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Presentacion de la informacion

Presentacion de la informacion

Con el fin de facilitar la presentacion y lectura, la informacion contenida en la presente Tesis
se organizo modularmente en partes y capitulos, y en un caso en secciones.

En la Parte I, que comprende los Capitulos I a 4, se presenta una introduccién a los virus con
genoma de RNA, a la familia Arenaviridae y, especialmente, al virus Junin.

En las Partes II (Capitulos 5 a 8) y IH (Capitulos 9 a 11), se presentan sintéticamente los
resultados y aspectos informativos mas elementales derivados del clonado, secuenciamiento y analisis
estandar de la informacion de secuencia obtenida. En el Capitulo 8, en particular, se presentan los
resultados obtenidos en ensayos de expresion de la proteina de la nucleocapside de la cepa MC2 del
virus Junin en el sistema baculovirus-células de insecto y su empleo en experimentos de
replegamiento, ELISA, unién a RNA y unién a Zn*%; algunos de los resultados presentados en este
capitulo dieron origen a planes de Tesis concretados en el IBBM en los altimos afios. Estas dos partes
fueron pensadas s6lo como presentacion de la informacion, razon por la cual carecen de una discusion
y de conclusiones generales.

En la Parte IV, que comprende los Capitulos 12 a 14, se presenta el analisis comparativo de
los RNAs S de los arenavirus y de las proteinas codificadas en los mismos, con las discusiones
correspondientes. En particular, el Capitulo 12, que corresponde a los acidos nucleicos de arenavirus,
se subdividio en tres secciones. En los primeros seis titulos de la Seccion | se detalla un analisis
bioinformatico que ahonda en aspectos informativos no estandar de las moléculas de acidos nucleicos
per se, mientras que en los ltimos tres titulos se presentan aspectos estructurales de los RNAs S de
arenavirus y la posible correlacion con los mecanismos de recombinacion. En la Seccién I se discute
sobre la variabilidad en los extremos de RNAs y el posible origen de los mismos y en la Seccién Il se
resefia una analisis que correlaciona los RNAs S, el rRNA 28S y las proteinas de la nucleocapside (N).
Por otra parte, en los Capitulos 13 y 14 se discute acerca del andlisis de las estructuras primarias y
secundarias de las glicoproteinas y las nucleoproteinas de arenavirus, respectivamente.

En la Parte V, que comprende los Capitulos 15y 16, se detallan los materiales empleados y se
describen los métodos utilizados en el desarrollo de este trabajo.

En la Parte VI, que comprende los Capitulos 17 y 18, se resefian algunos desarrollos que se
realizaron durante el trabajo de Tesis. En el Capitulo 17 se muestra el disefio y puesta a punto de tres
técnicas experimentales y en el Capitulo 18 se presenta el disefio y programacion de varios algoritmos
que han permitido realizar la mayor parte de los andlisis computacionales presentados en los capitulos
anteriores.

En la Parte VII se incluyen las conclusiones generales de la Tesis, destacando algunos de los
aspectos mas relevantes del trabajo.

En la Parte VIII se lista la bibliografia leida y utilizada durante todos estos afios de trabajo.

Finalmente, la Parte IX incluye una serie de apéndices con informacion y/o breves analisis
matematicos que consideré importante incluir.
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Capitulo 1
Virus con genoma de RNA

The Nature of Modern RNA Suggests a Prebiotic RNA World

UNA FRACCION DEL MUNDO DEL RNA
(basado en Atkins, 1993)

Todos los genomas de RNA modernos
estan confinados a ser agentes infecciosos, ya
que, desde el punto de vista de las funciones
moleculares basicas, no son autosuficientes y
necesitan, en mayor o menor medida, de la
maquinaria bioquimica especificada en los
genomas de DNA. En consecuencia, la
evolucion de un genoma de RNA requiere la
preexistencia o la coevolucion de su hospedador.

Diversidad viral

Existe un gran espectro de propiedades
virales, incluyendo la composicion genoémica. La
coexistencia en la naturaleza de genomas de
diverso tamafio, complejidad y naturaleza; DNA
o RNA; simple o doble cadena; polaridad
positiva, negativa o ambas; lineal o circular;
segmentada o monopartita; posiblemente otorgue
una ventaja evolutiva. Dentro de este amplio
espectro, los virus con genoma de RNA son
ubicuos y son los parasitos intracelulares
conocidos més abundantes. Una alta proporcion
de ellos tiene genomas de RNA de simple
cadena.

RNA de simple cadena

En la diversidad de virus con genoma de
RNA de simple cadena existen las tres
posibilidades de estrategias de codificacion,
genomas de polaridad positiva, genomas de
polaridad negativa y genomas con ambas
polaridades (ambisense).

Tanto en organismos procariotas como
eucariotas, es posible encontrar virus con

The RNA World (Gesteland and Atkins, 1993)

genoma de RNA de simple cadena, pero
especialmente prevalecen entre los virus que
infectan plantas terrestres (la gran mayoria de
los cuales tiene polaridad positiva).

Una posible ventaja de la polaridad
positiva es el escape a la necesidad de una etapa
de transcripcion DNA-dependiente, lo cual le
otorga una cierta independencia de la
maquinaria celular en las etapas moleculares
iniciales. Una posible desventaja de la polaridad
positiva es que la ausencia de una etapa de
transcripcion dificulta un control preciso de la
expresion. Sin embargo, algunos virus parecen
haber superado esta dificultad a través de
sofisticados mecanismos, como, por ejemplo, la
generacion de poliproteinas con diferentes sitios
proteoliticos y la regulacion de su actividad en
funcion de la ocurrencia de la protedlisis, la
generacion de diferentes productos de traduccion
por union de los ribosomas a sitios de
reconocimiento  internos  (IRES,  [Internal
Ribosome Entry Site), etc.

Los virus de polaridad negativa tienen
una estrategia replicativa mas independiente del
hospedador que los virus de polaridad positiva.
Como su composicién gendmica implica, estos
genomas no son infecciosos por si mismos, lo
cual hace necesario que enzimas codificadas por
el virus y empaquetadas en el virion realicen las
etapas transcripcionales iniciales. Ademas, se
necesitan sefiales de iniciacion y terminacion de
la transcripcion para la generacion de los
mRNAs Generalmente, la
traduccion de uno o mas productos virales es un
requisito previo al comienzo de la replicacion.
La cual usa como molde un intermediario

subgenémicos.
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antigenomico de la misma longitud que el RNA
viral. En los virus con estrategia ambisense
(algunos bunyavirus y arenavirus), también se
generan mRNAs a partir del intermediario de
polaridad antigenomica. Sin embargo, en todos
ellos este intermediario de polaridad
antigenémica y longitud completa tiene por
funcion principal el actuar de molde para la
generacion de nuevas moléculas gendmicas.

RNA de doble cadena

Todos los virus con genoma de RNA de
doble cadena conocidos contienen la informacion
genética necesaria para la realizacion de los
eventos de mRNAs
producidos son traducidos, dando origen a

transcripcion.  Los

proteinas que secuestran los mismos mRNAs en
particulas subvirales. Dentro de estas particulas
ocurre la sintesis de las hebras negativas y la
generacion de la progenie viral.

Una consecuencia logica de la
organizacion genoémica de doble cadena es su
mayor estabilidad y la relativa resistencia al
ataque por nucleasas celulares.

Durante la etapa de replicacion existen
intermediarios de simple cadena con regiones
diplex solo en la zona de polimerizacion. Esta
etapa es el punto débil de la estrategia, ya que,
debido a la relativa inestabilidad de los
intermediarios de simple cadena, la longitud de
las moléculas de RNA de doble cadena se ve
limitada.

Segmentacion

La division del genoma en varias
moléculas independientes evita los problemas de
la limitacion en longitud de los genomas, pero
adiciona el inconveniente de que deben existir
seflales repetidas en cada una de las moléculas,
como ocurre, por ejemplo, con la repeticion de
las sefiales de empaquetamiento en los 10
segmentos gendmicos de los reovirus.

Al mismo tiempo, la division del genoma
en varios segmentos hasta cierto punto

disminuye el problema de la inexistencia de un
sistema corrector de errores durante las sintesis
replicativas. Es bien conocido que, cuando dos
cepas de un mismo virus con genoma
segmentado, ambas con mutaciones letales en
diferentes cadenas gendmicas, coinfectan una
célula, pueden encontrarse entre la progenie
tanto viriones idénticos a los originales, como
viriones que son dobles mutantes o que poseen
un genoma viable, carente de las mutaciones.
Este fenomeno se debe a reasociaciones
gendmicas que ocurren sin la necesidad de que
exista recombinacion.

Una caracteristica adicional de los
genomas segmentados es que prescinden de la
necesidad de IRES, ya que los transcriptos que
se producen son, generalmente, monocistronicos.
Esta relativa simplicidad, probablemente, refleje
una de las caracteristicas de los genomas de
RNA primitivos.

Versatilidad vs. estabilidad

Una diferencia obvia entre el DNA vy el
RNA es la actividad nucleofilica potencial del
hidroxilo 2’ de la ribosa. Podria esperarse que
esta caracteristica aumente la versatilidad a
expensas de una disminucion en la estabilidad.

La luz UV produce mas dafios
fotoquimicos en el RNA que en el DNA y el pH
acido favorece la depurinacion de C a U, igual
que en el DNA. Dada la inexistencia de sistemas
especificos, ninguno de estos cambios pueden
ser corregidos. También, el RNA es facilmente
hidrolizado, especialmente en la presencia de
metales de transicion. Ahora bien, este problema
es de importancia relativa, ya que en muchos
viriones la estructura de las capsides es muy
cerrada y el entorno mas intimo del RNA es
netamente hidrofobico, con lo cual el problema
de la hidrolisis se presenta cuando el RNA esta
“desnudo”, como ocurre durante la replicacién.

Sin embargo, los genomas de RNA de
simple cadena tienen mayor estabilidad que la
predicha, caracterizandose por ser altamente
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estructurados, y esto se debe, principalmente, a
que el hidroxilo 2’ forma interacciones
adicionales  (stacking) que aumentan la
estabilidad.

Las estructuras secundarias y terciarias
conocidas, o predichas, en muchos virus con
genoma de RNA de simple cadena facilitan la
interaccion con otras macromoléculas, dificultan
el ataque por parte de nucleasas celulares,
ayudan a mantener algunas regiones del genoma
como simple cadena durante los eventos de
replicacion por secuestro de aquellas secuencias
que, potencialmente, podrian interactuar con las
primeras.

Lo anteriormente enunciado, importante
desde el punto de vista de la estabilidad, también
juega un rol principal en los eventos de
recombinacion, especialmente en la recombina-

cion heterdloga.

Recombinaciéon

En cierto nimero de virus con genoma
de RNA se conoce la ocurrencia de eventos de
recombinacion, tanto homéloga como
heteréloga. Estos procesos, a nivel de mecanica,
son muy diferentes del mecanismo de
recombinacion del DNA.

Durante el progreso de la replicacion, el
complejo replicativo puede disociarse de un
molde y asociarse con otro. Si este fenomeno
ocurre en posiciones de secuencias equivalentes
de genomas homologos, el producto es un
recombinante  homélogo  (Kirkegaard and
Baltimore, 1986; Jarvis and Kirkegaard, 1992;
Lai, 1992).

La alta estructuracion de las moléculas
de RNA posibilita la existencia de otro tipo de
equivalencia entre dos moléculas de RNA.
Obviamente, dicha equivalencia ocurre al nivel
de estructuras, principalmente secundarias. Aqui
también puede ocurrir que el complejo
replicativo se disocie de un molde y se reasocie
con otro, dando como resultado recombinantes
heterGlogos. La heterologia no se refiere

solamente a la posibilidad de recombinacién
entre moléculas de RNA de virus distintos o
entre RNAs celulares y RNAs virales (Myers et
al., 1990), sino también a la posibilidad de
recombinacion entre moléculas de RNA de un
mismo virus, pero en posiciones de secuencia
diferentes, dando como resultado una progenie
con inserciones y/o deleciones, duplicaciones
génicas, etc. (Forss and Schaller, 1982; Lai,
1992). Este ultimo caso puede servir de
explicacion para la aparicion de particulas
defectivas interferentes cuando, por alguna
causa, existen altas chances de coinfeccion.

Evolucion y virus emergentes

La estructura genémica particular, la
versatilidad, la ausencia de mecanismos de
correccion y, sobre todo, la recombinacion,
principalmente la heterdloga, facilitan una
rapida y continua evolucion de los genomas de
RNA. Especialmente de los genomas de RNA de
simple cadena y, en particular, de aquéllos
segmentados, ya que a lo antes mencionado se
agrega la posibilidad de reasociaciones entre los
segmentos gendmicos.

Todo lo mencionado hasta aqui habla en
favor de la futura aparicion en la naturaleza de
variantes virales o nuevos virus (virus
emergentes), actualmente se conocen varios
ejemplos de virus que responden a estas
caracteristicas (Morse, 1993). También nos
habla de la historia viral y de cémo pueden
haber aparecido en la naturaleza los virus
actuales, ya que, en el pasado, algunos de los
virus actuales podrian haber sido considerados
emergentes.

PANORAMA DE LOS VIRUS CON
GENOMA DE RNA DE SIMPLE CADENA
Y POLARIDAD NEGATIVA

Varias familias de virus estan
relacionadas entre si por las caracteristicas de su
material genético. Todas ellas tienen el genoma
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compuesto de RNA de simple cadena y
estrategia de codificacion con polaridad negativa
(excepto los géneros Uukuvirus y Flebovirus,
dentro de la familia Bunyaviridae, y la familia
Arenaviridae que son ambisentido).

Ademés, Rhabdoviridae, Filoviridae y
Paramyxoviridae tienen un genoma no
segmentado, mientras que Ortomyxoviridae,
Bunyaviridae y Arenaviridae tienen un genoma
segmentado.

También debe considerarse que todos
son virus envueltos y, aunque el numero de
genes y productos proteicos es variable, se
encuentran muchas similitudes en las funciones
de estos tiltimos.

Las Tablas 1.a y 1.b resumen las
caracteristicas mas importantes de este grupo de

virus.

Tabla 1.b. Proteinas principales

Tabla 1.a. Replicacién/transcripciéon

Replicacion Maodificaciones | Ejemplos
transcripcion | en los mRNAs
Rhabdoviridae poli A VSV
por leader 5’ cap Rabia
metilado
Filoviridae por leader ? Ebola
Marburg
Paramyxoviridae | por leader poli A Sarampion
editing Sendai
Ortomyxoviridae cap snatch 5’ cap Influenza
poli A
Bunyaviridae La Crosse
cap snatch 5 ‘ cap TSWV
Hantaan
Arenaviridae LCM
cap snatch 5’ cap Junin
Tacaribe

Proteinas del complejo RNP-nucleocapside Glicoproteinas de l]a membrana Otras proteinas
RNA Proteina Proteinade la | Neurami- | Hemaglu- | Proteina | Glicoproteina | Proteina de Proteinas
polimerasa no nucleocapside nidasa tinina de fusion matriz de funcién
estructural desconocida
Rhabdoviridae L (100) NS (20) N (40) —- —- — GP (45) M (20) —
Filoviridae L (180) VP35? NP (100) — — — GP (140) VP24 (24) VP40
(32-35) VP30 (28) (35-40)
Paramyxoviridae | | (255) P(67.5) | NP(57.8) HN HN F (60) —_ M (39) C(23)
(64.3) (64.3) D(16)
Ortomyxoviridae PB1 (96) . NA HA, —_— —_— NS, (14)
PB2 (87) NS, (26) | NP (50-60) 48-63) | (36-40) M, (27) M: (15)
PA (85) HA, M;
(28)
Bunyaviridae L (250) NSs (10) | NP (2640) —_ — — Gl (120) _ _
NSy (15) G2 (30)
Arenaviridae L (250) 22 (11) N (60-64) — G2(35) | G1(44) Z2(11)
G2 (35)

Los niimeros entre paréntesis corresponden a los pesos moleculares estimados de las proteinas




Capitulo 2 - Arenavirus

Capitulo 2
Arenavirus

HISTORIA Y TAXONOMIA

La primer infeccion humana producida
por un arenavirus fue descripta durante 1925
por un médico sueco, Arvid Wallgren. Esta
enfermedad, conocida en ese momento como
meningitis aséptica aguda, es la actualmente
denominada coriomeningitis linfocitaria. Sin
embargo, el virus asociado con la enfermedad
recién fue aislado una década después.

Varios grupos realizaron el
descubrimiento, de manera independiente y casi
simultaneamente. = Armstrong &  Lillie,
publicaron la primera descripcion en 1934. El
virus, denominado LCM por virus de la
coriomeningitis linfocitaria, fue aislado luego de
repetidos pasajes en monos, a partir de un
homogenado de cerebro humano de un aparente
caso de encefalitis de Saint Louis. El origen del
inoculo viral fue confuso ya que éste podria
haber estado presente en el homogenado de
cerebro humano o en alguno de los monos
utilizados. Los otros dos grupos ayudaron a
describir con precision la naturaleza y la
procedencia de nuevos inoculos virales de LCM
(Rivers and Scott, 1935; Traub, 1935).

Durante varias décadas el virus LCM
permanecio sin ser clasificado dentro de ninguna
familia viral.

Entre 1956 y 1963, se aislaron, en
diferentes regiones del globo, tres virus,
denominados  Tacaribe (Trinidad), Junin
(Argentina) y Machupo (Bolivia). Rapidamente
se encontraron similitudes entre ellos.

Debido al escaso conocimiento de la
época, y al origen de algunos de los
aislamientos, inicialmente fueron ubicados
dentro del grupo Arbovirus. Estos virus
denominados asi por arthropod-borne-viruses,
incluyen virus de varias familias, entre ellas las
familias Reoviridae, Flaviviridae, Togaviridae,

Bunyaviridae y Rhabdoviridae, y se replican
dentro de
transmitiéndose a sus hospedadores vertebrados

artropodos hematéfagos,
mediante picaduras. No obstante, nunca pudo
probarse que los acaros fueran vectores de las
enfermedades producidas por los virus antes
mencionados, y se supone que la deteccion
inicial fue casual y debida a los habitos
hematofagos de los artropodos ensayados.

Posteriormente, en 1970, en base a la
caracterizacion  seroldgica, bioquimica y
morfoldgica de estos virus, se cred la familia
Arenaviridae con el virus LCM como prototipo
y los virus Tacaribe, Junin y Machupo
conformando el complejo Tacaribe (Rowe ef al.,
1970b; Johnson et al., 1973; Pfau et al., 1974).

Esta familia esta formada hasta el
presente por catorce virus aceptados por los
comités internacionales de taxonomia y varios de
reciente descubrimiento (Salas et al., 1991;
Coimbra et al, 1994; M. Sabattini,
comunicacion personal). El nombre Arenavirus
deriva del latin arenosus (arena) en base al
aspecto granuloso que presentan los viriones al
microscopio electrénico, debido a la presencia
de ribosomas en su interior.

Durante los ultimos afios se obtuvieron
datos bioquimicos sobre dos nuevos aislamientos
de arenavirus que presentan suficientes
diferencias con otros miembros de la familia
Arenaviridae como para ser considerados dos
nuevos virus. Estos virus, encontrados en Brasil
y en Argentina, fueron denominados Sabia y
Oliveros, respectivamente (Coimbra et al.,
1994; R. and S. Nichol,

comunicacion personal).

Rico-Hesse

Finalmente, a partir de reacciones
seroldgicas relaciones

estructurales entre los distintos virus del grupo,

y  considerando

se establecid una divisidn entre Arenavirus del
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viejo mundo, aislados en Africa y Europa, y
Arenavirus del nuevo mundo, aislados en el
continente americano (Dalton et al., 1968;
Murphy er al, 1969; Murphy et al, 1970,
Rowe et al.,1970a; Pfau, 1974; Pfau et al.,
1974; Murphy and Withfield, 1973, 1975b;
Rawls and Buchmeier, 1976; Buchmeier et al.,
1981). El criterio para esta agrupacion fue
confirmado a partir de los datos obtenidos con el
uso de anticuerpos monoclonales (Ruo ef al.,
1991) y de biologia molecular (Buchmeier and
Oldstone, 1981; Compans et al., 1981;
Compans and Bishop, 1985; Ghiringhelli et al.,
1991; Clegg, 1993).

El grupo de arenavirus del viejo mundo
incluye a los virus Ippy, Lassa, LCM, Mobala y
Mopeia (McCormick, 1990; Salas ef al., 1991),
de los cuales sdlo Lassa y LCM han sido
aislados de seres humanos.

El grupo de arenavirus del nuevo mundo
comprende a los virus Junin, Amapari, Flexal,
Guanarito, Latino, Machupo, Parana, Pichindé,
Tacaribe, Tamiami y, los recientemente
descubiertos, Sabia y Oliveros. De todos ellos,
s6lo Junin, Machupo, Guanarito y Sabia han
sido aislados de seres humanos.

En general, se conoce que, ademas de
Junin, los virus Lassa, Machupo y Guanarito
son patogenos para los humanos, produciendo la
fiebre de Lassa, la fiebre hemorragica boliviana
(FHB) y la fiebre hemorragica venezolana
(FHV), respectiva-mente. El virus Guanarito,
recientemente  descubierto, fue aislado de
humanos durante una epidemia (en principio
confundida con dengue hemorragico) ocurrida en
Venezuela.

La fisiopatologia de las enfermedades
producidas por los virus Junin y Machupo son
muy similares y, aunque aiin no ha sido
extensamente estudiada, la FHV también posee
una sintomatologia similar.

Por otra parte, LCM, detectado en
ratones y humanos (Lepine et al., 1937; Rivers
and Scott, 1935; Armstrong and Sweet, 1939),

es el agente etiolégico de la coriomeningitis
linfocitaria y, aunque se lo ha asociado a
meningitis aséptica, produce en el hombre
infecciones inaparentes en la mayoria de los
casos. Este virus ha sido una herramienta de
extrema importancia en el descubrimiento de los
mecanismos inmunoldgicos relacionados con la
infeccion por arenavirus (Oldstone, 1987a y
1987b).

Con excepcion de LCM, que tiene una
distribucion cosmopolita, todos los demas
arenavirus se encuentran en areas restringidas
del globo, donde constituyen endemias. De
hecho, el virus LCM ha sido aislado también en
el area endémica de la FHA (Maiztegui et al.,
1972; Sabattini, 1977). En la ultima década, en
el area endémica de FHA se han realizado varios
aislamientos de nuevos arenavirus. Uno de ellos,
Oliveros, ha sido caracterizado a nivel molecular
en el CDC de Atlanta (Bowen et al., 1996). El
otro aislamiento ha sido denominado
provisionalmente Pampa, y no se descarta que
sea una variedad del anterior.

ECOLOGIA Y EPIDEMIOLOGIA

Los arenavirus son agentes zoonlticos
que se mantienen en la naturaleza exclusiva-
mente en las poblaciones de su hospedadores
roedores, con la excepcion de Tacaribe, que fue
aislado de Artibeus spp. (un murciélago
frugivoro) (Tabla 2.a).

Las areas endémicas de muchos de los
arenavirus aislados se solapan parcial o
totalmente con las areas geograficas ocupadas
por sus hospedadores primarios. Debido a esto,
se supone que la diseminacion de un arenavirus
ocurriria en paralelo con |a dispersion
geografica de su hospedador. Probablemente no
existan limites precisos para las areas
endémicas, salvo debido a la existencia de
barreras geograficas importantes que limiten la
distribucion del reservorio natural.
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Tabla 2.a. Arenavirus

Virus Hospedador principal | Localizacién
Viejo Mundo
LCM Mus musculus cosmopolita
Lassa Mastomys huberti Africa oeste
Mopeia Mastomys natalensis | Africa sur
Mobala Praomys spp. Africa central
Ippy Arvicanthus spp. Africa central
Nuevo Mundo
Junin Calomys musculinus Argentina
Calomys laucha
Akodon azarae
Necromys benefactus
Machupo Calomys callosus Bolivia
Guanarito Zygodontomys Venezuela
brevicauda
Tacaribe Artibeus spp. * Trinidad
Amapari Oryzomys goeldii Brasil
Neacomys guianae
Flexal Oryzomys spp. Brasil
Pichindé Oryzomys albigularis | Columbia
Thomasomys fuscatus
Latino Calomys callosus Bolivia
Brasil
Parana Oryzomys buccinatus | Paraguay
Tamiami Sigmodon hispidus Florida, USA
Sabid ? Brasil
Oliveros Necromys benefactus | Argentina

* murciélago frugivoro

depende fundamentalmente de su capacidad para
establecer infecciones cronicas en los mismos.
Durante toda la vida del animal infectado
cronicamente hay una produccion viral
importante, que puede ser liberada al medio a
través de fluidos corporales como la saliva y la
sangre y también de las excretas, orina y
excrementos.

El modo de transmision del virus dentro
de la poblacion de hospedadores ha sido
estudiado por muchos autores en distintos
sistemas animales, principalmente, con los
arenavirus LCM, Lassa, Junin, Pichindé y
Machupo.

En este altimo virus, se han identificado
dos tipos diferentes de respuesta a la infeccion
por parte del roedor (dependientes de diferencias
genotipicas), lo cual hace que en la poblacion de
roedores coexistan tres estados, roedores no
infectados, roedores de tipo A (con viremia
crénica y con fertilidad reducida) y roedores de
tipo B (inmunocompetentes y con fertilidad
normal). También se ha comprobado que la
transmision viral entre individuos de la
poblacion puede realizarse tanto de forma

horizontal como vertical (Figura 2.1).

La densidad de las poblaciones de
Calomys fluctia ciclicamente en funcion de la
proporcion de virus que exista en el medio
ambiente y que favorecen la generacion de
roedores de tipo A o tipo B. La relativa
infertilidad de los roedores de tipo A infectados
cronicamente se traduce en una progresiva
disminucion de este genotipo en la poblacion vy,
consecuentemente, de la proporcion de virus
existente en el medio ambiente. Probablemente,
los Calomys de tipo A poseen alguna ventaja
competitiva sobre los de tipo B en ausencia del
virus Machupo, lo cual lleva a la recuperacion
de la poblacion con este genotipo y posibilita el
comienzo de un nuevo ciclo (Johnson et al.,
1965; Justines and Johnson, 1969; Johnson et
al., 1973; Peters et al., 1974; Webb er al,
1975; Murphy and Walker, 1975; Peters et al.,
1987; Childs and Peters, 1993).

El ejemplo descripto anteriormente es,
probablemente, una de las razones de los ciclos
de epidemia que se observan en casi todos los
arenavirus endémicos que afectan al ser
humano.
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macho con
viremlg crznlca hembra sana 100% de la cria con
TIPO transmision transmisién  viremia cronica
venérea Qg;or lactancia ‘\,
—> —_
50% \‘50%
macho sano hembra hembra con
Inmunocompetente  viremia crénica
TIPO B TIPO A macho sano
° - n\mﬁg &_)
macho con .
viremia crénica
TIPO A

-Q\:Q‘“ P

muerte de los fetos

100% de la
cria sana

Figura 2.1. Modos de transmisién y desarrollo de la infeccién del virus Machupo en Calomys callosus.
Se muestran los tres estados: roedores no infectados, roedores de TIPO A (con viremia cronica y con
fertilidad reducida) y roedores de TIPO B (inmunocompetentes y con fertilidad normal). Las hembras
recientemente infectadas mediante transmision horizontal, producen 100% de la cria de TIPO A mediante
transmision vertical durante la lactancia. La misma hembra, si sobrevive a la infeccion, tiene el 50% de
probabilidad de desarrollar una respuesta inmune completa y, por tanto, pertenecer al TIPO B, o de
desarrollar una infeccién crénica y, por tanto, pertenecer al TIPO A. Las hembras de TIPO B,
inmunocompetentes, dan siempre origen a progenie sana. Las hembras de TIPO A, crénicamente
infectadas, generalmente no tienen progenie, ya que los fetos mueren durante el desarrollo.
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CARACTERISTICAS DE LOS VIRIONES

Ultraestructura

Los viriones de la familia Arenaviridae
son particulas de forma variable, con un
diametro aproximado de 50 a 300 nm
(Figura 3.1) (Dalton et al., 1968; Gschwender
et al., 1975; Murphy et al, 1969, 1970;
Murphy and Whitfield, 1975; Ofodile ef al.,
1973; Speir et al, 1970). En general, las
particulas pequefias a medianas son de forma
esférica, mientras que las mas grandes son
pleomorficas (Figura 3.2). En el virus Junin, los
viriones son redondos u ovales con un diametro
promedio de 110-130 nm (Lascano and Berria,
1970, 1974). A partir de datos obtenidos de
experimentos de ultracentrifugacion se ha
calculado un coeficiente de sedimentacion de
aproximadamente 500 S para las particulas
virales de varios arenavirus.

Para el virus Junin suficientemente
purificado, la densidad de flotacion en CsCl fue
medida en 1,20 g/ml (Romanowski, 1981).
Otros autores han obtenido valores desde 1,12
g/ml hasta 1,17 g/ml, dependiendo del grado de
purificacion de los viriones, y de la composicion
de la solucién utilizada durante la centrifugacion
de los viriones para calcular su densidad de
flotacion (Martinez Segovia and Diaz, 1968;
Help et al., 1970; Coto et al., 1972; Johnson et
al., 1973; Aiion et al., 1976).

En las microfotografias electronicas, los
viriones se observan recubiertos por una unidad
de membrana electrondensa que contiene
proyecciones externas en su superficie. Estas
proyecciones aparecen dispuestas de manera
dispersa en la envoltura membranosa y, cuando
se observan preparaciones por tincién negativa,
tienen estructura claviforme (Murphy er al.,
1970). El interior de los viriones aparece
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constituido por una materia amorfa compuesta
por
ribosomas, que estin presentes en cantidad

principalmente citoplasma celular y
variable, como granulos electrondensos de
20-25 nm de diametro (Figuras 3.1 y 3.2). Su
origen celular fue demostrado tanto por métodos
genéticos como bioquimicos (Pedersen, 1970,
1971, 1973; Pedersen and Konigshofer, 1976;
Carter et al., 1973; Farber and Rawls, 1975;
Afion et al., 1976; Vezza et al., 1977, 1978) y
su funcionalidad fue demostrada en sistemas de
1981;
Giménez and Compans, 1980; Buchmeier et al.,

1981).

traduccion in vitro (Chinault er al,

La funciéon de estos ribosomas en el
virion es desconocida, ya que, cuando la sintesis
del rRNA en células infectadas es previamente
inhibida por actinomicina D, la infectividad de
los viriones, encapsidados sin ribosomas, no se
ve afectada (Carter et al, 1973) y, en el
arenavirus Pichindé, se descart6 su participacion
en los mecanismos de transcripcion/replicacion
viral aprovechando una linea celular mutante
con ribosomas s (temperatura sensible) (Leung
and Rawls, 1977). Por ello, se supone que los
ribosomas son incluidos dentro del virion debido
a un mecanismo de encapsidaciéon poco
especifico. Sin embargo, el descubrimiento de
mRNAs dentro del virién (lapalucci et al.,
1989b; 1989),
mantiene abierta la discusion. El hecho de que

Salvato and Shimomaye,
en los virus Tacaribe y LCM se encuentre uno
de los mRNAs dentro de la particula viral podria
llevar a pensar que se estaria en presencia de un
sistema de traduccion detenido y, por lo tanto,
existiria una asociacion con los ribosomas. En el
momento de la infeccidn, este sistema se

activaria utilizando factores celulares,

constituyendo asi, un evento muy temprano
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Figura 3.1. Esquema de una particula viral de arenavirus. A. Las particulas de los arenavirus son pleomérficas, envueltas
en una bicapa lipoproteica. con las glicoproteinas virales (Gl y G2) asociadas a la misma y componentes inteérnos que incluyen
dos nucleocépsides circulares de aspecto de cuentas de collar y ribosomas. Las nucleocipsides estan constituidas por RNA
(S o L) y proteinas, una mayoritaria (N) y otras minoritarias (L y Z). B: Modelo de la interaccion entre los componentes
mayoritarios del viriéon. G2 forma un complejo tetramérico, que posee tres dominios. El dominio transmembrana de unos 18
aminoécidos, conecta el dominio C-terminal interno (asociado con la nucleocdpside) con el dominio N-terminal externo que

forma un bast6n asociado con un complejo tetramérico de G1 mediante interacciones i6nicas.

dentro de los fenémenos de transcripcion y
replicacion virales.

Es muy dificil observar otros detalles
estructurales del interior de los viriones, sin
embargo, después de la ruptura de la envoltura
viral, se liberan las nucleocapsides (complejos
de ribonucleoproteinas), que se ven como
estructuras elongadas, similares a hebras, de
9-15 nm de diametro (Vezza et al., 1977). En
preparaciones tefiidas  negativamente  con
fosfotungstato de sodio (Gard er al., 1977) las
nucleocapsides tienen un diametro de 3-4 nm y
apariencia de collar de perlas, con estructuras
globulares espaciadas con una periodicidad de 5
nm. En los virus Tacaribe y Tamiami la
densidad de flotacion en CsCl de estas
estructuras es de 1,31-1,36 g/ml (Palmer ef al.,
1977; Gard et al., 1977).

En  muchas  preparaciones,
nucleocapsides purificadas

las

aparecen como
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estructuras circulares cerradas (Figura 3.3)
correspondientes a una de las dos clases de
tamafio  predominantes,  aproximadamente
640 nm y 1300 nm de longitud. La disposicion
circular de las nucleocapsides ha sido atribuida
a la complementariedad de secuencias de los
extremos 5’ y 3’ de los RNAs genémicos
(Young and Howard, 1983; Auperin er al.,
1984b; Romanowski et al., 1985; Bishop and
Auperin, 1987). Adn cuando no se ha probado
experimentalmente la de
estructuras en los arenavirus, en el caso de los
RNAs gendmicos del virus influenza (Hsu ef al.,
1987) y el bunyavirus La Crosse (Raju and
Kolakofsky, 1989), que contienen secuencias
complementarias en los extremos 5' y 3, se
efectuaron experimentos de entrecruzamiento
quimico que permitieron comprobar la existencia
de estructuras similares a las propuestas para

las nucleocapsides de los arenavirus.

existencia estas
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Estructura molecular

Los arenavirus son virus envueltos, con
una bicapa lipoproteica de origen celular y un
genoma constituido por dos especies de RNA
que codifican para las proteinas virales
(Martinez Segovia and Grazioli, 1969; Afi6n et
al., 1976; Riviere et al., 1985a) (Figura 3.1).
Estos RNAs son de cadena simple y poseen una
longitud aproximada de 7 kb (RNA L) y de
3,5 kb (RNA S).

En el momento de la brotacion, el virus
queda rodeado por la envoltura lipoproteica. En
varios miembros de la familia Arenaviridae se
ha estudiado la composicion proteica y lipidica
de la envoltura. Las proteinas celulares, que
estan presentes en escasa proporcion, resultan
excluidas por grupos de las glicoproteinas
virales G1 y G2. La proteina G1 se encuentra
formando tetrameros globulares en el exterior
del virion, unida por enlaces no covalentes a G2.
Esta es una proteina tetramérica transmembrana
que, en el interior del virion, se conecta con la
nucleocapside viral. De esta manera, G1 y G2
constituirian las tipicas espiculas observadas por

microscopia electronica en la cubierta viral.
Respecto de los lipidos, se ha encontrado que la
composicion lipidica cuantitativa de la envoltura
viral y de la membrana plasmatica de las células
infectadas por el virus son diferentes (Rosas,
1984; Rosas et al., 1988). Esta relacion entre la
brotacion del virus y la membrana plasmatica de
la célula hospedadora ha dado lugar a diversos
estudios acerca de la influencia de la infeccion
viral en los procesos mediados por membranas
tales como la variacion de la permeabilidad a
iones y la disminuciéon de la actividad de la
bomba de Na /K (sensible a ouabaina) y de la
bomba de Ca+2 (Rey et al., 1988; Rey, 1990).

Localizadas en el interior del viriéon se
encuentran ribonucleoproteinas de origen celular
(ribosomas) y viral (nucleocapsides). Las
nucleocapsides estan formadas por la proteina N
asociada a los RNAs virales. La proteina N ha
sido identificada como un polipéptido
mayoritario de 60-68 kDa (Martinez Segovia
and De Mitri, 1977; Gard ef al., 1977; Grau et
al., 1981; Romanowski, 1981; Gonzalez et al.,

1983; Clegg and Lloyd, 1983). Ademas, se

Figura 3.2. Micrografias electrénicas de aremavirus. A. Secciones de células BHK-21 infectadas
donde se ven viriones libres y el proceso de brotacion. Se observan particulas virales de 110 nm
conteniendo granulos electrondensos de 20 nm. B.1. Detalle de la envoltura viral (tomada de Burns and
Buchmeier, 1993). La barra representa 100 nm. B.2. La misma imagen procesada por computadora para
diferenciar las espiculas en forma de clavija del fondo que rodea al virién. B.3. Seccién de la imagen 2
aumentada y con mayor procesamiento. En los tres casos se indica con una flecha una espicula de

glicoproteinas virales.
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encuentran otras dos proteinas virales, la RNA
polimerasa (replicasa), llamada proteina L, de
aproximadamente 200 kDa y una proteina de 11
kDa, denominada Z por contener motivos
estructurales postulados de tipo zinc finger, que
adn no tiene una funcién biologica asignada.

Cada RNA genémico viral posee dos
marcos de lectura abiertos, no superpuestos y de
polaridades opuestas (genoma ambisentido,
Auperin et al., 1984b; Romanowski, 1993). En
el RNA L se encuentran los marcos de lectura
para la RNA polimerasa viral y para la proteina
Z. En el RNA S se encuentran los marcos de
lectura para las proteinas estructurales mas
importantes del virion, la proteina N y el
precursor de las glicoproteinas de cubierta
(GPC), 'que es procesado proteoliticamente
durante el ciclo replicativo viral, para producir
las dos glicoproteinas de la envoltura del virion
(Gl y G2).

Morfogénesis

La brotacion a nivel de la membrana
plasmatica de la célula infectada es la dnica
etapa de la morfogénesis viral que ha sido
observada por microscopia electronica (Dalton
et al., 1968; Murphy et al., 1970).

Utilizando técnicas de inmunofluores-
cencia indirecta con anticuerpos especificos
dirigidos contra la proteina N (Zeller et al,
1988), la misma es detectada mayoritariamente
en el citoplasma, lugar donde, probablemente, se
produce el ensamblaje de las nucleocapsides.
Respecto a la sintesis del precursor de las
glicoproteinas (GPC) es logico suponer que
ocurre en polirribosomas asociados a la
membrana del reticulo endoplasmico rugoso,
como sucede en otros virus envueltos (Stephens
& Compans, 1988). En el lumen del reticulo
ocurre el procesamiento proteolitico que da
origen a las glicoproteinas virales G1 y G2, las
cuales son transportadas al aparato de Golgi,
donde tienen lugar los eventos asociados a la

glicosilacion. El movimiento final de las
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glicoproteinas hacia la membrana plasmatica es
mediado, probablemente, por un proceso de
transporte vesicular.

Por algin mecanismo desconocido, las
glicoproteinas G1 (externa) y G2 (transmem-
brana) se disponen en la membrana plasmatica
en grupos (patches), excluyendo a las proteinas
de membrana celulares. Las nucleocapsides
podrian interactuar con el dominio citoplasmico
de G2, con (Salvato et al., 1992) o sin (Bruns et
al., 1986) la intervencion de la proteina Z. Una
vez concretadas estas interacciones moleculares,
se produce la brotacion de las particulas virales.

