de Pichindé (Tabla 13). La reacción con 33.6 no varió

significativamente, reforzando la evidencia de que es un AcH

"universal" para arenavirus- (Fig.24).
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É fl—CH CH—LH
Lassa: Phe(375) Tyr ¿a 4/: \C.H_,- ’ \ —ou

x \c HQCH’ qtRuQch/c

Pichinde': G|y(365)_,¡-Y5 -H —; —cu¡.cuL—c-u,_-cH¿—NH¡

cnc¡iz-Cuz-s-C —_)«—CH;

Tacari be: G‘y(3óa_, ser -—H—-) -cH,,0H

Fig. 32: Aminoáeídossustítpidos en la regióh equivalente a
365-37 de GPCde LCHen diversos arenavirus.
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Este resultado sugiere que en GP-ZBestán involucrados

residuos a la izquierda del extremo amino del segmento

368-382,que probablemente cooperen con el resto de esta secuencia

para definir la nntigenicidad.

Aunquesólo se ensayaron las secuencias de Pichindé (a, b, c,

y d), los cambios a 1a izquierda del extremo amino en otros

arenavirus--con la excepción de Lassa—-apoyanla hipótesis de que

esos residuos en LCHcontribuyen a la definición de GP-ZB. En el

caso de Lassa la sustitucián Phe 375 por Tyr es aparentemente

suficiente para destruir el epitope (Tabla 11).

Hientras en Pichindé, como se mencionó, se reemplaza Gly 388

por Lys, en Tacaribe el cambio es Gly por Ser, involucrando

tambieh una gran variación en polaridad y tamaño (Fig.32).

Considerando que Gly carece de cadena lateral, podría ocurrir que

su reemplazo por otros residuos bloqueara la accesibilidad del

epitopc, impidiendo 1a unión del AcHa la proteína y determinando

la especificidad de la reacción. En el caso de Lassa, 1a

sustitucion Phe375por Tyr produce el segmento ...TerrpTyr...,

que considerado aislado del resto de 1a secuencia es

conformacionalmentediferente de ...PheTrpTyr..., ya que los

grupos hidroxilo de ambas Tyr se deben rechazar. De producirse,
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. / - z . .esta altera01on conforma01onalpodria ser suf1c1ente 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 predicción de la

es ructura secundaria, la conformación más probable para el

segmento 388-382 de GPCde LCHes una ok-helice. El mismo tipo de

cálculo aplicado a las secuencias correspondientes a Lassa,

Pichindé y Tacnribe indica que en éstos la conformación más

probable cs una hoja plegada. Este cambio podria explicar la
. _ _ ldistinta rea001on con 9-7.9.

l .Por supuesto, estas son solo especulac1ones que deben ser

verificadas experimentalmente. Debe tenerse en cuenta, además,
l n . . ­que se estan con31derando secuen01as aisladas que en la realidad

existen en el contexto de una glicoprnteïnu compleja que influye
.I .en la conformac1on de las mismas, y, por ende, en su

antigenicldad. (157,180,161). Se ha demostrado que 1a estructura

secundaria de un péptido en la proteína completa está influida
. /. . . - . .por los am1n0n01dosve01nos e interac01ones debidas a reSIduos no

l z .adyacentes, ya que en proteinas que no estan relacionadas entre
l - - l - .Sl ex1sten secuenc1as homologas de hasta ocho aminoácidos de

longitud, y la conformación de esas secuencias no es la misma en

todas las proteínas en que aparecen (162). Chou y Fasman
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observaron que las predicciones de estructura secundaria
- - lc01n01den con 1a estructura real cuando en 10s calculos se

incluyen los residuos adyacentes (183, citado por Lerner, 164).

Hay otro aspecto a considerar con respecto al epitope GP-ZB.

La secuencia 368-382 incluye un sitio potencial dc

N-glicosilación "—AsnTyrSer en LCHy Lassa, AsnTerhr en

Pichindé y Tacaribe-- (165) presente en los cuatro virus

considerados. Ese sitio podria estar "sin usar" en LCH,

permitiendo la unión del ACM,y "ocupado" (glícosilado) en los

otros. La cadena de hidratos de carbono bloquearia así 1a

reacción con el AcH. Este efecto ha sido demostrado en otros

sistemas: se vio que la glicosilación de un sitio en la

hemoafilutinina de Influenza Hong Kong impide 1a unión de un AcH

al viridn (168), y Webster et al. encontraron que la diferencia

entre una cepa virulenta y una avirulenta de Influenza A que

afecta a pollos involucra 1a adquisición de un potencial sitio de

glicosilacidn por la primera (167); si ese sitio estuviera
ocupado, el polisacárido podría bloquear 1a unión de anticuerpos
neutralizantes al virióh.
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Ïflhlg_21¿ Reactívídad de secuencias correspondientes a Píchindé y
Lassa con 33.6 y 9-7.9. Resumen.