ESTRUCTURA Y PROPIEDADES DEL

GENOMA

Genoma viral

Los Arenavirus poseen un genoma
segmentado, formado por dos tipos de RNA de
cadena simple. Estas especies de RNA son de
tamafios diferentes. El RNA menor (denominado
S, small), tiene alrededor de 3500 nucledtidos de
longitud y un coeficiente de sedimentacion de 22
a 25S, mientras que el mayor (denominado L,
7000-7500
nucledtidos y un coeficiente de sedimentacion de
31 a37S.

Los

large), tiene aproximadamente

arenavirus Tacaribe, LCM vy
Pichindé son, hasta el momento, los unicos
representantes de la familia cuyo genoma ha
sido totalmente secuenciado (Auperin et al.,
1984a,b, Romanowski 198S;
Romanowski et al., 1985; Bishop and Auperin,
1987; Franze-Fernandez et al., 1987, lapalucci
et al., 1989a, 1989b; Salvato er al, 1989;
Salvato and Shimomaye, 1989). La secuencia
nucleotidica del RNA S fue
determinada, ademdas, para los virus Lassa
(Clegg and Oram, 198S; Auperin ef al., 1986;
Auperin and McCormick, 1989; Clegg ef al.,
1990), Junin (Ghiringhelli es al., 1987, 1989,

1991a, 1991b, 1997), Mopeia (Wilson and

and Bishop,

completa
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Clegg, 1991) y Oliveros (Bowen, ef al., 1996),
asi como la mitad 3' del RNA S del virus
Machupo (Griffiths ef al., 1992).

Aunque para asegurar la infectividad,
los viriones deben poseer, al menos, una copia
completa de cada especie de RNA, la proporcion
de cada uno de los RNAs no es equimolar en
distintas preparaciones de viriones. Es bastante
comun encontrar que el nimero de moléculas del
RNA S sea mayor al naimero de moléculas del
RNA L. De hecho,
experimentalmente mediante métodos genéticos

se ha comprobado
y bioquimicos la existencia de relaciones
molares RNA S/RNA L de 1,5 en Junin (Afion
et al., 1976), 2,9-5,0 en LCM (Pedersen, 1973;
Romanowski and Bishop, 1983) y 1,8-2,0 en
Pichindé (Carter et al., 1973; Farber and Rawils,
1975; Dutko et al., 1976; Vezza et al., 1978), lo
cual deriva en la existencia de particulas virales
diploides para el RNA S.

En todas las preparaciones virales se
de RNA que
Estos RNAs,
inicialmente caracterizados por su coeficiente de

encuentran otras especies

acompafian al  genoma.
sedimentacion, 4-6S, 18S y 28S, corresponden a
rRNAs originarios de los ribosomas presentes en
el virion (Abelson et al., 1969; Pedersen, 1970;
Carter et al., 1973; Afidn et al., 1976; Vezza et
al., 1977; Ramsingh et al., 1980; Dutko et al.,
1981). Como ya se indico, estos ribosomas no
parecen tener ninguna funcion en el ciclo
replicativo viral y su presencia dentro de los
virus, de

encapsidacion y brotacion poco especifico.

podria deberse a un sistema
Efectivamente, los arenavirus son capaces de
encapsidar también algunas de las especies de
RNAs utilizadas como

replicacion

intermediarios en la

como la forma
antigenémica del RNA S, aunque su proporcion
no supera el 5% de la masa del RNA S
genomico. Ademas, en algunas preparaciones
del virus Pichindé, se ha detectado por Northern
blot un RNA 158, que segin algunos autores

(Farber andy Rawls, 1975; Dutko et al., 1976;

viral, tales
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Auperin et al., 1984a; Bishop, 1990), seria el
mRNA de la proteina N, aunque esto ain no ha
sido comprobado experimentalmente. También,
se ha descripto la presencia de un RNA de bajo
peso molecular en preparaciones de viriones de
los virus Tacaribe y LCM, en cantidades

Figura 3.3. Micrografias electronicas de
nucleocapsides purificadas. Se  observan tres
nucleocapsides aisladas en diferentes estados de

enrollamiento. La barra blanca representa 200 nm
(tomada de Young and Howard. 1983).

RNA S wiral. La
caracterizacion del mismo permitié comprobar

molares comparables al

que corresponde al mRNA transcripto del gen Z;
es probable que este RNA se encuentre asociado
a los ribosomas en la particula viral y pueda ser
traducido en una etapa muy temprana de la
replicacion del virus en una célula infectada

(lapalucci et al., 1989a; Salvato and

Shimomaye, 1989).

Los datos de secuencia nucleotidica viral
han permitido ubicar dos marcos de lectura
abiertos en cada RNA y, en ambos casos, los
mismos son de sentido opuesto, lo que resulta en
una doble polaridad del RNA. Por ello, Auperin

et al (1984b) propusieron el nombre de

ambisense  en  contraposicion con  los

anteriormente descriptos positive 'y negative

sense, para describir la estrategia de
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Figura 3.4.'Organizacién molecular del RNA S del virus
Junin. El esquema interpreta las observaciones por
microscopia electronica de nucleocapsides y las predicciones
de los datos de secuencia nucleotidica. El RNA S se muestra
en forma circular cerrada con los extremos 5’ y 3° apareados
en una estructura tipo panhandle. Con flechas abiertas se
indican los marcos de lectura abierta de los genes GPC
(polaridad positiva) y N (polaridad negativa). En la regién
intergénica se muestran las estructuras tipo horquilla
(hairpin loop). Las estructuras doble cadena no estan
dibujadas a escala.

codificacion de estos virus. La doble polaridad
es una estrategia de codificacion que también
presentan algunos géneros de bunyavirus, una
familia muy relacionada en este aspecto a los
arenavirus (Elliot, 1990).

Estrategia de codificacién

Las S y L
codifican para distintas proteinas (Vezza et al.,
1978; Leung ef al., 1979; 1981; Harnish et al.,
1983). El RNA S codifica para las proteinas de
la nucleocapside viral (N) y el precursor de las
glicoproteinas de superficie (GPC). EIl RNA L
codifica para la replicasa viral (L, RNA
polimerasa-RNA dependiente) y la proteina Z,
sin funcién asignada hasta el momento (Figura
3.4). De esta manera, casi toda la capacidad
codificante de RNAs virales esta
aprovechada, presentando solamente regiones no

especies moleculares

los
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codificantes en los extremos 3'y 5' y en las
regiones intergénicas (Figura 3.4).

Los mRNAs de los arenavirus se
caracterizan por presentar
codificantes de longitud variable y poseer en el
extremo nucledtidos extras no codificados en el
molde (Garcin and Kolakofsky, 1990, 1992).
Los codones de iniciacion han sido identificados

regiones 5’ no

en su mayoria por comparacion con la secuencia
mRNAs
predicha

eucarioticos,
Kozak

consenso para
CC{A/G}CCAUGG,
(1978, 1983, 1984).

En el extremo 3' de los RNAs genémicos
S y L de los arenavirus que han sido

por

secuenciados, se halla una secuencia de 19
nucledtidos comin a todos ellos (3' GCGUGUC
ACCUAGGAUCCG 5', Auperin et al., 1982a,
1982b). Se supone que esta secuencia podria
tener alguna importancia en el reconocimiento
del molde por parte de la RNA polimerasa en el
inicio de la replicacion. Esta caracteristica es
conocida dentro de los togavirus (Ou et al,
1981), paramixovirus (Blumberg ef al., 1981) y
bunyavirus (Elliot, 1990) y, aparentemente, los
filovirus poseen una estrategia similar (Kiley et
al. 1986; Feldman et al., 1993). Ademas, otra
de
secuencia, es que las primeras bases del extremo

caracteristica comin importante esta
5' viral son complementarias a la misma.
Cuando se analizan secuencias particulares, se
observa que la complementariedad entre los
extremos 5’ y 3’ de los RNAs S y L, se extiende
mas alla de la secuencia consenso en todos los
arenavirus, y, de acuerdo a las energias libres
calculadas, su formacion es altamente probable.
En este sentido, es posible que la estabilizacion
de estas estructuras tipo punhandle sea la
responsable de la estructura circular que se
observa por microscopia electronica en las
nucleocapsides virales (Figura 3.3). Ademas, la
formacion de estructura durante la
replicacion del virus en la célula infectada
podria ser la seflal que marca el comienzo de la

encapsidacion viral.

esta
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Mec4nica de la transcripcion/replicacién

Estudios recientes, utilizando agentes
lisosomotropicos, han demostrado que los virus
Pichindé, Lassa y Mopeia penetran en la célula
mediante lisosomas acidicos (Glushakova and
Lukashevich, 1989; Harnish ef al., 1993). Aun
cuando no se conocen con precision los eventos
moleculares que ocurren una vez que el virus ha
entrado a la célula, el camino a seguir incluye,
por un lado, la transcripcion y traduccion de las
proteinas virales, la replicacion del genoma
viral, el ensamblado de la nucleocapside vy,
finalmente, la brotaciéon de la particula viral y,
por otra parte, la interaccion del virus con la
célula hospedadora estableciendo infecciones
persistentes o liticas, dependiendo de la linea
celular.

Los mRNAs de las proteinas N y L son
transcriptos utilizando como molde la region 3'
del RNA viral (de polaridad negativa) S o L,
respectivamente. En cambio, ya que la region 5’
viral es de polaridad positiva, los mRNAs de
GPC y Z son transcriptos utilizando como molde
la region 3' del RNA viral complementario
(antigendmico) S o L, respectivamente. El RNA
viral complementario (antigenémico) de longitud
completa es un intermediario obligado en la
replicacion. Hasta el presente no se ha podido
probar que las regiones 5' de los RNAs, viral o
viral complementario, de longitud completa,
actien directamente como mensajeros, lo que
hace suponer que la interaccion con los
ribosomas no depende
secuencias codificadas.

solamente de las

La region intergénica no codificante
tiene como caracteristica la capacidad de formar
una estructura secundaria muy estable en forma
de horquilla cuya posible funcién seria la de
actuar como terminador de la transcripcion
(Romanowski ef al., 1985; Franze Fernandez et
al., 1987; Ghiringhelli et al., 1991a; lapalucci ef
al., 1991; Rivera Pomar, 1991). En la mayoria
de los arenavirus, esta estructura es simple pero,
Ghiringhelli et al. (1987) comunicaron una
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probable estructura de doble horquilla en la
region intergénica del RNA S del virus Junin.
Mas recientemente, Wilson and Clegg (1991)
describieron una estructura similar en el RNA S
del virus Mopeia, en tanto que lapalucci et al.
(1991) reinterpretaron su version original de la
del
considerandola una doble horquilla, del mismo

secuencia intergénica virus  Tacaribe

tipo que la descripta para el virus Junin.

Los mecanismos de transcripcion vy

replicacion  viral que se  encuentran
esquematizados en la Figura 3.5, han sido
estudiados con mayor detalle para el RNA S. Se
supone que el RNA L sigue una estrategia
similar. Una vez que el virus infecta a una
célula, la RNA polimerasa que ingresa con las
nucleocdpsides comienza la transcripcion de la
region 3°. Cuando la polimerasa alcanza las
estructuras intergénicas en horquilla, se disocia
del RNA molde, dando origen a una especie
subgenomica que es el mRNA de la proteina N.
El extremo 5° de este RNA posee un numero
variable de bases extra, cuya secuencia no se
encuentra especificada por el molde viral. Este
hecho llevo a proponer que la sintesis de los
mRNAs comenzaria con un mecanismo del tipo
1981;

extremo 3° de

de cap-snatching (Krug, Garcin and
Kolakofsky, 1990). El

mRNAs de N, en los virus Tacaribe (lapalucci

los

et al., 1991) y Junin (Rivera Pomar et al,
1993), contiene la copia de la primer estructura
en horquilla de la region intergénica que
encuentra la RNA polimerasa en la direccion de
la transcripcion. Si la RNA polimerasa no se
detiene en la region intergénica, el resultado es
una copia completa del RNA S. Esta nueva
especie, de secuencia antigenomica, sirve como
molde para la transcripcion de las dos especies
de RNA S de secuencia genomica: el mRNA de
la proteina GPC y el RNA S genomico viral de
longitud completa. En el virus Tacaribe, el
mRNA de GPC también incluye en su extremo
3’ una copia de la primer estructura en horquilla
de la region intergénica que encuentra la RNA
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Figura 3.5. Transcripcién/Replicacién del RNA S del virus Junin. El RNA S gendmico (o viral, V) del virus Junin
contiene un marco de lectura para el gen GPC. Este RNA es transcripto a dos formas de RNAs antigenémicos (o viral
complementarios, VC) que contienen el marco de lectura del gen N: el mRNA de N y el RNA S antigenémico. Los marcos
de lectura de los genes GPC y N, se muestran como rectangulo vacio y lleno, respectivamente, con las puntas en flecha
indicando la direccion de la transcripcion y traduccion. En la region intergénica se muestran las estructuras en horquilta
(fuera de escala). El simbolo "NNN" indica los nucledtidos independientes del molde agregados a los extremos 5' de los
mRNAs. Las flechas delgadas indican las relaciones molde/transcripto entre las diferentes especies de RNA.

polimerasa en la direccion de la transcripcion
(Iapalucci et al., 1991). Por otra parte, si la
sintesis proteica se encuentra inhibida, el mRNA
de N es la unica especie que puede ser
sintetizada, producto de la transcripcion del
RNA S (Franze Fernandez et al., 1987).

La aparicion de las otras especies de
RNA virales es dependiente de la sintesis
proteica, lo cual implica necesariamente que el
de de la
transcripcion del RNA S depende de la sintesis
proteica. Este efecto de antiterminacion podria

mecanismo antiterminacion

ser llevado a cabo por la proteina N, alguna otra
proteina viral o algin polipéptido celular con
una alta velocidad de recambio.

Experimentos en los que se estudiaron
los eventos tempranos de la replicacion vy
transcripcion del RNA S del virus Junin (Rivera
Pomar et al., 1993) indican que la principal
responsable de la accion antiterminadora in vivo
es la proteina N.
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PROTEINAS VIRALES

En las particulas virales purificadas de
los distintos arenavirus sobre los cuales se ha
trabajado hasta el momento, se han detectado
tres proteinas mayoritarias (Ramos et al., 1972;
Gard et al, 1977; Martinez Segovia and De
Mitri, 1977; Vezza et al., 1977; Buchmeier et
al., 1977, 1978, 1981; Buchmeier and Oldstone,
1978, 1979, 1981; Buchmeier and Parekh,
1987; Gangemi ef al., 1978; Saleh et al., 1979;
Cresta et al., 1980; Compans ef al., 1981; Grau
et al., 1981; Harnish er al., 1981a,b; Kiley er
al., 1981; Leung et al., 1981; Boersma et al.,
1982; Bruns et al., 1983a,b, 1986; Young ¢t al.,
1981; Clegg and Lloyd, 1983). Estas parecen
ser las proteinas estructurales mas importantes
del virion. Ademads, se han identificado otras dos
proteinas, de caracteristicas no estructurales
que, resultan encapsidadas en proporciones
variables dentro de la particula viral (lapalucci
et al., 1989a,b; Salvato and Shimomaye, 1989).
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Estas proteinas son la proteina de la
nucleocapside viral, N, glicoproteinas
estructurales G1 y G2 (originadas a partir del
precursor de las glicoproteinas, GPC), y las
proteinas L (identificada como la RNA
polimerasa-RNA dependiente o replicasa) y Z
(una proteina recientemente caracterizada, con
un dominio postulado de tipo zinc finger).

las

Proteina de la nucleocipside (N)

La proteina N es el constituyente
principal de la nucleocapside y es la mas
abundante del virion, representando un 70% de
la masa proteica viral. En el virus Pichindé¢ se ha
estimado que hay unas 1500 moléculas de
proteina N por virion (Vezza et al., 1977), la
mayor parte de las cuales esta asociada a los
RNAs virales, por lo cual es indudable que la
funcion principal de la proteina N es netamente
estructural. El conocimiento de las secuencias
aminoacidicas de diferentes Ns permite estimar
una longitud promedio de 564 aminoacidos y un
peso molecular promedio de aproximadamente
63 kDa (Tabla 3.a).

La responsabilidad o participacion de la
proteina N en otra u otras funciones virales no
es muy clara hasta el momento.

El ensayo de fijacion de complemento
fue utilizado para establecer relaciones entre los
distintos arenavirus (Rowe ef al., 1970a; Casals
et al., 1975). Estos estudios permitieron dividir
a las especies de arenavirus en dos grupos
antigénicamente relacionados, los arenavirus del
Nuevo Mundo (o complejo Tacaribe) y los
arenavirus del Viejo Mundo. Gschwender and
Lehmann-Grube (1973) determinaron que la
fijacion de complemento estaba asociada con
una fraccion soluble obtenida a partir de células
infectadas con LCM. Posteriormente, Buchmeier
et al. (1977) y De Mitri & Martinez Segovia
(1980) demostraron que la proteina N o
productos de  menor

peso  molecular,

supuestamente  generados por  protedlisis
intracelular son los antigenos responsables de la

fijacion de complemento.
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Por otra parte, se ha mostrado que la
proteina N de los virus Junin, Pichindé y Lassa
puede sufrir un procesamiento o degradacion
produciendo un polipéptido de 25-30 kDa
(Harnish et al, 1981a; Young et al, 1987
Sanchez et al., 1989). Este producto puede
liberarse por lavado de las células infectadas con
el virus Junin y detectarse libre en el medio de
cultivo sobrenadante, de donde puede suponerse
asociado a la superficie celular. Por el contrario,
Pichindé la

intranuclear

en células infectadas con

localizacion del mismo seria

(Young et al., 1987).

Ademas, se ha descripto la existencia de,
al menos, un epitope de N en la superficie del
virion de LCM, asi como en la superficie de
células infectadas (Bruns ef al., 1986; Zeller et
1986, 1988).
soportada, en teoria, por el hecho de que N

al., Esta observacion esta
presenta regiones hidrofobicas que podrian
anclarla en la membrana celular. La proteina N
ha sido localizada en el citoplasma de las células
infectadas ya sea por inmunomicroscopia Optica
o electronica. Young et al. (1987) describieron
que la proteina N estaba presente en el nicleo de
las células infectadas con Pichindé, aspecto no

demostrado en los demas arenavirus.

Un analisis detallado de las secuencias

aminoacidicas de las proteinas N permite

reconocer la presencia de varios sitios

potenciales de N-glicosilacion y de fosforilacion
por  proteinquinasas,
Todos

proteinas virales glicosiladas demuestran que

caseinquinasas y

tirosinquinasas. los estudios sobre
estos sitios potenciales en la proteina N no son
utilizados in vivo. En cambio, al menos en
LCM, Tacaribe y Pichindé, la proteina N se
encuentra en dos fracciones, como proteina
fosforilada y no fosforilada (Boersma and
1985; Bruns er al., 1986). Esta

fosforilacion depende de una actividad de

Compans,

proteinquinasa asociada al virion que utiliza
como sustrato a la proteina N (Howard and
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Buchmeier, 1983). Esta actividad aiin no ha sido
asignada a ninguna proteina del virién.
Experimentos  recientes  sobre la
replicacion y transcripcion del RNA S de
distintos arenavirus (Lee ef al., 2000; Tortorici
et al., 2001a; Lopez et al., 2001) muestran que
la proteina N es la principal responsable de la

accion antiterminadora in vivo.

Precursor de las glicoproteinas (GPC)

de 1la
aminoacidica de varios precursores de las

El conocimiento secuencia
glicoproteinas permite estimar una longitud
promedio de 494 aminodcidos y un peso
molecular promedio aproximado de 56 kDa en
su forma no glicosilada. (Tabla 3.b). Este
precursor esta constituido por tres regiones, un
péptido seiial, la glicoproteina G1 y Ila
glicoproteina G2.

El procesamiento del precursor GPC
ocurre en dos etapas (Burns and Buchmeier,
1993). El péptido sefial es procesado previo al
transporte de la glicoproteina desde el reticulo
endoplasmico. En cambio, el procesamiento
proteolitico de GPC para dar G1 y G2, ocurre

entre el Golgi medio y el trans-Golgi (Wrigth er
al, 1990). Buchmeier e al (1987)
determinaron que el sitio de procesamiento
proteolitico en el precursor de la glicoproteina de
LCM se encuentra en las proximidades de la
secuencia basica, Arg,,-Arg,,. Este sitio esta
seguido por una de 23
hidrofébicos. Esta secuencia caracteristica se
conserva en las dos cepas estudiadas de LCM
(ARM y WE), Lassa (Auperin et al., 1986) y
Pichindé, y es reemplazada por la secuencia
Arg-Lys en Junin (Ghiringhelli et al., 1991) y
Arg-Thr en Tacaribe (Franze Fernandez et al.,
1987). La las
glicoproteinas  se

serie residuos

proteasa
ha
intracelular, no codificada por el genoma viral.
El sitio de procesamiento proteolitico fue

que procesa

confirmado como

localizado exactamente a 3 aminodcidos de
distancia de la primer Arg de la secuencia
conservada en la mayoria de los arenavirus. En
el virus Tacaribe, la falta de esta secuencia
conservada (Franze-Fernandez et al., 1987) y la
deteccion por electroforesis de una Unica
glicoproteina de peso molecular de 44 kDa, llevo

a pensar en una composicion y procesamiento de

Tabla 3.a. Caracteristicas de las proteinas N

Virus Cepa Longitud en Peso molecular Referencias
aminoacidos calculado (kDa)
Junin MC2 564 63027 Ghiringhelli et al., 1989
Ghiringhelli et al., 1991
Junin Candid # 1 564 63123 Ghiringhelli, P.D., resultados no public.
Lassa GA391 570 62913 Clegg and Oram, 1985
Clegg et al., 1990
Lassa Josiah 569 62882 Auperin and McCormick, 1988
LCM Armstrong 558 62177 Salvato et al., 1988
LCM WE 558 62182 Romanowski et al., 1985
Romanowski and Bishop, 1985
Machupo | AA288-77 564 63299 Griffiths et al., 1992
Mopeia 800150 570 63434 Wilson et al., 1991
Oliveros | ----- 558 62154 Bowen et al., 1996
Pichindé 3739 561 63012 Auperin et al., 1984
Bishop and Auperin, 1987
Sabia SPH114202 562 63122 Gonzalez et al., 1996
Tacaribe T.RVL.1l 573 570 63789 Franze Fernandez et al., 1987
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glicoproteinas diferente al resto de la familia.
Sin embargo, mediante el secuenciamiento del

de
estructurales del virus Tacaribe, se mostr6 que

extremo  amino las  glicoproteinas
el procesamiento proteolitico del precursor GPC
produce dos glicoproteinas Gl y G2 de pesos
moleculares aparentes muy proximos, que no se
alcanzan a resolver como bandas distintas por
electroforesis en gel de poliacrilamida.

Las glicoproteinas, G1 y G2, derivadas
del procesamiento del precursor GPC se hallan
en cantidades equimolares en el virion y son
de observables al

proteinas superficie,

microscopio  electronico como  espiculas
claviformes de 5 a 10 nm en la membrana
(Murphy et al, 1970; Lascano and Berria,
1974; Murphy and Whitfield, 1975; Young et
al., 1981). Gl es una proteina periférica,
mientras que G2 es transmembrana (Di Simone
et al., 1994). Estas proteinas probablemente
estan involucradas en la interaccion virién-célula
a través de un receptor aun no identificado.

Las

removidas del viribn por tratamientos con

dos glicoproteinas pueden ser
enzimas proteoliticas y detergentes no i6nicos
(Gard et al, 1977, Vezza et al, 1977,
Buchmeier and Oldstone, 1978; Romanowski,
1981). Estudios de neutralizacion han mostrado

que los anticuerpos monoclonales obtenidos

contra G1 son mas efectivos que aquéllos contra
G2 (Buchmeier et al, 1981). Estos datos
soportan la idea de que G1 es mas externa. Para
el virus Junin, Romanowski (1981) demostr6 el
caracter extrinseco de G1 en viriones altamente
purificados por iodinacion in vitro. En el caso
del virus LCM, el tratamiento de los viriones
de agentes
reductores provocé la liberacion de estructuras
por
complejos de G1, formando como maximo

con detergentes en ausencia

oligoméricas, constituidas uGnicamente
tetrameros (Wright et al, 1989, Burns and
Buchmeier, 1991).

detergentes mostraron ademas, que Gl es una

Los tratamientos con
proteina periférica mientras que G2 es una
proteina integral de membrana. La proteina G2
del LCM posee 233

separados en dominios.

aminoacidos
164
aminoacidos del extremo amino terminal forman

virus
tres Los
el dominio mas importante, externo al virion,
que es el que interacciona con G1. Los restantes
69 aminoacidos se dividen en dos dominios, uno
de anclaje a la membrana, constituido por un
grupo de 20 a 25 aminoacidos hidrofobicos y el
otro, de 44 a 49 aminoacidos, que conforman el
dominio interno de G2, es el que interacciona
con la nucleocapside viral.

La organizacion macromolecular de los
complejos estructurales de las glicoproteinas del

Tabla 3.b. Caracteristicas de las proteinas GPC

Virus Cepa Longitud en Peso molecular Referencias
aminoacidos calculado (kDa)

Junin MC2 481 55118 Ghiringhelli er al., 1991
Junin Candid # 1 485 55559 Ghiringhelli et al., 1996
Lassa GA39] 491 55744 Clegg et al., 1990
Lassa Josiah 49] 55752 Auperin et al., 1986

Auperin and McCormick, 1988
LCM Armstrong 498 56215 Salvato et al., 1988
LCM WE 498 56235 Romanowski er al., 1985
Mopeia 800150 489 55987 Wilson et al., 1991
Olivero | --—-- 518 59380 Bowen et al., 1996
Pichindé 3739 503 57278 Auperin et al., 1984

Bishop and Auperin, 1987
Sabia SPH114202 488 55877 Gonzalez et al., 1996
Tacaribe T.RVL.1I 573 483 55554 Franze Fernandez et al., 1987
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virus LCM fue estudiada, ademas, con agentes
quimicos de entrecruzamiento. Mediante la
utilizacion de agentes de entrecruzamiento
impermeables a las membranas, se demostr6 que
cada glicoproteina se encontraba formando
complejos de homotetrameros. Cuando los
agentes utilizados  podian
membranas biologicas se observé que G2
formaba, ademas, complejos con la proteina N
(Figura 3.1 B). El extremo carboxilo terminal
de G2 se encuentra cargado positivamente. En
ese sentido, 5 de los 12 residuos del extremo
carboxilo de la G2 de - LCM son lisina o

arginina, y es muy probable que estos residuos

atravesar las

sean los responsables de la interaccion con N
(Burns and Buchmeier, 1991).

- Estos estudios han establecido un
modelo estructural para las glicoproteinas del
virus LCM. Las espiculas estarian formadas por
una cabeza externa constituida por un tetramero
de G1 unido por puentes disulfuro, y por una
parte integral a la membrana constituida por G2
(Burns et al., 1990). Este modelo se corresponde
con las espiculas observadas en microscopia
electronica (Figura 3.2).

Respecto de la cadena de polisacaridos
es poco lo que se conoce (Boersma et al., 1982,
Wright et al., 1990, Scolaro et al., 1990), salvo
que medidas de incorporacion de azicares
marcados radiactivamente han determinado un
mayor grado de glicosilacion de G1 (Ramos et
al., 1972; Vezza et al., 1977; Buchmeier et al.,
1978) y que el precursor GPC es rico en manosa
mientras que G1 y G2 son ricas en glucosamina,
galactosa y fucosa (Wright ef al., 1990). Hasta
ahora no se ha detectado la presencia de otros

grupos en asociacion covalente con las
glicoproteinas.
Los analisis de biosintesis de la

glicoproteina muestran que después de la
protedlisis enzimatica en el Golgi medio se
produce el procesamiento de oligosacaridos en el
trans-Golgi produciendo G1 y G2 con 5 y 2
oligosacaridos  complejos,  respectivamente,
ligados por asparragina (Wright ef al., 1990).
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El estudio de las secuencias
aminoacidicas derivadas de la informacion
nucleotidica de distintos arenavirus ha

demostrado diferentes grados de homologia,
regiones en particular, la
conservacion de algunos de los sitios potenciales
de N-glicosilacion y de los posibles sitios de
del

Ademas, la glicoproteina, presenta como rasgo

consenso Yy,

procesamiento  proteolitico precursor.
interesante, epitopes conservados con la proteina
de
africanos entre si, por una parte, y los del
Continente Americano, por otra (Buchmeier and
Parekh, 1987).

Los mapas peptidicos obtenidos por

la nucleocapside entre los arenavirus

digestiones enzimaticas de las glicoproteinas de
los virus Pichindé y LCM son diferentes
(Buchmeier and Oldstone, 1979; Harnish et al.,
1981a, 1981b; 1983). En 1990, Scolaro et al.
realizaron experimentos de mapec; de péptidos
que indican que la glicoproteina de una mutante
atenuada del virus Junin presenta modificaciones
estructurales que la diferencian de la cepa
parental mas patdgena. Estas diferencias pueden
estar correlacionadas con diferencias en el
tropismo viral y/o la interaccion inicial con el
potencial receptor celular.

RNA polimerasa viral (L)

La proteina L. es un polipéptido no
glicosilado (Harnish er al., 1981b; 1983) con
una longitud promedio de 2200 aminoacidos y
un peso molecular promedio aproximado de
250 kDa (Tabla 3.c). El tamaiio de esta proteina
es muy similar al de la proteina L de virus con
genoma de RNA de polaridad negativa
(Schubert et al., 1984; Shioda et al, 1986;
Yusoff et al., 1987; Tordo ef al., 1988; Galinski
et al., 1988; Blumberg et al., 1988).

Esta proteina se halla asociada a la
nucleocapside viral formando un complejo
ribonucleoproteico y la actividad que se le
la de RNA polimerasa-RNA
dependiente ("replicasa") analoga a la proteina L
de rhabdovirus y paramixovirus. Mutantes del

atribuye es
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RNA L han mostrado capacidad de alterar la
morfologia de las placas de lisis y la virulencia y
letalidad del virus LCM (Riviere et al., 1985b).
De esto se puede inferir una funcion en los
mecanismos de replicacion y establecimiento de
infecciones persistentes (Singh er al, 1987).
Siendo la proteina L codificada por un gen de
gran tamafio es un blanco facil de mutaciones
que alteren sus funciones (Meier et al., 1984;
Schubert ef al., 1984) dando lugar a formas que,
por ejemplo, generen productos de transcripcion
defectuosos relacionados con las infecciones
persistentes (Francis and Southern, 1988). De
todos modos existen al respecto otras teorias
diferentes (Bruns et al., 1990).

Un andlisis de la secuencia de
aminoacidos deducida a partir de los genes
clonados de los virus Tacaribe, LCM y Pichindé
(lapalucci et al., 1989a; Salvato et al., 1989)
muestra algunas coincidencias con aquéllas que
corresponden a replicasas virales.

Uno de estos motivos, presente en 26
RNA polimerasas RNA dependientes, 20 DNA
polimerasas RNA dependientes y 11 DNA
polimerasas DNA dependientes, consiste en una
secuencia consenso de 15 aminoacidos con los
residuos Asp-Asp en el centro, flanqueados por
ciertos aminoacidos, algunos de los cuales son
hidrofébicos (Kamer and Argos, 1984;
Kornberg and Baker, 1992). En los tres
arenavirus se encuentran varias secuencias que
correlacionan con la descripta: 8 en LCM, 7 en
Pichindé y 10 en Tacaribe. De todos estos sitios,
solamente uno se encuentra conservado en

miltiple. Se conservan, no s6lo los residuos
Asp-Asp sino ademas, algunos de los
aminoacidos vecinos, siendo el consenso propio
de  arenavirus:  Tyr-Thr-Ser-Ser-Asp-Asp-
{GIn/Glu}—{Ile/Val} (1317-1324 en LCM,
1299-1306 en Pichindé y 1325-1331 en
Tacaribe). Los cuatro aminoacidos centrales de
este consenso (Ser-Ser-Asp-Asp) coinciden con
el tetrapéptido central de una secuencia de 15
residuos altamente conservada, caracteristica de
la RNA polimerasa del virus de influenza.

Por ultimo, otro motivo descripto es el
pentapéptido GIn-Gly-Asp-Asn-Gln (Poch et al.,
1990), el cual esta ausente en las tres RNA
polimerasas.

Si bien no hay una correspondencia total
con las regiones consenso que indican Kamer y
Argos (1984) para replicasas de virus y Tordo
et al. (1988) y Galinski er al. (1988) para
replicasas de virus de RNA de polaridad
negativa, su tamaifio, la existencia de algunos de
los motivos y su presencia en los complejos
ribonucleoproteicos hacen suponer que son un
tipo particular de replicasas (Salvato et al,
1989).

Un aspecto llamativo es que, si bien la
proteina L presenta estas regiones consenso con
otras replicasas, el analisis en bancos de datos
revela homologias poco explicables. Asi, la
replicasa del virus de la estomatitis vesicular
presenta mayor homologia con la proteina N del
virus LCM (Salvato e al., 1989) que con la
replicasa misma, aunque esto podria
considerarse como un caso de evolucion

secuencia y posicion en un alineamiento convergente.
Tabla 3.c. Caracteristicas de las proteinas L
Virus Cepa Longitud en Peso molecular Referencias

aminoacidos calculado (kDa)

LCM Armstrong 2210 254550 Salvato et al., 1989
Pichindé 3739 2190 252091 Harnish (comunicacion personal)
Tacaribe T.RVL.1l 573 2210 252211 lapalucci et al., 1989a
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Otro aspecto destacable es la escasa
homologia (identidad y cambios conservativos)
que se encuentra cuando se efecthan
alineamientos, multiples o de a pares, de las
secuencias nucleotidicas o aminoacidicas de las
RNA polimerasas de los arenavirus. Como se
puede observar en la Tabla 3.d, los porcentajes
de identidad apenas superan el 25% derivado de
similitudes aleatorias (States and Boguski,
1991), mientras que al considerar también los
cambios conservativos, estos valores se elevan
significativamente. Es importante indicar que,
tanto en identidad como en homologia, la
similitud entre los dos arenavirus del nuevo
mundo (Pichindé y Tacaribe) es mayor que la
que existe entre cualquiera de ellos y el
arenavirus del viejo mundo (LCM). Un analisis
mas detallado del alineamiento maltiple permite
descubrir regiones muy conservadas, con un alto
porcentaje de similitud, y regiones muy variables
(Figura 3.6).

Por otra parte, la proteina L de LCM
presenta una region que podria estar asociada
con una actividad de proteinquinasa, ya que la
secuencia Asn-Leu-Lys-Leu-Gly-Asp la asemeja
a la proteinquinasa de serinas cpc”? (Salvato et
al., 1989). Esto concuerda con la actividad
postulada para la proteina L del virus Pichindé
por Howard and Buchmeier (1983), aunque la
secuencia potencial identificada en LCM no esta
presente, tal cual, ni en Pichindé ni en Tacaribe.
En los tres arenavirus existen varias secuencias
similares en distintas posiciones, pero la simple
comparacion de secuencias no permite, hasta el
momento, predecir si la actividad enzimatica
existe y cual es la secuencia aminoacidica
responsable de la misma.

De todos modos, esta proteina no ha sido
totalmente purificada hasta hoy como para
analizar la actividad de polimerasa (y las otras
supuestas) en un sistema in vitro. En el virus
LCM se han realizado estudios de la actividad
de replicasa en viriones (Fuller-Pace and
Southern, 1988) y en extractos de células

infectadas (Fuller-Pace and Southern, 1989).
Mas recientemente, trabajos preliminares con los
virus Pichindé (Oubifia er al., 1990) y Tacaribe
(Garcin and Kolakofsky, 1992) permitieron
establecer la actividad de polimerasa a partir de
complejos ribonucleoproteicos purificados de
células BHK21 infectadas que son capaces de
sintetizar RNA viral in vitro.

Tabla 3.d. Comparacién de las proteinas L
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Identidad (%) Homologia (%)
PIC TAC PIC TAC
LCM 33 34 LCM 53 54
PIC 42 PiC 63
Los estudios realizados sobre los

mecanismos de replicacion del virus Tacaribe
han llevado a atribuirle a la proteina L una
posible actividad de nucleasa (Raju ef al., 1990,
Garcin and Kolakofsky, 1990) by quizas de
enzima de capping (Garcin and Kolakofsky,

1990). Hasta ahora, ninguna de estas
actividades postuladas tiene gran apoyo
experimental o derivado del analisis de

secuencia

Proteina Z

Esta proteina, detectada en principio
como una proteina no identificada de un peso
molecular aparente de 14 kDa en el virus LCM
(Buchmeier and Parekh, 1987), estd codificada
por el gen Z del RNA L. Casi todo lo que se
conoce proviene de los estudios de clonado
llevados a cabo por lapalucci ef al. (1989b) en
el virus Tacaribe, por Salvato and Shimomaye
(1989) en LCM y, mas recientemente, en
Pichindé. Estos trabajos permitieron identificar
un marco de lectura abierto de polaridad viral
para una proteina de longitud promedio de 93
aminoacidos y un peso molecular promedio
aproximado de 10,6 kDa (Tabla 3.¢).

Es llamativa la escasa conservacion de
residuos idénticos entre las tres proteinas Z,

aunque cuando se consideran también los
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Figura 3.6. Regiones variables y regiones conservadas en las proteinas L. de LCM, Pichindé y Tacaribe. El
grafico, derivado de la rutina HOMGRAPH (Ghiringhelli, P.D., 2002, ver Métodos y Miscelanea), muestra
6 regiones variables y 5 regiones conservadas. V1: identidad= 9,1%, variabilidad= 71,4%; V2: identidad= 6,0%,
variabilidad= 80,3%; V3: identidad= 16,0%, variabilidad= 63,4%; V4: identidad= 8,7%, variabilidad= 66,7%;
V5: identidad= 15,7%, variabilidad= 69,5%; V6: identidad= 9,7%, variabilidad= 71,1%; C1: identidad= 78,4%,
variabilidad= 10,8%; C2: identidad= 56,1%, variabilidad= 18,3%; C3: identidad= 52,7%, variabilidad= 19,7%:;
C4: identidad= 60,6%, variabilidad= 19,7%; CS: identidad= 46,7%, variabilidad= 20,0%. Las posiciones
sefialadas corresponden al alineamiento multiple, que incluye gaps, y no a la numeracion real de cada secuencia.
En la regi6n C3 se encuentra la secuencia consenso Tyr-Thr-Ser-Ser-Asp-Asp-{GIn/Glu}—{lle/Val} descripta en

el texto.

cambios conservativos, los porcentajes de

homologia se incrementan a  valores
significativos (Figura 3.7).

Salvato & Shimomaye (1989) describen
la presencia de una estructura de tipo zinc finger
(muy parecida a la del factor de transcripcion
IIIA) en la region carboxilo terminal y, ademas,
han demostrado experimentalmente que la
proteina Z de LCM une Zn™. Del analisis
comparativo de las secuencias de las tres
proteinas Z conocidas surge que, ain cuando las

cisteinas involucradas en el potencial zinc finger

Tabla 3.e. Caracteristicas de las proteinas Z

estan conservadas en cantidad y posicion, la Phe
que ha sido definida como crucial en el TFIIIA,
solo existe en LCM. La observacion detallada
del alineamiento multiple de la Figura 3.7 indica
que practicamente todas las cisteinas estan
conservadas. La cantidad de las mismas, la
distribucion y la conservacion en los tres
arenavirus, sugiere que en lugar de un dominio
de tipo zinc finger, el dominio de unién de Zn"
podria ser de tipo ring finger, presente en
tienen  actividad

algunas proteinas que

regulatoria (Figura 3.7 y Tabla 3.f).

Virus Cepa Longitud en Peso molecular Referencias
aminoacidos calculado (kDa)
LCM Armstrong 90 10198 Salvato and Shimomaye, 1989
Pichindé 3739 95 10800 Harnish (comunicacion personal)
Tacaribe T.RVL.Il 573 95 10850 lapalucci et al., 1989b
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Figura 3.7. Alineamiento multiple de las proteinas Z de LCM, Pichindé y Tacaribe. La comparacién se realizo
tomando a la proteina Z de LCM como secuencia de referencia. Se observa que la conservacion exacta de aminoéacidos es
pequefia (LCM/PIC 1=31,7%; LCM/TAC [=27,9%; PIC/TAC 1=35,6%), mientras que los porcentajes se incrementan al
considerar los cambios conservativos (LCM/PIC H=50,0%; LCM/TAC H=43,3%; PIC/TAC H=46,5%). Con flechas
rojas se indican las 7 cisteinas conservadas en posicién y relacionadas con la estructura de tipo ring finger (ver Tabla 3.1).
La figura deriva de la utilizacién de la rutina HOMFIG (disefiada y escrita por Ghiringhelli y Rubbi, 1996, no publicada)

del
polipéptido la asemejan a proteinas de union a

Las caracteristicas  generales
RNA con una posible accion regulatoria de la
transcripcion en etapas tempranas. Esto se
refuerza con el hecho que el mRNA de Z se
halla encapsidado en los viriones, de tal modo
que podria ser traducido en cuanto el virus entra
a la célula sin necesidad de mediar la formacion
del RNA L viral complementario para su
transcripcion.

Homologando a la proteina Z con Tat,
Salvato & Shimomaye (1989) le atribuyen una

posible funcién regulatoria de la transcripcion
como antiterminador o proteina
transregulatoria de genes Esto

permitiria explicar los efectos de alteracion de

como
celulares.

los patrones de transcripcion de. las células
infectadas con el virus LCM (Klavinskis and
Oldstone, 1989) o 1la
desdiferenciacion celular (Oldstone et al., 1977).

induccion de la

En ese sentido, Garcin et al. (1993) sugieren que
la proteina Z es requerida para la replicacion
viral y también, aunque en menor grado, para la
sintesis de los mRNAs subgendmicos.

Tabla 3.f. Secuencia consenso de unién de zinc en las proteinas Z

Identificacion | Banco de Cys Secuencia consenso potencial Bibliografia
datos totales (Ghiringhelli, P.D., 2002, esta Tesis)
A47380 PIR 10 C-X,-C-X,; -C-X,-C -X,-C-X,,-C-X,-C | Lovering et al., 1993
HSU15637 GenBank 29 C-X,.C-X;,"-C-X,-C -X,-C-X;;-C-X,-C Hu et al., 1994
HUMCAPIA | GenBank 25 | C-X;-C-X;,°-C-X, C -X;-C-X1;-C-X,-C | Sato et al., 1995
GMZINCF GenBank C-X,-C-X;5 ~C-X,~H -X,-C-X10-C-X,-C | Schauser et al., 1994
LJRINGP GenBank 9 C-X,-C-Xy5 ~C-X(-H’-X;~C-X30-C-X,-C | Schauser e al., 1994
HSU09825 GenBank 14 C-X,-C-X;; -C-X,-C -X,-C-X;3-C-X,-C | Chu, 1994
HUMERFP GenBank 29 C-X,-C-X;, -C-X,-C -X,-C-X;3-C-X,-C | Inoue ¢t dl, 1993
HUMMELI18 | GenBank 1 C-X,-C-X;, -C-X,-C -X,-C-X,,-C-X,-C | Ishida et al., 1993
MUSRAR2A GenBank 30 C-X,-C-X;; -C-X,-C -X,-C-X,,-C-X,-C Rothe et ul., 1994
Uol1e61 GenBank 9 C-X2-C-Xzo —C-X,-C -X,-C-X;6-C-X,-C Senkevich e al., 1993
Z-LCM | ------ 7 C-X,-C-Xy, -C-X5-C -X,-C-X,,-C-X,-C Salvato er al., 1989
Z - Pichindé | ------ 7 C-X,-C-Xy, -C-X5-C -X,-C-X;,-C-X,-C Harnish (com. pers.)
Z-Tacaribe | ------ 9 C-X;-C-Xy; -C-X;-C -X,~-C-X;o-C-X,-C | lapalucci et al., 1989
* X;;= X-C-X¢ " La H puede reemplazar a C en la coordinacién de zn®*
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Otra posible funcién de la proteina Z
podria ser la interaccion entre el RNA viral y
otras proteinas que contribuyan al ensamblado
del virién, como son G1 y G2 segin se muestra
en la Figura 3.8 (Salvato, 1993).

PATOGENESIS VIRAL
Infecciéon

La etapa inicial en un ciclo de infeccion
viral es la union de la particula viral a la
membrana de la célula hospedadora. Esta union
depende de la interaccion entre proteinas
superficiales del virion (VAP: Viral Attachment
Proteins) y un componente normal de la
membrana plasmatica, que actila como receptor
viral. El receptor viral puede ser diferente en
distintas variedades celulares del organismo
infectado, aunque interactie con la misma
proteina viral; como asi también, puede ocurrir
que cambios en la proteina viral de superficie se
traduzcan en diferencias de afinidad por
distintos receptores potenciales en las diferentes
variedades celulares, derivando en variaciones
en el tropismo celular (Lentz, 1990).

Hasta el presente, no son muchos los
sistemas virales en los cuales se ha identificado
con claridad el receptor celular.

La segunda etapa es el ingreso del virus
dentro de la célula, lo cual puede ocurrir por
fusion directa de la envoltura viral a la
membrana plasmatica, como ocurre en ciertos
paramyxovirus, retrovirus y herpesvirus, o por
un proceso de viropexis donde los viriones
ingresan dentro de vesiculas en las cuales ocurre
un proceso de fusion de membranas dependiente
del pH (Chopin and Scheid, 1980; Marsh and
Helenius, 1989; Helenius er al., 1989).

En los arenavirus, es en LCM (virus
prototipo de la familia) donde se han estudiado

con mas detalle las

membranas celulares y el proceso de entrada en
la célula hospedadora.

las interacciones con
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Figura 3.8. Esquema hipotético de interacciones
entre proteinas del virion. Este esquema deriva
de un conjunto de informacion obtenido
principalmente en LCM. La estequiometria de
L:N:G1:G2:Z es 30:1500:650:650:450; Gl y Z son
hidrofobicas Y, en experimentos de
entrecruzamiento quimico, Z se puede encontrar
unida a N (Salvato et al., 1992). Los componentes
del esquema no estan dibujados a escala.

La interaccion inicial entre el virus LCM
y cultivos celulares de fibroblastos de raton,
hamster y mono ha sido estudiada por Borrow y
Oldstone (1992, 1994). Ellos demostraron que,
en estos sistemas, la glicoproteina G1 es la unica
responsable de la interaccion inicial, uniéndose a
un componente de membrana de naturaleza
proteica y de un peso molecular aparente de
120-140 kDa. Esta proteina normalmente esta
glicosilada, aunque la glicosilacion no es
imprescindible para la union del virus.

El ingreso en la célula se produce a
través de grandes vesiculas de paredes lisas y no
asociadas con catrina o microfilamentos.
Posteriormente, la progresiva acidificacion del
endosoma que contiene al virion hace que a pH
5,3-5,5 (endosoma tardio) se produzca la fusion
de

endosomal,

la envoltura viral con la membrana

de
irreversible en G1 que lleva a la disociacion del

un cambio conformacion
complejo G1-G2, la formacion de un poro (Di
Simone et al.,.1994; Di Simone and Buchmeier,
1995) y la liberacion de las nucleocapsides en el

citoplasma.
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No se conoce como se produce la
disociacion del complejo proteina N-RNA,
previo al los eventos de
transcripcion/  replicacion. El hallazgo de
moléculas de RNA LUS (Large than Unit Size)
recombinantes entre el RNA 28S de raton y el
RNA S del virus Pichindé (Harnish ef al., 1989)
puede sugerir algun tipo de interaccion entre las
nucleocapsides (0 los RNAs) y los ribosomas
celulares, o simplemente se trata de RNAs

comienzo de

defectivos  generados recombinacion
heterologa. En los Alphavirus (con genoma de
RNA positivo) Sindbis (Wengler and Wengler,
1984) y Semliki Forest (Singh and Helenius,

1992) se ha probado que la disociacion de la

por

proteina de la nucleociapside (C) del RNA
genomico es dependiente de la interaccion de la
proteina C con los ribosomas y especificamente
con ¢l RNA 28S.
Posteriormente a la disociacion del
complejo proteina N-RNA se producen los
de

replicacion  que

eventos transcripcion,  traduccion y

llevan, finalmente, a la
encapsidacion (mecanismo del cual se conoce
poco o nada) y la brotacion (ya descriptos con

anterioridad).

Viriones defectivos e interferencia viral

En cualquier ciclo de infeccion viral, una
proporcion variable de la progenie generada son
formas mutantes, con alteraciones en su
patogenicidad y con la capacidad de interferir en
el desarrollo de los viriones estandar.

En distintos sistemas virales, es posible
encontrar particulas interferentes que presentan
desde un simple cambio en la RNA replicasa
(Inokuchi and Hirashima, 1987), hasta formas
incompletas, con deleciones mas o menos
importantes o con rearreglos en su genoma
(Whitaker-Dowling and Younger, 1987). Estas
particulas se liberan al medio de la misma
manera que los virus normales (Fenner et al.,
1974). Para diferenciarlos de los

infectivos, Huang & Baltimore

virus
(1970)
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propusieron el nombre de particulas defectivas
interferentes (DI) y las definieron en base a
cuatro caracteristicas: 1) pierden parte del
genoma; 2) presentan las proteinas normales de
los virus infectivos; 3) se replican solo en
presencia de virus infectivos homologos o muy
relacionados y 4) interfieren con la replicacion

de las particulas infectivas (Huang and
Baltimore, 1977). Barret & Dimmock (1986)
publicaron una revision del tema con

descripciones detalladas de este fenomeno.

En las particulas DI generadas durante
las infecciones producidas por virus con genoma
de RNA (Lazzarini ef al., 1981), las alteraciones
son variables. Por ejemplo, en el virus Sindbis
afectan la informacion necesaria para la
replicacion y el ensamblado (Levis et al., 1986),
en el fago QP se encontraron en el gen de la
replicasa (Inokuchi and Hirashima, 1987) y en
los coronavirus se encontraron dispersas en el
genoma, pero afectando principalmente a la
replicasa (Makino et al., 1988).

Las particulas DI interfieren con la
replicacion del virus estandar del cual provienen
sin inhibirla totalmente, de modo tal que puedan
seguir produciéndose las formas DI a expensas
de la maquinaria replicativa de los virus
infectivos, y suelen estar asociadas a los virus
estandar en las infecciones persistentes.

Este
también en

fenbmeno puede observarse
En
realizadas con multiplicidades de infeccion de
mas de 1 ufp por célula, el efecto litico (Welsh
and Pfau, 1972; Popescu et al., 1976; Dutko
and Pfau, 1978; Pevear and Pfau, 1989) y/o
citopatico (Dutko and Pfau, 1978; Lépez and
Franze-Fernindez, 1985; Lopez, 1986; Rey et

al., 1988) del virus se atenia al punto de tener

los arenavirus. infecciones

monocapas de células con aspecto normal y una
reducida produccion de viriones infectivos
estindar. Infecciones con diluciones sucesivas de
los mismos indculos permiten aumentar la
produccion de virus infectivos estandar vy

recuperar la capacidad de formar placas de lisis
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debido a que, a multiplicidades de infeccion
menores que 0,01 ufp por célula, la probabilidad
de coinfeccion de una particula infectiva
estandar y una DI resulta despreciable. Este
fenomeno, denominado  autointerferencia,
también puede ocurrir en cultivos celulares
durante coinfecciones con altas multiplicidades
de and

Compans, 1980) y, ademds, puede observarse

diferentes arenavirus (Giménez
como sobrevida de animales infectados con altas
dosis de, por ejemplo, virus Junin (Help and
Coto, 1980).

Las particulas DI de los arenavirus se
generan en una alta proporcion durante las
infecciones agudas y a partir de células
persistentemente infectadas. Estas particulas
fueron descriptas en detalle para los virus LCM
(Welsh and Pfau, 1972; Welsh er al., 1972;
Welsh et al., 1975; Popescu and Lehmann-
Grube, 1977; Pedersen, 1979; Welsh and
Buchmeier, 1979; Martinez Peralta et al., 1981)
Tacaribe, (Giménez and Compans, 1980;
D’ Aiutolo and Coto, 1986) y Pichindé (Dutko et
al., 1976, Dutko and Pfau, 1978). Estas se
caracterizan por tener viriones de menor tamaifio
que los infectivos, igual composicion proteica,
aunque con una estequiometria diferente y la
existencia de formas de RNA S y L de tamafio
subgenomico y de ambas polaridades (genémica
y antigenomica), que evidenciarian algun tipo de
delecion (Romanowski and Bishop, resultados
no publicados; Stocker ef al., 1994).

El conocimiento acerca de la generacion
de las particulas DI de los arenavirus y la
comprension de los mecanismos moleculares de
la interferencia es ain muy escaso. Bruns ef al.
(1990) han propuesto un modelo de replicacion
del RNA S del virus LCM en células BHK, que
permitiria explicar la formacion de las particulas
defectivas interferentes.

Infecciones agudas e infecciones persistentes

La interaccion de un virus con células en
cultivo es compleja y, con mas razon, la
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complejidad aumenta cuando se considera el
sistema hospedador animal, ya que, ademas de
la respuesta propia de las células directamente
infectadas, estan involucradas las respuestas
inmunes especificas. En muchos sistemas virales
se ha encontrado que, una vez que el virus ha
entrado en las células o en el animal, el
desarrollo posterior puede seguir uno de dos
caminos: una infeccion aguda o una infeccion
crénica o latente que implica la persistencia viral
(Ahmed and Stevens, 1990).

Por otra parte, el desarrollo de una
infeccion persistente es una condicidn sine qua
non para el mantenimiento del virus en la
poblacion de reservorios naturales (Meyer and
Southern, 1997).

Holland ef al. (1978) estudiaron la
importancia de las particulas DI , las mutaciones
y las respuestas inmunes del hospedador en el
desarrollo de infecciones persistentes por virus
envueltos con genoma de RNA, encontrando que
ninguna de ellas es, por si sola, suficiente para
explicar la persistencia.

Sin embargo, una regla que parece ser
general es la asociacion entre las infecciones
persistentes y la ausencia de CTLs (Cyrotoxic T
Lymphocyte) especificos.

En los arenavirus en particular, la
interaccion con las células en cultivo puede
producir tanto infecciones estandar, con o sin
efecto citopatico, como infecciones persistentes.
En
infecciones producen patrones de enfermedad

los sistemas animales estudiados, las
variados, dependiendo de la via y el momento de
entrada de los virus (Staneck et al., 1972;
Staneck y Pfau, 1974; Hotchin, 1974; Van der
Zeijst et al., 1983; Coto et al., 1979; D'Aiutolo

and Coto, 1986; Oldstone et al., 1988).

En este sentido, los estudios sobre la
persistencia en el virus LCM, han permitido
colectar una gran cantidad de datos relacionados
con este fendmeno. Una de las cuestiones de
mayor importancia es el esclarecimiento de la
incapacidad del sistema inmune de un organismo
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para reconocer e interferir con la accion de los
virus (Zinkernagel and Doherty, 1974, 1977,
Welsh and Oldstone, 1977; Zinkernagel et al.,
1982; Oldstone, 1987b; Whitton ef al., 1988a,
b).

Aunque estos aspectos son tan variados
y complejos que serian suficientes para una tesis
per se, es importante mencionar algunos
hallazgos recientes, a
relacionados con la persistencia.

nivel molecular,

Varios autores han trabajado sobre este

tema, caracterizando a nivel molecular el
tropismo celular y la respuesta inmunoldgica de
clones d¢ LCM (ARM) y LCM (WE) con
diferentes patrones de infeccion. Una sintesis
muy apretada de estos resultados muestra que el
simple cambio de un aminoacido en la proteina
GPC de LCM (ARM) (Phes=>Leuyo) es
responsable de una seleccion clonal organo-
especifica, de la capacidad para

macrofagos selectivamente y necesario, pero no

infectar

suficiente, para eliminar la respuesta citotoxica
(CTL). Otro cambio, hallado en la RNA
polimerasa viral (Lys;os=>GlInjo, Clon 13 o
Lysiom=>Asnon, Clon 28b), esta asociado con
el fenotipo CTL', el
macrofagos y la capacidad de replicar muy

tropismo hacia los
eficientemente en los mismos (Salvato et al,
1988; Matloubian ef al., 1990; Salvato et al.,
1991; Ahmed et al., 1991; Matloubian et al.,
1993). Pircher et al. (1990), encontraron en
LCM (WE) variantes que escapan a la respuesta
citotoxica mediante cambios en el epitope T.

La persistencia a nivel celular es
demostrable in vitro a partir de células que
sobreviven a infecciones liticas de arenavirus y
que pueden subcultivarse indefinidamente. Estas
células se caracterizan por tener una morfologia
y crecimiento igual a las no infectadas, por
presentar una mayor expresion de la proteina N
con una drastica disminucion de la expresion de
la GPC y ser resistentes a infecciones con virus
homologos, no asi, con heterdlogos (Oldstone
and Buchmeier, 1982; Francis et al., 1987).
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Como punto destacable, el establecimiento in
vitro de una infeccion persistente, trae aparejada
la produccion ciclica de particulas DI e

infectivas (Popescu and Lehmann Grube, 1977).
Citopatogenicidad

La infeccion viral se halla asociada a
cambios en la morfologia y fisiologia celular. El
conjunto de fendmenos asociados a la infeccion
viral que determinan estos cambios se denomina
efecto citopatico.

En el virus Junin, al igual que en los
demas arenavirus, la infeccion presenta dos
etapas: la etapa inicial se caracteriza por una
marcada citopatogenicidad, con destruccion
celular y alta produccion de viriones. Esta etapa
se inicia a partir de focos de células infectadas
con un marcado efecto citopatico que altera su
morfologia, rodeadas de otras células de aspecto
normal (Lopez, 1986), extendiéndose luego al
resto de la monocapa (Tkaczevski and Boxaca,
1970; Tkaczevski and Correa, 1972). Las
células que sobreviven a esta ctapa de la
infeccion reconstituyen la

monocapa con

involucién del efecto citopatico visible al

microscopio y establecen las infecciones
persistentes.

El efecto citopatico mas marcado en las
infecciones de arenavirus es el cambio de
morfologia celular. Este ocurre en ciertas lineas
celulares susceptibles como HeLa, VERO, CV-1
y MDCK. En cambio, células como la linea
BHK-21

marcado.

no presentan un efecto citopatico

Sin embargo, se han reportado
cambios morfoldgicos en etapas agudas a alta
multiplicidad de infeccion con el virus LCM
(Romanowski, comunicaciéon personal) o
Tacaribe (Garcin and Kolakofsky, 1990). Este
efecto se caracteriza por una extensa
vacuolizacion del citoplasma y la aparicion de
cuerpos de inclusion polimoérficos basofilos
irregularmente distribuidos en el citoplasma o
cerca de la membrana nuclear (Tkaczevski and
Correa, 1972). Estos cuerpos de inclusion,
vistos  al electronico,

microscopio son
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estructuras  membranosas que  incluyen
particulas de  aspecto  ribosomal o
ribonucleoproteicas (Murphy ef al., 1970, 1973)
o solamente estructuras multilamelares como se
observd en LCM (Mannweiler and Lehman
Grube, 1973). Frecuentemente, aparecen células
gigantes de nucleolo marcadamente distinguible
(Tkaczevski and Boxaca, 1970). A nivel
bioquimico se han descripto como efecto
citopatico la disminucion en el nivel de
acetilcolinesterasa en células de neuroblastoma
infectadas con el virus LCM (Oldstone et al.,
1977, 1978), modificaciones en los niveles de
transcripcion de genes (como disminucion de los
niveles de expresion de la hormona de
crecimiento), aunque sin alterar las funciones de
mantenimiento  celular o house-keeping
(Klavinskis and Oldstone, 1989), alteraciones en
las bombas de Ca® y Na'/K' sensible a la
ouabaina (Rey e al., 1988, Rey, 1990).
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Capitulo 4
Virus Junin

EL VIRUS JUNIN Y LA FIEBRE

HEMORRAGICA ARGENTINA

El virus Junin es el agente etiologico de
la Fiebre Hemorragica Argentina (FHA), la cual
es una enfermedad endémica caracterizada por
alteraciones cardiovasculares, hematoldgicas,
renales, inmunolégicas y neuroldgicas. La FHA
es una enfermedad estacional, que presenta el
maximo nimero de casos durante el mes de
mayo (Weissenbacher and Damonte, 1983).

Los primeros casos registrados fueron
descriptos a partir de una epidemia ocurrida en
los afios 1953 y 1955 en Bragado, provincia de
1955) vy, desde
entonces, se ha informado una gran variacion en

Buenos Aires (Aribalzaga,

el nimero de casos anuales, entre 300 y 3000.
Entre 1958 y 1962, el drea endémica de la
enfermedad ocupaba una superficie de 16.000
km’ en el norte de la provincia de Buenos Aires,
extendiéndose rapidamente hacia las provincias
de Cordoba, Santa Fe y La Pampa (Maiztegui
and Sabattini, 1977), cubriendo en la actualidad
mas de 150.000 km’ en una de las regiones
agricolo-ganaderas mas importante de la
Argentina (Maiztegui et al., 1986; D. Enria,
comunicacion personal).

La etiologia viral de la enfermedad fue
establecida en 1958 por dos grupos en forma
independiente (Parodi ef al., 1958; Parodi ef al.,
1959a; Pirosky et al., 1959). Los aislamientos
iniciales de virus fueron obtenidos de roedores y
acaros (Parodi et al., 1959a; Parodi er al,
1959b) y a partir de sangre u érganos obtenidos
por necropsias en el Hospital Regional de la
ciudad de Junin, en la Provincia de Buenos
Aires. En esta época se lo consider6 un
arbovirus al creer que la FHA era mediada por
artropodos (Mettler ef al., 1963). Sin embargo,
no pudo probarse que los acaros fueran vectores
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de la enfermedad, por lo que se supone que fue
una deteccion casual en un artropodo de habitos
hematofagos.

El agente etiologico fue llamado virus
Junin debido al nombre de la ciudad donde se
realiz6 el primer aislamiento.

Epidemiologia de la fiebre hemorragica
argentina
de la Fiebre

Hemorragica Argentina generalmente ingresa al

El virus causante
hospedador humano a través de las mucosas
(conjuntival, inhalatoria u orofaringea) o por
cortes o raspaduras de la piel por contacto con
semillas, tallos de malezas o por inhalacién de
aerosoles o polvo u otros " materiales
contaminados con la orina o la saliva de un
roedor infectado (Aribalzaga, 1955; Rugiero et
al. 1964a,b,c; MacKenzie et al., 1964; Johnson
et al., 1965; Peters et al., 1974, Maiztegui,
1975; Weissenbacher et al., 1987). Se ha
posibilidad  del

interhumano, pero soélo se demostrd en muy

investigado la contagio
pocos casos, en todos los cuales habia existido
contacto muy intimo con el enfermo.

Los reservorios naturales de casi todos
los arenavirus son los roedores (Arata & Gratz,
1975). La excepcion llamativa a esta regla es el
virus Tacaribe, el cual fue aislado inicialmente a
partir de un quirdptero frugivoro. Todavia es
una incognita cual fue el camino evolutivo que
sigui0 un posible arenavirus ancestral para
pasar de un roedor a un quirdptero herbivoro.
En el caso del virus Junin el reservorio principal
es Calomys musculinus, un roedor con habitos
rurales, aunque también ha sido aislado de
Calomys laucha (Maiztegui, 1975), Akodon
azarae y Orizomys flavescens. Ocasionalmente
se ha encontrado la infeccién en otros roedores

con habitos urbanos como Mus musculus
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(Sabattini et al., 1977). En particular Mus

musculus es el reservorio natural mas
importante para el virus LCM que, siendo
cosmopolita, ha sido aislado dentro del area
endémica del virus Junin.

En los roedores infectados, el virus
cumple un ciclo que asegura su mantenimiento
en la naturaleza. En general se encuentran altos
titulos virales en casi todos los 6rganos y en los
fluidos corporales como

particular, la saliva del animal. En la mayoria de

la sangre y, en

los arenavirus, los roedores presentan

infecciones crénicas inaparentes, con
eliminacién persistente del virus al medio
ambiente (Staneck et al., 1972; Rawls et al.,
1981; Lehman Grube et al., 1983). De esta
manera, se contagian los roedores sanos vy,
ocasionalmente, se infecta el hombre.

Aunque se detectan casos de FHA
época del

enfermedad tiene una distribucion estacional que

durante cualquier afio, esta
abarca desde marzo hasta julio. Este hecho esta
relacionado con el nimero de roedores dentro del
area endémica. La poblacion de Calomys
aumenta considerablemente durante estos meses
del afio, probablemente debido a un cambio en
las condiciones ambientales que favorecen su
desarrollo. En ese sentido se han hecho
especulaciones epidemioldgicas que vinculan el
cambio en el tipo y las condiciones de cultivo en
la pampa himeda durante la segunda guerra
mundial, con la emergencia de la FHA como
enfermedad humana. Se supone que la
prevalecida de la FHA en varones y, en
particular, dentro de la poblaciéon rural esta
también estrechamente relacionada con los
habitos de sus reservorios y con la relacion
ocupacional de la exposicién. Durante el primer
brott de FHA, |la enfermedad afectd
principalmente a personas que trabajaban en la
cosecha de cereales. En los campos sembrados
con cereales se encontré una mayor densidad de

roedores asi como oportunidades, durante la
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cosecha, para la transmision del virus entre el
roedor y el hombre.

Existe una hipétesis que relaciona
directamente el aumento progresivo del drea
endémica de FHA con el aumento del area
ocupada por estos roedores. Sin embargo, las
verdaderas causas de la extension progresiva del
area endémica de FHA aun no se conocen.
Prueba de ello es que varias especies de
Calomys han sido aisladas en diferentes regiones
rurales fuera del area endémica, e incluso se ha
demostrado que algunos de ellos estaban
infectados (Parodi et al., 1961; Weissenbacher

etal., 1985; Mills et al., 1991).
Fisiopatologia de la infeccion por virus Junin

El conocimiento actual sobre la
patogénesis de la FHA, proviene principalmente
de la experimentacion en ratones lactantes y en
cobayos (Bruno Lobo et al., 1968; Coto et al.,
1972; Garay, 1975). Sin embargo, muchas de
alteraciones fisioldgicas y patologicas

observadas en estos animales luego de la

las

inoculacion con el virus Junin, no se
correlacionan con las manifestaciones de la
enfermedad en el hombre. Estas limitaciones
fueron superadas en FHA, usando Macacca
mulatta como modelo de la infeccion en el
hombre. La reproducciéon de la enfermedad en
este modelo animal, con manifestaciones clinicas
similares a las desarrolladas en humanos,
permitio confirmar que las respuestas biologicas
de distintas cepas aisladas de pacientes con
de FHA eran
especificas del virus utilizado (McKee, 1985).

Se ha demostrado que, en la fase aguda

diferentes cuadros clinicos

de la infeccion, el virus Junin se replica

activamente en linfomonocitos de sangre
periférica, sugiriendo que éste es el sitio
primario de replicacion viral (Ambrosio et al.,
1986). Aunque ain no se han realizado estudios
definitivos, la evolucion de la enfermedad parece

estar relacionada con el titulo del virus en sangre
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o en tejidos. Los estudios de microscopia

electronica  han mostrado inclusiones
citoplasmicas y un dafio celular inespecifico en
todos los organos examinados. Los estudios de
inmunofluorescencia sugieren que los dafios
celulares podrian estar relacionados con
antigenos virales pero no con inmunoglobulinas
o fracciones del complemento. Los estudios
clinicos revelan la activacion del sistema de
complemento, pero no existe evidencia de la
formacion del complejo inmune (de Bracco et
al., 1978). Probablemente el dafio celular sea
causado directamente por la replicacién viral
mas que por la respuesta inmune (Maiztegui,
1975; Maiztegui et al., 1975). En ese sentido, se
ha de la
nucleoproteina viral en el citoplasma de células

efecto citopatico

encontrado que la presencia
en cultivo mimetiza el
producido por la infeccion con el virus Junin
(Rivera Pomar et al., 1991).

La funcioén de los organos, excepto para
el sistema endotelial, permanece intacta. El
periodo critico de shock es corto, durando
apenas entre 24 a 48 hs. El dafio hepatico es
escaso, produciendo una hepatitis mediana
(Mando, 1977) y la funcion renal esta bien
mantenida. Adn cuando la hemorragia es
prominente, no es la causa del shock y de la
muerte. Sin embargo, la ruptura capilar es
significativa, produciendo una pérdida de
proteinas y de volumen intravascular, mucho
mas pronunciada que la pérdida de eritrocitos.
De hecho, el progreso de la enfermedad se ve
asociado con una proteinuria elevada y una
deshidratacion junto con hemoconcentracion.
Las observaciones clinicas sugieren que hay una
disfuncién endotelial vascular, y la subsiguiente
falla circulatoria, sin que exista una clara
evidencia de replicacion viral en el endotelio con
el correspondiente dafio o ruptura endotelial.

Principales manifestaciones clinicas de la
enfermedad

Las fiebres hemorragicas sudamerica-
nas tienen un comienzo insidioso de malestar
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general, con fiebre, mialgia y anorexia. En el
caso de FHA el periodo de incubacion dura entre
6 y 14 dias, mientras que en los primeros 4 dias
(periodo de invasion) aparecen los sintomas
clinicos tempranos mas caracteristicos, que
incluyen decaimiento, anorexia, cefalea y
mialgias. Esta sintomatologia fue descripta a
partir de una epidemia ocurrida en los afios 1953
y 1955 en Bragado, provincia de Buenos Aires
(Aribalzaga, 1955).

Después de un periodo de estado (desde
que comienzan los sintomas) de 6 a 11 dias, se
puede producir, en los pacientes con fiebre
hemorragica, la remision espontinea de la
enfermedad. En caso contrario aparece un
conjunto de sintomas poco especificos, que
caracterizan el comienzo de la segunda etapa de
la enfermedad. En esta etapa la enfermedad
puede aparecer como un sindrome hemorragico
agudo, cuyas manifestaciones mas comunes son
(Melcon  and
sindrome

hematemesis
1981),
neurologico agudo (Rugiero ef al., 1960). Los

epistaxis y
Herskovits, O como un
informes acerca de infecciones subclinicas son
escasos. Después del comienzo de los sintomas
hasta que se produce la curacion o muerte
transcurre un periodo de entre 12 y 15 dias.

En la etapa aguda de la enfermedad
fiebre
elevada, mialgia severa, anorexia, y aparecen,

continlan los sintomas de malestar,

ademas, dolor lumbar, sensibilidad abdominal,
conjuntivitis, dolor retroorbital, generalmente,
con fotofobia y constipacion. Después de los dos
de
frecuentemente ocurren nduseas y vomitos. La

o tres primeros dias la enfermedad,
temperatura es alta, generalmente alrededor de
40°C, con muy pocas fluctuaciones. En el
examen fisico el paciente aparece como
intoxicado y los signos mas comunes en la
primer semana de la enfermedad son inyeccion
conjuntival, edema palpebral discreto y
exantema eritematoso de cara, cuello y tercio
superior del tronco. Después del cuarto o quinto

dia de la enfermedad es muy comdan encontrar
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petequias aunque, en general, en escasa cantidad
y circunscriptas a las regiones axilares y al
tercio superior de los brazos. Ademas, aunque la
faringitis es comun, el enantema
bucofaringeo es una de las manifestaciones mas
caracteristicas de la enfermedad aguda. Las
manifestaciones hemorragicas que aparecen en
casi la mitad de los enfermos, presentan la
mayoria de los signos clinicos tempranos mas
la. FHA. En particular,

después de una semana de infeccion, las encias

poco

caracteristicos de

se presentan tumefactas, congestivas y en

algunos casos con hemorragias. Ademas
aparece, en la mayoria de los pacientes, una
linea de enrojecimiento en la encia, a nivel de la
insercion dentaria, denominada ribete gingival,
cuya presencia es un indicador clinico
importante de la enfermedad. En ese sentido, en
la mujer, se presenta una metrorragia precoz,
que es generalmente escasa, pero constante, y se
constituye en un signo de gran valor para la
sospecha de diagndstico de FHA.

del

se observa una bradicardia

En general, a nivel aparato
cardiovascular,
relativa e hipotension postural. Ademads, pueden
presentarse arritmias que son transitorias y
benignas.  Hay  diferentes  grados de
deshidratacion y oliguria.

Los virus causantes de las fiebres
hemorréagicas sudamericanas no parecen afectar
en gran medida las vias aéreas superiores.
Algunos enfermos pueden presentar una tos
seca, pero sin dolor de garganta. Ademas,
aunque se puede observar enantema faringeo, no
se detectan alteraciones bronco-pulmonares, lo
que adquiere especial
diagnostico  diferencial

infecciosos agudos.

importancia en el
de otros procesos

Al comienzo de la segunda semana de
evolucion, entre el dia noveno y undécimo, en la
mayoria de los casos se produce una franca
mejoria, desaparecen o disminuyen las manifes-
taciones hemorragicas y neuroldgicas, y se

35

restablece la diuresis. A nivel del laboratorio,
comienzan a subir los globulos blancos y las
plaquetas y desaparece la proteinuria. En estos
casos, se inicia un periodo de convalecencia, que
puede prolongarse mas de un mes. Aunque esta
enfermedad cura, generalmente sin secuelas, es
frecuente observar transitoriamente durante este
periodo, diferentes manifestaciones como
hipoacusia, irritabilidad, inestabilidad emocional
y caida del cabello.

Se reconocen varias formas clinicas de
FHA: leves o comunes y graves. Las formas
graves, a su vez, se clasifican en predominante-
mente hemorragicas, predominantemente neuro-
légicas o mixtas, siendo estas ultimas las mas
frecuentes. Estas formas graves se observan en
el 30% al 40% de los pacientes no tratados con
plasma de convalecientes y son, casi siempre,
mortales.

Alrededor de la mitad de los pacientes de
FHA, desarrollan un sindrome neurologico
agudo. En general, durante los primeros 4 o 5
dias el examen cuidadoso s6lo permite detectar
temblores en los dedos de las manos y en la
lengua. Después de los primeros 7 dias de
evolucion de la FHA es comun observar un
decaimiento general en los pacientes, incluyendo
la somnolencia y cierto grado de lentitud y
mental. También

desorientacion hay

hiperestesia cutanea, hipotonia muscular e
En

graves se Intensifican el estado de confusion

hiporreflexia osteotendinosa. los casos

mental y los temblores, con excitacion

psicomotriz  marcada, delirium tremens,

convulsiones generalizadas y finalmente, coma.

Sin embargo, la complicacion del sistema

nervioso  central permanece oscura no

existiendo, hasta el presente, evidencia de
infeccion directa de

Ademas,

los tejidos nerviosos.

los sintomas meningeos y las
alteraciones del fluido cerebroespinal son raros.
Por otra parte, en los convalecientes de FHA que

han recibido inmunoterapia se ha descripto un
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sindrome neuroldgico tardio que se caracteriza
por sintomas cerebelares (Melcom & Heskovits,
1981; Maiztegui ef al., 1979; Enria et al. 1986).

Casi la mitad de los pacientes con FHA
presentan manifestaciones hemorragicas en la
segunda etapa de la enfermedad. Estas
hemorragias pueden las
superficies mucosas o en la piel como petequias
con un aumento previo del volumen del paquete

manifestarse en

eritrocitario. En  general, se observan
hemorragias gingivales, epistaxis, metrorragia,
petequias, equimosis, melena y hematuria

(Maiztegui, 1975). Ademas, en esta ctapa, se
mantiene la presencia de eritema en la cara,
cuello y torax, asi como también petequias en
las encias. Sin embargo, la hemorragia no es la
causa del shock y de la muerte. Por otra parte,
no se presentan linfoadenopatias ni espleno ni
hepatomegalia y la ictericia es poco frecuente,
en los estadios terminales de algunas formas
graves. En los casos severos aparece, ademas, el
compromiso de los sistemas gastrointestinal y
nervioso, con nauseas, vOmitos, temblores y
convulsiones. Los sintomas son acompaiiados,
generalmente, por  uremia,  proteinuria,
hematuria y oliguria. El dafio renal se localiza
principalmente en las células tubulares distales y
en los conductos colectores y, en pocas
ocasiones, afecta los glomérulos o los tubulos
proximales (Cossio et 1975). Esta
fue mediante la

observacion de valores normales tanto para la

al.,
localizacion confirmada
velocidad de filtracion glomerular, como para el
flujo de plasma renal y la eliminacion de
creatinina (Maiztegui, 1975). Sélo en pocos
casos se describié la existencia de falla renal
(Agrest et al., 1969).

En los casos fatales se demostro colapso
vascular con shock hipotensivo, hipotermia y
edema pulmonar. La persistencia del shock
hipovolémico, a pesar de la presencia de
dilatadores del volumen intravascular, sugiere
que esto es debido al dafio de la funcion
endotelial y a la pérdida de fluido dentro de los
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espacios extravasculares. Las observaciones
clinicas llevan a la conclusion que la falla
circulatoria, asociada con la pérdida de funcién
endotelial, es importante (Ruggiero et al.,
1964a). En el examen microscopico se puede
observar una alteracion general en las células
endoteliales y un edema leve de las paredes
vasculares, junto con engrosamiento capilar y
hemorragia perivascular (Child er al., 1967;
Elsner et al., 1973). Generalmente se observan
grandes areas de hemorragia intraalveolar o
bronquial, sin evidencia de la existencia de algiin
proceso inflamatorio. Ademas, en la mitad de los
casos, aparece una neumonia asociada con
bronquitis necrotizante o embolia pulmonar.
También existe hemorragia y un infiltrado
linfocitario del pericardio junto con alguna
evidencia electrocardiografica de miocarditis
1964b). Los
nodulos linfaticos estan agrandados by obturados

intersticial (Ruggiero et al,

mostrando una hiperplasia de las células
reticulares. Ademas son comunes la hemorragia
esplénica y la congestion medular con
hemorragia pélvica y pericapsular.

A pesar de que en un unico caso se
de de

degradacion del fibrindgeno y ausencia de

encontraron evidencias productos
fibrinolisis (Agrest et al., 1969), la coagulacion
intravascular diseminada, descripta en algunos
Casos, NO parece ser un rasgo caracteristico de
esta patologia (Molinas and Maiztegui, 1981;
Weissenbacher et al., 1987).

Otras complicaciones, que se observan
frecuentemente, sobre todo en el caso de
pacientes que no han sido tratados con plasma
de convaleciente, son las infecciones bacterianas
y micoticas agregadas, que pueden producir una
sepsis generalizada. En estos pacientes, la tasa

de mortalidad llega hasta un 30%.

Diagnéstico y tratamiento
Terapéutica

La respuesta inmune contra el virus
Junin (Cossio et al., 1975; de Bracco et al.,
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1978) puede ser muy efectiva en la eliminacion
del virus durante la enfermedad aguda y ademas,
puede ser suficiente para proteger contra futuras
infecciones. Los anticuerpos detectados en
pacientes que comienzan a recuperarse después
de una infeccion aguda son principalmente
anticuerpos neutralizantes. En ese sentido, la
eficacia terapéutica del tratamiento de los
pacientes de FHA con plasma inmune (plasma
de convalecientes de FHA) estd directamente
relacionada  al de
neutralizantes en el plasma suministrado (Enria
et al., 1984). Por otra parte, aunque se ha
mostrado alguna evidencia, en humanos, de

titulo anticuerpos

respuesta inmune mediada por células, se
desconoce su rol en la eliminacion del virus y en
la proteccion subsiguiente.