533mm Eágtidp. mmm
33.6 9-7.9

ELISA Bloqueo ELISA Bloqueo

Exp.1

LCM 370-382 CNYSKFHYLEHAK >40960 + >40960 +

Ser373->Thr ...T . . . . . . . .. 40960 + 10240 +

Phe375->Tyr ....-Y . . . . . .. 10240 180

Exp. Z

LCH 370-382 CNYSKFHYLEHAK 40060 + 40980 +

Pic 373-390 ...T....INDTI 10240 + 640 +

Exp. 3

LCH 365-382 HGVPYCNYSKFHYL­

EHAK 25600 + 102400 +

Pic 373-390 AKIPYCNYTKFHYI­

NDTI 8400 + 640 +­
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Ahora bien, si se consideran los resultados resumidos en la

Tabla 19, GP-ZBestá contenido en 368-378, de 11 residuos de

longitud; si 1a hipótesis sobre la influencia del extremo amino

(residuos 365-367) fuera cierta resultaria un epitope de 14

aminoácidos, muchomás largo que lo que el sitio de unión de un

anticuerpo permite "acomodar". Pero debe tenerse en cuenta que el

número dc residuos que están en contacto con el Ac puede ser

muchomenor. Barlow et al. han sugerido que todos los epitopes

tienen cierto grado de discontinuidad, y que los péptidos que

presentan reacción cruzada con los Ac contra una proteína

representan sólo porte de la zona de interacción

antígeno-nnticucrpo en la proteína completa (133). Resulta

interesante, además, aunque puede ser algo fortuito, que el

titulo cn ELEJAde 9-7.9 con la secuencia 365-382 de LCHhaya

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

En estudios imunoquímicos con el virus del mosaico del tabaco

se vio que secuencias reconocidas por AcHsno representaban

epitopes completos, y que mutantes con sustituciones en zonas

cercanas a las secuencias analizadas presentaban diferencias en

la unián a esos AcHs(156). Piccone et al. analizando secuencias

de distintos serotipos de virus aftosa, han sugerido la
posibilidad de que las diferencias serolókicas entre los virus
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CaRes 55 y CaArg84 se deban a sustituciones significativas de

aminoácidos en las posiciones 45 (Ser por Leu) y/o 47 (Arg por

Gly) de VPl, aun cuando el epitope analizado se encuentra en 1a

región 136-155 de 1a proteina, y 1a zona que comprende los

residuos 40-60 no parece estar involucrada directamente en la

inmunogenicidad (168).

En el caso de GP-ZBpodria ocurrir que sólo parte de los

residuos contenidos en 365-378 estuviera en contacto con el AcH,

y que el epítope real, pese a estar representado por una

secuencia de 14 aminoácidos, fuera mucho menor.

nus importante señalar que hemos trabajado con AcHs contra 1a
l . . I aproteina nativa que reacc1onaban con los peptidos, y no a la

inversa, o sea anticuerpos contra los péptidos que reaccionaban
. . l .con la proteína. Algo establec1do por 1a inmunología 01a31ca y

confirmado por los modernos trabajos con péptidos es que
. . / . .anticuerpos contra una secuenCIRpeptidica cualquiera de una

I . / .proteina reacc1onan con esta, aun cuando esa secuen01a no sea
. l . I . . . zinmunogcnicaen la proteina nativa, requiriendose solamente que

se encuentre en la superficie de 1a proteína (130,139,144).

En nuestro caso el reconocimiento de las secuencias por parte

de AcMscontra 1a 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,

realizó la busquedade secuencias proteicas significativamente

análogas a 368-382 y 370-382 en el banco de datos de Protein

Identification Resourcedel National Institute of Health, que

comprende 4028 secuencias, no encontrando homologías, lo que

permite decir que se trata de secuencias propias de arenavirus.

Resumiendo,en la primer parte del trabajo se definió a nivel

de la secuencia de aminoácidos el sitio de unión de dos AcHs

contra dos epitnpes de LCH,prototipo de la familia Arenaviridae

(Fig. 33).