En la década del
importantes avances en el tratamiento de la

70 se realizaron

FHA. Los resultados de los estudios originales
sobre la utilizacion de la administracién pasiva
de anticuerpos como tratamiento para la
infeccion de virus Machupo en primates (Eddy
et al., 1975), sugirieron que esta terapia podria
tener éxito en humanos para el tratamiento de
FHA. Poco tiempo después, un ensayo realizado
sobre un muestreo estadistico de pacientes de
FHA en el Instituto Nacional de Estudios sobre
Virosis Humanas en Pergamino, estableci6 la
eficacia de la administracion de plasma de la
Esta
redujo drasticamente la tasa de
mortalidad del 30% a menos del 1% sélo cuando
se aplico antes del octavo dia después del
comienzo de la infeccion (Maiztegui et al.,
1979). Esta forma de tratamiento neutraliza la
viremia, acorta la duracion del periodo febril,
disminuye la intensidad de la mayoria de las
alteraciones y reduce la incidencia de las
infecciones bacterianas agregadas.

fase convaleciente como tratamiento.
terapia

Hasta el momento, la administracién de
plasma inmune, obtenido de pacientes que han
sobrevivido a la infeccion por virus Junin, se ha
convertido en la unica terapia efectiva contra la
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FHA. Sin embargo esta mejora no se logré sin
un costo, ya que 10% de los pacientes tratados
con plasma inmune desarrollaron el sindrome
neurologico tardio (Enria et al., 1986). Este
sindrome, no se ha observado en pacientes no
tratados y, hasta el momento, no ha podido
detectarse la presencia de virus Junin en
preparaciones de liquido cefalorraquideo de los
pacientes afectados. El sindrome neuroldgico
tardio comienza entre cuatro y siete semanas
después del comienzo de la enfermedad aguda y
termina en menos de una semana mas. Este
sindrome se caracteriza por fiebre, cefalea,
ataxia, temblores y estd asociado con una
pleocitosis de
anticuerpos contra el virus Junin en el liquido
cefalorraquideo (Enria et al., 1986). El cuadro
neuroldgico es, en general, benigno, pero puede

moderada y la presencia

provocar secuelas y en casos poco frecuentes la
muerte del paciente. El titulo de los anticuerpos
neutralizantes contra el virus Junin produce un
pico mas tardio, aunque de mayor valor, en el
caso de los pacientes con sindrome neuroldgico
tardio, comparado con el que se obtiene para los
pacientes tratados que no desarrollan el
sindrome o con los pacientes no tratados
(Weissenbacher er al., 1987). No parece existir
dia de Ia

administracion de la terapia o la dosis de

ninguna correlacion entre el
anticuerpos neutralizantes suministrada, y la
aparicion del sindrome neuroldgico tardio.

Ademads la terapia conlleva otro riesgo
que consiste en la posible transmision al
paciente de algin agente infeccioso transportado
por sangre. Esto hace imprescindible el ensayo
del plasma utilizado para la deteccion de agentes
infecciosos, tales como los virus que producen
hepatitis, el HIV y el Trypanosoma cruzi.

Por otra parte, la terapia depende de una
limitada del plasma que donan
voluntariamente los convalecientes de FHA.

provision

Previamente a su utilizacion, se debe obtener el
titulo de anticuerpos neutralizantes presentes en
el plasma donado. Una altima complicacion es
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que desde el comienzo de la aplicaciéon masiva
de la terapia, se ha observado una disminucion

en el titulo de anticuerpos neutralizantes
detectados en los individuos receptores del
plasma inmune (D. Enria, comunicacién
personal).

Con respecto a la prevencion de la
enfermedad, se ha desarrollado una vacuna
mediante un proyecto de colaboracién entre el
Ministerio de Salud Piablica de la Repiblica
Argentina y los laboratorios de USAMRIID en
Maryland, Estados Unidos. Esta es una vacuna
a virus vivos de virulencia atenuada (Barrera
Oro & Eddy, 1982).

La
administracion de una cepa de virus Junin de

vacunacion  consiste en la
virulencia atenuada, llamada Candid #1, para
provocar la respuesta inmune protectora en los
pacientes. La cepa vacunal fue derivada de la
misma cepa original de la cual, 20 afios antes, se
obtuvo la cepa atenuada XJ-Cl; (Weisenbacher
et al, 1987). La cepa atenuada vacunal

demostr6 no poseer efectos adversos en
primates, sin evidencia de persistencia viral.
Esta vacuna, que ha pasado exitosamente una
serie de pruebas clinicas en Estados Unidos y en
Argentina, incluyendo un estudio realizado con
6000 voluntarios, es un adelanto para la
proteccion de individuos con muy alto riesgo de
contraer la enfermedad. De hecho la vacunacién
es una proteccion importante tanto para los
trabajadores rurales en el 4rea endémica como
para el personal del sistema de salud que trabaja
en estrecho contacto con el virus. Sin embargo,
la alta frecuencia de mutacion de los virus cuyo
genoma esta constituido por RNA (Holland et
al., 1982), es un argumento a ser tenido en
cuenta en la evaluacion del riesgo que implica el
uso de una vacuna a virus vivos, toda vez que no
se conocen los determinantes de la atenuacion de
la virulencia a nivel molecular. A ello deben
sumarse ademas, la alta frecuencia de

recombinacion y reasociacion de los virus con
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genoma segmentado (Vezza ef al., 1980) y la
aparicion de viriones con genomas poliploides
(Romanowski and Bishop, 1983). Por otra parte,
aunque los intentos de desarrollo de una vacuna
con virus inactivados no tuvieron éxito, esta
estrategia estd siendo reevaluada por otros
investigadores.

Diagndstico clinico

El diagnostico de FHA es primariamente

establecido por clinico, analisis

generales de laboratorio bioquimico y anamnesis

€xamen

del paciente. Los sintomas y signos iniciales de
la FHA son similares a los de muchas otras
infecciosas. Sin embargo, la

velocidad de eritrosedimentacion, que es normal

enfermedades

0 estd disminuida y la leucopenia permiten

descartar las infecciones

bacterianas. Ademas, el recuento de plaquetas es

la mayoria de

inferior a 100.000 y los tiempos de sangria y de
retraccion de coagulo estan concordantemente
prolongados. También, se ha descripto la
presencia de un inhibidor de la agregacion de
plaquetas circulante (Cummins ef al., 1990)
junto con niveles disminuidos de los factores de
V, VII, VII. y X y de

fibrinégeno. A pesar de ello, las alteraciones en

coagulacion I,

las funciones de coagulacion son menores.

En FHA se han observado, ademas,
altos niveles de interferon en pacientes con una
enfermedad severa llegando hasta 64.000 Ul/mi
(Levis et al., 1984), y una disminucién en el
complemento. Los niveles de interferon en los
pacientes con FHA se relacionan con la
severidad de la enfermedad y con su progreso
(Levis er al., 1985). Contrariamente, los titulos
virales en suero son bajos, pero la infeccion es
aparentemente pantropica (Weissenbacher et al.,
1975).

Diagnostico etiologico

La gran diversidad de formas en que se
presenta la FHA, y la alta frecuencia de cuadros
clinicos confusos, hace imperativa la necesidad



Capitulo 4 - Virus Junin

de contar con un ensayo de laboratorio
especifico que pueda aplicarse en el periodo
temprano de la enfermedad.

Los inmunoensayos son especificos,
aunque su utilidad es limitada ya que la
presencia de anticuerpos se detecta tardiamente
durante la convalecencia. En efecto, aunque la
conversién serologica ocurre, en general,
después del primer mes, su deteccion se utiliza
como un ensayo etiologico definitivo, recién a
los 60-90 dias después de la internacién del
paciente, sélo con el fin de confirmar el
diagnéstico etiologico de FHA.

El ensayo de ELISA es el
utilizado diagndstico
1986;
Barrera Oro et al., 1990). También se utilizan
de

(andloga a la desarrollada para la fiebre

mas
cominmente en el
serologico de FHA (Meegan et al.,
técnicas inmunofluorescencia  indirecta
hemorragica boliviana, Peters et al., 1973) o de
1969). Estos

ensayos utilizan antigenos virales obtenidos por

neutralizacion (Webb et al.,

medio de cultivo de tejidos infectados. La
técnica de fijacion de complemento es muy poco
1977).
Debido al riesgo intrinseco, derivado de la

utilizada en la actualidad (Casals,

manipulacion de virus vivos, se estan intentando

desarrollar  inmunoensayos que utilizan
antigenos producidos en el laboratorio, por
medio de la tecnologia del DNA recombinante
(Ghiringhelli ef al., resultados no publicados).
Por otra parte, la viremia presente en las
primeras dos semanas después de la infeccion,
no alcanza titulos suficientes que permitan
detectar antigenos virales por ELISA en la
sangre de los pacientes, en el periodo agudo de
la enfermedad. Los bajos titulos de virus Junin
en las etapas tempranas de la FHA hacen
necesaria la puesta a punto de un sistema
diagndstico con una sensibilidad de deteccion
directa muy alta o con una capacidad de
amplificacion suficiente para obtener una sefial
detectable. El aislamiento del virus es mas

consistente a partir de sangre y suero (Lascano
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et al., 1981), aunque también puede ser obtenido
de muestras bucales o faringeas en la etapa
aguda y ademas, ha sido aislado de leche
materna (Maiztegui et al., 1973). Si bien la
inoculacion de animales experimentales (como
ratdon lactante o hamster) o cultivos celulares,
con muestras de sangre de pacientes de FHA,
permite amplificar la "sefal" original, por
replicacion del virus en estos sustratos, con una
sensibilidad de aproximadamente 50%, el
proceso y la deteccion e identificacion del mismo
llevan, cuanto menos, un par de semanas.

de
mejorado hasta un 98% si se emplean para el

Este nivel deteccion puede ser

aislamiento viral células mononucleares de
sangre periférica (CMSP) en un procedimiento
que requiere el co-cultivo de las mismas con una
monocapa de células Vero (Ambrosio et al.,
1986). Sin embargo el procedimiento es lento y
de manipulacion compleja, por lo que sélo sirve
para confirmar el diagnostico clinico.

Por ultimo, es importante tener en cuenta
que las manipulaciones con virus Junin, ya sea
para su deteccion o para la obtencion de
antigenos virales para los ensayos serologicos,
poseen una complicacion adicional ya que
requieren la utilizacion de condiciones de
seguridad especiales.

En de
diagnostico basados en la deteccion de los acidos

ese sentido, los ensayos
nucleicos ofrecen la posibilidad de trabajar con
el agente patogeno inactivado en una etapa
temprana después de la extraccion de la muestra
disminuyendo, de esta manera, los riesgos a los
de

encargado de llevar a cabo el analisis. Ademas,

que se expone el personal laboratorio
estos ensayos son, en general, mas sensibles y
tempranos que los que se basan en la deteccion
de antigenos o de anticuerpos de respuesta, por
medio de técnicas inmunoldgicas.

Actualmente se dispone de un test
mediante PCR que permite un diagnostico muy
precoz, sensible y preciso (Lozano et al., 1993;

Lozano, 1995).
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VARIABILIDAD GENETICA EN EL
VIRUS JUNIN

Desde su identificacion como agente
etiologico de la Fiebre Hemorragica Argentina,
continuamente se han realizado aislamientos a
partir de pacientes y de roedores. Los ensayos
iniciales en animales modelo permitieron
encontrar una alta correlacion entre los patrones
de virulencia en humanos y en cobayos adultos,
por lo cual se los ha utilizado como herramienta
principal para caracterizar la patogenia de los
aislamientos (Coto et al., 1993).

Acorde con su letalidad en cobayos
adultos, se pueden mencionar 3 grupos de
diferente virulencia: cepas muy patogénicas,
cepas de.patogenia intermedia y cepas de escasa
patogenia (con diferentes grados de atenuacion).

Al grupo de las altamente patogénicas
pertenecen la cepa prototipo XJ, de origen
humano (Parodi et al., 1958) y la cepa
AN 9446, aislada de un roedor en 1967.

Al grupo de las de patogenia intermedia
pertenece la cepa MC2, aislada de un roedor
(Berria et al., 1967). Por ultimo, al grupo de las
atenuadas pertenecen la cepa XJCls, derivada de
XJ por sucesivos pasajes en laboratorio
(Guerrero et al., 1969), la cepa IV 4454, aislada
de un caso humano leve (Contigiani and
Sabattini, 1977) y la cepa Candid #1, derivada
de XJCl; por pasajes sucesivos en laboratorio
(Barrera Oro and Eddy, 1982).

Algunos de los indices de patogenia
medidos se resumen en la Tabla 4.a (tomada de
Coto et al., 1993).

tanto en poblaciones

obtenidas en

En sintesis,

naturales como en cepas
laboratorio, existe una considerable variabilidad
en cuanto a sus caracteristicas patogénicas. Esta
variabilidad necesariamente tiene una base
molecular que puede comenzar a ser dilucidada
recién en el momento en que se disponga de

informacion detallada a este nivel.

Tabla 4.a. Caracteristicas de las cepas del virus Junin

Cepa

1V4454 XJ XICl; MC2
Patogenicidad en cobayos
(% de mortalidad) 30 100 20 80
Titulo de neutralizacion
con antisuero contra XJCl, 407 584 9058 901
Citopatologia
% de células viables 18 22 78 90
Morfologia de placas litica litica turbia muy turbia
% de inhibicién de la sintesis proteica 65 35 25 0
Produccién maxima en células Vero 9x10° 5x10° ax10° 8x10°
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Capitulo 5
Clonado y secuenciamiento del RNA S - Cepa M(C2

CARACTERISTICAS DE LA CEPA MC2

La cepa MC?2 fue aislada en la localidad
de Monés Cazon (Buenos Aires) a partir de un
roedor de campo infectado (Berria ef al., 1967).
Esta cepa es de patogenicidad intermedia para
cobayos, ratones y humanos. En el sistema
modelo de cobayos muestra un 70% de letalidad
y su tropismo esta dirigido principalmente al
tejido linfatico y nervioso (Weissenbacher et al.,
1987, Candurra et al., 1989).

Un in6culo de la cepa MC2 fue cedido
gentilmente por investigadores del Instituto
Nacional de Microbiologia “Dr. Malbran” (De
Mitri and Martinez Segovia, 1971). Para su
utilizacion en las etapas posteriores, esta cepa
fue clonada por plaqueo, como se muestra en la
Figura 5.1 (Romanowski, 1981).

CRECIMIENTO EN CELULAS BHK-21

Con el fin de obtener viriones para
purificar el RNA, se infectaron monocapas de
células BHK-21 (50% de confluencia) con un
indculo obtenido a partir de una placa de lisis
aislada. El inoculo, de bajo nimero de particulas
interferentes, se diluyo en medio de cultivo y se

us0 para de

infectar con multiplicidades
infeccion entre 0,01 y 0,1 ufp/cél.

En los dias 3, 4 y 5 post-infeccion, de
mayor titulo, se colectaron los sobrenadantes,
cada 6 u 8 horas, para la posterior purificacion
de viriones. Dado el escaso rendimiento de este
virus, de crecimiento lento y baja productividad,
resultd necesario realizar crecimientos a gran
escala, utilizando hasta 16 frascos de 175 cm2
infectados para obtener una cantidad suficiente
de viriones para purificar el RNA.

PURIFICACION DE RNA VIRAL

Los sobrenadantes de cultivos infectados
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fueron concentrados por ultracentrifugacion.

El RNA viral fue purificado a partir de
los viriones concentrados, utilizando tiocianato
de guanidinio (Chomczynski and Sacchi, 1987).
y una posterior centrifugacion a través de un
colchon de CsCl 5,7 M para eliminar los restos
de DNA contaminante.

El andlisis en geles de agarosa con
10 mM hidréxido de metilmercurio como agente
desnaturalizante permite observar los RNAs
virales Sy L, y los rRNAs 18 y 28S, derivados
de los ribosomas encapsidados en el virion.

MC2

|

MC2 (MB,)

|

MC2 (Vero;)

|

MC2 (BHK215) *

Figura 5.1. Etapas del clonado viral de la cepa
MC2. El aislamiento inicial de MC2 fue
propagado en cerebro de raton lactante (MB,
mouse brain), clonado por plaqueo en células Vero
y cultivado en células BHK21. Los subindices
indican el numero de pasajes realizado en cada
etapa. El asterisco indica la etapa que fue utilizada
para la purificacion de RNA y el clonado
molecular.

SINTESIS DE ¢DNA, CLONADO Y
SECUENCIAMIENTO

Las sintesis de cDNA se realizaron
inicialmente utilizando transcriptasa reversa de
AMYV y nucleasa S| (Maniatis er al., 1982).
Como los resultados obtenidos no fueron muy
alentadores, se pas6 a utilizar la técnica
descripta por Gubler & Hoffman (1983; Gubler
1988), que emplea una transcriptasa reversa,
RNasa H y DNA polimerasa I.
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En las sintesis iniciales se utilizo el
primer 5° CGCACAGTGGATCCTAGGC 3’
(primer universal de arenavirus, posicion | a 19
VC), complementario a la secuencia del extremo
3’ viral de los RNAs S y L de otros arenavirus
(Auperin et al., 1982a).

El cDNA de doble cadena se modifico
con la DNA polimerasa del bacteriofago T4
para producir extremos romos y se insert6 en el
sitio Hinc Il del plasmido pUC 9 (Vieira and
Messing, 1982) utilizando la DNA ligasa de T4.
Alternativamente, y con el objeto de aprovechar
la mayor eficiencia de la reaccion de ligacion
sobre extremos cohesivos, se modifico el cDNA
con la metilasa Eco RI, se adicionaron linkers
Eco RI a los extremos del cDNA, se digiri6 con
la endonucleasa Eco RI y se utilizé el sitio
correspondiente del plasmido pUC 18 (Vieira
and Messing, 1982) para su clonado.

Con los plasmidos recombinantes se
transformaron E. coli MC 1061 competentes y
se detectaron secuencias virales por hibridacion
de colonias sobre papel de filtro Whatman 541
(adaptado de Grunstein & Hogness, 1975).
Inicialmente, se us6 como sonda un cDNA
aP)JATP de alta actividad
especifica por extension del primer
mencionado.

marcado con
arriba

De esta manera, se obtuvieron clones
positivos correspondientes al extremo 3' del
RNA viral. La hibridizaciéon en Northern blots
permitié identificar que algunos de ellos
correspondian al RNA L y otros al RNA S.

Uno de los clones de mayor longitud
(pJUN63, 947 bp) se
endonucleasas de restriccion (ver Métodos) y se
determin6 su secuencia nucleotidica por el
método de Maxam & Gilbert (1977). También,
se determiné la secuencia de otro clon (pJUNY),
de 308 pares de bases, superponible con el
primero. La secuencia obtenida resulté idéntica
a la zona homéloga del clon pJUNG63.

caracterizd con

Con el objeto de identificar nuevos
recombinantes del RNA S entre los clones de
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Figura 5.2. Analisis por Northern blot de clones
de cDNA de la cepa MC2. RNA purificado de
viriones fue sometido a electroforesis en gel de
agarosa 1 % con hidréxido de metilmercurio como
desnaturalizante (50 ng, calles 1 y 3, 500 ng, calles
2 y 4). El RNA fue transferido a una membrana de
nylon GeneScreen e hibridado con sondas derivadas
de los clones de cDNA pJUN251 (calles 1 y 2) y
pJUNO (calles 3 y 4). Las posiciones de los RNAs
L y S del virus Junin (que se indican) y las de los
RNAs ribosomales 18 y 28S fueron visualizadas con
bromuro de etidio previo a la transferencia.

c¢DNA, se utiliz6 como sonda un fragmento de
restriccion distal del clon pJUN63 marcado por
nick translation (Maniatis et al., 1982). Este
intento dio resultados negativos. Por ello, se
disefié un nuevo primer complementario a los
nucleétidos 847-865 VC para iniciar una nueva
sintesis de ¢cDNA, especifica del RNA S, que
permitiera avanzar en la secuencia del RNA S
del virus Junin. Con este oligonucledtido, de
GGTGGAAATATGTTGGAGA
3> (sintetizado gentilmente por E. Neitzert,

secuencia 5’

EMBRABIO), se gener6 una nueva serie de
clones recombinantes por medio de las técnicas
ya descriptas. El mas largo de estos clones
(pJUN42) secuencia de 983
nucledtidos correspondiente al RNA S del virus
Junin, parcialmente superpuesto (63 nt) con el
extremo distal del clon pJUNG63.

incluia una



Capitulo 5 - Clonado y secuenciamiento del RNA S de MC2

El clon pJUN42 fue caracterizado con
endonucleasas de restriccion y subclonado en la
forma replicativa de los bacteriofagos M13
mpi8 y mpl9 (Yanish-Perron et al., 1985).
Utilizando una modificacion del método dideoxi
de Sanger et al. (1977) se determiné la
secuencia nucleotidica de los subclones. Las
zonas ricas en pares GC se secuenciaron
sustituyendo el dGTP por dITP, obteniéndose
lecturas claras y precisas. Los mejores
resultados se obtuvieron cuando se usé la DNA
polimerasa del fago T7 (Sequenase™, USB) en
lugar del clasico fragmento de Klenow de la
DNA polimerasa [ de E. coli. Esta metodologia
de secuenciamiento se empled también para
confirmar la secuencia del clon pJUN63 y
eliminar algunas imprecisiones.

En base a los datos de secuencia
obtenidos anteriormente, se diseiié el primer
5> CGGACTGGGGGGCCACACC 3°, comple-
mentario a los nucledtidos 1807-1825 (VC). Los
sucesivos intentos de obtener cDNA iniciando
con este primer fueron negativos, a pesar de las
modificaciones introducidas a la técnica de
Gubler & Hoffman (1983), probablemente
porque la region complementaria al primer
corresponde a la parte central de las estructuras
tipo hairpin-loop intergénicas, que poseen gran
estabilidad. Por esta razon, se volvi6 a utilizar el
primer complementario a 847-865 (VC) para
sintetizar cDNA sobre una nueva preparacion de
RNA. La sintesis de cDNA vy las modificaciones
posteriores, incluyendo la adicion de linkers
Eco Rl se realizaron de la manera descripta
anteriormente. En esta etapa se utilizd como
vector pUCI3, digerido con Eco Rl.

Con los plasmidos recombinantes se
transformaron E. coli DH5ac competentes y se
detectaron secuencias virales por hibridacién de
colonias sobre papel de filtro Whatman 541
(Grunstein & Hogness, 1975). Como sonda se
utiliz6 un DNA de simple cadena marcado con
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a**P)JATP de alta actividad especifica,
generado por extension del primer universal de
M13 sobre un molde de DNA de cadena simple
correspondiente a un subclon del virus Junin con
secuencia ya conocida (nt. 1272-1849, VC). De
esta manera se detectaron 34 clones positivos. El
andlisis de los mismos permitio encontrar varios
clones con insertos mayores de 1 kpb. Uno de
ellos, pJUN433, con un inserto de 1565 pb fue
de
subclonado en la forma replicativa de los

caracterizado con enzimas restriccion,
bacteriofagos M13 mpl18 y mp19 y secuenciado
de la manera ya descripta. Es de destacar que en
los subclones secuenciados correspondientes a
los 983 bp de superposicion entre los clones
pJUN433 y pJUN42 no se hallaron diferencias
de secuencia.

La secuencia parcial del extremo distal
(nt 2410 VC) permitié disefiar un primer
complementario a los nucledtidos 2255-2271
(VC), 5> ATTGCAGTAAGGGACAC 3’, para
iniciar una nueva sintesis de cDNA que
permitiera llegar al extremo 5’ viral.

Con este oligonucledtido se gener6 una
nueva serie de clones recombinantes por medio
de las técnicas ya descriptas. La hibridacién con
sondas derivadas del clon pJUN433 permitio
identificar 31 clones positivos. Uno de los clones
mas largos, pJUNSS, incluia una secuencia de
1125 nt. que comprendian el extremo 5’ viral del
RNA S (confirmado posteriormente en el
laboratorio por extension de primer sobre RNA
viral). El clon pJUNS8 fue -caracterizado,
subclonado y secuenciado de la manera ya

descripta.

En resumen, a partir de cinco clones
parciales, con diferente grado de superposicion
(pJUN9, pJUN63, pJUN42, pJUN433 vy
pJUNS8), se determiné la secuencia completa
del RNA S de la cepa MC2 del virus Junin
(3400 nt) (Figura 5.3).
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Figura 5.3. Clonado y estrategia de secuenciamiento del RNA S de la cepa MC2 del virus Junin.
secuencia del RNA S estd representada en el sentido viral. Algunos de los clones parcialmente superpue:
se muestran como rectdngulos vacfos. Los primers utilizados para iniciar la sintesis de cDNA se indi
como pequefios rectdngulos negros al comienzo de cada clon. Los sitios de restriccion utilizados p
subclonar en M13 mp18 y mp19 se muestran con abreviaturas (P: Pstl; X: Xbal; H: Hincll; E: Eco
EV: Eco RV; B: Bglll; Hf: Hinfl; BH: BamHI). Las secuencias obtenidas (Sanger et al., 1977) y la hebrs
¢DNA secuenciada se indican con flechas de linea llena. Con flechas de linea quebrada se sefialan
fragmentos secuenciados por Maxam & Gilbert (1977). Con una flecha gruesa se muestra la region
extremo 5° viral, cuya secuencia fue confirmada por extensién de primer utilizando un oligonucledt
complementario a los nucleétidos 144 a 195.
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SECUENCIA NUCLEOTIDICA DEL

RNA S DE LA CEPA MC2

En base a los datos obtenidos en la etapa
de clonado y secuenciamiento y aprovechando la
disponibilidad de las secuencias de los RNAs S
de otros arenavirus, mediante el analisis
comparativo se reconstruyd la secuencia

completa del RNA S de la cepa MC2 del virus

Junin (Figura 6.1). Dicha secuencia es de 3400
nucledtidos de longitud y estd formada por
903 A, 809 C, 716 Gy 972 U (26,6%, 23,8%,
21,0% y 28,6% respectivamente).

La la secuencia

concordante con la estimada en base a

longitud de es
la
migracion electroforética (Afion ef al., 1976) y,

ademas, se corresponde con el rango de tamafios

UGCAGUAAGG

GGAUCCUAGG

vucUACAESE] GGGCAAUUCA

CAGUCAGUCU
UCCUGCCCGA
CARACAAUCCA
AGAUCAGCUU
UCUAAAAGUG
UCUGUGUAGG
CCAAGAAGUU
AAGGCACAAC
CAUUCAGCUU
GCUAUUGUCU
AAUCAUGACU
UAAGAAACAA
AAUUGAUGAG
AGGUGCUGGU
AAUUUCUGAA
GCACAGUAUU
CCUCUGCCCC

CAUUGCCAUC
GAGCUUUUAA
CAUGACCUGC
UGAUGACAUC
AUGAUCAAAU
AACCGUACAA
UAAGACUGGU
CCACCAGUUG
CCAAGGAGGU
AGAAGAGUGG
CUGAAUUCUG
GUAAAUCUGA
UGUCCCUUAC
UAAUAAAAAA
AUGCUAAGCA
CUUCACAGCG
ACAGGCUAAA

CAGAGGACAC [8l¥AGACCUCC

CGCGGAC
UAAGUUCUUC
GAGGCCAACU
AAAUUUCUCC
UUCCAUGGAG
ACGUAACUAA
CCCuUUUCUCA
CAGUAGCUGG
UGUAUCUCUG
CAGAUCAAUA
GGCAAAGUUU
ACCUGAAUGG
AAUGGAUGCA
CAAUCUGGAG
AGAGAGGUUA
AGAACCAAAC
GUUGAAAUCC
GAGCCUGUCU
AUCUCCCGCC
ACUUAUUGAG
UCAGCAAUUA
AGUCCAUCUA
AGUGAAAGUG

UGGGGAGGCA
UUCAUAGAGC
UARAAGGGAGC
CAGACCUGUU
GUCAAACAAC
GAACUCCUGG
UCAUGUGGUU
UCCUUCAAUG
UCAAGUUAGC
CUUGUGUUGU
GUACAGAAGG
UUGAUUUUAU
CCAGCCUUUA
GCAGUCAUGU
AAGCCUGUAU
UGAUUGUUAA
CAGUGUUCUC
CUGCUCUUCU
UUGAAAACCG
GUCuUuCuucc
GCUUGGCAUC
AAGCUUGGAA
UUAGACACUA

CGAUUUUGGU
UCAGCUUCAU
AUUAAGGGUG
AAUCGGACUG
CUCUGUUGUG
GCAGUGUUGU
UAGGCUGUCU
AGACAGAAGG
AUGCACCAUU
GCCUCUCCAA
CUUUAAAAGC
AUGCUCGUUG
UGACAUGCUG
UGGGACAGAC
UGCAAUUACA
CAACAGCUAU
AAGAGUAUUC
ucccucuuce
UAGCUUGGGU
CGAAGGUCCC
cuedi¥iXcac
UUCCCAUCCA
AUCCUUAUCU
GGUCGAACUG
UUCCUGAUGU
CAUUGCAUCU
UUCUGAAGCA
UCGAGCCAAA
CAAUCUCAAA
CCCAUGACCU
UUUUCAUAAG
GAGGGAAGAA
CUGCAGCUGA
UCCUGAGUCA
GACACUGUUC
GUUUUGAAGG
ARUAUCUCUG
ARACUUGGUU
UGUUUCGUUG
CCCCUUUUAG
CUUCAGAACA
CCUCUUUGGA
UGCCUAGGAU

ARCGCUAUAA
GCAAGAAAUA
UAGUAAACCU
CACACAGAGG
UACCUUAAAC
UACCAGAAUA
CAGUGGUUCA
CUUCAUCUUU
UAUAUAGAGA
UGUCCACUUG
AUUCUUUUCC
CAGCCAAAAU
AGGCUUUUUG
AAUCAAUGCG
CAAAAUUUUG
UUGAACAUUU
GGACAGGCAG
UUCACUUGGU
GGUUGCAGAU
CACCAGCCCG
UGCAUAGGCU
ACACUGACUG
CucCuuuuuCcu
CCUGGCUUGU
CAUCGGACCC
UCUAUGUCUU
GUGAAUAUAC
GGGUAUUGGU
UUCUGACCGU
GCCUAUGAUU
GGUUUCUAUU
AAGUUAUCUG
AAGACUAAAG
AUCUGUCAAG
AUUGUCUCAC
AUCUUUAACA
AUCUCUUGGC
UUUAAAUUCC
AACACUCCUC
UCUUUCUGAG
UCCGACUUGA

cucuscEls

CCACUGUGCG

GUUGUUACUG
CCUACCUUUU
GUACAARAGU
UUCCAGACUG
AAGAGCCAUC
UGACGUUAUA
UGAAUGCUGU
CAAGUCAAUA
AUACCCCGAC
ACCAUGUCAA
UGGUCUCUGA
GAAGUGUUUU
AUUACAACAA
CUGAUAUCUG
GUAUGUCAAC
CUGACUUCCG
GGCARAACUC
GGGCAUACCC
GUGGUAAGUA
GGCAUUGCCC

CUUUCUAUUU
UGCAGGAAGC
GGUUGUUCAA
UGUCCUUCUU
UUUACAUUAA
AUUCAGCAUC
GGGGCAUGAU
CCUCCAAGAC
UCUUGCUUGG
CACAUUACAU
CAGACUCAUC
GGCAAUACUG
AAAUGCUAUC
ACAAUUUAUU
CACACACUUU
UAAUGACUGG
CCUUGACUUU
ACCCAUAGGC
CCCCAAUCUA
GGGCUGGUGU

GGACAACAUC
UCUGAAUAUU
UUCUUGAUCU
CAAUGGUGGG
GGGGGGCAAU
CGGCAGAUAU
UGGUAUCUAG
UGGUAUCAAU
AUGGCAAACU
UUCCUCACAA
CGGCAAGGAC
CUGUAGCAAA
AAAACCUUAA
GAUGAAAAAC
CAGGACAACA
AUACUAGAAA
AGUUGACAUC
ACAUCAGAGG
AAGAAACCAA
GGCCCCCCAG

AAACCAUCUA
GCUCUUGUUG
AGCAGGAAGA
Ucucuuuuuc
GCUUCAUUCA
GAGCUGGUGU
ACCCACCAUU
GAAAACUAUG
GUGUUUGAUG
GAGGCAAGAA
ACCCCUGGAG
AUGCAAUCUG
AUGAUGAAAC
AAAAUUAGGG
CUCAUUACCA
GUGACUUCUU
UGUUUUUGGA
CGAGGCAUGC
CAGUUUGGCG
UCCGC Ccu

CUUCGGGA
AAACAUUAUG
UGCUGACAAC
UCUGAUGUAA
UUGAGUGGUC
UCAUUAAGAU
UUGCUACCUG
GGGGUCGAGU
UCUUUUCCGG
UGUGAUCUGG
GCCUGGUUUC
GGGUGACUCU
UUGUAGCCAG
GUCACUCAAG
CUCCUUGAAC
UCCCAUACCC
CAGUUGUGAC
CAAGGCCAGA
AUGGACAUGA
UGCCCGCUGC
CAGUCUGAGU
CCAGAAGAUC

GGAACAGCAA
CAGUCUAGCA
CACUCCAUUG
GCCUAACAUC
ACAACCAUGU
GCCGUGAGAG
CAGGCUGGAA
UUCCCCACUG
UUGUCUAGGU
AACCAAUAUA
UCAUCAAUAA
GAUUGUCUCC
AAAUGUUGAU
UUUGGAUACU
AGUCAUGCAU
UCACCACACC
UGAGACAAGU
CGCCAACUCC
GUCUGUCAAC
ACCUGUGCCA
AAAUUGACUC
UGGUGGUUUU

GCUCGGUGGU
GAGCACAGUG
UGAUGUUUGC
AACCAGCUUA
CCGGAGGCAG
UGUCUGCUAC
CAACGCCAUC
CCUCUCUGAU
CCAGCAACUG
AGGCCAACCA
ACAUGCCUUC
AACAUAUUUC
GGAGCUUUCA
UCACAGUGUA
GCAAUUGUCA
AUUUCCCCCA
UACCCAUGUA
AUCCGCUCAA
CUCUUUAUUC
CUUGGUUGAA
AAACCUCUCC
GAUCUGAGAA

AAUAGAGGUG
UGGCUCACUG
AUAGGUGGCC
AGAUCUCUUC
CAAGCCAAUC
CAUUUUUAAA
UCAACAGGGU
GACAGCUUCU
GUUUCCUUGU
UCGCCAGAAA
UCUUCGUUUA
CAUCAUCAAG
UCCUUAGUCA
UAGAAGCCCA
AUGCAGGAAC
GUUCCUUGCU
ARCCCCUUGA
CCCUCCCCAG
AGGUCCCUCA
GUCAAUGCUG
UUAAGGACUG
AAAAUUGCUG

80
160
240
320
400
480
560
640
720
800
880
960

1040
1120
1200
1280
1360
1440
1520
1600
1680
1760
1840
1920
2000
2080
2160
2240
2320
2400
2480
2560
2640
2720
2800
2880
2960
3040
3120
3200
3280
3360
3400

Figura 6.1. Secuencia nucleotidica del RNA S de la cepa MC2 del virus Junin. Se indican los 3400 nucleétidos
fiel RNA S en sentido viral, numerados a la derecha. En caracteres blancos sobre fondo negro se indican los codones de
iniciacion y terminacion de los genes GPC (polaridad positiva) y N (polaridad negativa, en este caso son los tripletes
fnomplementarios). Con flechas apuntando hacia la regién del loop se seiialan las dos estructuras secundarias
intergénicas tipo hairpin loop.
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Tabla 6.a. Longitud de los RNAs S de arenavirus

Virus Cepa Longitud en Referencias
nucledtidos

Junin MC2 3400 Ghiringhelli et al., 1989
Ghiringhelli ef al., 1991

Lassa GA391 3417 Clegg y Oram, 1985

(Nigeria) Clegg et al., 1990

Lassa Josiah 3402 Auperin and McCormick, 1988

LCM Armstrong 3376 Salvato et al., 1988

LCM WE 3375 Romanowski et al., 1985
Romanowski and Bishop,1985

Mopeia 800150 3419 Wilson and Clegg, 1991

Oliveros o 3535 Bowen et al,, 1996

Pichindé | 3739 3419 Auperin et al., 1984
Bishop and Auperin, 1987

Sabia SPH114202 3366 Gonzalez et al, 1996

Tacaribe T.RVL.Il 573 3421 Franze Fernandez et al., 1987

de los RNAs S de otros arenavirus (Tabla 6.a).
La biasqueda de marcos de lectura

Tabla 6.b. Marcos de lectura abiertos

n° | Ubicacidn (nt.) | Long. proteina (aa)
abiertos en las seis fases posibles (tres en Fase 1 (polaridad viral)

. . . . 1 88-1533 481
sentido viral y tres en sentido viral > 7091533 en
complementario) dio como resultado varios 3 469-1533 354

. . . 4 520-1533 337
potenciales marcos en ambas orientaciones 5 5611533 290
(Tabla 6.b), entre los cuales fue seleccionado el f’, ;(‘)’]‘:zgg ;Z(‘)
mas largo en cada orientacion, en correlacion 8 919-1533 204
con la informacién experimental disponible. 2 985-1533 182

¢ pc. e P N 10 1060-1533 157
Los codones de iniciacion y terminacion 11 1102-1533 143
indicados en la Fi 6.1 d ¢ 12 1126-1533 135
i en la Figura 6.1 corresponden a estos 03 31,1513 20
marcos seleccionados Fase 2 (polaridad viral)
1] 2093-2344 [ 84
REGIONES CODIFICANTES Fase 3 (polaridad viral)
No hay marcos de lectura mayores de 200 nt.
. , F idad viral ¢ ia) *
Gen del precursor de las glicoproteinas — 4 @glzar117d7‘:’d viral comp leme";i;'a)
. : . 2 313-1776 487
En el primer AUG de polaridad viral, 3 3191776 135
ubicado en los nucledtidos 88-90, comienza un 4 379-1776 465
) - 5 454-1776 440
marco de lectura abierto de 1446 nucleotidos de 6 625-1776 383
longitud que termina en un codén UAA ubi L 649-1776 375
grud que t odon UAA ubicado 8 856-1776 306
en los nucleétidos 1531-1533. 9 937-1776 279
) . : 10 1252-1776 174
Aunque mas allda del AUGgs 4 existen T 13571776 139
otros codones AUG (Tabla 6.b), el primero es 12 1378-1776 132

. 13 1423-1776 117
considerado el 5 iniciacid - - - .

. Verdade'ro codén de iniciacion Fase 5 (polaridad viral complementaria) *
debido a la conservacion de algunos de los I 1448-1663 72

: . 2 1694-190 9
residuos del entorno definidos por Kozak (1978, - e -
Fase 6 (polaridad viral complementaria) *
1983, 1984), se conservan la G de +4, la A de -3 No hay marcos de lectura mayores de 200 nt.

* Se indica la ubicacion nucleotidica ¢n sentido V(.

y la C de -2 (ver Capitulo 16).
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Ademas, el tamafio del polipéptido
resultante (481 aa.) y el peso molecular
estimado (55126 Da,
glicosilacion) se correlacionan con los datos de
movilidad electroforética en geles de SDS-
PAGE (Rustici, 1984; De Mitri and Martinez
Segovia, 1985).

El analisis del uso de codones de este

sin considerar la

marco de lectura abierto se resume en la Tabla
6.c. Como se observa en la misma no todos los
aminoacidos presentan preferencias de uso de

codon. relacion entre la

Considerando la

frecuencia particular de un codon y la frecuencia
promedio para el mismo, podemos ver que si
esta relacion es de 1,5 veces o mayor que la
frecuencia promedio hay una preferencia neta de
uno o mas codones para ese aminodcido,
mientras que una relacion >1,2 y <1,5 muestra
una preferencia moderada.

En funcién de lo anterior, se puede
destacar el caso de la Arg donde, de los codones
iniciados con C dos no son utilizados y otros dos
apenas cubren el 15 % de la frecuencia de uso.

Tabla 6.c. Frecuencia de uso de codones en el gen GPC

Aminoacido | Coddén | Frecuencia || Aminodcido | Coddn | Frecuencia
GCT 33,3 % Lys (K) BAA 51,5 %
Ala (A) GCC 14,3 % AAG 48,5 %
GCA 42,9 % MET (M) ATG 100,0 %
GCG 9,5 % Phe (F) TTT 48,0 %
CGT 10,0 % TTC 52,0 %
CGC 5,0 % CCT 26,1 %
Arg (R) CGA 0,0 % Pro (P) CCC 26,1 %
CGG 0,0 % cca 39,1 %
DAGA 35,0 % CCG 8,7 %
AGG 50,0 % TCT 27,7 %
Asn (N) AAT 58,1 % TCC 16,7 %
AAC 49,1 % Ser (S) TCA 13,9 &
Asp (D) GAT 34,6 % TCG 2,8 %
GAC 65,4 % AGT 16,7 %
Cys (C) TGT 63,2 % AGC 22,2 %
TGC 36,8 % ACT 24,0 %
Gln (Q) CAA 60,0 % Thr (T) ACC 28,0 %
CAG 40,0 % ACA 48,0 %
Glu (E) GAA 75,0 % ACG 0,0 %
GAG 25,0 % Trp (W) TGG 100,0 %
GGT 26,9 % Tyr (Y) TAT 53,3 %
Gly (G) GGC 38,5 % TAC 46,7 %
GGA 23,1 % val (V) GTT 28,6 %
GGG 11,5 % GTC 33,3 %
His (H) CAT 52,9 % GTA 23,8 %
CAC 47,1 % GTG 14,3 &
ATT 39,3 % Term. TAA 100,0 %
Ile (1) ATC 39,3 % TGA 0,0 %
ATA 21,4 % TAG 0,0 %
TTA 19,0 %
TTG 19,0 %
Leu (L) CTT 17,2 %
CTC 8,6 %
CTA 12,1 %
CTG 24,1 %
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Tabla 6.d. Frecuencia de uso de codones en el gen N

AminoAcido Codén Frecuencia Aminoacido Codén Frecuencia
GCT 32,3 % CTC 15,4 %
Ala (A) GCC 16,1 % Leu (L) CTA 7,7 %
GCA 41,9 % CTG 18,4 %
GCG 9,7 % Lys (K) DAA 47,5 %
CGT 0,0 % BDAG 52,5 %
CGC 0,0 % MET (M) ATG 100,0 %
Arg (R) CGA 5,6 % Phe (F) TTT 68,4 %
CGG 5,6 % TTC 31,6 %
BAGA 58,3 % CCT 36,0 %
BGG 30,5 % Pro (P) cccC 8,0 %
Asn (N) BAT 44,0 % CCA 40,0 %
BAC 56,0 % CCG 16,0 %
Asp (D) GAT 52,6 % TCT 20,9 %
GAC 47,4 % TCC 20,9 %
Cys (C) TGT 14,3 % Ser (S) TCA 20,9 %
TGC 85,7 % TCG 2,4 %
Gln (Q) CAR 46,7 % AGT 18,6 %
CAG 53,3 % BGC 16,3 %
Glu (E) GAA 48,3 % ACT 37,9 %
GAG 51,7 % Thr (T) ACC 24,1 %
GGT 26,2 % ACA 34,5 %
Gly (G) GGC 23,8 % DCG 3,5 %
GGA 26,2 % Trp (W) TGG 100,0 %
GGG 23,8 % Tyr (Y) TAT 54,5 %
His (H) CAT 36,4 % TAC 45,5 %
CAC 63,6 % GTT 48,6 %
ATT 50,0 % val (V) GTC 16,2 %
Ile (I) ATC 23,1 % GTA 5,4 %
ATA 26,9 % GTG 29,8 %
TTA 7,7 % TAA 100,0 %
Leu (L) TTG 27,7 % Term. TGA 0,0 %
CTT 23,1 % TAG 0,0 %
Gen de la proteina de la nucleocipside electroforética en geles de SDS-PAGE

En la fase 4 (Tabla 6.b), de polaridad
viral complementaria, el AUGg, ¢4 comienza un
marco de lectura abierto de 1692 nucleotidos de
longitud que termina en el UAA 774.177.

Aunque mas adelante, en la misma fase,
existen otros AUGs (Tabla 6.b), el primero es
considerado el verdadero codon de iniciacion de
la proteina N, basado en la conservacion de
algunos de los nucle6tidos del entorno, ya que se
conservanlaGde+4,laCde-2,laGde-3yla
C de -5 (Kozak, 1978, 1983, 1984;
Capitulo 16).

Ademds, el polipéptido resultante tiene
un peso molecular calculado de 63033 Da. Este
resultado concuerda con el peso molecular
estimado para la proteina de la nucleocapside
viral a partir de datos de

ver

movilidad
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(Martinez Segovia and De Mitri, 1977; Grau et
al., 1981; Rustici, 1984).

El analisis del uso de codones de este
gen se resume en la Tabla 6.d. Teniendo en
cuenta lo ya considerado para el gen GPC, no
hay una preferencia generalizada de uso de
codones aunque, nuevamente se destaca la Arg,
donde dos de los codones iniciados con C no son
utilizados, mientras que los otros dos
representan apenas el 11,2 % de la frecuencia de
uso. En realidad, en este caso, mas que hablar de
una frecuencia de uso habria que hablar de una
frecuencia de desuso, ya que en 7 de 9
(77,8 %) cuyo codigo esta

representado por mas de dos codones, existe al

aminoacidos

menos un triplete cuya frecuencia estd muy por
debajo de la frecuencia promedio.
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Figura 6.2. Regi6n intergénica del RNA S de la cepa MC2 del virus Junin. Porcién del RNA S (nt. 1519-1640) que
comprende los extremos de los genes GPC y N (polaridad viral y viral complementaria, respectivamente) y la region
intergénica no codificante. Las direcciones de traduccion se indican con flechas y los codones de terminacion estan
sefialados con asteriscos. Las dos potenciales estructuras tipo hairpin-loop estan estabilizadas por 13 y 17 pares de bases
(AG® -39,0 kcal/mol y AG® -54,2 kcal/mol, respectivamente).

REGIONES NO CODIFICANTES
Region intergénica

La region intergénica ubicada entre los
genes GPC y N, nucledtidos 1534 a 1624 en
polaridad viral, contiene dos regiones con
autocomplementariedad suficiente como para
constituir dos estructuras tipo hairpin-loop muy
estables (Figura 6.1). El hairpin cercano al gen
GPC (nt. 1551-1579) esta formado por 11 pares
GC y 2 pares AU (AG°® -39,0 kcal/mol; Tinoco
et al., 1973) mientras que el cercano al gen N
(nt. 1582-1618) esta formado por 15 pares GC y
2 pares AU (AG® -54,2 kcal/mol) (Figura 6.2).
Estas estructuras, calculadas manualmente al
comienzo, fueron confirmadas mediante analisis
computacional con el algoritmo de Zuker &

Stiegler (1981).

El virus Junin fue el primer arenavirus
en el cual se describid la presencia de un doble
hairpin intergénico (Ghiringhelli et al, 1987,
1991a), ya que en todas las secuencias
publicadas al momento de este hallazgo se habia
descripto una sola estructura de este tipo (en el
Capitulo 12 se discutira mas sobre este asunto).

Extremos 5’ y 3’ del genoma viral

Las regiones no traducidas 5’ y 3’ del RNA
viral comprenden 87 y 81 nucledtidos
respectivamente. Estas dos regiones presentan
una cierta complementariedad y, como ya se
menciono en el capitulo 3, pueden ser alineadas
para formar una estructura tipo panhandle

(AG® -58,0 kcal/mol; Figura 6.3).

20 40 60 B8O
| |
A
| P ;
o WYY v c b AC
. X ¢ A uACAA
5' UGCA  AG “GGAUCCUAGGCG UG - UAACGCU UUACUG UUUCU " GGA-CAACAUCA avcuPuugUACAAUG  gan GPC (+)
12214 L 2] (2222 22 YR *e 1222221 X222 2] i 2232 the ddd Sdwaw L2 22 tew
3' GCGU , UC, CCUAGGAUCCGU . _AC. AU AGUGAC ~
¢ Ya A cAC, AUUGUGA GUGAG, AMMAGA o UCU,GUU,UGGU | UAGA \GAC cy gan N -
U A ;c A ' GU :
‘ T
| ‘
3380 3360 3340 3320

Figura 6.3. Extremos 5’ y 3’ del RNA S de la cepa MC2 del virus Junin. Estructura panhandle predicha para los
extremos del RNA S. La complementariedad de nucledtidos entre los extremos no codificantes se indica con
asteriscos. Se han incorporado también los pares no convencionales G-U. La energia de estabilizacion de esta
estructura secundaria es de -58,0 kcal/mol (Tinoco ef al., 1973). Con recuadros se sefialan los codones de iniciacién
de los genes GPC y N (el triplete complementario al codon AUG en este caso).

51



Capitulo 6 - Informaciém molecular - Acidos nucleicos - Cepa MC2

RECONSTRUCCION DE GENES

Gea GPC

Por digestion de los clones pJUNSS8 y
pJUN433 con endonucleasas de restriccién se
obtuvieron los fragmentos necesarios para la
reconstruccion. El clon pJUN58 (1125 bp) fue
digerido con Pstl y EcoRV para generar un
fragmento de 1083 bp, que contiene el extremo
5’ viral y la mayor parte del gen GPC; el clon
pJUN433 (1565 bp) fue digerido con EcoRV y
Bglll para generar un fragmento de 829 bp, que

contiene el extremo 3’ del gen GPC, la region
intergénica y la porcién 3’ del gen N.

Ambos fragmentos fueron purificados a
partir de un gel de agarosa y ligados al vector
BlueScript™ KS* (Stratagene, La Jolla) digerido
previamente con Pstl y BamHI (sitio compatible
con el extremo Bglll), utilizando T4 DNA
ligasa. Se transformaron bacterias DH5aF’
competentes y se recuperaron las colonias con el
plasmido recombinante. La reconstruccion se
caracterizd con endonucleasas de restriccion

(Figura 6.4).

M.MWMWGPCdohmMCZMVIrquSeindicnnlossitiosdo
rllrioahutihudam.la reconstruccién del gen GPC. Las regiones codificantes aparecen como flechas o
mhvmqmmmhwmwaddelmuwdewm.ﬁnmmgmesowmhswm

virales no codificantes.
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Gen N

Por digestién de los clones pJUN63 y
pJUN42 con endonucleasas de restriccién se
obtuvieron los fragmentos necesarios para la
reconstrucciéon. El clon pJUN63 (947 bp) fue
digerido con BamHI, Pstl y Hinfl para generar
dos fragmentos de restriccién, de 811 bpy 53 bp
respectivamente. El fragmento de 811 bp
contiene el extremo 3’ viral y la mitad del gen N.
El clon pJUN42 fue digerido con Hinfl y EcoRI
para generar un fragmento de 980 bp que
contiene la mitad 3’ del gen N y la mayor parte

Hinfl Aislamiento de dos
Pstl fragmentos: 811 bp y 53 bp
BamHI
- | ]
BamHl

de la regi6n intergénica.

Todos los fragmentos fueron purificados
a partir de geles de agarosa. La reconstruccién
se realizd en dos etapas. Primero se clond el
fragmento de 811 bp en el vector pBS KS*. Una
vez recuperado y caracterizado este plésmido
recombinante, se realiz6 la ligacién conjunta de
los fragmentos de 53 bp y 980 bp al mismo.

Todas las transformaciones se hicieron,
alternativamente, en XL1 Blue o DH5aF’. La
construccion final se control6 con endonucleasas
de restriccién (Figura 6.5).

Flg,na&S. Reeonh-neeldn.delgenNdehcepaMcz del virws Junin. Se indican los sitios de restriccién
utilizados en la reconstruccién del gen N. Las regiones codificantes aparecen como flechas o rectangulos
vacios. En trazo grueso aparecen las secuencias virales no codificantes (realizado por la Lic. Eva Manzella).
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Capitulo 7
Informacion molecular - Proteinas - Cepa MC2

GLICOPROTEINAS VIRALES

Estructura primaria del precursor de las
glicoproteinas (GPC)

El marco de lectura abierto en la mitad
5’ del RNA S (polaridad viral), delimitado por
los codones AUGgg9-UAA s31.1533, posibilita la
traduccion de un polipéptido de 481
aminoacidos (Figura 7.1), que es glicosilado y
procesado postraduccionalmente.

En la proteina GPC pueden definirse tres

dominios: el péptido sefial, la glicoproteina G1'y
la glicoproteina G2.

Estructura del péptido seiial

El péptido seifal de MC2 tiene una
longitud de 54 aminoAcidos, concordando con
los datos de Buchmeier et al. (1987) y Burns &
Buchmeier (1993).

El mismo esta constituido por 42,6 % de
aminoacidos  hidrofobicos, 20,3 % de
aminoacidos hidrofilicos y 37,1 % de
aminoacidos ambivalentes (Tabla 7.a).

MGQFISFMQE IPTFLQEALN IALVAVSLIA TIKGVVNLYK SGCSILDLAG 50
RSCPRAFKIG LHTEVPDCVL LQWWVSFSNN PHDLPLLCTL [HLYIKGG 100
[NASFKISFDD IAVLLPEYDV IIQHPADMSW CSKSDDQIRL SQWFMNAVGH 150
DWYLDPPFLC HNRUKTEGFI FOWNTSKTGI NENYAKKFKT GMHHLYREYP 200
DSCLDGKLCL MKAQPTSWPL QCPLDHVNTL HFLTRGKNIQ LPRRSLKAFF 250
SWSLTDSSGK DTPGGYCLEE WMLVAAKMKC FGNTAVAKCN LNHDSEFCDM 300
LRLFDYNKNA IKTLNDETKK QVNLMGQTIN ALISDNLLMK NKIRELMSVP 350
vy FwYV NATsGoust pPRCWLIKEME YUMMDFRND WILESDFLIS 400
EMLSKEYSDR QGKTPLTLVD ICFWSTVFET ASLFLHLVGI PTHRHIRGEA 450
CPLPHRLNSL GGCRCGKYPN LKKPTVWRRG H 481
luacrsce | [raFkiG] [RrSLK| [Arwsws |

Figura 7.1. Precursor de las glicoproteinas (GPC) de la cepa MC2 del virus Junin. La secuencia
aminoacidica fue deducida a partir de la secuencia nucleotidica mostrada en ¢l capitulo 6 (Figura 6.1). Con
recuadros, se indican los sitios potenciales de N-glicosilacion (NX{T/S}, Bause, 1983), en grisado aquellos
que estdn conservados (en posicion) en todos los arenavirus (ver Capitulo 12). Con una barra se sefiala el
sitio de reconocimiento de la proteasa de origen celular. Con un doble subrayado se indican las dos hélices
transmembrana predichas (en el péptido sefial y en G2). En el esquema se muestran los tres productos
proicicos que se generan por procesamiento postraduccional de la proteina GPC. Los sitios de clivaje
proteolitico y las secuencias correspondientes han sido determinados por homologia con LCM (Buchmeier er

\W4

B SRR [T
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sefial

\

Gl

al., 1987; Burns and Buchmeier, 1993).
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Tabla 7.a. Composicién aminoacidica del péptido sefial y las glicoproteinas G1 y G2

Péptido seiial Gl G2
Aminoacido | Cant. | Frecuencia | Cant. | Frecuencia | Cant. | Frecuencia
Ala (A) 5 9,3 8 7 3,6 8 9 3,8 %
Arg (R) 1 1,9 8 4,1 % 11 4,7 %
Asn (N) 2 3,7 % 11 5,7 % 18 7,7 %
Asp (D) 1 1,9 % 13 6,7 % 12 5,1 %
cys (C) 2 3,7 % 7 3,6 & 10 4,3 %
Gln (Q) 3 5,6 % 8 4,1 % r 1,7 %
Glu (E) 2 3,7 % 5 2,6 % 9 3,8 %
Gly (G) 4 7,4 % 9 4,7 8 13 5,6 %
His (H) 0 0.0 % 9 4,7 % 8 3,4 %
Ile (I) 7 13,0 ® 10 5,2 % 11 4,7
Leu (L) 7 13,0 % 23 11,9 & 28 12,0 &
Lys (K) 2 3,7 % 14 7,2 % 17 7,3 %
Met (M) 2 3,7 % 4 2,1 8 7 3,0 %
Phe (F) 3 5,6 8 10 5,2 8 12 5,1 %
Pro (P) 2 3,8 8 12 6,2 % 9 3,8 %
Ser (S) 5 9,3 % 13 6,7 % 18 7,7 %
Thr (T) 1 1,9 % 10 5,2 8 14 6,0 %
Trp (W) 0 0,0 8 6 3,1 8 7 2,9 %
Tyr (Y) 1 1,9 8 6 3,1 8 8 3,4 8
val (V) 4 7,4 % 8 4,1 & 9 3,8 %
Agrupamiento segun Karlin et al. (1990): en rojo los hidrofobicos, en negro los hidrofilicos y en fucsia

los ambivalentes (no son ni fuertemente hidrofilicos ni fuertemente hidrofobicos)

El estudio de los perfiles de hidropatia,
accesibilidad  promedio 'y  accesibilidad
individual (PHDacc, Rost and Sander, 1994c)
permite encontrar una mayor concentracion de
aminodcidos  hidrofobicos en la  region
delimitada por los residuos 20 a 40 (Figura
7.2).

El analisis por computadora de la
potencial estructura secundaria de la secuencia
aminoacidica particular, realizado con diferentes
algoritmos, permite efectuar predicciones que
resultan  coincidentes con los  datos
experimentales conocidos para otros arenavirus.

De acuerdo al algoritmo de Klein et al.
(1985) el dominio en cuestion corresponde a un
polipéptido  integral segmento
transmembrana delimitado por los aminoacidos
20 a 36. En funcion del algoritmo de Rao &
Argos (1986) la prediccion correspondiente
determina la existencia de una o hélice
transmembrana entre los aminoacidos 18 a 36.
Por ultimo, algoritmos mas actualizados vy
refinados, como el PHDhtm (Rost ef al., 1995) y
el PHDsec (Rost and Sander, 1993a,b,c,
1994a,b,d), predicen la existencia de una o

hélice transmembrana entre los aminoacidos 19

con un

35

a 47 (PHDhtm) o dos a hélices distanciadas un
aminoacido (12 a 41 y 43 a 48) (PHDsec).
Como se puede ver, los datos de
prediccion son coherentes entre si y, ademas,
coinciden con los requerimientos estructurales

minimos de un péptido sefial.

Estructura de las glicoproteinas G1 y G2

Considerando el sitio de reconocimiento
para la proteasa de origen celular, caracterizado
en LCM (Buchmeier et al., 1987, Burns &
Buchmeier, 1993) y en el virus Junin (Padula er
al. (1996), que da origen a las glicoproteinas G|
y G2, se pueden los dominios
correspondientes en MC2, con 193 y 234
aminoacidos respectivamente.

definir

La glicoproteina G1 esta constituida por
28,6 % de aminoacidos hidrofobicos, 35,1 % de
aminoacidos 36,3% de
aminoacidos ambivalentes, mientras que la
glicoproteina G2 esta constituida por 28,6 % de
aminoacidos  hidrofobicos, 33,8 % de
hidrofilicos y 37,6 % de
aminoacidos ambivalentes. La comparacion
numérica anterior, o un analisis mas detallado
(Tabla 7.a), no muestran
significativas entre G1 y G2.

hidrofilicos y

aminoacidos

diferencias
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relativamente  regular de  aminoacidos
hidrofébicos y no hidrofébicos, lo cual redunda

en una mayor probabilidad promedio de

El estudio de la distribucién de
aminoacidos hidrofébicos, mediante perfiles de
hidropatia y accesibilidad muestra diferencias

concretas entre las glicoproteinas G1 'y G2. exposicion al solvente y sugiere que podria ser

Proteina GPC de MC2
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Figura 7.2. Andlisis de hidropatia y accesibilidad de la proteina GPC de MC2. Las lineas
verticales marcan las regiones de cada grafico correspondientes a los dominios: péptido sefial,
glicoproteina G1 y glicoproteina G2. Las lineas quebradas corresponden a los valores promedio
para la proteina completa. A: perfil de hidropatia calculado con el programa AASCALE
(PC/Gene™, IntelliGenetics Inc.) en base a la tabla de hidrofobicidades de Kyte y Doolittle
(1982), se utilizé una ventana de 21 residuos y los datos finales fueron normalizados a una
escala de 0 a 1. B y C: perfiles de accesibilidad al solvente. Los datos de accesibilidad fueron
calculados con el programa PHDacc (Rost and Sander, 1994c) y procesados posteriormente con
el programa DATMANIP (Ghiringhelli, P.D., 2002, esta Tesis) para confeccionar ambos
graficos (ver Métodos y Miscelanea). Los valores fueron normalizados a una escala de 0 a 1, en
donde a mayor valor menor accesibilidad. En B se representa la accesibilidad promedio
calculada utilizando una ventana de 21 residuos. En C se representa la accesibilidad particular
de cada residuo.

La proteina G1 tiene una distribucion una proteina soluble (Figura 7.2).
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En la proteina G2, en cambio, la
distribucién es menos regular, existiendo grupos
de aminodcidos hidrofobicos. En particular, es
necesario destacar la regién delimitada por los
residuos 168 a 198 (415-445 en GPC), rica en
amino4cidos hidrofébicos y con muy escasa
probabilidad de exposicion al solvente, las
cuales son caracteristicas tipicas de una region
transmembrana. Este conjunto de datos sugiere
que G2 podria ser una proteina asociada a
membranas (Figura 7.2).

Otra diferencia significativa entre las
glicoproteinas G1 y G2 radica en la distribucion
de prolinas y glicinas (Figura 7.3), lo cual
sugiere que el plegamiento de ambas proteinas
podria ser distinto. En G1, la distribuci6n de
prolinas es aproximadamente uniforme, con sélo
3 regiones de rigidez relativa baja (residuos 32-
61, 72-101 y 104-145), mientras que la
distribucion de glicinas es asimétrica, con una
mayor concentracion en la mitad carboxilo
terminal. En G2, en cambio, la distribucién de
prolinas es muy asimétrica y la de glicinas es
aproximadamente uniforme, definiendo 3
regiones de menor rigidez (residuos 17-102,
125-167 y 169-193)

Proteina G1 de MC2 A Proteina G2 de Mc2 C

cantidad de P
1 1

N w

| 1

o 41
o -
A i

200 o 50 100 150 200

canided de G
1
[*}
i

1
~N

o - ~N w IS o - ~N w a
a

60 100 160 200 0o 50
numero de aminodcido

100 160 200
numero de aminodcido

Figura 7.3. Distribucién de prolinas y glicinas
en las glicoproteinas G1 y G2. Se grafict la
cantidad del residuo particular cada 10
aminodcidos. A: distribucién de prolinas en Gl1.
B: distribucién de glicinas en G1. C: distribucién
de prolinas en G2. D: distribucién de glicinas en
G2.
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El andlisis por computadora de la
potencial estructura  secundaria de |la
glicoproteina Gl seflala a ésta como una
proteina periférica (Klein et al., 1985), con 3
regién de o hélice, 8 regiones 3 hoja plegada y
12 regiones definidas como loops, donde podrian
existir segmentos con estructura random coil, -
turn y/o y-turn (PHDsec, Rost and Sander,
1993a,b,c, 1994a,b,d) (Tabla 7.b).

El andlisis por computadora de la
potencial  estructura secundaria de la
glicoproteina G2 seflala a esta como una
proteina integral multimérica, con un segmento
transmembrana delimitado por los aminoacidos
171 a 188 (Klein et al., 1985), 175 a 195
(Eisenberg et al., 1984a), 169 a 193 (Rao and
Argos, 1986) 0 175 a 190 (PHDhtm, Rost et al.,
1995). Las predicciones del PHDsec (Rost and
Sander, 1993 a, b ¢, 1994 a, b, d) revelan la
existencia de 4 regiones de a hélice, 4 regiones B
hoja plegada y 8 regiones definidas como loops,
donde podrian existir segmentos con estructura
random coil, B-turn y/o y-turn (Tabla 7.c).

La bisqueda en la base de datos
PROSITE (PROtein SITEs, Fuchs, 1991;
Bairoch, 1993) predice la existencia de varios
sitios potenciales de glicosilacion, fosforilacion,
etc., tanto en Gl como en G2 (Tabla 7.d).
datos
experimentales que demuestren la fosforilacion o

Hasta el momento, no existen
miristoilacion en G1 y/o G2, o la sulfatacién en
G2, por lo cual se desconoce si estos sitios son
biolégicamente significativos. Con respecto a los
sitios de N-glicosilacién, se conoce que son
utilizados, pero no se sabe cuéntos ni cudles de

los 8 sitios potenciales estan glicosilados in vivo.
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Tabla 7.b. Estructuras secundarias predichas

para la glicoproteina G1 de MC2
a hélices Tabia 7.c. Estructuras secundarias predichas
o’ posicon tongitud para la glicoproteina G2 de MC2
a0 -
al 82-94 13 a hélices
a2 127-136 10 n° posicién longitud
B hojas pl 4 al 19-33 15
n° Posicién longitud a2 20-100 21
a3 142-163 22
p2-0 2336 ! a4 170-191 22
p2-1 40_“ > B hojas plegadas
p2-2 ;_9’ zi : n° posicién longitud
B2-3 _ B1 3-6 1
p2-4 66-69 4 B2 37-41 5
p3-1 113-122 10 B3 108-114 7
Ba-1 155-159 5 B4 125-129 5
B4-2 176-180 5 loops
loops n° posicién longitud
n® Posicién longitud L1 7-18 12
Ll 1-12 12 L2 34-36 3
L2 24-32 10 L3 42-49 8
L3 37-39 3 L4 101-107 7
L4 45-48 4 L5 116-124 9
LS 54-56 3 L6 130-141 12
Le 62-65 4 L7 164-169 6
ig 9750_—18112 1 g L8 : 192-234 43
La numeraci6n de las estructuras a y B esta basada en la
I;j 0 1‘;3 : 1‘;? 148 comparacion entre las G2 de todos los arenavirus (ver
111 160-175 Te Capitulo 13)
L12 181-193 11

La numeracién de las estructuras a y 8 esta basada en la
comparacién entre las Gl de todos los arenavirus (ver

Capitulo 13)

Tabla 7.d. Sitios potenciales identificados en las glicoproteinas G1 y G2

Gl G2 Cédigo

Sitio Cant. | Posicién Cant. Posicién Prosite

N-glicosilacién 4 91, 101, 162, q 353, 361, 378, PDOC0O0001

174 383

{S/T} fosforilacién 5 103, 107, 132, 10 202, 245, 253, PDOC00004,

(proteinquinasas y 164, 175 igg, 213, 318, PDOCO0O000S
caseinquinasas) ‘ . 442, Y

475 PDOC0O0006

N-miristoilacién 2 99, 179 3 326, 461, 462 PDOC0O0008
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PROTEINA DE LA NUCLEOCAPSIDE (N)

Estructura de la proteina N

El marco de lectura abierto de polaridad
viral complementaria existente en la mitad 3’ del
RNA S, delimitado por los codones AUGg g4~
UAA 774176 (numeracién VC), codifica para un
polipéptido de 564 aminoécidos (Figura 7.4) y
un peso molecular estimado de 63033 Da.

La proteina N estd constituida por
28,3 % de aminodcidos hidrofébicos, 36,7 % de
aminodcidos  hidrofilicos y 350 % de

aminodcidos ambivalentes, un andlisis mds
detallado se présenta en la Tabla 7.e.

La carga neta estimada es de +14,5 a pH
neutro, en clara dependencia de la relativa
riqueza en Arg y Lys, aminodcidos que se hallan
dispersos en toda la proteina N, con varios
grupos de dos, tres y hasta cuatro residuos
bésicos (Figura 7.4). Esta caracteristica esta en
relacién con la funcién estructural de la proteina
N de asociarse con el RNA viral para formar las
nucleocépsides.

MAHSKEVPSF
oraL il B
ELASGLGNLK
GGNGVVRVWD
GLLYTVKYPN
ASILDDGNML
LLYKLCLSGD
LRLANLTEIQ
viacrElPHD
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EEDLNKLRDL
TKFEBRETGS
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LSDLDRLTQE
ETIRVTPDNF

SQFTQTVKSD
NKEVDRLMSM
QGVYMGNLSQ
FGSVPALTIA
HDCLQIVTKD
SSLIKSTIQV

GWPYIGSRSQ IIGRSWDNTS

EAVIREAVGK
EKGFKNGSRH

TTQGSDDIEN LFDLHGREDL

LDPTNTLWLD
SHGILMKDIE
KLVDVRLTSE
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ESSINISGYN FSLSAAVKAG 250
B GMFIDE KPGNRNPYEN 300
I1pLTHlPVAG PRQPEKNGON 350
IEGPATDPVE MALFQPAGSK 400
DAMPGVLSYV IGLLPPDMVV 450
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Figura 7.4. Proteina de la nucleocépside (N) de la cepa MC2 del virus Junin. La secuencia
aminoacidica fue deducida a partir de la secuencia nucleotidica mostrada en el capitulo 6 (Figura
6.1). Con recuadros grisados se destacan los conjuntos de aminodcidos bésicos Arg (R) y Lys (K).
El doble subrayado indica la sefial de dimerizacién predicha. El grafico de barras muestra la
cantidad de R y K cada 10 aminodcidos. Las barras blancas indican el total de los mismos. Las
hunsgﬁadas&mapushsmespmdmalaﬁwdﬁnmﬁdapamoomﬁsmj\mtmde

2, 3 0 4 aminoécidos bdsicos.
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Tabla 7. e. Composicién aminoacidica de la proteina N

Aminodcido | Cantidad | Frecuencia ] Aminoacido Cantidad Frecuencia
Ala (A) 31 5,4 (%) Leu (L) 65 11,5 (%)
Arg (R) 36 6,3 (%) Lys (K) 40 7,0 (%)
Asn (N) 25 4,4 (%) Met (M) 14 2,4 (%)
Asp (D) 38 6,7 (%) Phe (F) 19 3,3 (E)
Cys (C) 7 1,2 (%) Pro (P) 25 4,4 (%)
Gln (Q) 30 5,3 (%) Ser (S) 43 7,6 (%)
Glu (E) 29 5,1 (8) §Thr (T) 29 5,1 (3)
Gly (G) 4?2 7,4 (%) Trp (W) 6 1,0 (%)
His (H) 11 1,9 (%) Tyr (Y) 11 1,9 (%)
Ile (I) 26 4,6 (%) Val (V) 37 6,5 (%)
Agrupamiento segin Karlin ez al. (1990): en rojo los hidrof6bicos, en negro los hidrofilicos y en fucsia los

ambivalentes (no son ni fuertemente hidrofilicos ni fuertemente hidrofébicos)
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accesibilidad

Figura 7.5. Anilisis de hidropatia y accesibilidad de la proteina N de MC2. Las lincas quebradas corresponden a los
valores promedio para la proteina completa. A: perfil de hidropatia calculado con el programa AASCALE (PC/Gene™,
IntelliGenetics Inc.) en base a la tabla de hidrofobicidades de Kyte y Doolittle (1982), se utilizé una ventana de 21 residuos
y los datos finales fueron normalizados a una escala de 0 a 1. B y C: perfiles de accesibilidad al solvente. Los datos de
accesibilidad fueron calculados con el programa PHDacc (Rost and Sander, 1994c) y procesados posteriormente con el
programa DATMANIP (Ghiringhelli, P.D., esta Tesis) para confeccionar ambos gréficos (ver Métodos y Miscelnea). Los
valores fueron normalizados a una escala de 0 a 1, en donde a mayor valor menor accesibilidad. En B se representa la
accesibilidad promedio calculada utilizando una ventana de 21 residuos. En C se representa la accesibilidad particular de

Proteina N de MC2
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Cantidad de P

cantidad de G

El anilisis del perfil de hidropatia
(Figura 7.5) muestra varias regiones de alta
hidrofobicidad (residuos 28-48, 164-210,
231-273, 357-399, 426-456 y 520-564) y varias
regiones de baja hidrofobicidad (residuos 49-83,
281-304, 332-353, 400-425, 472-494 y
496-519). Los perfiles de accesibilidad
promedio y accesibilidad individual (Figura 7.5)
permiten obtener resultados coincidentes con los
datos de hidrofobicidad.

El
aminoacidos que pueden afectar directamente el

estudio de la distribucion de
plegamiento de la proteina, prolina (induce
torsiones) y glicina (incrementa la flexibilidad),
permite  observar  detalles
interesantes (Figura 7.6). El analisis de la
distribucion de prolinas sefiala la existencia de

estructurales

tres regiones de menor rigidez (residuos 9-163,
210-266 y 447-514), donde la ausencia de este
residuo particular dificulta la formacion de
estructuras de tipo S-furn. La observacion de la
cantidad y distribucion de glicinas sugiere que la
flexibilidad de la cadena polipeptidica es grande.

4 e — b et -~
s Proteina N de MC2 Al

0 100 200 300 400 500

namero de aminoacido

Figura 7.6. Distribucion de prolinas y glicinas en
la proteina N. Se grafico la cantidad del residuo
particular cada 10 aminodcidos. A: distribucion de
prolinas. B: distribucion de glicinas.
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El estudio computacional de la potencial
estructura secundaria de la proteina N indica la
presencia de 17 regiones de a hélice, 17 regiones
B hoja plegada y 35 regiones definidas como
loops, donde podrian existir segmentos con
estructura random coil, B-turn y/o y-turn
(PHDsec; Rost and Sander, 1993 a, b, ¢, 1994a,
b, d) (Tabla 7.1).

La busqueda en la base de datos
PROSITE (Fuchs, 1991; Bairoch, 1993) predice
la existencia de varios sitios potenciales de
glicosilacion, fosforilacion, etc. (Tabla 7.g).
Hasta el momento, no existen datos
experimentales que demuestren la miristilacion,
la sulfatacion o la amidacion en N, por lo cual
se desconoce si estos sitios son biologicamente

de

N-glicosilacion, se conoce que no son utilizados.

significativos. Respecto a los sitios
Por otra parte, la sefial de dimerizacion podria
estar asociada con las interacciones proteina N-
proteina N en la nucleocapside y/o con la
interaccion proteina N-proteina X (viral o
de

regulatorias. Por ultimo, en referencia a los

celular) para el ejercicio funciones

sitios de fosforilacion, no hay resultados

experimentales concluyentes acerca de su
utilizacion in vivo, pero existen evidencias que
sugieren la presencia intracelular de la proteina
N en dos estados, fosforilado (Bruns et al.,
1986) y no fosforilado. Esto ultimo, podria estar
en relacion con posibles funciones regulatorias

de la proteina.
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Tabla 7.f. Estructuras secundarias predichas para la proteina N de MC2

a hélices loops
posicién longitud n° posiocién longitud
al 11-19 9 L1 1-10 10
a2 27-39 13 L2 20-26 7
a3 45-55 11 L3 40-44 5
ad 64-79 16 14 56-63 8
as 96-113 18 LS 80-86 7
a6 129-143 15 L6 92-95 4
a7 176-185 10 L7 114-122 9
a8 193-200 8 L8 126-128 3
a9 241-254 14 L9 144-155 12
alQ 271-282 12 L10 162-175 14
all 356-370 12 L1l 186-192 7
al2 426-431 6 L12 201-203 3
al3 437-444 ] L13 208-225 18
ald 457-465 9 L14 230-240 11
al5 480-500 21 L15 255-260 6
al6 524-538 14 L16 267-270 4
al? 556-558 3 L17 283-288 6
B hojas plegadas Ll8 291-301 11
n posicién longitud L19 309-313 5
g1 87-91 5 L20 317-320 4
p2 123-125 3 L21 324-330 7
B3 156-161 6 L22 334-355 22
p4 204-207 4 L23 371-377 7
B5 226-229 4 L24 383-389 7
Bé6 261-266 6 L25 396~401 6
p7 288-290 3 L26 408-425 18
B8 302-308 7 L27 432-436 5
B9 314-316 3 L28 445-449 )
g10 321-323 3 L29 454-456 3
pl1 331-333 3 L30 466-471 6
B12 378-382 5 L31 477-479 3
13 390-395 6 L32 501-503 3
14 402-407 6 L33 509-523 15
15 450-453 4 L34 539~555 17
16 472-476 5 L35 559-564 6
p17 504-508 )

Tabla 7.g. Sitios potenciales identificados en la proteina N

Tirosinquinasa

Sitio Cantidad Posicién Cédigo Prosite
N-glicosilacién 8 127, 210, 235, 240, PDOC00001
269, 328, 355, 416
{S/T} fosforilacién 14 9, 15, 26, 57, 79, PDOC00005
5 : 205, 212, 228, 252
(proteinquinasas y ! ! ! ! y
caseinquinasas) ggg, 329, 334, 506, PDOCO00006
N-miristilacién 7 107, 122, 149, 172, PDOCO0008
201, 417, 502
Amidacién 465 PDOCO0009
Serial de 317 PDOC0O0038
dimerizacién
(Helix-loop-helix)
Y-fosforilacién 1 295 PDOCO0007
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Capitulo 8
Expresion del gen N de la cepa M(C2
en el sistema baculovirus-células de insecto

Clonado del gen N en un vector de
transferencia, generacion de baculovirus
recombinantes y andlisis del producto de
expresion

Como se muestra en la Figura 8.1, el
gen N de la cepa MC2 del virus Junin fue
subclonado a partir del plasmido recombinante
pBS-NJUN (ver Capitulo 6, Figura 6.5),
mediante digestion con las endonucleasas Bam
HI y Sac II. El fragmento recuperado de un gel
de agarosa fue tratado con Nucleasa S1 para
generar extremos romos. Posteriormente, se le
adicionaron /inkers Bam HI en ambos extremos
y el fragmento digerido con Bam HI fue ligado
al vector pUCI18. A partir de un clon positivo se
recuper6 el inserto mediante digestion con
BamHI y se lo ligo a los vectores de
transferencia pAcRP25 y pAcUW2B para
generar los plasmidos recombinantes pAcRP25-
NJun y pAcUW2B-NJun. Mediante anélisis de
restriccion se seleccionaron los clones positivos
que contenian el inserto en la polaridad correcta,
respecto del promotor baculoviral.

Utilizando estos plasmidos purificados y
DNA genémico de AcCMNPV se generaron los
recombinantes mediante cotransfeccion y
recombinacion homéloga in vivo en células Sf21
(Spodoptera frugiperda 21). Los recombinantes
poliedrina negativos fueron aislados a partir de
placas individuales y clonados mediante tres
rondas sucesivas de purificacién por plaqueo.
Los diferentes recombinantes obtenidos fueron
amplificados mediante infeccion de monocapas
de células Sf 21, para generar los stocks
correspondientes.