- l . .Unode estos epitopes esta presente en un arenav1rus africano
l . . . .no patogeno, y permite dlStLHQUlth del patógeno Lassa,

constituyendo un potencial marcador de atenuación para los
arenavirus africanos.

El segundo reviste particular importancia. ya que esta'

conservado en todos los miembrosde la familia. Este epitope es

el primer antígeno conservado a nivel de la glicoproteína de los

arenavirus que se describe.
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YY YY Y Y 262-263 Y YY

‘ GP-1 l GP-Z ¿39°Cl l |ñ

353 382
, I

ARM P Y c N Y

L“'[ws P Y c N Y
Lassa P Y C N Y

mm PYCNY

Ec PYCNY
Común PYCNY

ELghm1&¿Esquema de GPCmostrando 1a posición del sitio
. l . y . .ant1gen100 conservado. Se ha senalado el Sltlo de ruptura

proteolítica entre los aminoábidos 262 y 283, y los sitios

potenciales de glicosilacídfi (\().

En 1a segunda parte del trabajo se trató de determinar si el

epitope conservado es reconocido por antísueros contra

arenavirus. Este análisis debe realizarse para determinar qué
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epitopes son significativos desde el punto de vista de 1a

inmunidad humoral, y, en nuestro caso, verificar que los AcHs

reaccionantes con 370-382 están representados en la respuesta

inmunepoliclonal, algo que puede no ocurrir: trabajando con

vaccinia Hilton et al. no encontraron correlación alguna entre 1a

incidencia de anticuerpos policlonales circulantes contra

determinada proteína en el huésped inmune y 1a frecuencia con que

se seleccionaban hibridomas que produjeran AcHscontra 1a misma

(135).

Se hizo un primer ensayo de ELISA con sueros de cobayo, mono

Rhesus y humanos contra LCHy Lassa, arenavirus del Viejo Mundo,

y Junin, del Nuevo Hundo. Todos los antisueros reaccionaron con

lu secuencia 37Ü«382 dc GPC de LCM, y no hubo reacción con

ninguno de los sueros control (Fív.25 y Tabla 14), indicando que
. I - .existe una respuesta humoral espe01fica contra esta secuen01a.

Para profundizar el análisis se trabajó solamente con el suero

hiperinmune de cobnyo contra LCH. Se encontró que 1a reacción con

370-382 se producía también en solución, y que la secuencia

bloqueaba 1a unión del antisuero con GP-2 de LCHen inmunoblot

(Fig.16), por lo tanto el péptído es también antigénico cuando

enfrenta anticuerpos policlonales. Se ha observado que la

presencia de residuos Pro y Tyr aumenta 1a antigenicidad de
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péptidos sintéticos (169). A1respecto cabe recordar que tanto

370-382 como 368-382 poseen ambos aminoácidos, con tres residuos

Tyr en un segmento de ocho y diez aminoácidos respectivamente.

Como en GP-Z de LCHexisten a1 menos tres epitopes, GP-ZA,

GP-ZBy GP-2C (91), y 1a secuencia 370-382 representa solamente

a GP-ZAy GP-ZB, se determinó qué porcentaje de 1a respuesta

policlonal estaba dirigido contra estos antígenos.

Hidiendo la rndioactividnd de Proteína-A-I125 unida a GP-2 en

inmunoblot se determinó que la preincubacióh del untisuero con

370-382 bloqueaba aproximadamente un 702 de la unión del mismo a

1a glicoproteínn; por lo tanto puede inferirse que éste es el

porcentaje de anticuerpos contra GP-ZAy B presentes en el suero

anti-LCH (Tabla 15). Este es un cálculo grosero de 1a fraccion de

anticuerpos contra ambos epitOpes, ya que el método empleado

tiene un margen de error considerable, y, además, se está

suponiendo que los únicos epitopes en GP-Z son A, B y C, algo que

aún no se puede afirmar rotundamente: podría haber otro u otros,

contra los cuales no se hubiera encontrado aún un AcH.

Rumpoldet al. determinaron en sueros humanos 1a fracción de
. . f .anticuerpos que reaccionaban con el antigeno nuclear del Virus de

u - . . n n a I uEpstein Barr mediante reacc1ones de inhibieion de 1a unión a la
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proteína en inmunoblot por péptidos sintéticos, basando sus

cálculos en el método más preciso de densitonetría de 1a

autorradiografía usando un densitóhetro de rayo laser (170).