Utilizando dos de los stocks de AcNPV
obtenidos por recombinacién homologa con la
construccion pAcCUW2B.N: pAcUW2B.N811 y

pAcUW2B.N812, se infectaron células de Sf 21
en monocapa, con una multiplicidad de infeccion
~ 0,1 ufp/ml. Los cultivos desarrollaron a 28°C
en medio TC-100 (GIBCO BRL, Gaithersburg,
MD, USA) - 10% de suero fetal bovino. A los 5
dias postinfeccion fueron recolectados los
sobrenadantes, centrifugados 10 min. a 10000
rpm en una centrifuga Sorvall RC5 para
eliminar restos celulares, y titulados sobre
células Sf21.

Con ambos recombinantes amplificados
se infectaron células Sf 21 en monocapa con
distintas multiplicidades de infeccion. A las 20,
40 y 60 horas postinfeccion se recolectaron las
células infectadas se procesaron de acuerdo a lo
descripto en Métodos (Capitulo 16) y se
resolvieron mediante electroforesis en geles de
poliacrilamida desnaturalizantes (Figura 8.2).

También se realiz6 un analisis de las
variaciones en rendimiento segun la metodologia
de cultivo. Para ello, se infectaron cultivos en
suspension y cultivos en monocapa con una
m.d.i.= 10 (multiplicidad de infeccion=10), y se
incubaron a 28°C durante 60 hs. El analisis y
cuantificacion se realiz6 por SDS-PAGE (datos
no mostrados). Los rendimientos obtenidos en la
produccion de proteina N oscilaron entre 20-
50 pg/ml a partir de 10° células, segin la
metodologia utilizada para el cultivo (suspension
0 monocapa, respectivamente).

La identidad de la proteina expresada
fue confirmada mediante un ensayo de Western
blot (Figura 8.3), revelado con una mezcla de
anticuerpos monoclonales anti-N de Junin
(Sanchez et al., 1989).

Por ultimo, se efectué un analisis de la
solubilidad de la proteina producida, mediante
disrupcion por sonicacion de las células
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infectadas y separacion de las fracciones soluble
e insoluble. Como se puede observar en la
Figura 8.4, la mayor parte de la proteina N se
acumula en forma insoluble.

Empleo del producto de expresion en ensayos
de ELISA

El lisado celular semipurificado de
cultivos de células Sf 21 infectadas con el
recombinante Ac-N811 fue utilizado en el
desarrollo de un test de ELISA para la deteccion
de anticuerpos circulantes. El sistema utilizado
para el revelado fue el de IgG conjugada a
peroxidasa y O-fenilendiamina (OPD) como
sustrato. Las condiciones del ensayo fueron
optimizadas en todos sus parametros: eleccion
de buffer de bloqueo, determinacion de la
concentraciéon de antigeno, dilucion de suero
optima, dilucion del conjugado, tiempo de reac-
cion y concentracion de H,O, en el buffer de
revelado, etc. (datos no mostrados).

En la Figura 8.5 se pueden observar los
resultados obtenidos en un ensayo de ELISA
utilizando el antigeno recombinante y suero de
cobayos, infectados y no infectados.

Por altimo, en colaboracion con la Lic.
Eva Maria Manzella, se realizaron ensayos de
ELISA con sueros humanos, normales y de
pacientes. Los datos obtenidos sobre 45 sueros
normales y 49 sueros de pacientes (con
diagnéstico de FHA) (datos no mostrados),
permiten afirmar que se cuenta con una
herramienta recombinante especifica, la proteina
N. La misma, se puede utilizar de manera
equivalente al antigeno viral wild type, y no
implica el riesgo de trabajar con material
patogeno para obtenerlo y utilizarlo en los
ensayos de ELISA (Garcia Franco ef al., 1988).

Empleo del producto de expresion en ensayos
de replegamiento y recuperacion de
inmunoreactividad

Como se mostr6 en la Figura 8.4 la
mayor parte de la proteina N recombinante se
encuentra en la fraccion insoluble de los lisados

de células infectadas. Este es un fendmeno
relativamente comin en la produccion de
proteinas recombinantes, especialmente cuando
se sobreproducen en forma significativa.

Los agregados estan constituidos por
miltiples moléculas de la proteina N
interactuando entre si; ademas, puede haber
también, alguna proteina celular o baculoviral.

Los agregados de proteina N sblo se
pueden desarmar en condiciones altamente
desnaturalizantes: 2% SDS, 8 M urea 0 6 M
clorhidrato de guanidio. En estas condiciones, la
proteina N permanece soluble a temperatura
ambiente durante bastante tiempo. Sin embargo,
es imposible pensar en realizar ningin ensayo de
funcionalidad de la proteina N recombinante en
estas condiciones.

Para superar este inconveniente, se
desarrollé un método que permite desarmar los
agregados y recuperar, aunque sea parcialmente,
el plegamiento original. Como se describe en
Métodos (Capitulo 16) el procedimiento
desarrollado, sobre proteinas inmovilizadas en
membrana, permite recuperar la reactividad con
anticuerpos Western -, que reconocen epitopes
de tipo conformacional (Figura 8.6). De esta
manera, se puede asumir que la proteina N
recombinante ha recuperado, al menos en parte,
la conformacion original.

Empleo del producto de expresién en ensayos
de unién a RNA

Asumiendo que, durante el ciclo de
infeccion viral, la proteina N puede tener, al
menos, dos funciones: una estructural
(formacién de las nucleocapsides) y otra
regulatoria (antiterminacion de la transcripcion),
deberia existir una afinidad diferencial de la
proteina N, tanto por la region panhandle
(extremos 5’ y 3’ virales en estructura doble
cadena), como por la region intergénica con las
estructuras tipo hairpin loop formadas.

Para comprobar la capacidad de union
de la proteina N a estas regiones del RNA viral

de la cepa MC2 del virus Junin, se generaron las
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sondas correspondientes mediante transcripcion
in vitro de plasmidos recombinantes preparados
ad hoc. Como se muestra en las Figuras 8.7 y
8.8, la proteina N recombinante posee capacidad
de union a las diferentes sondas de RNA
utilizadas. Es importante destacar que, si las
membranas no se someten al proceso de
replegamiento, la capacidad de unién a las
sondas de RNA es nula (datos no mostrados).

Empleo del producto de expresion en ensayos
de uni6n a Zinc

En 1989,
observan, indirectamente, que la proteina N del

Salvato y Shimomaye,

virus LCM tiene capacidad de unioén a zinc en
un ensayo de zinc blot. Un analisis comparativo
de las proteinas N (ver Capitulo 14, Figuras
14.9 y 14.10), permite predecir que las proteinas
N de todos los arenavirus descriptos podrian
tener la capacidad de unir zinc in vivo e in vitro.

Para comprobar esto, se realizd un
ensayo de zinc blot con extractos proteicos de
viriones de 4 arenavirus (LCM, Junin MC2,
Tacaribe y Pichindé) (Figura 8.9). Los
resultados obtenidos confirman la prediccion
teorica. Dado que en este experimento, no se
observa si las proteinas recombinantes también
presentan la capacidad de unién a zinc, se
repiti el ensayo sélo con las proteinas
recombinantes, sin o con tratamiento de
replegamiento. Los resultados obtenidos (Figura
8.10) muestran que la proteina N del virus Junin
MC2 retiene la capacidad de unién a zinc, con o
sin tratamiento de replegamiento, mientras que
la proteina N del virus LCM no parece unir
zinc, a menos que se realice el tratamiento de
replegamiento. Esta diferencia puede deberse a
la presencia de algunas histidinas adicionales en
el virus Junin, previas al sitio predicho de unién
de zinc, no existentes en LCM (ver Apéndice 7,
Figura Ap7.4). Estos dltimos ensayos se
repitieron varias veces, obteniendo resultados
equivalentes (datos no mostrados).

Empleo del producto de expresion en ensayos
de unién a RNA en presencia o ausencia de
Zinc

Teniendo en cuenta que la proteina N
tiene una carga neta positiva a pH neutro
(+14,5, Capitulo 7, pagina 57) y que una de las
posibilidades para la interaccion con el RNA
puede radicar en interacciones de tipo polar, en
el Capitulo 7 (Figura 7.4) se analiza la
distribucion de los aminoacidos cargados
positivamente. En esta distribucién, hay dos
grupos muy importantes, tanto en el extremo
amino- como en el extremo carboxilo-terminal.

Por otra parte, un analisis detallado de la
distribucion de cisteinas e histidinas capaces de
coordinar el zinc en un motivo tipo zinc finger
muestra que los dnicos residuos C y H con una
disposicion capaz de coordinar zinc de esta
forma, se encuentran flanqueando el conjunto de
aminoacidos cargados de la region carboxilo-
terminal (ver Capitulo 14, Figura 14.11).

En funcién de esto, se realizé un ensayo
de interaccion entre la proteina N recombinante
y una sonda de RNA correspondiente a la region
panhandle, incluyendo (o no) 20 uM ZnCl,
durante el tratamiento de replegamiento. Los
resultados obtenidos (Figura 8.11), claramente
muestran que la capacidad de union de la
proteina N a la sonda de RNA se ve afectada
por la presencia de zinc durante el tratamiento
de replegamiento. Mientras que las cantidades
de proteina inmovilizadas en las membranas
corresponden a diluciones seriadas con un factor
de 5, el porcentaje de cpm retenidas es muy
diferente en ambos paneles. En la Figura 8.11
(panel A), se puede observar que la cantidad de
sonda retenida es directamente proporcional a la
cantidad de proteina inmovilizada; mientras que
en la Figura 8.11 (panel B), se puede observar
que la cantidad de sonda retenida no es
proporcional. Esto sugiere que el replegamiento
obtenido en presencia o ausencia de zinc es
equivalente, pero no idéntico.
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Figura 8.1. Construccion de los plasmidos de transferencia pAcRP25-Njun y pAcUW2B-Njun.
En el esquema se indican s6lo los sitios de restriccion relevantes para la estrategia de construccion
de los plasmidos recombinantes. El gen N esta representado como una flecha de color violeta y el
gen phn esta representado con una flecha verde. Los promotores de poliedrina y p10 se muestran
con rectangulos, azul y naranja, respectivamente.
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Figura 8.2. Cinética de expresion de la proteina N del virus Junin MC2 en células de insecto. Con
flechas rojas se indican la proteina N (~63 kDa) y la poliedrina (~29 kDa). MW: Se indican los pesos
moleculares de las distintas bandas. Calle 1: Proteinas totales de un lisado de células Sf 21 no infectadas.
Calles 2, 3 y 4: Proteinas totales de un lisado de células Sf 21 infectadas con el recombinante Ac.N811. Las
alicuotas fueron tomadas a las 20, 40 y 60 hs. postinfeccion, respectivamente. Calles 5, 6 y 7: Proteinas
totales de un lisado de células Sf 21 infectadas con el recombinante Ac.N812. Las alicuotas fueron tomadas
a las 20, 40 y 60 hs. postinfeccion, respectivamente. Calles 8, 9 y 10: Proteinas totales de un lisado de
células Sf 21 infectadas con AcMNPV wild fype. Las alicuotas fueron tomadas a las 20, 40 y 60 hs.
postinfeccién, respectivamente.

Figura 8.3. Confirmacion mediante Western blot de la identidad de la proteina N del virus
Junin MC2 expresada en células de insecto infectadas con el recombinante Ac-N811. Con
una flecha roja se indica la proteina N (~63 kDa). Proteinas totales de un lisado de células Sf 21
infectadas con el recombinante Ac.N811. Alicuotas tomadas a las 24 hs (calle 1), 48 hs (calle 2) y
65 hs (calle 3) postinfeccion. Panel izquierdo: SDS-PAGE. Panel derecho: Western blot revelado
con un anticuerpo monoclonal especifico.
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Figura 8.4. Fraccionamiento del lisado de células infectadas con el recombinante Ac-N811.
Con una flecha roja se indica la proteina N (~63 kDa). MW: marcador de peso molecular
(fosforilasa b, albumina bovina y albimina de huevo). Calle 1: Proteinas totales de un lisado de
células S 21 infectadas con el recombinante Ac.N811. Calles 2 y 7: Diluciones 10° y 10°,
respectivaments, del lisado completo. Calle 3: Fraccion soluble (sobrenadante) después de la lisis
de las células por sonicacion. Calle 4: Fraccion insoluble (precipitado) luego de la ruptura celular.
Calles 8 y 8: Diluciones 10" y 10, respectivamente, de las muestras de 3 y4.
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Figura 8.5. Ensayo de ELISA utilizando el antigeno N expresado en células de insecto
infectadas con el recombinante Ac-N811. Las células infectadas fueron lisadas por sonicacion.
UMImwemeWidaenmeTﬁ&HClpH7,4+0,9%NaCIyutiIizadapafael
mammdeo.opdm.megodehimm”lammaem.m
MNespedﬁooshmdetedadosuﬁlhmdomﬁ-lgGmaeadaconpaoxkhﬁy
O-fenilendiamina + H,0, como sustratos.

@ Suero de cobayo infectado con virus Junin. O Suero de cobayo no infectado.
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Figura 8.6. Recuperacion de inmunoreactividad de ia proteina N recombinante mediante un
tratamiento de replegamiento in vitro. En todos los casos, luego de la incubacién con el anticuerpo
monoclonal especifico, el revelado se hizo utilizando anti-lgG marcada con fosfatasa alcaiina y NBT+BCIP
como sustratos. A. Reactividad de la proteina N recombinante con anticuerpos que reconocen epitopes
secuenciales (Western +) y epitopes conformacionales (Westermn -). Panel 1. Diluciones seriadas de la
fraccién insoluble de un lisado de Sf 21 infectadas con Ac-N811 y diluciones seriadas de la fraccion insoluble
de un lisado de Sf 21 infectadas con ACMNPV. La membrana fue sometida al proceso de replegamiento y la
deteccién se realiz6 utilizando el anticuerpo monoclonal NA05-AG12 (Western +). Panel 2. Diluciones
seriadas de la fraccién insoluble de un lisado de Sf 21 infectadas con Ac-N811 y diluciones seriadas de la
fraccion insoluble de un lisado de Sf 21 infectadas con AcCMNPV. La membrana fue sometida al proceso de
replegamiento y la deteccién se realizé utilizando el anticuerpo monocional KAO3-AE10 (Westem -). Panel 3.
Diluciones seriadas de la fraccion insoluble de un lisado de Sf 21 infectadas con Ac-N811. La membrana no
fue sometida al proceso de replegamiento y la deteccion se realizé utilizando el anticuerpo monoclonal NAO5-
AG12 (Western +). Panel 4. Diluciones seriadas de la fraccion insoluble de un lisado de Sf 21 infectadas con
Ac-N811. La membrana no fue sometida al proceso de replegamiento y la deteccién se realizé utilizando el
anticuerpo monoclonal KAO3-AE10 (Western -). B. Reactividad de distintos anticuerpos monoclonales anti-N
(Western -) con la fraccion insoluble de lisados de células infectadas. Las membranas fueron sometidas al
proceso de replegamiento. C. Cinética de replegamiento de la proteina N recombinante utilizando el
anticuerpo monoclonal KA03-AE10 (Western -). Las membranas fueron sometidas al proceso de
replegamiento e incubadas a 4°C por los periodos indicados.
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Figura 8.7. Ensayos de unién en dot de RNA a la proteina N recombinante. Las columnas
A, B, Cy D corresponden a 16 ug, 3,2 ng, 0,64 ug y 0,128 nug, respectivamente, de la fracciéon
insoluble de lisados proteicos de células Sf 21 infectadas con el recombinante Ac-N811 o con
AcCMNPV. La membrana fue sometida al proceso de replegamiento descripto en Métodos
(Capitulo 16). Panel 1: sonda ssRNA de 110 nt de longitud, correspondientes al extremo 5’
viral, marcada con a(**P) ATP. Panel 2: sonda dsRNA, correspondiente a la estructura tipo
panhandle ( extremo §' + 3' viral), marcada con o(*P) ATP. Panel 3: sonda ssRNA de 105 nt

de longitud, correspondientes al extremo 3’ viral, marcada con a(”P) ATP.
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Figura 8.8. Union de RNA a la proteina N recombinante en un ensayo de Northwestern.
Diferentes cantidades de la fraccién insoluble de un lisado proteico de células Sf 21 infectadas
con el recombinante Ac-N811 fueron corridas en un SDS-PAGE, transferidas a una membrana
de nylon, sometidas al proceso de renaturalizacién e incubadas con una sonda de RNA viral,
correspondiente a la regién intergénica, marcada con a(32P) ATP. Panel izquierdo: SDS-
PAGE. Panel derecho: autorradiografia del Northwestern. MW: Marcadores de peso
molecular. Calle 1: 0,8 ug de proteinas totales. Calle 2: 1,6 ug de proteinas totales. Calle 3:
8 ug de proteinas totales. Con flechas negras se indica la proteina N del virus Junin MC2 y
con flechas naranjas un producto de degradacion detectado mediante Western blot (datos no
mostrados).
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Figura 8.9. Ensayos de zinc blot con proteinas Ns wild type de arenavirus. Proteinas
totales de lisados proteicos de células Sf 21 infectadas con el recombinante Ac-NLCM, con el
recombinante Ac-N811, y de viriones purificados de LCM, Junin MC2, Tacaribe y Pichindé
fueron corridas en un SDS-PAGE y transferidas a una membrana de nylon. Postenormente las
membranas fueron sometidas al proceso de replegamiento e incubadas con %2ZnCl, durante 2
horas a temperatura ambiente y reveladas mediante autorradiografia. Panel A: Fotografia de
la membrana de nylon teflida con rojo Ponceau luego de la transferencia. Panel B:
Autorradiografia después de la incubacién con *ZnCl,. MW: Marcadores de peso molecular.
Con puntos negros o rojos se indican las proteinas N de los distintos virus.
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Figura 8.10. Ensayos de zinc blot con la proteina N recombinante. Diferentes cantidades
de la fraccion insoluble de lisados proteicos de células Sf 21 infectadas con ACMNPV, con el
recombinante Ac-NLCM, o con el recombinante Ac-N811 fueron corridas en un SDS-PAGE y
transferldas a una membrana de nylon. Posteriormente, las membranas fueron incubadas con

%2ZnCl, durante 2 horas a temperatura ambiente y reveladas mediante autorradiografia.
Panel superior: Membrana de nylon sin tratamiento de replegamiento. Panel inferior:
Membrana de nylon con tratamiento de replegamiento. MW: Marcadores de peso molecular.
Con puntos rojos se indican las proteinas N de los virus LCM y Junin MC2 y con un punto rosa
se indica |la anhidrasa carbénica, proteina presente en el marcador de peso molecular y con
actividad de union de zinc descripta.



Capitulo 8 - Expresion del gen N - Cepa MC2

74

16

14

12 -

cpm retenidas (%)

10 -

8 - 897 cpm

2. 173 cpm

o

®
80 16 3,2 0,64 0,128

ng de proteina

16

1728 cpm
14 - B

12

10 -

cpm retenidas (%)

41 cpm
0L -® * ®
80 16 3,2 0,64 0,128

ug de proteina

Figura 8.11. Ensayos de union de RNA en dot en presencia o ausencia de zinc.
Diluciones seriadas de proteinas totales de lisados proteicos de células Sf 21 infectadas con el
recombinante Ac-N811 (rojo), con ACMNPV (negro) fueron inmovilizadas en membranas de
nylon. Las membranas fueron sometidas al proceso de replegamiento en presencia o ausencia
de 20 uM ZnCl,. Posteriormente, fueron incubadas con una sonda de dsRNA, correspondiente
a la estructura tipo panhandle (extremo 5' + 3' viral), marcada con a(azP) ATP y reveladas
mediante autorradiografia. Panel A: Membrana de nylon sometida al proceso de
replegamiento en presencia de zinc. Panel B: Membrana de nylon sometida al proceso de
replegamiento en ausencia de zinc.
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Capitulo 9
Clonado y secuenciamiento del RNA S - Cepa Candid #1

CARACTERISTICAS DE LA CEPA

CANDID #1
En 1958, en la ciudad de Junin, se aislo

una nueva cepa de virus Junin muy virulenta, XJ
(Parodi), a partir de un paciente con Fiebre
Hemorragica Argentina (Parodi et al., 1958).
Este aislamiento fue pasado 2 veces por cobayo
y 11 veces por cerebro de raton en el laboratorio
del Dr. Parodi (Buenos Aires, BA). En 1959, la
cepa XJ fue enviada al Dr. J. Casals
(Rockefeller Foundation, New York, NY) vy,
posteriormente, fueron realizados varios pasajes
por cerebro de ratén en el laboratorio Yale
Arbovirus Research Unit (New Haven, CT). El
pasaje 43 fue recibido en el laboratorio de
USAMRIID (United Sates
Research Institute of Infectious Diseases, Fort
Detrick, Frederick, MD) en 1979, y amplificado
mediante un pasaje por cerebro de raton, dando

Army Medical

origen a la cepa XJ #44. Este homogenado de
cerebro fue utilizado para infectar una linea
celular diploide, derivada de pulmén de feto de
mono Rhesus (FRhL-2, fetal rhesus lung diploid
cells), realizando en ellas
(Figura 9.1).

Como resultado de esta colaboracion

varios pasajes

entre instituciones argentinas y estadounidenses,
se obtuvo una cepa de virus Junin, llamada
Candid #1, con alto grado de atenuacion
(Barrera Oro and Eddy, 1982; Peters ef al.,
1987).

Luego de rigurosos controles biologicos
en monos Rhesus (Mc Kee ef al., 1984, 1985),
la cepa Candid #1 fue utilizada en voluntarios
humanos y, a continuacion, se realizo un ensayo
clinico extensivo en el drea endémica de FHA
(Maiztegui et al., 1987, 1998).

X (aislado por Parodi)  virulento
XJ GP,MB,; (XJ #13)
XJ GP,MBy, (XJ #44 ) atenuado para cobayo
virulento para raton
l indice de letalidad
1,37 + 0,45

FRhL-2,, (pasajes de virus sin
diluir, para adaptacion
a células FRhL-2)

FRhL-2,3 (pseudo estallido simple)

y

FRhL-2,4 (clonado por dilucién limite)

l

FRhL-2,5 (clonado por dilucién limite)

y

FRhL-2 ¢ (amplificacion)

l

FRhL-2,; (semilla maestra)

y

FRhL-2 3 (semilla secundaria)

y

FRhL-2,9 (vacuna) * atenuado para humanos,
ratén y cobayo
neurovirulencia no detectada
indice de letalidad

3,87 + 0,42

Figura 9.1. Historia de pasajes de la cepa
Candid #1. El aislamiento inicial de XJ (Parodi)
fue propagado en cobayo (GP, guinea pig), pasado
varias veces por cerebro de raton lactante (MB,
mouse brain), adaptado, clonado y cultivado en
células diploides de pulmén de feto de mono
Rhesus (FRhL-2, fetal rhesus lung diploid cells).
Los subindices indican el numero de pasajes
realizado en cada etapa. El asterisco indica la etapa
que fue utilizada para la purificacién de RNA vy el
clonado molecular.
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CRECIMIENTO EN CELULAS FRhL-2

Preparacion de un stock de trabajo

La cepa vacunal Candid #1 fue
gentilmente provista por los Dres. J.I. Maiztegui
y A.M. Ambrosio, del INEVH (Pergamino), y
propagada en células FRhL-2 certificadas.

Para mantener la similitud de pasajes
entre los viriones de las vacunas y los utilizados
en los estudios bioquimicos, se prepar6 un stock
de trabajo mediante infeccion de monocapas de
células FRhL-2 con la semilla maestra (Barrera
Oro ARG 8/009, 14.8.81), con una
multiplicidad de infeccion de 0,01 ufp. Al cuarto
dia post-infeccion, se colecto el sobrenadante y
en alicuotas, fueron

se lo dividid que

almacenadas a -70°C.

Preparécio’n de Vviriones para estudios
bioquimicos

Con el fin de obtener viriones para
purificar el RNA, se infectaron monocapas de
células FRhL-2 (50% de confluencia) con las
alicuotas obtenidas a partir de la semilla
maestra. El indculo, diluido en medio de cultivo,
se usO para infectar con una m.d.i. de
0,1 ufp/cél.

Al dia
colectaron los sobrenadantes para la posterior
purificacion de viriones (Grau et al, 1981,

Rosas et al., 1988).

cuarto post-infeccion  se

PURIFICACION DE RNA VIRAL

los
sobrenadantes de cultivos infectados, fueron
concentrados  por ultracentrifugacion o
precipitados con PEG 8000. El RNA viral fue
purificado utilizando tiocianato de guanidinio
(Chomczynski and Sacchi, 1987) y
precipitados de RNA
resuspendidos en agua y almacenados en
alicuotas a -700C.

El RNA obtenido fue analizado por

Los viriones presentes en

los

finales fueron

electroforesis en gel de agarosa en presencia de
10 mM hidréxido de metilmercurio(ll) como
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agente desnaturalizante (Bayley and Davidson,
1976).

SINTESIS DE ¢DNA, CLONADO Y
SECUENCIAMIENTO

Las sintesis de ¢cDNA se realizaron
utilizando la técnica descripta por Gubler &
Hoffman (1983; Gubler, 1988), que emplea una
transcriptasa reversa, RNasa H y DNA
polimerasa 1.

En la sintesis inicial de cDNA se utilizo
una mezcla de tres oligonucledtidos sintéticos
fosforilados, complementarios a los nucledtidos
1-19, 847-865 y 2255-2271 (numeracion viral
complementaria) de la cepa MC2 del virus Junin
(Ghiringhelli et al., 1989, 1991) (Figura 9.2).

El cDNA sintetizado fue reparado con la
del T4,

fraccionado por tamafio mediante electroforesis

DNA polimerasa bacteriofago
en gel de agarosa y recuperado mediante elucion
con polvo de vidrio o electroelucion.”

El cDNA eluido en el rango de
1,0 - 4,0 kpb fue ligado en el sitio Smal del
plasmido pBS SK*  (Bluescript SK™,
Stratagene, La Jolla, CA), clonado en DH5aF' y
seleccionado inicialmente en placas de agar-LB
con ampicilina, IPTG y X-gal.

Una metodologia alternativa utilizada
fue ligar adaptadores BstXI al cDNA, previo al
y el cDNA
purificado fue ligado al sitio BstXI del plasmido
pcDNA 11 (Invitrogen, San Diego, CA).

La deteccion de clones recombinantes

fraccionamiento por tamaiio,

fue realizada mediante hibridacion de colonias
sobre papel de filtro Whatman 541 (adaptado de
1975),
sondas radioactivas derivadas de clones de la
cepa MC2.

Aunque se utilizaron simultaneamente
los tres oligonucledtidos (primers A, B y C,

Grunstein and Hogness, utilizando

Figura 9.2), los clones positivos detectados
correspondieron a moléculas iniciadas en los
primers Bo C.
De esta
sucesivas, se

manera, en hibridaciones

obtuvieron  varios  clones
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CACAGGGAATGACGTTA &

2271 2255 865

AGAGGTTGTATAAAGGTGG 5

CGGATCCTAGGTGACACGC &' |
847

Secuencia viral complementaria
Numeracion viral complementaria

Secuencia viral complementaria
Numeracién viral complementaria

Secuencia viral complementaria :

Numeracion viral complementaria

19 1

Figura 9.2. Sintesis de cDNA correspondiente al RNA S de la cepa Candid #1 del virus Junin. La
secuencia del RNA S esta representada en el sentido viral. Los primers utilizados para iniciar la sintesis de
¢DNA se indican como pequefias flechas negras ubicadas en las posiciones relativas complementarias al
RNA S. En los recuadros de lineas quebradas se muestra el detalle de las secuencias de los oligonucledtidos
utilizados y la numeracién viral complementaria derivada de la cepa MC2 (Ghiringhelli et al., 1989, 1991).

independientes, de diferentes longitudes.
Iniciados con el primer B, se obtuvieron varios
clones, de diferentes longitudes y parcialmente
solapados. Los clones mas largos que se
obtuvieron fueron: el pB220 (1779 pb), el G20
(1192 pb) y el F220 (2260 pb). Mientras que
iniciados con el primer C, se obtuvieron los
clones pC6 y pC295, de igual longitud (1094
pb), pero derivados de eventos de ligacion,
transformacion e hibridacion independientes. El
andlisis y la confirmacion de los clones positivos
se efectu6 mediante digestion con enzimas de
restriccion y Northern blot (Maniatis et al.,
1982) (datos no mostrados).

Este conjunto de clones corresponde a la
regién 5’ no codificante, el gen del precursor de
las glicoproteinas (GPC), la region intergénica y
el extremo final del gen de la nucleoproteina (N).

Para  completar la  informacion
correspondiente al gen de la nucleoproteina, y
con la finalidad de incrementar la eficiencia del
clonado de ¢cDNA y la obtencion de copias
completas del gen N, la regién correspondiente
fue amplificada mediante RT-PCR (reverse
transcriptase-polymerase
(Doherty et al., 1989).

El producto de la sintesis de la primer
cadena del cDNA fue empleado como molde en

chain  reaction)
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una reaccion de PCR con la DNA polimerasa de
Thermus aquaticus (Taqg DNA pol). Como
primers se utilizaron dos oligonucledtidos
sintéticos: N1 y N2, que permiten obtener como
producto de amplificacion el gen N completo sin
las regiones no codificantes previa y posterior.
Ademas de la secuencia nucleotidica especifica,
en ambos primers fue incorporada la secuencia
nucleotidica correspondiente a los sitios de
reconocimiento de las endonucleasas de
restriccion Bglll y BamHI (Figura 9.3).

Se realiz6 un total de 35 ciclos con el
siguiente perfil: 30 seg. a 92°C, 2 min. a 54°C y
3 min. a 72°C. Para la reaccion se utilizaron las
condiciones generales (buffer, concentracién de
Mg, etc.) recomendadas por los fabricantes
(Promega, Madison, WI).

El producto de la amplificaciéon fue
resuelto por electroforesis en gel de agarosa 1%
en buffer TAE con 0,25 pg/ml de bromuro de
etidio. El fragmento de DNA correspondiente al
gen N (~1,7 kb) fue recuperado utilizando polvo
de vidrio y Nal (GenClean, BIO 101, La Jolla,
CA). Se repararon
fragmento de Klenow de la DNA polimerasa 1
de E. coli en presencia de los 4 dNTPs, se
digiri6 con la endonucleasa de restriccion Bam
HI, se ligé al sitio correspondiente del plasmido

los extremos con el
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pUC19 (Yanish-Perron ef al., 1985) y se clon6
en DH5aF', realizando la seleccion inicial en
placas de agar-LB con ampicilina, IPTG vy
X-gal.

Mediante  hibridacion de colonias
(Grunstein and Hogness, 1975),
sondas radioactivas derivadas de clones de la
cepa MC2, se detectaron varios clones
recombinantes, entre ellos pN14 y pN175
(ambos de 1723 pb de longitud). El analisis y la
confirmacion de los clones positivos se efectud
mediante digestion con enzimas de restriccion
(Sambrook et al., 1989).

En base a los patrones de restriccion

utilizando

individuales, se fragmentaron los insertos de los

diferentes  clones recombinantes y se
subclonaron en M13 mpl8 y mpl9 (Yanish-
Perron et al., 1985).

Los extremos no codificantes 5’ y 3’
fueron generados en forma independiente
mediante extension de primer y amplificacion
por PCR, utilizando metodologias alternativas.

Dada la alta conservacion de los 19
nucledtidos del extremo 3’ del RNA S (esta
presente en todos los arenavirus), el cDNA
correspondiente a esta region se generé mediante
RT-PCR (Figura 9.3).

El producto de la sintesis de la primer
cadena del cDNA fue empleado como molde en
una reaccion de PCR con la DNA polimerasa de
Thermus aquaticus. Como primers se utilizaron
dos oligonucledtidos sintéticos: A (primer
universal de los arenavirus) y JS186, que
permiten obtener un producto de amplificacion
de 186 pb.

Se realiz6 un total de 35 ciclos con el
siguiente perfil: 30 seg. a 92°C, 40 seg. a 54°C y
1 min. a 72°C. Para la reaccion se utilizaron las
condiciones generales (buffer, concentracion de
Mg", etc.) recomendadas por los fabricantes
(Promega, Madison, WI).

El producto de la amplificacion fue

resuelto por electroforesis en gel de agarosa
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1,5 % en buffr TAE con 0,25 pg/ml de
bromuro de etidio. El fragmento de DNA
correspondiente fue recuperado utilizando polvo
de vidrio y Nal (GenClean, BIO 101, La Jolla,
CA). Se repararon los extremos con la DNA
polimerasa del bacteriofago T4 en presencia de
los 4 ANTPs, se ligo al sitio Hinc II del plasmido
pUC19 (Yanish-Perron et al., 1985) y se clond
en DHSaF', realizando la seleccion inicial en
placas de agar-LB con ampicilina, IPTG y X-
gal. Mediante digestion con endonucleasas de
restriccion se confirmé la presencia de insertos
del tamafio correcto.

Por otra parte, como los primeros 19 nt.
del extremo no codificante 5’ del RNA S de la
cepa MC2 del virus Junin no presentan una total
complementariedad con los 19 nt. del extremo
3’, se decidi utilizar un esquema diferente para
determinar con precision los  primeros
nucledtidos. .

Se realizd una extension de primer
utilizando el primer JUNGE. Al extremo 3’ del
c¢DNA en el hibrido RNA/cDNA se le ligo un
oligonucleodtido sintético de secuencia definida
(JunNA, ver Capitulo 17). Luego se amplificé
por PCR en condiciones estandar, utilizando el
juego de primers JUNGE/JunNB (parcialmente
complementario al JunNA) (Figura 9.3).

El producto de la amplificacion fue
resuelto por electroforesis en gel de agarosa
1,5 % en buffer TAE con 0,25 pg/ml de
bromuro de etidio. El fragmento de DNA
correspondiente fue recuperado utilizando polvo
de vidrio y Nal (GenClean, BIO 101, La Jolla,
CA). Se repararon los extremos con la DNA
polimerasa del bacteriofago T4 en presencia de
los 4 ANTPs, se ligo al sitio Hinc 11 del plasmido
pUCI19 (Yanish-Perron et al., 1985) y se cloné
en DHS5aF', realizando la seleccion inicial en
placas de agar-LLB con ampicilina, IPTG y X-
gal. Mediante digestion con endonucleasas de
restriccion se confirmé la presencia de insertos

del tamafio correcto.
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A (primer universal) !

; JUNGE (D) & ,
| CTTATAACGAGAACAACGTCAGTCAGAGTAACGGTAGTAATTCCCACATCAT 5| | COGATCCTAGGTGACACGC & |
. 3205 | ! :
; Secuencia viral complementaria | | [Secuencia viral complementaria | '
| Numeraci6n viral complementaria | |Numeracion viral complementaria | |

———————————————————————————————————————————————————————————————————————————————————————————————————

Secuencia extra, agregada por ligacion

" . Numeracién viral complementaria
después de la extension de primer u

_________________________________

: p— | | JS186 |
i | ! ' GGCATCCTTCAGAACAT i
i 5 AGCTTGGAACCTCTTTGAGTGTGCCATG ! 51 86 170 !
i 28 | ' .
: ! ! | |Secuencia viral !

B
1 A
-
1 kb 2 kb 3 kb
wras N
A
PRSI MY <
[
5]
7
¥ K
E N2 | | N1 5
' BamH | ; ; BamH | :
! 5 GAGATCTGGATCCTTACAGTGCATAGGCTGC ! ! [GAGAAACCTCACACGGTACCTAGGTCTAGAG 5'
; Bgl Il 1778 1760 | ' 99 81 Bgl Il :
E Secuencia viral : f Secuencia viral complementaria !
+ |Numeracion viral complementaria : . |Numeracion viral complementaria | |
2

Figura 9.3. Sintesis de cDNA y amplificacién por PCR de regiones del RNA S de la cepa Candid #1
del virus Junin. La secuencia del RNA S est4 representada en el sentido viral entre los dos paneles. Los
primers utilizados para iniciar las sintesis de cDNA se indican como pequefias flechas negras ubicadas en
las posiciones relativas complementarias al RNA S y el cDNA sintetizado se muestra como una linea de
puntos. En ambos paneles, en los recuadros de lineas quebradas se muestra el detalle de las secuencias de
los oligonucledtidos utilizados y la numeracién viral complementaria derivada de la cepa MC2
(Ghiringhelli et al., 1989, 1991). Panel 1: Extensiones de primer y PCRs para definir los extremos no
codificantes 5’y 3°. Para el extremo 3’, se realizé la sintesis de cDNA utilizando el primer A (primer
universal de los arenavirus). Luego se amplificé mediante PCR en condiciones estandar, utilizando el juego
de primers A/JS186. Para el extremo 5°, se realizé la sintesis de cDNA utilizando el primer JUNGE. Al
extremo 3’ del cDNA en el hibrido RNA/cDNA se le lig6 un oligonucleétido sintético de secuencia definida
(JunNA, ver Capitulo 17). Luego se amplificé por PCR en condiciones estindar, utilizando el Jjuego de
primers JUNGE/JunNB (parcialmente complementario al JunNA). Panel 2: Sintesis de cDNA
correspondiente a la mitad 3’ del RNA S y amplificacién por PCR del gen N. La sintesis de cDNA se
realiz6 utilizando el primer A. Luego se amplificé mediante PCR en condiciones estdndar, utilizando el
juego de primers N1/N2. Las secuencias nucleotidicas delimitadas con recuadros de lineas delgadas
corresponden a regiones homélogas en la cepa MC2, en secuencia viral complementaria (N1, extremo S’
del gen N) o en secuencia viral (N2, extremo 3’ del gen N). Con lineas delgadas y el nombre
correspondiente se indican sitios de restriccion agregados para facilitar el clonado.
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Todas las secuencias nucleotidicas
fueron determinadas por ¢l método de Sanger ef
al. (1977) utilizando una DNA polimerasa de
T7 modificada (Sequenase™, USB, Cleveland,
Ohio, USA). Las zonas ricas en pares GC se
secuenciaron sustituyendo el dGTP por dITP
obteniéndose lecturas claras y precisas. La
informacién obtenida fue procesada en una
computadora PS2-50Z, utilizando el programa
DNASIS (Hitachi Software Engincering Co.), y
en una MicroVAX 3100, utilizando el conjunto

1kb
S I

A

SRR

de programas del Genetics Computer Group
(GCG, Madison, W1, USA).

En resumen, a partir de cuatro clones
parciales, con diferente grado de superposicion
(pC6, pF220, pN175 y p3-Ext-Cdl), se
determiné la secuencia completa del RNA S de
la cepa Candid #1 del virus Junin (3413 nt). La
mayor parte de la secuencia nucleotidica fue
confirmada mediante el secuenciamiento de
varios clones independientes: pC295, pB220,
pG20, pNi4 y p5-Ext-Cdl (Figura 9.4).

2kb 3 kb
S FESU Y

pC8 [ “m
pC295 ! »
.______’ ‘__ -
‘—_—
_—
‘____.
pF220 | -
pB220 ! -
pG220 — -
— —_ -— -—
«— «— —>
—_—
—_—
PN14 mr— -]
pN175 m— B
—_— — »
D <« -
‘,_.—_ ‘____
—
—_— ———p
‘—._. ‘_,,, [
= 5 Ext-Cd1 IEXt-CdI D
« «

lkm’.&_CMymbmddRNASdehupm#lwﬁme
La socuencia dol RNA S estd representada en el sentido viral. Algunos de los clones parcialmente
Suporpuestos se muestran como rectdngulos vacios. Los primers utilizados para iniciar la sintesis de cDNA
ul?dmmqmmmg\dmnegrosalmimmdemdaclm. Los primers utilizados para
mummwxnnmmommmmmmmmm
deafhdm.lmam«darwriockhutiﬁndoammhdmmMBmpl&ympl9semueslnncm
llrevunlu(P:Pstl;X:anl;H:Hindlll;R:Rsal;Sp:Sphl;B: BamHI). Las secuencias obtenidas
(Sanger et al, lmyluhehudecDNAmcinduuindimconﬂechasdel(neallem.
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SECUENCIA NUCLEOTIDICA

Capitulo 10
Informacion molecular - Acidos nucleicos - Cepa Candid #1

RNA S DE LA CEPA CANDID #1 (CD1)

En base a los datos obtenidos en la etapa
de clonado y secuenciamiento y aprovechando la
disponibilidad de las secuencias de los RNAs S

de otros

comparativo
completa del RNA S de la cepa CD1 del virus

CUGCAGUAAG
AUUGUACA;

GCAGUCAGUC
ACUCGCAGGA
UGGGUCUCUU
AAUGCUUCAU
UAUGAGCUGG
UAGACCCACC
AAUGAAAACU
ACUGUGUUUG
CAAGAGGCAA
GACACCCCUG
AAAAUGCAAU
UAAAUGAUGA
AACAAAAUUA
ACACUCAUUA
AAAGUGACUU
AUCUGUAUUU
GGGCGAAGCA
CAACAGUUUG
CAGUCCGCGG

arenavirus,
se

GGGAUCCUAG

uuc
UCAUUGCCAU
AGAUCCUGCA
UUCCAACAAU
UCAAGAUCAG
UGUUCUAAAA
AUUUCUGUGU
AUGCCAAGAA
AUGAAGGCAC
GAACAUUCAG
GAGGCUAUUG
CUGAAUCAUG
AACUAAGAAA
GGGAACUGAU
CCAAGGUGCU
CUUAAUUUCU
GGAGCACAGU
UGCCCUUUGC
GCGUAGAGGA

reconstruyo

mediante

GCGAUUUUGG
AUCAGCUUCA
CAUUAAGGGU
CAGAAGAAGC
CCACAUGACC
CUUUGAUGAC
GUGAUGAUCA
AGGAACCGUA
GUUUAAGACU
AACCCACCAG
CUUCCAAGGA
UCUAGAAGAG
ACUCUGAAUU
CAAGUAAAUC
GAGUGUCCCU
GGUUAAUAAR
GAAAUGCUAA
AUUCUUCACA
CACACAGGUU

cac f¥§acc

GACUGGGGAG

GGUAAUAGAG
GUGUGGCUCA
UGCAUAGGUG
UUAAGAUCUC
CAGCAAGCCA
UACCAUUUUU
AUCUCAACAG
GAUGACAGCU
CUGGUUUCCU
CCAUCGCCAG
UUCUCUUCGU
UUCCACCAUC
UCAUCCUUAG
GUAUAGAAGC
UCARUGCAGG
CCAGUUCCUU
GUAAACCCCU
CAUCCcCuccC
UUCAGGUCCC
GAAGUCAAUG
UCCUUAAGGA
GAAARAAUUG

,SCUGGECGCE

" GUGUAAGUUC

CUGGAGGCCA
GCCAAAUUUC
UUCUUCCAUG
AUCACGUAAC
AARACCCUUUC
GGUCAGUAGC
UCUUGUAUCU
UGUCAGAUCA
ARAAGGCAAAG
UUAACCUGAA
ARGAAUGGAU
UCACAAUCUG
CCAAGAGAGG
AACAGAACCA
GCUGUUGAAA
UGAGAGCCUG
CAGAUCUCCC
UCAACUUAUU
CUGUCAGCAR
CUGAGUCCAU
CUCAGUGARARA

UUCUUCAUAG
ACUUARAGGG
UCCCAGACCU
GAGGUCAAAC
UAAGAACUCC
UCAUCAUGUG
UGGUCCUUCA
CUGUCAAGUU
AUACUUGUGU
UUUGUACAGA
UGGUUGAUUU
GCACCAGCCU
GAGGCAGUCA
UUARAAGCCUG
AACUGAUUGU
UCCCAGUGUU
ucucucCucu
GCCUUGAAAA
GAGGUCUUCU
UUAGCUUGGC
CUAMAGCUUG
GUGUUAGACA

la

el

secuencia

DEL

analisis

Junin (Figura 10.1). Dicha secuencia es de 3413
nucledtidos de longitud y esta formada por
905 A, 805 C, 717 G y 986 U (26,5%, 23,6%,
21,0% y 28,9% respectivamente).

La
concordante con la estimada en base a

longitud de la secuencia es
la
migracion electroforética (Afion ef al., 1976) y,
ademas, se corresponde con el rango de tamaiios

de los RNAs S de otros arenavirus (Tabla 10.a).

UAACGCUGUA AGUUGUUACU GCUUUCUAUU UGGACAACAU CAAACCAUCU 80
UGCAAGAAAU ACCUACCUUU UUGCAGGAAG CUCUGAAUAU UGCUCUUGUU 160
GUAGUAAACC UGUACAAAAG UGGUUUGUUC CAAUUCUUUG UAUUCCUAGC 240
UUUUAAAAUC GGACUGCACA CAGAGUUCCA GACUGUGUCC UUCUCAAUGG 320
UGCCUCUGUU GUGUACCUUA AACAAGAGCC AUCUUUACAU UAAGGGGGGC 400
AUCGCAGUGU UGUUACCAGA AUAUGACGUU AUAAUUCAGC AUCCGGCAGA 480
AAUUUGGCUG UCUCAGUGGU UCAUGAAUGC UGUGGGGCAU GAUUGGUAUC 560
CAAAGACAGA AGGCUUCAUC UUUCAAGUCA AUACCUCCAA GACUGGUAUC 640
GGUAUGCACC AUUUAUAUAG AGAAUACCCC GACUCUUGCU UGGAUGGCAA 720
UUGGCCUCUC CAAUGUCCAC UUGACCAUGU CAACACAUUA CAUUUCCUCA 800
GGUCUUUAAA AGCAUUCUUU UCCUGGUCUC UGACAGACUC AUCCGGCAAG 880
UGGAUGCUCG UUGCAGCCAA AAUGAAGUGU UUUGGCAAUA CUGCUGUAGC 960
CUGUGACAUG CUGAGGCUUU UUGAUUACAA CAAAAAUGCU AUCAAAACCU 1040
UGAUGGGACA GACAAUCAAU GCGCUGAUAU CUGACAAUUU AUUGAUGAAA 1120
UACUGCAAUU ACACAAAAUU UUGGUAUGUC AACCACACAC UUUCAGGACA 1200
AAACAACAGC UAUUUGAACA UCUCUGACUU CCGUAAUGAC UGGAUAUUAG 1280
GCAAAGAGUA UUCGGACAGG CAGGGUAAAA CUCCUUUGAC UUUAGUUGAC 1360
GCGUCACUCU UCCUUCACUU GGUGGGUAUA CCCUCCCACA GACACAUCAG 1440
GAACAGCUUG GGUGGUUGCA GAUGUGGUAA GUACCCCAAU CUAAAGAAAC 1520
UCCUGAGGGU CCCCACCAGC CCGGGCACUG, CCCGGGCUGG UGUGGCCCCC 1600
ceacvce IR CAGUGCAUAG GCUGCCUUCG GGAGGAACAG CAAGCUCGGU 1680
AGCUUCCCAU CCAACACUGA CUGAAACAUU AUGCAGUCUA GCAGAGCACA 1760
AGCAUCCUUA UCUCUCUUUU UCUUGCUGAC AACCACUCCA UUGUGAUGUU 1840
GUUGGUCAAR CUGCCUGGCU UGUUCUGAUG UAAGCCUAAC AUCAACCAGC 1920
AACUUCCUGA UGUCAUCGGA CCCUUGAGUG GUCACAACCA UGUCCGGAGG 2000
UGGCAUUGCA UCUUCUAUGU CUUUCAUUAA GAUGCCGUGA GAGUGUCUGC 2080
GUUUUCUGAA GCAGUGAAUA UACUGCUUAC CUGCAGGCUG GAACAACGCC 2160
AUGUCGAGCC AAARGGGUAUU GGUGGGGUCG AGUUUCCCCA CUGCCUCUCU 2240
AGCCAAUCUC AAAUUCUGAC CGUUCUUUUC CGGUUGUCUA GGUCCAGCAA 2320
UGUCCCAUGA CCUGCCUAUG AUUUGUGAUC UGGAACCAAU AUAAGGCCAA 2400
AGGUUUUCAU AAGGGUUUCU AUUGCCUGGU UUCUCAUCAA UAAACAUGCC 2480
UAUGAGGGAA GAAAAGUUAU CUGGGGUGAC UCUGAUUGUC UCCAACAUAU 2560
UUACUGCAGC UGAAAGACUA AAGUUGUAGC CAGAAAUGUU GAUGGAGCUU 2640
UGUUCCUGAG UCAAUCUGUC AAGGUCACUC AAGUUUGGAU ACUUCACAGU 2720
UAUGACACUG UUCAUUGUCU CACCUCCUUG AACAGUCAUG CAUGCAAUUG 2800
UAAGUUUUGA AGGAUCUUUA ACAUCCCAUA CCCUCACCAC ACCAUUUCCC 2880
CUCAAUAUCU CUGAUCUCUU GGCCAGUUGU GAUUGAGACA AGUUACCCAU 2960
UCUAAUCUUG GUUUUUAAUU UCUCAAGGUC AGACGCCAAC UCCAUCAGCU 3040
CUGUGUUUCG UUGAACACUC CUCAUGGACA UGAGUCUGUC AACCUCUUUA 3120
UCCCCCCUUU UAGUCUUUCU GAGUGCCCGC UGCACCUGUG CCUCUUGGUU 3200
AUCCUUCAGA ACAUCCGACU UGACAGUCUG AGUAAAUUGA CUCAARCCUC 3280
GAACCUCUUU GGAGUGUGCEJESJSCCAGAAG AUCUGGUGGU UUUGAUCUGA 3360
CUAUGCCUAG GAUCCACUGU GCG 3413

Figura 10.1. Secuencia nucleotidica del RNA S de la cepa CD1 del virus Junin. Se indican los 3413 nucleétidos
fie'l BNA S en sentido viral, numerados a la derecha. En caracteres blancos sobre fondo negro se indican los codones de
iniciacion y terminacién de los genes GPC (polaridad positiva) y N (polaridad negativa, en este caso son los tripletes

complementarios). Con flechas apuntando hacia la region del loop se sefialan las dos estructuras intergénicas tipo
hairpin-loop.
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Tabla 10.a. Longitud de los RNAs S de arenavirus

Virus Cepa Longitud en Referencias
nucleétidos
Junin MC2 3400 Ghiringhelli ef al., 1989
Ghiringhelli e al., 1991
Junin CD1 3413 Ghiringhelli et al., 1997
Albarifio et al., 1997
Lassa GA391 3417 Clegg and Oram, 1985
(Nigeria) Clegg et al., 1990
Lassa Josiah 3402 Auperin and McCormick, 1988
LCM Armstrong 3376 Salvato et al., 1988
LCM WE 3375 Romanowski et al., 1985
Romanowski and Bishop,1985
Mopeia 800150 3419 Wilson et al., 1991
Olivero | -—- 3534 Bowen et al,, 1996
Pichindé 3739 3418 Auperin et al., 1984
Bishop and Auperin, 1987
Sabia SPH114202 3366 Gonzalez et al, 1996
Tacaribe T.RVL.II 573 3421 Franze Fernandez et al., 1987
La bisqueda de marcos de lectura Tabla 10.b. Marcos de lectura abiertos
abiertos en las seis fases posibles (tres en w | Ubicacion(m) ] Long, proteina (aa)
sentido viral y tres en sentido viral Posicién 1 (polaridad viral)
. . . No hay marcos de lectura mayores de 200 nt.
complementario) dio como resultado varios Posicién 2 (polaridad viral)

. . . 1 89-1546 485
potenciales marcos en ambas onenta-cmnes > SR o
(Tabla 10.b), entre los cuales fue seleccionado 3 317-1546 409
el mas largo en cada orientacion, en correlacié : 821348 354

g ca n , en correlacion 3 5331546 37
con la informacion experimental disponible. 6 674-1546 290
., . 7 731-1546 271
Los codones de iniciacion y terminacion 8 914-1546 210
indicados en la Figura 10.1 corresponden a 2 932-1546 204
. 10 998-1546 182
estos marcos seleccionados 11 1073-1546 157
12 1115-1546 143
13 1139-1546 135
REGIONES CODIFICANTES o 3041546 5
. , Posicién 3 (polaridad viral)
Gen del precursor de las glicoproteinas | 2106-2357 | 84
. . . Posicién 4 (polaridad viral complementaria) *
El primer AUG de polaridad viral, 1 82-1776 564
. (L ) 2 313-1776 487
ubicado en los nucledtidos 89-91, comienza un 3 319-1776 285
marco de lectura abierto de 1458 nucleétidos de 4 379-1776 465
. . , ) 5 454-1776 440
longitud que termina en un codén UAA ubicado 6 625-1776 383
en los nucleotidos 1556-1558. 7 649-1776 375
] ] ) 8 856-1776 306
Aunque mas allda del AUGgqq, existen 9 937-1776 279
. 10 1252-1776 174
o
tros. codones AUG (Tabla 10.b), el primero se T 13571776 39
considera el verdadero codon de iniciacion 12 1378-1776 132
. ., 13 1423-1776 117
deb.ldo a la conservacion de algunos de los Posicion 5 (polaridad vieal complomentaria) ™
residuos del entorno definidos por Kozak (1978, ! 1448-1663 72
2 1694-1900 69
1983’ 1984)’ se conservan la G de +4’ la A de-3 Posicién 6 (polaridad viral complementaria) *
y laCde-2 (Ver Capitulo 16) No hay marcos de lectura mayores de 200 nt.

* Se indica la ubicacion nucleotidica en sentido VC.
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Ademas, el tamafio del polipéptido
resultante (485 aa.) y el peso molecular
estimado (55559 Da, considerar la
glicosilacion) se correlacionan con los datos
obtenidos para MC2 (Rustici, 1984; De Mitri
and Martinez Segovia, 1985) y otros .

El analisis del uso de codones de este

sin

marco de lectura abierto se resume en la Tabla
10.c. Como se observa en la misma no todos los
aminoacidos presentan preferencias de uso de

frecuencia particular de un codon y la frecuencia
promedio para el mismo, podemos ver que si
esta relacion es 1,5 veces o mayor que la
frecuencia promedio hay una preferencia neta de
uno o mas codones para ese aminodcido,
mientras que una relacion 21,2 y <I1,5 muestra
una preferencia moderada.

En funcion de lo anterior, se puede
destacar el caso de la Arg, donde, de los codones
iniciados con C tres no son utilizados y otro

codén. Considerando la relacion entre la apenas cubre el 16,7 % de la frecuencia de uso.
Tabla 10.c. Frecuencia de uso de codones en el gen GPC
Aminodcido | Codén | Frecuencia | Aminoacido | Codédn | Frecuencia
GCT 31,8 % Lys (K) AAA 51,5 %
Ala (A) GCC 13,6 % AAG 48,5 %
GCA 45,5 % MET (M) ATG 100,0 %
GCG 9,1 % Phe (F) TTT 40,0 %
CGT 16,7 % TTC 60,0 %
CGC 0,0 % CCT 33,3 %
Arg (R) CGA 0,0 % Pro (P) CCC 19,0 %
CGG 0,0 % CCA 42,9 %
AGA 33,3 % CCG 4,8 %
AGG 50,0 % TCT 24,3 %
Asn (N) AAT 54,8 % TCC 18,9 %
AAC 45,2 % Ser (S) TCA 16,2 %
Asp (D) GAT 33,3 % TCG 2,7 %
GAC 66,7 % AGT 16,2 %
Cys (C) TGT 58,8 % AGC 21,6 %
TGC 41,2 % ACT 26,9 %
Gln (Q) CAA 56,3 % Thr (T) ACC 23,1 %
CAG 43,7 % ACA 50,0 %
Glu (E) GAA 83,3 % ACG 0,0 %
GAG 16,7 % Trp (W) TGG 100,0 %
GGT 37,1 % Tyr (Y) TAT 53,3 %
Gly (G) GGC 29,6 % TAC 46,7 %
GGA 22,2 % val (V) GTT 23,8 %
GGG 11,1 % GTC 23,8 %
His (H) CAT 47,0 % GTA 28,60 3%
CAC 53,0 % GTG 23,8 %
ATT 35,7 % Term. TAA 100,0 %
Ile (I) ATC 42,9 % TGA 0,0 %
ATA 21,4 % TAG 0,0 %
TTA 20,7 %
TTG 22,4 %
Leu (L) CTT 12,1 %
CTC 12,1 %
CTA 8,6 %
CTG 24,1 %
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Tabla 10.d. Frecuencia de uso de codones en el gen N

Aminoacido | Codén | Frecuencia AminoAcido Codén | Frecuencia
GCT 35,3 % CTC 15,1 %
Ala (A) GCC 16,1 % Leu (L) CTA 7,6 %
GCA 41,9 % CTG 19,7 %
GCG 9,7 % Lys (K) AAA 48,8 %
CGT 0,0 % ARG 51,2 %
CGC 0,0 % MET (M) ATG 100,0 %
Arg (R) CGA 5,7 % Phe (F) TTT 72,2 %
CGG 2,9 % TTC 27,8 %
AGA 60,0 % CCT 36,0 %
AGG 31,4 % Pro (P) CCC 8,0 %
Asn (N) AAT 41,7 % cCA 40,0 %
AAC 58,3 % CCG 16,0 %
Asp (D) GAT 51,3 % TCT 21,4 %
GAC 48,7 % TCC 21,4 %
Cys (C) TGT 14,3 % Ser (8S) TCA 21,4 %
TGC 85,7 % TCG 2,4 %
Gln (Q) CAhAA 48,4 % AGT 19,1 %
CAG 51,6 % AGC 14,3 %
Glu (E) GAA 45,2 % ACT 37,9 %
GAG 54,8 % Thr (T) ACC 24,2 %
GGT 29,3 % ACA 37,9 %
Gly (G) GGC 22,0 % ACG 0,0 %
GGA 26,8 % Trp (W) TGG 100,0 %
GGG 22,0 % Tyr (Y) TAT 54,5 %
His (H) CAT 36,4 % TAC 45,5 % ~
CAC 63,6 % GTT 48,6 %
ATT 51,9 % vVal (V) GTC 17,1 %
Ile (I) ATC 22,2 % GTA 57 %
ATA 25,9 % GTG 28,6 %
TTA 7,6 % TAA 100,0 %
Leu (L) TTG 27,3 % Term. TGA 0,0 %
CTT 22,7 % TAG 0,0 %

Gen de la proteina de la nucleocdpside

En la fase 4 (Tabla 10.b), de polaridad
viral complementaria, ¢! AUGg,.3 comienza un
marco de lectura abierto de 1695 nucledtidos de
longitud que termina en €l UAA | 774177.

Aunque mas adelante, en la misma fase,
existen otros AUGs (Tabla 10.b), el primero es
considerado el verdadero codén de iniciacion de
la proteina N, basado en la conservacion de
algunos de los nucledtidos del entorno, se
conservanla Gde +4,laCde-2,laGde-3yla
C de -5 (Kozak, 1978, 1983, 1984:
Capitulo 16).

Ademas, el polipéptido resultante tiene
un peso molecular calculado de 63123 Da. Este
resultado concuerda con el peso molecular
estimado para la proteina de la nucleocapside
viral de MC2 (Martinez Segovia and De Mitri,

ver

86

1977; Grau et al., 1981; Rustici, 1984), y los de
otros arenavirus.

El analisis del uso de codones de este
gen se resume en la Tabla 10.d. Teniendo en
cuenta lo ya considerado para el gen GPC, no
hay una preferencia generalizada de uso de
codones, aunque, nuevamente se destaca la Arg,
donde dos de los codones iniciados con C no son
utilizados, mientras que otros dos representan
apenas el 8,6 % de la frecuencia de uso. En
realidad, en este caso, mas que hablar de una
frecuencia de uso habria que hablar de una
frecuencia de desuso, ya que en 7 de 9
aminoacidos (77,8 %) cuyo codigo esta
representado por mas de dos codones, existe al
menos un triplete cuya frecuencia estd muy por
debajo de la frecuencia promedio.
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Figura 10.2. Region intergénica del RNA S de la cepa CDI1 del virus Junin. Porcién del RNA S (nt. 1532-1652) que
comprende los extremos de los genes GPC y N (polaridad viral y viral complementaria, respectivamente) y la region intergénica
no codificante. Las direcciones de traduccién se indican con flechas y los codones de terminacion estan sefialados con
asteriscos. Las dos potenciales estructuras tipo hairpin-loop estan estabilizadas por 13 y 17 pares de bases (AG® -39,0 kcal/mol

y AG° -54,2 kcal/mol, respectivamente).

REGIONES NO CODIFICANTES

Region intergénica

La region intergénica ubicada entre los
genes GPC y N, nucledtidos 1547 a 1637 en
polaridad viral, contiene dos regiones con
autocomplementariedad suficiente como para
constituir dos estructuras tipo hairpin-loop muy
estables (Figura 10.1). El hairpin cercano al
gen GPC (nt. 1567-1592) esta formado por 11
pares GC y 2 pares AU (AG® -39,0 kcal/mol;
Tinoco et al., 1973) mientras que el cercano al
gen N (nt. 1595-1632) estd formado por 15
pares GC y 2 pares AU (AG® -54,2 kcal/mol)
(Figura 10.2). Estas estructuras, calculadas
manualmente al comienzo, fueron confirmadas
mediante  analisis computacional con el
algoritmo de Zuker & Stiegler (1981).

La secuencia de la region intergénica de
CDI1 permitié confirmar la presencia del doble
hairpin descripto en MC2 (Ghiringhelli et al.,
1987, 1991). Ademas, previamente fue re-
secuenciada la region intergénica de Tacaribe
(Franze-Fernandez et al, comunicacion
personal), demostrando que este arenavirus

también posee un doble hairpin.

Extremos 5’ y 3’ del genoma viral

Las regiones no traducidas 5’ y 3’ del RNA
viral comprenden 88 y 81 nucledtidos
respectivamente. Estas dos regiones presentan
una cierta complementariedad y, como ya se
menciono en el capitulo 3, pueden ser alineadas
para formar una estructura tipo panhandle

(AG® -58,0 kcal/mol) (Figura 10.3).
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Figura 10.3 Extremos 5’ y 3’ del RNA S de la cepa CDI1 del virus Junin. Estructura panhandle predicha para los
extremos del RNA S. La complementariedad de nucledtidos entre los extremos no codificantes se indica con
asteriscos. Se han incorporado también los pares no convencionales G-U. La energia de estabilizacion de esta
estructura secundaria es de -58,0 kcal/mol (Tinoco et al., 1973). Con recuadros se sefialan los codones de iniciacién

de los genes GPC y N.
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Capitulo 11
Informacion molecular - Proteinas - Cepa Candid #1

GLICOPROTEINAS VIRALES

Estructura primaria del precursor de las
glicoproteinas (GPC)

El marco de lectura abierto en la mitad
5’ del RNA S (polaridad viral), delimitado por
los codones AUGgo.91-UAA 5461548, posibilita la
traduccion de polipéptido de 485
aminoacidos (Figura 11.1), que es glicosilado y
procesado postraduccionalmente.

En la proteina GPC pueden ser definidos

un

tres dominios: el péptido sefial, la glicoproteina
G1 y la glicoproteina G2.

Estructura del péptido sefial

El péptido seiial de CD1 tiene una
longitud de 58 aminoacidos, concordando con
los datos de Buchmeier ef al. (1987) y Burns &
Buchmeier (1993).

El mismo esta constituido por 48,2 % de
aminoacidos  hidrofobicos, 18,9 % de
aminoacidos hidrofilicos y 32,9 % de
aminoacidos ambivalentes (Tabla 11.a).

MGQFISFMQE TPTFLQEALN IALVAVOLIA IIKGVVNLYK SGLFOEFFVIL S0
ALAGRSCTEE AFKIGLHTEF QTVSFSMVGL FSNNPHDLPL LCTLHLY 100
IKGGNASFKI SFDDIAVLLP EYDVIIQHPA DMSWCSKSDD QIWLSQWEMN 150
AVGHDWYLDP PFLCRNRTKT EGFIFQVINTS] KTGINENYAK KFKTGMHHLY 200
REYPDSCLDG KLCLMKAQPT SWPLQCPLDH VNTLHFLTRG KNIQLPRRSL 250
KAFFSWSLTD SSGKDTPGGY CLEEWMLVAA KMKCFGNTAV AKCNLNHDSE 300
FCDMLRLFDY NKNAIKTLND ETKKQVNLMG QTINALISDN LLMKNKIREL 350
MsvPYCIK FWYVNHTLSG QHSLPRCWLI KiMNYLJD FRNDWILESD 400
FLISEMLSKE YSDRQGKTPL TLVDICIWST VFFTASLFLH LVGIPSHRHI 450
RGEACPLPHR LNSLGGCRCG KYPNLKKPTV WRRGH 485
|tacrscr | |Eearxi| |[Rrsik| |[AFFswWs |

N/

B EEEE e
COOH

péptido

sefial

Gl

N/

G2

Figura 11.1. Precursor de las glicoproteinas (GPC) de la cepa Candid #1 del virus Junin. La secuencia
aminoacidica fue deducida a partir de la secuencia nucleotidica mostrada en el capitulo 10 (Figura 10.1). Con
recuadros, se indican los sitios potenciales de N-glicosilacion (NX{T/S}, Bause, 1983), en grisado aquellos
que estén conservados (en posicién) en todos los arenavirus (ver capitulo 12). Con una barra se seflala el sitio
de reconocimiento de la proteasa de origen celular. Con un doble subrayado se indican las dos hélices
transmembrana predichas (en el péptido sefial y en G2). En el esquema se muestran los tres productos
proteicos que se generan por procesamiento postraduccional de la proteina GPC. Los sitios de clivaje
proteolitico y las secuencias correspondientes han sido determinados por homologia con LCM (Buchmeier ef
al., 1987; Burns and Buchmeier, 1993).
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Tabla 11.a. Composicién aminoacidica del péptido sefial y las glicoproteinas G1 y G2

Péptido seiial Gl G2
Aminoacido | Cant. | Frecuencia | Cant. | Frecuencia | Cant. | Frecuencia
Ala (A) 6 10,3 8 7 3.7 % 9 3,8 %
Arg ® 1 1,8 % 6 3,1 % 11 4,7 &
Asn (N) 2 3,4 % 11 5,8 % 18 7,6 %
Asp (D) 0 0.0 % 12 6,3 % 12 5,1 %
Cys (C) 1 1,8 % 6 3,1 8 10 4,2 %
Gln (Q) 4 6,9 % 8 4,2 % 4 1,7 %
Glu (E) 2 3,4 % 7 3,7 % 9 3,8 %
Gly (G) 4 6,9 % 10 5,2 % 13 5,5 8%
His (H) 0 0.0 % 9 4,7 % 8 3,4 %
Ile (I) 6 10,3 & 10 5,2 % 12 5,1 %
Leu (L) 8 13,8 & 21 11,0 & 29 12,3 ®
Lys (K) 2 3,4 % 13 6,8 % 18 7,6 %
Met (M) 2 3,4 8% 5 2,6 % 7 3,0 %
Phe (F) 7 12,1 & 12 6,3 % 11 4,7 %
Pro (P) 1 1,8 % 11 5,8 % 9 3,8 %
Ser (S) 4 6,9 % 14 7,3 % 19 8,1 %
Thr (T) 2 3,4 % 11 5,8 % 13 5,5 %
Trp (W) 0 0,0 ¢ 5 2,6 % 7 3,0 3%
Tyr (Y) 1 1,8 % 6 3,1 8 8 3,4 %
val (V) 5 8,6 % 7 3,7 % 9 3,8 %
Agrupamiento segin Karlin et al. (1990): en rojo los hidrofobicos, en negro los hidrofilicos y en fucsia

los ambivalentes (no son ni fuertemente hidrofilicos ni fuertemente hidrofobicos)

El estudio de los perfiles de hidropatia,
accesibilidad  promedio y  accesibilidad
individual (PHDacc, Rost and Sander, 1994c)
permite encontrar una mayor concentracion de
hidrofébicos region
delimitada por los residuos 20 a 40 (Figura
11.2).

aminoacidos en la

El analisis por computadora de la
potencial estructura secundaria de la secuencia
aminoacidica particular, realizado con diferentes
algoritmos, permite efectuar predicciones que
resultan datos
experimentales conocidos para otros arenavirus.

coincidentes con  los

De acuerdo al algoritmo de Klein ef al.
(1985) el dominio en cuestion corresponde a un
polipéptido con segmento
transmembrana delimitado por los aminoacidos
20 a 39. En funcion del algoritmo de Rao &

Argos (1986) la prediccion correspondiente
determina

integral un

la existencia de una a hélice
transmembrana entre los aminoacidos 18 a 39.
Por dltimo, algoritmos mas actualizados y
refinados, como el PHDhtm (Rost ef al., 1995) y
el PHDsec (Rost and Sander, 1993a,b,c,
1994a,b,d), predicen la existencia de una o
hélice transmembrana entre los aminoacidos 19
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a 52 (PHDhtm) o dos o hélices distanciadas un
aminoacido (12 a 41 y 43 a 52, PHDsec).

los datos de
prediccion son coherentes entre si y, ademas,

Como se puede ver,

coinciden con los requerimientos estructurales
minimos de un péptido sefial.

Estructura de las glicoproteinas G1 y G2

Considerando el sitio de reconocimiento
para la proteasa de origen celular, caracterizado
en LCM (Buchmeier et al., 1987, Burns &
Buchmeier, 1993) y en el virus Junin (Padula et
al. (1996), que da origen a las glicoproteinas G1
y G2, se dominios
correspondientes en Candid #1, con 193 y 234
aminoacidos respectivamente.

La glicoproteina G1 esta constituida por
28,8 % de aminoacidos hidrofdbicos, 34,6 % de
hidrofilicos y 36,6% de
aminoacidos ambivalentes, mientras que la
glicoproteina G2 esta constituida por 28,9 % de
aminoacidos  hidrofobicos, 33,9 % de
hidrofilicos y 37,2 % de
aminoacidos ambivalentes. La comparacion
numérica anterior, o un analisis mas detallado
(Tabla 1l1.a), no muestran diferencias
significativas entre G1 y G2.

pueden definir los

aminoacidos

aminoacidos
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El estudio de la distribucion de relativamente  regular de  aminoacidos
aminoacidos hidrofobicos, mediante perfiles de hidrofébicos y no hidrofébicos, lo cual redunda
hidropatia y accesibilidad muestra diferencias en una mayor probabilidad promedio de
concretas entre las glicoproteinas G1 y G2. exposicion al solvente y sugiere que podria ser

La proteina G1 tiene una distribucion una proteina soluble (Figura 11.2).

Proteina GPC de CD1
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Figura 11.2. Andlisis de hidropatia y accesibilidad de la proteina GPC de CDI1. Las lineas
verticales marcan las regiones de cada grafico correspondientes a los dominios: péptido sefal,
glicoproteina G1 y glicoproteina G2. Las lineas quebradas corresponden a los valores promedio
para la proteina completa. A: perfil de hidropatia calculado con el programa AASCALE
(PC/Gene™, IntelliGenetics Inc.) en base a la tabla de hidrofobicidades de Kyte & Doolittle
(1982), se utiliz6 una ventana de 21 residuos y los datos finales fueron normalizados a una
escala de 0 a 1. B y C: perfiles de accesibilidad al solvente. Los datos de accesibilidad fueron
calculados con el programa PHDacc (Rost & Sander, 1994c) y procesados posteriormente con
el programa DATMANIP (Ghiringhelli, P.D., 2002, esta Tesis) para confeccionar ambos
graficos (ver Métodos y Miscelanea). Los valores fueron normalizados a una escalade 0 a 1, en
donde a mayor valor menor accesibilidad. En B se representa la accesibilidad promedio
calculada utilizando una ventana de 21 residuos. En C se representa la accesibilidad particular
de cada residuo.
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En la proteina G2, en cambio, la
distribucion es menos regular, existiendo grupos
de aminoacidos hidrofobicos. En particular, es
necesario destacar la region delimitada por los
residuos 168 a 198 (419-449 en GPC), rica en
aminoacidos hidrofobicos y con muy escasa
probabilidad de exposicion al solvente, las
cuales son caracteristicas tipicas de una region
transmembrana. Este conjunto de datos sugiere
que G2 podria ser una proteina asociada a
membranas (Figura 11.2).

Otra diferencia significativa entre las
glicoproteinas G1 y G2 radica en la distribucion
de prolinas y glicinas (Figura 11.3), lo cual
sugiere que el plegamiento de ambas proteinas
podria ser distinto. En G1, la distribucion de
prolinas es aproximadamente uniforme, con solo
3 regiones de rigidez relativamente baja
(residuos 32-61, 72-101 y 104-145), mientras
que la distribucion de glicinas es asimétrica, con
una mayor concentracion en la mitad carboxilo
terminal. En G2, en cambio, la distribucion de
prolinas es muy asimétrica y la de glicinas es

definiendo 3
(residuos 17-102,

aproximadamente  uniforme,
regiones de menor rigidez

125-167 y 169-193)

>
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0 0
0 50 100 150 20 0 50 100 150 200
4 — — 4 -
[0} B D
g ,
1. 2
| 1-
0 0
0 50 100 150 20 o0 50 100 150 200
numero de amincécido namero de aminoacido

Figura 11.3. Distribucién de prolinas y glicinas
en las glicoproteinas G1 y G2. Se graficé la
cantidad del residuo particular cada 10
aminoacidos. A: distribucién de prolinas en Gl.
B: distribucion de glicinas en G1. C: distribucion

de prolinas en G2. D: distribucion de glicinas en
G2.
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El analisis por computadora de la

potencial  estructura  secundaria de |la

glicoproteina Gl sefiala a ésta como una
proteina periférica (Klein et al., 1985), con 3
regiones de a hélice, 8 regiones 3 hoja plegada y
12 regiones definidas como loops, donde podrian
existir segmentos con estructura random coil, -
turn y/o y-turn (PHDsec, Rost and Sander, 1993
a, b, c, 1994a, b, d) (Tabla 11.b).

El analisis por computadora de la
potencial  estructura  secundaria de |la
glicoproteina (G2 sefiala a ésta como una
proteina integral multimérica, con un segmento
transmembrana delimitado por los aminoacidos
171 a 188 (Klein er al., 1985), 175 a 195
(Eisenberg et al., 1984a), 169 a 193 (Rao &
Argos, 1986) 0 175 a 190 (PHDhtm, Rost ef al.,
1995). Las predicciones del PHDsec (Rost and
Sander, 1993 a, b ¢, 1994 a, b, d) revelan la
existencia de 4 regiones de a hélice, 4 regiones 3
hoja plegada y 8 regiones definidas como loops,
donde podrian existir segmentos con estructura
random coil, 3-turn y/o y-turn (Tabla 11.c).

La bisqueda en la base de datos
PROSITE (PROtein SITEs, Fuchs, 1991;
Bairoch, 1993) predice la existencia de varios
sitios potenciales de glicosilacion, fosforilacion,
etc., tanto en G1 como en G2 (Tabla 11.d).
Hasta el momento, no existen datos
experimentales que demuestren la fosforilacion o
miristilacion en Gl y/o G2, por lo cual se
desconoce si estos sitios son biologicamente
significativos. Con respecto a los sitios de N-
glicosilacion, se conoce que son utilizados, pero
no se sabe cuantos ni cudles de los 8 sitios

potenciales estan glicosilados in vivo.
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Tabla 11.b. Estructuras secundarias
predichas para la glicoproteina G1 de CD1

o _hélices : Tabla 11.c. Estructuras secundarias
n°® posicion rongiiud predichas para la glicoproteina G2 de CD1
a0 _
al 82-94 13 a hélices
a2 127-136 10 n° posicién longitud
al 19-33 15
_ B ho:.|a's:’ plegadas . o2 50-100 51
n posicidén longitud 3 142-163 22
B2-0 33-36 1 ol 170-191 22
p2-1 10-44 > B hojas plegadas
p2-2 49-53 > n° posicién longitud
B2-3 57-61 > B1 3-6 4
B2-4 66-69 4 B2 37-41 5
g3-1 113-122 10 B3 108-114 7
pa-1 155-159 5 B4 125-129 5
Ba-2 176-180 5 loops
loops n° posicién longitud
n° posicién longitud L1 7-18 12
L1 1-14 14 L2 34-36 3
L2 23-32 10 L3 42-49 8
L3 37-39 3 L4 101-107 7
L4 45-48 4 L5 116-124 9
L5 54-56 3 L6 130-141 12
L6 62-65 4 L7 164-169 6
L7 70-81 12 L8 192-234 43
ig 19253_—111226 148 La numcr?'ci(’)n de las estructuras a y P esta basailda en la
comparacion entre las G2 de todos los arenavirus (ver
I Teo1%s I Capiulo 13)
L12 181-193 11

La numeraci6n de las estructuras o y B esta basada en la
comparacion entre las Gl de todos los arenavirus (ver
Capitulo 13)

Tabla 11.d. Sitios potenciales identificados en las glicoproteinas G1 y G2

G1 G2 codigo

Sitio Cant. | Posicion Cant. Posicion Prosite

N-glicosilacién 4 95, 105, 166, 4 357, 365, 382, PDOCO0001

178 387

{S/T} fosforilacién 5 | 107, 111, 136, 9 | 206, 249, 257, | PpOCO00O4,

(proteinquinasas y 168, 179 i?g, 2%1, 32%, PDOCOO0005
caseinguinasas) ! ! 4

PDOCO0006

N-miristoilacién 3 79, 103, 183 3 330, 465, 466 PDOCO000S8
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PROTEINA DE LA NUCLEOCAPSIDE (N)
Estructura de la proteina N

El marco de lectura abierto de polaridad
viral complementaria existente en la mitad 3> del
RNA S, delimitado por los codones AUGsg; 84~
UAA 774.1m6 (numeracién VC), codifica para un
polipéptido de 564 aminoacidos (Figura 11.4) y
un peso molecular estimado de 63123 Da.

La proteina N estd constituida por
28.7 % de aminoacidos hidrofébicos, 37,6 % de

aminodcidos ambivalentes, un andlisis mas
detallado se presenta en la Tabla 11.e.