Encontraron que el porcentaje de bloqueo dependía de la

concentración de péptido empleada, y que dicha fracción de

anticuerpos variaba en diferentes individuos. Esto ultimo debe

tenerse en cuenta: podria ocurrir que en otros inmunosueros la

fracción de anticuerpos contra los epitopes de LCHestudiados sea

diferente del 70%.

Tambiénse estudió la reactividad del antisuero con péptidos

derivados de 370«382 y 388-382 mediante deleciones amino y

carboxiterminales. Se encontró que la reacción del anticuerpo

policlonai en ELISA fue mucho mas scnsiblc que la dc los AcMsa

las deleciones (Tabla 16). Así, mientras 33.5 y 9-7 9

reaccionaron con todos los péptidos con deleciones en el extremo

amino, el antisuero sólo reaccionó con 368-382 y 370-382, con

títulos mucho mas bajos que los AcHs.

Sin embargo, cuando se hicieron las reacciones en solución e

inmunoblots, todas las secuencias fueron capaces de bloquear en

cierto grado la unión del policlonal a GP-Z(Fig. 27). Esta es
otra evidencia de 1a diferente reactividad de una secuencia unida

a una fase sólida, que, de acuerdo con los trabajos de Houghten

136



et al. (136,150) puede atribuirse a diferencias en el tipo de

asociaciones entre las moléculas de péptido al variar la longitud
del mismo.

Los ensayos con los péptidos con deleciones amíno y

carboxiterminales en ELISAcon el suero anti-LCH dieron el mismo

resultado, en lineas generales, que los ensayos con los AcHs

(Tabla 16). Se comprobó que los residuos Cys-Asn 370-371 son

importantes, ya que su eliminación abolió toda reactividad, y que

suprimiendo los cinco residuos curboxiterminales no hay

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

Cuandosc cnsuyaron las secuencias con las sustituciones
. _ . . l . ,puntuales correspondientes a Lassa y Pichindc (Fig. ¿8) no se

observaron diferencias. En este aspecto el anticuerpo policlonal
Ise eomporto como el monoclonal 33.8.

En cambio la secuencia que corresponde a los residuos 378-390

de Pichinde (Cys-Asn-Tyr-Thr-Lys-Phe—Trp—Tyr-I1e-Asn- Glu- Thr­

MIle), equivalente al segmento 370—382de LCH, con la salvedad de

que Ser 373 está cambiada por Thr y los cinco residuos

cnrboxiterminales (Leu-Glu-His-Ala-Lys en LCH)están sustituidos

por los de Pichindé, presentó’distínta reactividad: mientras la

secuencia de LCHbloqueó'totalnente 1a unión a GP-Z, la de
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Pichindé no lo hizo en la mismaproporción (Fig.28). Esto indica

que el extremo carboxilo esta involucrado de alguna manera en 1a

respuesta inmunepoliclonal. Cabe recordar a1 respecto que existe

a1 menos un epitope más en GP-Z de LCH, GP-2C. en el que podria

intervenir el extremo carboxilo del péptido 370-382, ya que los

epitopes en GP-Zestán parcialmente superpuestas (91).

El anterior es un resultado que debe destacarse: mientras

9-7.9 no difereneió entre 378-390 de Pichindé y 370-382 de LCH,

ei anticuerpo policlonal si 10 hizo. Geysen et a1.,trabajando con

péptidos de virus aftosa señalaron 1a menor especificidad de los

sueros antipéptído cuando se los compara con sueros antivirus

({41). Atribuyeron 1a diferencia a que el suero antipáptido
I . . .ECCOHOCGmayor numero de conformaeiones que el suero antivirus.

En nuestro caso no se compard el suero antivirus con un suero

antipéptido sino con un AcHantivirus, el cual mostró menor

especificidad que el policlonal. La diferencia puede deberse,

comose dijo, a que en el policlonal existen uno o más

componentes contra el extremo carboxilo del virus (Leu-Glu­

-His—A1auLys)que no reaccionan con el péptido sustituido

(Ile-Asn-Asp-Thr-Ile), o a que el AcHreaCCiona 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 comoreactivos para detectar infecciones por
arenavirus. Se utilizaron sueros de convalescientes de

infecciones con Junin, Lassa, LCHy Pichindé. Estas muestras

habian sido provistas por los Drs. Robert Shope, de la Yale

Arbovirus Research Unit, y Joseph HcCormick,de1 Center for

Disease Control. Atlanta. Sobre un total de 38 muestras. 23 se

encontraban codifiCudas, de manera que se desconocía cuáles
I . . . .provenian de Lnd1v1duos Lnfectados

Se realizaron ensayos de ELISAcon 370-382 y 388-382. La unión

a 370-382 no fue buena, ya que en muchos casos la densidad óptica

obtenida fue muybaja. Con 368-382, en cambio, se obtuvieron

resultados alentadorcs, pese a la gran dispersión de los datos

(Fig.29). Sobre un total de 38 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, Rumpoldy colaboradores encontraron gran

variabilidad en el grado de reacción de sueros humanoscon

péptidos derivados del antígeno 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 opticas que variaron entre 0.8

y 1.6 a1 reaccionar con un péptido derivado de 1a proteina gp41

del virus de la inmunodeficiencia human;peseaesa gran dispersión

los autores encontraron reactividad con el péptido en el 100 Z de

los casos estudiados (171,172).

Para tener un doble control sobre 1a utilidad potencial de

nuestras secuencias para la detección de anticuerpos

antiarenavirus se enviaron placas sensibilizadas con los péptidos

353-370, 370—382y 378-391 al Dr.Peter Jahrling, de

U.S.A.H.R.I.I.D., Fort Detrick, Maryland, quien obtuvo unión

;specifica de sueros humanos, de cobayo y de mono Rhcsus

antiarenavirus a 1a secuencia 370v382.

El resultado de 1a segunda parte del trabajo demuestra que el

epitope GP-ZAde LCH,conservado en la familia Arenaviridae, es

inmunodominante,ya que sueros de diferentes especies infectadas
. . . . l .con distintos arenav1rus reacc1onaron especificamente con los

péptidos que 10 representan. Esta reactividad especifica sugiere

que las secuencias 368-382 y/o 370-382 podrían servir comobase

para diseñar un reactivo para 1a detección de infecciones por
arenavirus.
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En una última etapa se trató de dilucidar cuál es la función

biológica de la secuencia 370-382, mediante distintos ensayos. Se

trató de determinar si el AcH33.6 está involucrado en algún

mecanismode neutralización, ya fuera en presencia de complemento

o comoagonista de otros AcHs (173), con resultados negativos en

amboscasos. Tambiéndieron resultado negativo las experiencias

realizadas para establecer si el mismoAcHestá relacionado con

la citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos (151).

La estimulación ejercida por el péptido 370-382 de la

proliferación de linfocitos desafiados con LCHes el resultado

más prometedor: la secuencia podría estar involucrada en la

inmunidadcelular, que ha sido sugerido podría ser responsable de

la proteccion cruxada entre el virus Tacaribe y Junín en los
. . . . / - .estadios tempranos de la intension con el primero (101,104).

El alto grado de conservación de la secuencia sugiere también

que podría estar involucrada en algun mecanismoprotector del

virus, no del huésped 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 argumentocontrario a esta hipótesis.
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Conocer el papel jugado por una Secuencia inmnodominante en

una proteina viral es necesario para evaluar su potencial uso

comovacuna. Aunque las opiniones sobre 1a utilidad de los

péptidos sintéticos comoantígenos vacunantes son disímiles, 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 futuro" para las vacunas a péptido sintético,

a menos que sc trabaje con secuencias que provoquen la producción

de anticuerpos neeutralizantes, ya que en el caso de que se trate

de secuencias que induzcan inmunidad celular la respuesta inmune

dependerá de la carga genética de cada individuo, ya que este
. . . ItLpo de respuesta involucra al antigeno mayor de

—_
listocompatibilidad (174). De todas maneras, este investigador

considera que, dada la complejidad de los mecanismosprotectores

en la respuesta inmune, las vacunas a péptído sintético no son

posibles.

En el caso de que la secuencia elegida corresponda exactamente

a un epitope continuo neutralizante, inclusive en lo que hace a

su estructura terciaria (160),1as posibilidades de provocar una

respuesta de anticuerpos protectores es muyalta, comolo
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demuestra la inmunización contra aftosa obtenida por Bittle et

al. en cobayos (175) y Piccone et al. en ratones (176). Se ha

señalado, sin embargo, que 1a mayoría de los epitopes son

discontinuos (133), y que para seleccionar adecuadamente la

secuencia a sintetizar comoinmunógenosería necesario conocer la

estructura tridimensional del vírión (160,177)­

Evidentemente son necesarios más estudios para dilucidar el

rol de la secuencia 388-378 y su posible utilidad comoelemento

de diagnóstico o inmundgeno. La secuenciación de otras proteinas

de arennvirus y la obtención de nuevos AcHscontribuirán de

manera fundamental a estos objetivos.
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