La carga neta estimada es de +9,5 a pH
neutro, en clara dependencia de la relativa
riqueza en Arg y Lys, aminoécidos que se hallan
dispersos en toda la proteina N, con varios
grupos de dos, tres y hasta cuatro residuos
basicos (Figura 11.4). Esta caracteristica esta
en relacion con la funcién estructural de la
proteina N de asociarse con el RNA viral para

aminoacidos hidrofilicos y 33,7 % de formar las nucleocapsides.
MAHSKEVPSF RWTOSLEMGL SQFTQTVKSD VLKDAKLIAD SIDFNQEAQV 50
orALEMTEMG EEDLNKLRDL NKEVDRLMSM RSVQRNTVFK AGDLGRDELM 100
ELASDLEKLK TKIMBAETGS QGVYMGNLSQ SOLARMISEIL RTLGFQQQGT 150
GGNGVVRVWD VKDPSKLNNQ FGSVPALTIA CMTVQGGETM NSVIQALTSL 200
GLLYTVKYPN LSDLDRLTQE HDCLQIVTKD ESSINISGYN FSLSAAVKAG 250
ASILDGGNML ETIRVTPDNF SSLIKSTIQV [MMBEGMFIDE KPGNRNPYEN 300
LLYKLCLSGD GWPYIGSRSO IIGRSWDNTS IDLTMPVAG PRQPEKNGON 350
LRLANLTEIQ EAVIREAVGK LDPTNTLWLD IEGPATDPVE MALFQPAGKQ 400
YIHCFIMPHD EKGFKNGSRH SHGILMKDIE DAMPGVLSYV IGLLPPDMVV ~ 450
TTQGSDDTM LFDLHGHIDL KLVDVRLTSE QARQFDQQVW EKFGHLCKHH 500
NGVVVS[l DKDAPFKLAS SEPHCALLDC IMFQSVLDGK LYEEELTPLL 550
PPSLLFLPKA AYAL 564
x 6
x Proteina N de CD1
g 5
°
Z 4
®
o
3 M
2
1 -
0 — s
0 100 400 500

numero de aminodcido

Figura 11.4. Protefna de la nucleocépside (N) de la cepa CD1 del virus Junin. La secuencia
aminoacidica fue deducida a partir de la secuencia nucleotidica mostrada en el capitulo 10
(Figura 10.1). Con recuadros grisados se destacan los conjuntos de aminoacidos bésicos Arg (R)
y Lys (K). El doble subrayado indica la sefial de dimerizacién predicha. El grafico de barras
muestra la cantidad de R y K cada 10 aminodcidos. Las barras blancas indican el total de los
mismos. Las barras grisadas superpuestas corresponden a la fraccién representada por uno o mas

conjuntos de 2, 3 0 4 aminodcidos bésicos.
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Tabia 11. e. Composicién aminoacidica de Ia proteina N

Aminoécido | Cantidad | Frecuencia | Aminoécido Cantidad Frecuencia
Ala (A) 31 5,4 (%) Leu (L) 66 11,7 (%)
Arg (R) 35 6,2 (N) Lys (K) 41 7,3 (%)
Asn (N) 24 4,3 (N) Met (M) 14 2,4 (%)
Asp (D) 39 6,9 (V) [ phe (F) 18 3,2 (%)
Cys (C) 7 1,2 (%) Pro (P) 25 4,4 (%)
Gln (Q) 31 5,5 (W) Ser (S) 42 7.4 (%)
Glu (E) 3 5,5 (%) Thr (T) 29 5,1 (9)
Gly (G) 41 7,3 (W) Trp (W) 6 1,0 (%)
His (H) 11 1,9 (V) Tyr (Y) 11 1,9 (%)
Ile (1) 27 4,8 (8) val (V) 35 6,2 (%)
Agrupamicento segin Karlin ef al. (1990): en rojo los hidrofobicos. en negro los hidrofilicos y en fucsia los
ambivalentes (no son ni fuertemente hidrofilicos ni fuertemente hidrofébicos)
- Proteina N de CD1
s 0038
Q -
2 o007 A
° y
£ p0.6 —
005§ -1
00 4 j
003
5 4
o 002 v
[ ]
13
S 009 3
o 008
o 007 =
= 00.6 —
o .
= 005 -
S 004
o 003 =
00.2 .
00 1
)i 0 100 200 300 400 500
hod
z 009
e 008
o 007
Q
e 0086
00.5
00 4
00.3
00.2
00.1
v T

0 100 200 300 400 500
nimero de aminoacido

Figura 11.5. Anilisis de bhidropatia y accesibilidad de la proteina N de CDI1. Las lineas quebradas
corresponden a los valores promedio para la proteina completa. A: perfil de hidropatia calculado con el
programa AASCALE (PC/Gene™, IntelliGenetics Inc.) en base a la tabla de hidrofobicidades de Kyte &
Doolittle (1982), se utiliz6 una ventana de 21 residuos y los datos finales fueron normalizados a una escala de
0a 1. By C: perfiles de accesibilidad al solvente. Los datos de accesibilidad fueron calculados con el programa
PHDacc (Rost & Sander, 1994c) y procesados posteriormente con el programa DATMANIP (Ghiringhelli,
P.D., 2002, esta Tesis) para confeccionar ambos graficos (ver Métodos y Miscelanea). Los valores fueron
normalizados a una escala de 0 a 1, en donde a mayor valor menor accesibilidad. En B se representa la
accesibilidad promedio calculada utilizando una ventana de 21 residuos. En C se representa la accesibilidad
particular de cada residuo.
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El andlisis del perfil de hidropatia
(Figura 11.5) muestra varias regiones de alta
hidrofobicidad  (residuos 28-48, 164-210,
231-273, 357-399, 426-456 y 520-564) y varias
regiones de baja hidrofobicidad (residuos 49-83,
281-304, 332-353, 400-425, 472-494 y
496-519). Los de accesibilidad
promedio y accesibilidad individual (Figura

perfiles

11.5) permiten obtener resultados coincidentes
con los datos de hidrofobicidad.

El estudio de 1la de
aminodcidos que pueden afectar directamente el

distribucion

plegamiento de la proteina, prolina (induce
torsiones) y glicina (incrementa la flexibilidad),
permite detalles
interesantes (Figura 11.6). El anilisis de la

observar estructurales
distribucién de prolinas sefiala la existencia de
tres regiones de menor rigidez (residuos 9-163,
210-266 y 447-514), donde la ausencia de este
residuo particular dificulta la formacion de
estructuras de tipo S-turn. La observacion de la
cantidad y distribucion de glicinas sugiere que la
flexibilidad de la cadena polipeptidica es alta.

b

Proteina N de CD1

Cantidad de P
w

[¢] 100 200 300 400

cantidad de G
w

1
; !
0 100 200

300 400 500

numero de aminoacido

Figura 11.6. Distribucién de prolinas y glicinas
en la proteina N. Se grafico la cantidad del residuo
particular cada 10 aminoacidos. A: distribucién de
prolinas. B: distribucién de glicinas.
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El estudio computacional de la potencial
estructura secundaria de la proteina N indica la
presencia de 17 regiones de a hélice, 17 regiones
B hoja plegada y 35 regiones definidas como
loops, donde podrian existir segmentos con
estructura random coil, B-turn ylo y-turn
(PHDsec, Rost and Sander, 1993 a, b, ¢, 1994a,
b, d) (Tabla 11.f).

La blsqueda en la base de datos PROSITE
(Fuchs, 1991; 1993) predice la
existencia de varios de

glicosilacién, fosforilacion, etc. (Tabla 11.g).

Bairoch,
sitios  potenciales

Hasta el momento, no existen datos
experimentales que demuestren la miristilacion,
la sulfatacion o la amidacion en N, por lo cual
se desconoce si estos sitios son biologicamente
de

N-glicosilacion, se conoce que no son utilizados.

significativos. Respecto a los sitios
Por otra parte, la sefial de dimerizacion podria
estar asociada con las interacciones proteina N-
proteina N en la nucleocapside y/o con la
interaccion proteina N-proteina X (viral o
de

regulatorias. Por ultimo, en referencia a los

celular) para el gjercicio funciones

sitios de fosforilacion, no hay resultados

experimentales concluyentes acerca de su
utilizacion in vivo, pero existen evidencias que
sugieren la presencia intracelular de la proteina
N en dos estados, fosforilado (Bruns et al.,
1986) y no fosforilado. Esto altimo, podria estar
en relacion con posibles funciones regulatorias

de la proteina.
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Tabla 11.f. Estructuras secundarias predichas para la proteina N de CD1

a hélices loops
n° posicién longi tud n° posicién longitud
al 11-19 9 L1 1-10 10
a2 27-39 13 L2 20-26 7
a3 45-55 11 L3 40-44 5
ad 64-79 16 14 56-63 8
as 96-113 18 L5 80-86 7
ab 129-143 15 L6 92-95 4
al 176-185 10 L7 114-122 9
af 193-200 8 L8 126-128 3
a9 241-254 14 L9 144-155 12
al0 271-282 12 L10 162-175 14
all 356-370 12 L1l 186-192 7
al2 426-431 6 L12 201-203 3
al3l 437-444 8 L13 208-225 18
ald 457-465 . 9 L14 230-240 11
al5 480-500 21 L15 255-260 6
al6 524-538 14 L16 267-270 4
al? 556-558 3 L17 283-288 6
B hojas plegadas Lls 291-301 11
n° posicién longitud L1S 309-313 5
B1 : 87-91 5 L20 317-320 4
p2 123-125 3 L21 324-330 7
B3 156-161 6 L22 334-355 22
B4 204-207 4 L23 371-377 7
g5 226-229 4 L24 383-389 7
pé 261-266 6 L25 396-401 6
B7 288-290 3 L26 408-425 18
P8 302-308 7 L27 432-436 5
po 314-316 3 L28 445-449 5
p10 321-323 3 L29 454-456 3
11 331-333 3 L30 466-471 6
p12 378-382 5 L31 477-479 3
B13 390-395 6 L32 501-503 3
pl4 402-407 6 L33 509-523 15
B15 450-453 4 L34 539-555 17
16 472-476 5 L35 559-564 6
17 504-508 5

Tabla 11.g. Sitios potenciales identificados en la proteina N

Sitio Cantidad Posicién Cédigo Prosite
N-glicosilacién 8 127, 210, 235, 240, PDOCO00001
269, 328, 355, 416
{S/T)} fosforilacién 13 9, 15, 26, 57, 79, PDOC00005
. . 104, 205, 212, 228
(proteinquinasas vy ! ! ! ’ Y
caseinquinasas) 252, 262, 329, 535 PDOCO0006
N-miristoilacién 6 122, 149, 172, 201, PDOC00008
417, 502
Amidacién 465 PDOCO0009
Seftal de 317 PDOCO0038
dimerizacién
(Helix-loop-helix)
Y-fosforilacién 1 295 PDOCOO0007

Tirosinguinasa
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Capitulo 12
Acidos nucleicos de arenavirus - RNAs S
Seccion I - Aspectos informativos y estructurales

Consideraciones generales

Usualmente, las caracterizaciones de
secuencias se resumen en responder tres
preguntas

1) ¢{Mi secuencia es similar, homoéloga, o
muy diferente de las presentes en los bancos de
datos?

Una vez identificados uno o mas marcos de
lectura,

2) (Qué puedo aprender de la secuencia
proteica, con respecto a sus caracteristicas,
estructura y funcion?

Y, finalmente,

3) ¢Qué mas puedo aprender de la secuencia
nucleotidica no caracterizada?

Normalmente, se pone mucho énfasis en
responder mejor las primeras dos preguntas.
Respecto a la dltima pregunta, en general,
en la bibliografia virologica, las secuencias
nucleotidicas son descriptas mediante
caracterizaciones estandar:
Longitud de las secuencias
Composicion nucleotidica porcentual
Presencia de marcos de lectura
Frecuencia de uso de codones
Presencia de secuencias regulatorias
Sitios de union de ribosomas (en RNA)
Estructuras secundarias (por ¢j. en RNA)
Comparaciones con bancos de datos
Construccion de dendrogramas o arboles

filogenéticos

Uuddd sy

En este momento cabria hacerse una
pregunta adicional:

- ¢Es suficiente todo lo anterior?

Teniendo en cuenta que los 4cidos
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al las proteinas, son

igual
informativas por

conocer una secuencia nucleotidica novedosa

nucleicos, que

macromoléculas excelencia,
implica disponer de informacion particular (en la
secuencia per se) y general (en la familia de
secuencias a la cual pertenezca).

En sintesis, un esquema adicional de
trabajo es aquél que utiliza un analisis basado en
la teoria de la informacion, que estudia las
propiedades de los mensajes (States and Boguski,
1991).

Desde este punto de vista, la informacion
encerrada en la secuencia nucleotidica debe ser
extraida y analizada, en particular y en general,
en funciéon de distintos parametros que pueden
considerarse informativos:

= Complejidad local de composicion:

> En principio, es una medida global de la

organizacion de la informacion (Konopka
1990). Analizada en forma
comparativa, en una familia de moléculas, es

and Owens,

una medida indirecta de los requerimientos
informativos y las restricciones evolutivas
existentes.

»>En segundo lugar, la identificacion de
regiones de alta complejidad y su posible
de

constantes, permitirian identificar zonas con

correlacion con regiones secuencia
escasa variabilidad, potencialmente utiles

para metodologias de deteccion.

»En tercer lugar, el analisis particular de
regiones de baja complejidad en moléculas
nucleotidicas de virus con genoma de RNA,
donde,

la RNA

polimerasa-RNA dependiente (slippage).

permitiria  identificar  regiones

potencialmente, podria patinar



Capitulo 12 - Acidos nucleicos de arenavirus - RNAs S

— Regiones constantes y variables:

» La determinacion de las mismas, en forma
independiente de la complejidad o no de la
informacion, es una medida indirecta de cuan
crucial es el mensaje particular para el
organismo en cuestion.

= La informaci6n acerca de la distribucion de
nucledtidos individuales, o agrupados de
diferentes maneras: purinas vs. pirimidinas,
A+U (o T) vs. C+G, oligonucledtidos de
corta longitud, etc. son, ademas, detalles

informativos  adicionales (Karlin and
Cardon, 1994; Robinson et al., 1995).
= Las repeticiones, directas e invertidas,

posiblemente estdn en relacion con detalles

estructurales asociados con funciones
particulares y con regiones potencialmente
recombinogénicas (Karlin and Cardon,

1994; Blinov et al., 1994).

= Por ultimo, la existencia de periodicidad en
la informaciéon puede estar en relacion,
también con cuestiones estructurales o
funcionales.

Las consideraciones anteriores no
pretenden agotar la discusion acerca de estos
temas, sino simplemente destacar algunas de las

bases tedricas de analisis.

Comparacion de los RNAs S de arenavirus

Tamaiio y composicion

Los RNAs S de los 11
analizados poseen una longitud promedio de 3413
nucledtidos (3375 nt. en LCA y LCE -
3534 nt. en OLI) (Tabla 12.a), con un contenido
promedio de A+U de 55,4 % (53,9 % en LCA -
57,2 % en SAB) y de G+C de 44,6 % (42,8 % en
SAB - 46,1 % en LCA).

arenavirus

Homologia de secuencias

La homologia global entre los RNAs S
completos de arenavirus distintos (Tabla 12.b)
oscila entre 46,3 % en PIC/LCA .y 68,5 % en
CD1/TAC. Como es

porcentajes se incrementan significativamente

logico esperar, estos
cuando se comparan distintas cepas del mismo
arenavirus: 98,2 % en CDI/MC2, 77,9 % en
LAG/LAJ) y 84,5 % en LCA/LCE.

Tabla 12.a. Longitud y compeosicién nucleotidica de los RNAs S de arenavirus

Arenavirus | Long. RNA S A C G U
CDI 3413 905 805 717 986
MC2 3400 903 809 716 972
OLI 3534 958 825 743 1008
PIC 3418 916 768 762 972
SAB 3366 907 713 727 1019
TAC 3421 876 751 769 1025
LAG 3417 946 799 707 965
LA) 3402 909 769 762 972
LCA 3375 868 810 747 950
LCE 3375 881 789 724 981
MOP 3419 875 819 736 989

Composicion media 904 787 737 985
Composicién porcentual 26,5 % 23,0% 21,6 % 28,9 %
promedio

CDI: Junin-Candid #1; MC2: Junin-MC2; OLI: Oliveros; PIC: Pichindé; SAB: Sabia; TAC: Tacaribe;
LAG: Lassa-Nigeria; LAJ: Lassa-Josiah; LCA: LCM-Armstrong; L.CE: LCM-WE; MOP: Mopeia
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Tabla 12.b. Homologia de secuencias nucleotidicas

NUEVO MUNDO VIEJO MUNDO
CD1 MC2 OLI PIC SAB TAC LAG LAJ LCA LCE MOP
CD1 100 % 548% | 507% | 625% | 685% | 483% [479% | 477% | 481% | 479%
MC2 100% | 541% | 503% |623% | 678% [ 483% [476% | 473% | 476% | 478%
OLI 100% | 558% | 525% | 53,1% || 480% | 481% | 477% | 486% | 49,1%
PIC 100% | 508% | 508% || 479% | 473% | 463% | 468% | 48,5%
SAB 100% | 602% [[474% |475% | 476% |467% | 475%
TAC 100% || 48.1% | 483% | 468% | 475% | 475%
LAG 100 % 578% | 57.8% | 657%
LAJ 100% | 586% | 57,7% | 66.5%
LCA 100 % 59.1 %
LCE 100% | 59,1%
MOP 100 %

CD1: Junin-Candid #1; MC2: Junin-MC2; OLI: Oliveros; PIC: Pichindé; SAB: Sabii; TAC: Tacaribe;
LAG: Lassa-Nigeria; LAJ: Lassa-Josiah; LCA: LCM-Armstrong; LCE: LCM-WE; MOP: Mopeia
En negrita y grisado se destacan las comparaciones entre distintas cepas de un mismo arenavirus

Por otra parte, la homologia nucleotidica
de los RNAs S de miembros del nuevo mundo
oscila entre 50,3 % en MC2/PIC y 68,5 % en
CDI/TAC, mientras que la correspondiente a
miembros del viejo mundo oscila entre 57,7 % en
LAJ/LCE y 66,5% en LAJ/MOP. Asimismo,
cuando se comparan los integrantes del nuevo

mundo con los del viejo mundo, los porcentajes de
homologia son inferiores: 46,3 % en PIC/LCA y
49,1 % en OLI/MOP.

Cuando se analiza la distribucion de la
homologia en funcion de un alineamiento multiple
(ver Apéndice 1) o de un grafico resumen
(Figura 12.1), se observa que las regiones de

glicoproteinas nucleoproteina

PS Gt

homologia relativa

region 5' no codificante l‘
region intergénica
2 I l | T I | l

0 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500
numero de nucledtido

region 3' no codificante

Figura 12.1. Regiones variables y regiones conservadas en los RNAs S de los arenavirus Junin MC2, Junin Candid
#1, Oliveros, Pichindé, Sabid, Tacaribe, Lassa Josiah, Lassa Nigeria, LCM Armstrong, LCM WE y Mopeia. E|
grafico fue calculado con la rutina HOMGRAPH (Ghiringhelli, P.D., 2002, esta tesis), utilizando una ventana de 35
nucleStidos y una tabla de equivalencias de +1,0 para las identidades y -1,0 para la ausencia de identidad. La linea llena
horizontal indica la media de los valores de homologia relativa. Los picos por encima de la media corresponden a regiones
conservadas y los picos por debajo corresponden a las regiones variables. En el marco de lectura que codifica para la
pro.teina de la nucleocapside (N) se observa una alternancia de regiones con mayor o menor grado de conservacién y
regiones variables. En el marco de lectura que codifica para el precursor de las glicoproteinas (GPC), en cambio, es donde
se encuemrarg los mayores contrastes; se observa una region conservada correspondiente al péptido sefial (PS), seguida de
una gran region no conservada (glicoproteina G1) y una region con alternancia de zonas conservadas y no conservadas

(glicoproteina G2). En las regiones no codificantes se observan pequefios conjuntos de nucledtidos conservados en los
extremos no codificantes.
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mayor conservacion corresponden en gran medida
a las regiones codificantes para la proteina de la
nucleocapside, la glicoproteina G2 y el péptido
sefial del precursor de las glicoproteinas.
Mientras que las regiones de mayor variabilidad
corresponden a la region codificante para la
glicoproteina G1 y las regiones no codificantes.

Es interesante destacar que los pequeiios
conjuntos de nucledtidos conservados en las
regiones intergénicas se correlacionan con la
presencia de estructuras equivalentes, como se
vera mas adelante.

Complejidad local de la informacion

Desde este punto de vista, los patrones de
LCC (local
encuentran muy conservados entre los RNAs S

composition  complexity) se
completos de los distintos arenavirus.

La homologia global de LCC (Tabla
12.¢) oscila entre 62,2 % en OLI/SAB y 67,1 %
en LAG/LCE. Como es logico esperar, estos
porcentajes se incrementan cuando se comparan
distintas cepas del mismo arenavirus: 71,9 % en
CD1/MC2, 68,5 % en LAG/LA] y 73,2 % en
LCA/LCE.

Por otra parte, la homologia de LCC de
los RNAs S de miembros del nuevo mundo oscila
entre 62,2 % en OLI/SAB y 66,3 % en
MC2/SAB, mientras que la correspondiente a
miembros del viejo mundo oscila entre 66,2 % en

LAJ/LCA y 67,1% en LAG/LCE. Asimismo,
cuando se comparan los integrantes del nuevo
mundo con los del viejo mundo, los porcentajes de
homologia oscilan entre 64,3 % en SAB/LCA 'y
66,3 % en MC2/LAG.

Cuando se analiza el patron global de
LCC en un grafico resumen general de la familia
(Figura 12.2.A), generado en funcién de un
alineamiento multiple (ver Apéndice 1 y
Capitulo 18), se observa que las regiones de
mayor complejidad (LCC > de 0,900 hasta un
madximo de 0,994) corresponden a las zonas
codificantes. Mientras que las regiones de menor
complejidad (< 0,900) corresponden a zonas de
muy baja homologia y, en general, con
abundantes gaps. Estas son las regiones no
codificantes y un segmento de aproximadamente
60 nucledtidos cercanos a la region codificante
para el extremo de 1Ia
glicoproteina G1 (Figura 12.2.B)."Por otra parte,

amino terminal
en grificos resumen correspondientes a los
arenavirus del Nuevo Mundo y del Viejo Mundo
(Figuras 12.3 y 12.4), generados en funcién de
un alineamiento multiple, se observa que en los
del Nuevo Mundo hay mayor dispersion que en
los del Viejo Mundo. Esto puede deberse a la
existencia dentro del grupo del Nuevo Mundo de

virus pertenecientes a diferentes linajes (A, B o
C).

Tabla 12.c. Homologia de LCC de los RNAs S de arenavirus

NUEVO MUNDO VIEJO MUNDO
CDt MC2 OLl PIC SAB TAC LAG LAJ [.CA LCE MOP
CD1 100 % 645% | 659% | 659% | 649% [ 655% | 658% |651% | 652% | 648%
MC2 100% | 63.8% | 655% | 663% | 650% [663% | 657% | 651% | 652% | 652%
OLI 100% | 646% | 622% | 638% [1651% [649% | 646% | 645% | 649%
PIC 100% |642% | 657% J651% |658% | 654% | 656% | 662 %
SAB 100% | 636% [|660% [655% | 643% | 651% | 64.7%
TAC 100% [J645% | 648% |652% | 651% | 645%
LAG 100 % 66.3% | 67.1% | 66.5%
LAJ 100% |662% | 664% | 66.7%
LCA 100 % 66.8 %
LCE 100 % 66.4 %
MQP 100 %

CD1: Junin-Candid #1; MC2: Junin-MC2; OLI: Oliveros; PIC: Pichindé; SAB: Sabia; TAC: T'acaribe;
LAG: Le.lssa-Nigcria; LAJ: Lassa-Josiah; LCA: LCM-Armstrong; LCE: LCM-WE; MOP: Mopeia
En negrita y grisado se destacan las comparaciones entre distintas cepas de un mismo arcnavirus
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En la Figura 12.5 se representan los marco de lectura de la glicoproteina G2, y dos
patrones de LCC individuales de las cepas MC2 y zonas de complejidad muy diferente en el marco
Candid #1 del virus Junin. Como se puede de lectura de la glicoproteina G1 y en la zona
observar, los perfiles son casi idénticos, con complementaria al marco de lectura de la proteina
algunas ligeras diferencias, principalmente en el N.

Figura 12.2. Anilisis de complejidad local de composicién. A: Grafico de complejidad local de composicion (LCC) de
los RNAs S de 11 arenavirus (Junin-Candid #1, Junin-MC2, Oliveros, Pichindé, Sabia, Tacaribe, Lassa-Nigeria, Lassa-
Jo'siah, .LCM-Armstrong, LCM-WE y Mopeia) (ver Apéndice 4: graficos de LCC individuales), ajustado a un
alineamiento maltiple general (Apéndice 1). El grafico deriva del paquete de rutinas de calculo y analisis maltiple de
LCC. (Ghiringhelli, P.D., 2002, esta tesis), utilizando una ventana de 51 residuos. La linea llena negra representa la
media estadistica de todas las secuencias, las lineas celestes verticales representan la dispersion (+1a y -1a) de los datos.
Como puede observarse, en la mayor parte del grifico la dispersion es pequefia. Las regiones de mayor dispersién
corresponden, principalmente, a las regiones no codificantes 5’ y 3’, la regién no codificante intergénica y algunas zonas
de.menor complejidad en el resto de las secuencias. En particular, es notoria la dispersion de los datos en una regién de
baja Qmplejidad en el marco de lectura correspondiente a la glicoproteina G1 (1). Por otra parte, es de destacar que los
a.renawrus del nuevo mundo y el virus Mopeia, a diferencia de los otros arenavirus, presentan, al menos, dos estructuras
tipo hairpin-loop en la region intergénica. Por esta razon, el grifico ha sido segmentado en la region intergénica.
B: Gréﬁc-o A (en negro) y Figura 12.1 (en rojo) sobreimpuestas para mostrar la correlacion existente entre la
conservacion de patrones de LCC y la homologia nucleotidica (ver leyenda Figura 12.1). La regi6n marcada como 1 es
una zona caracterizada por la existencia de inserciones y deleciones cuando se comparan los distintos arenavirus entre si.
Es de destacar que, aunque son dos cepas del mismo virus, lo mismo ocurre entre Junin-MC2 y Junin-Candid #1.
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Figura-12.3. Grifico de complejidad local de composicién (LCC) de los RNAs S de los arenavirus del Nuevo
Mundo (Junin-Candid #1, Junin-MC2, Oliveros, Pichindé, Sabia y Tacaribe), ajustado a un alineamiento miltiple
geaneral (Apéndice 1). El grifico deriva del paquete de rutinas de calculo y andlisis maltiple de 1.CC (Ghiringhelli, P.D.,
2002, esta tesis), utilizando una ventana de 51 residuos. La linea llena negra representa la media estadistica de todas las
secuencias. las lineas celestes verticales representan la dispersion (+1o y -15) de los datos. Como puede observarse, en la
mayor parte del grifico la dispersion es pequeia. Las regiones de mayor dispersion corresponden, principalmente, a la
region no codificante 5°. la region no codificante intergénica y algunas zonas de la glicoproteina G1.

Figara 12.4. Grifico de complejidad local de composicion (LCC) de los RNAs S de los arenavirus del Viejo Mundo
(Lassa-Nigeria, Lassa-Josiah, LCM-Armstrong, LCM-WE y Mopeia), ajustado a un alineamiento miltiple general
(Apéadice 1). El gréfico deriva del paquete de rutinas de calculo y analisis multiple de LCC (Ghiringhelli, P.D., 2002,
esta tesis), utilizando una ventana de 51 residuos. La linea llena negra representa la media estadistica de todas las
sccuencias, las lineas celestes verticales representan la dispersion (+1o y -lo) de los datos. Como puede observarse, en la
mayor parte del grafico la dispersion es pequefia. Las regiones de mayor dispersion corresponden, principalmente, a las
regiones no codificantes 5’ y 3°, la region no codificante intergénica y algunas zonas de menor compicjidad ¢n el resto de
las secuencias. Es de destacar que el virus Mopeia, a diferencia de los otros virus del Viejo Mundo, presenta dos
estructuras tipo hairpin-loop en la region intergénica. Por esta razon, el grafico ha sido segmentado en la region
intergénica.
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Figura 12.5. Grificos de complejidad local de composicién (LCC) de los RNAs S de las cepas MC2 y Candid #1
del virus Junin. A. RNA S de la cepa MC2. B. RNA S de la cepa Candid #1. C. Graficos de ambas cepas superpuestos,
en color celeste la cepa MC2 y en color negro la cepa Candid #1. Ambos gréficos derivan de los individuales ajustados al
alineamiento correspondiente (Apéndice 1). Como se puede observar, ambos graficos son casi idénticos. Con flechas se
indican las dos regiones de mayor diferencia; 1: corresponde a una zona donde existen inserciones y deleciones en ambas
cepas en el marco de lectura de la glicoproteina Gl y 2: corresponde a una regién donde existen varias transiciones y
transversiones en la regién complementaria al marco de lectura de la proteina N.

Todos los gréficos se generaron con el paquete de rutinas de calculo y andlisis maltiple de LCC (Ghiringhelli, P.D., 2002,
esta tesis), utilizando una ventana de 51 residuos.
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Figura 12.6. Cladogramas correspondientes a las relaciones filogenéticas entre los aremavirus. A: Cladograma
derivado del célculo de homologias de complejidad local de composicién (LCC) de los RNAs S de arenavirus (Tabla 12.c).
B: Cladograma derivado del calculo de homologias nucleotidicas de los RNA S de arenavirus (Tabla 12.b). C: Cladograma
derivado del analisis de parsimonia de un alineamiento multiple de las secuencias nucleotidicas de los RNA S de
arenavirus. Los cladogramas A y B estan basados en datos de homologia de los RNAs S y se calcularon utilizando el método
UPGMA (Unweighted Pair Group Arithmetic Average Clustering). Como los datos de homologia representan la proximidad
entre cada par de secuencias, las tablas de valores utilizadas se calcularon asumiendo como distancias filogenéticas los
valores resultantes de la ecuacion: 100 — v, (donde v,= valor individual) para cada par de secuencias. Estas tablas de
distancias se analizaron con la rutina NEIGHBOR (método UPGMA) y los cladogramas se dibujaron con la rutina
DRAWGRAM, del paquete de programas PHYLIP (Phylogeny Inferencing Package, v 3.5, Felsenstein, J., 1995). El
cladograma C esta basado en un alineamiento multiple generado con la rutina PILEUP (GCG v. 7.0, Genetics Computer
Group, Wisconsin), posteriormente, se analizd con las rutina DNAPARS y CONSENSE (PHYLIP, Felsenstein, 1995). Las
longitudes de las ramas en los distintos cladogramas carecen de significado. Sombreados en gris se destacan los conjuntos
de secuencias que mantienen las mismas relaciones filogenéticas en distintos cladogramas.

CD1: Junin-Candid #1; MC2: Junin-MC2; OLI: Oliveros; PIC: Pichindé; SAB: Sabia; TAC: Tacaribe; LAG: Lassa-Nigeria;
LAJ: Lassa-Josiah; LCA: LCM-Armstrong; LCE: LCM-WE; MOP: Mopeia.

Para investigar la correlacion existente Oliveros y Pichindé. Esta diferencia deriva de la
entre un andlisis filogenético basado en LCC y forma en que fueron realizados los alineamientos
andlisis equivalentes, basados en metodologias multiples de base, en C se utilizd un alineamiento
mas tradicionales, se generaron los cladogramas efectuado con la rutina PILEUP (GCG v. 7.0,
correspondientes (Figura 12.6). Wisconsin) sobre los RNAs S completos

Como se puede observar, los arenavirus (Albarifio, et al., 1998), mientras que en B se
del Viejo Mundo se mantienen como un grupo utilizaron los datos derivados de un alineamiento
claramente separado en todos los cladogramas vy, realizado con el programa Clustal X (Thompson
ademas, las relaciones filogenéticas entre ellos et al., 1994, 1997), en forma independiente para
también son las mismas. las regiones codificantes y no codificantes (ver

Por otra parte, los arenavirus del Nuevo Apéndice 1). Sin embargo, en ambos
Mundo muestran un comportamiento diferente cladogramas, tanto Oliveros como Pichindé
segun el tipo de analisis empleado. Desde este aparecen ligados al resto de los arenavirus del
punto de vista es importante destacar que la unica Nuevo Mundo. En el cladograma A, la posicion

diferencia entre los cladogramas B y C (Figura de los arenavirus Oliveros, Pichindé y Tacaribe es
12.6) corresponde a la ubicacion relativa de absolutamente distinta (Figura 12.6) siendo
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ubicados todos como posibles antecesores del
resto de los arenavirus del Nuevo Mundo y de los
del Viejo Mundo.

Es interesante destacar que este
agrupamiento separa a los patogenos netos de
humanos (Junin, Sabis', LCM y Lassa), con la
excepcion de Mopeia, de aquéllos que, ailn
cuando hayan provocado alguna infeccion de
laboratorio, no son patégenos humanos.

Para comprobar la veracidad de las

relaciones establecidas con la metodologia
anterior usando un método independiente, se
reemplazaron los valores de LCC de las
secuencias de Oliveros, Pichindé y Tacaribe por
simbolos alfabéticos (Figura 12.7), se alinearon
en pares (OLI/PIC, OLI/TAC y PIC/TAC) y se
analizo la homologia relativa de cada par. Los
resultados obtenidos son consistentes con las
posiciones relativas observadas en el cladograma
de la Figura 12.6.

homologia relativa
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Figura 12.7. Gréficos de homologia relativa de LCC de diferontes

Oliveros y Tacaribe. C. Pichindé y Tacaribe. D. Junin-Candid # 1
de cada secuencia se reemplazaron por simbolos alfabéticos

namero de nucleétido

pares de RNAs S de arenavirus. A. Olivercs y Pichindé. B.

y Junin-MC2. Para realizar las comparaciones, los valores de LCC
correspondientes a 11 rangos (C: mayor de 0,9900; S: 0,9700-0,9899;

P- 0,9500-0,9698; G: 0,9300-0,8499; D: 0,9100-0,9299; Q: 0,8900-0,9099; R: 0,8700-0,8899; M: 0,8500-0,8699; L: 0,8300-0,8499;

F: 0,8100-0,8299; Y: menor de 0,8100). Las secuencias
al, 1_997), utilizando una matriz de identidades. Los

alfabéticas abtenidas se alinearon con el programa Clustal X (Thompson et
consensos estrictos obtenidos se analizaron con la

similitud global de complejidad informativa.

1 . . .
El ms Sabid fue .alslado en 1990 después de la muerte de un agronomo en Brasil; posteriormente provocs dos infecciones de laboratorio, en
Brasil y en USA (Coimbra et al., 1994; Gounzélez et al., 1996; Petas,l.ws).
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Frecuencias nucleotidicas

En los arenavirus, las frecuencias de A+U
vs C+G y su distribucion a lo largo de las
secuencias de los RNAs S corresponden,
mayoritariamente, al rango de lo esperable para
secuencias de orden aleatorio (Figura 12.8.A.).

Sin embargo, existen varias regiones
cuyas frecuencias resultan caracteristicas; de
ellas, solo tres se destacan por su extension. La
regiéon 1 (~ 250 nt.) y la region 2 (~ 80 nt.)
corresponden a la region central del marco de
lectura que codifica para la glicoproteina G2
(Figura 12.8.A.) y muestran una predominancia
de A+U. La regién 3 (~ 200 nt.), en cambio,

muestra una marcada predominancia de C+G y
corresponde a la zona intergénica y regiones
adyacentes.

Es de destacar que la predominancia
sefialada en esta Gltima region estd asociada con
la existencia de las estructuras tipo hairpin-loop
de alta estabilidad. Por otra parte, también se
debe notar que en esta zona es donde existe una
mayor abundancia de gaps en el anilisis multiple,
motivo por el cual las extensiones reales para las
secuencias individuales varian entre ~70 nt.
(Lassa-Nigeria) hasta ~200 nt. (Junin-CD1 y
Junin-MC2) (Figura 12.8.B. y Apéndice 4).

RNAs S de arenavirus
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Figura 12.8. Gréficos de frecuencia nucleotidica relativa (A+U vs C+G). Todos los graficos derivan del
paquete de rutinas de calculo y andlisis multiple de frecuencias nucleotidicas (Ghiringhelli, P.D., 2002, esta
tesis). A. Grafico resumen correspondiente al analisis conjunto de los RNAs S de los arenavirus Junin-
Candid #1, Junin-MC2, Oliveros, Pichindé, Sabia, Tacaribe, Lassa-Nigeria, Lassa-Josiah, LCM-Armstrong,
LCM-WE y Mopeia, utilizando una ventana de calculo de 35 residuos. Las lineas de guiones horizontales
indican el rango de frecuencias esperables para secuencias nucleotidicas de organizacion aleatoria (ver
Capitulo 18). Con nimeros se sefialan las tres regiones caracteristicas de mayor extension. La numeracién
nucleotidica corresponde a la del alineamiento maltiple (ver Apéndice 1). B. Detalle correspondiente a la region
intqrgbniea. donde existe una abundancia relativa de C+G caracteristica para los arenavirus. Ventana de 35
residuos. Las lineas de guiones horizontales sefialan el rango de frecuencias esperables para secuencias

dn:c'lamdim de organizacion aleatoria. La numeracion nucleotidica corresponde a la propia de cada secuencia
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Abundancia relativa de oligonucledtidos

Anélisis global

(AR) de
tetra-

relativa
oligonucleétidos (di-,
nucledtidos) en los RNAs S de arenavirus
muestra que la mayor parte los mismos se
encuentran dentro del rango estadisticamente
esperable (Karlin and Cardon, 1994).

Cuatro de los 16 dinucledtidos posibles,
4 de los 64 trinucledtidos posibles y 18 de los
256 tetranucledtidos posibles presentan algin
valor diferencial (sobre- o sub-abundancia) en
cualquiera de las polaridades (V o VC) (Tabla
12.d). En el caso de los dinucleétidos, las

LLa abundancia

cortos tri- vy

sobre-abundancias (CA y UG) o las sub-
abundancias (CG y UA) son consistentes para
todos los arenavirus. Es de destacar que el
dinucledtido CG es extremadamente sub-
abundante, lo cual puede estar asociado, tanto
(formacion de

con aspectos estructurales

estructuras tipo hairpin loop) como con

aspectos regulatorios (Karlin & Cardon, 1994).

Respecto de los tri- y tetranucledtidos,
el patron de sobre- y sub-abundancias es
variable entre los diferentes arenavirus, algunos
tri- o tetranucledtidos son sub-abundantes (o
arenavirus

sobre-abundantes) para ciertos

mientras que son normales para otros. En

Tabla 12.d. Abundancia relativa de oligonucleétidos cortos en los RNAs S de arenavirus

1. Abundancias relativas de dinucleétidos

NUEVO MUNDO VIEJO MUNDO
CD1 MC2 OLI PIC SAB TAC LAG LAJ LCA LCE MOP
CA 1,38 1,36 ] 1,48 | 1,46 1,36 | 1,32 | 1,40] 1,43] 1,36 | 1,41] 1,38
ce 0,254 0,27| 0,24} 0,30| 0,30| 0,35 0,24] 0,28| 0,31 | 0,24 | 0,29
UA 0,56 | 0,56 | o,47 ] 0,52 | 0,54 0,54] 0,56 | 0,60] 0,54 ] 0,53 ] 0,49
UG 1,38 ] 1,36 | 1,48 | 1,46 1,36 1,32 | 1,40 | 1,43 | 1,36 | 1,41 | 1,3@
2. Abundancias relativas de trinucle6tidos
NUEVO MUNDO VIEJO MUNDO
Cp1 MC2 OLI PIC SAB TAC LAG LAJ LCA LCE MOP
ACG 0,71 | 0,67 | 0,89 | 0,88 | 0,84 | O,67 fO,72 | 0,82 | 0,60 | 0,86 | 0,70
CCG 1,26 | 1,31 | 1,07 | 1,04 | 1,21 | 1,28 [ 1,09 | 1,18 | 0,98 | 1,02 | 1,37
CGG 1,26 | 1,31 | 1,07 | 1,04 | 1,21 | 1,25 | 1,09 | 1,18 | 0,98 | 1,02 | 1,37
cGU 0,71 | 0,67 | 0,89 | 0,88 | 0,84 J 0,67 J 0,72 | 0,82 | 0,60 | 0,86 | 0,70
3. Abundancias relativas de tetranucleétidos
NUEVO MUNDO VIEJO MUNDO
CDh1 MC2 OLI PIC SAB TAC LAG LAJ LCA LCE MOP
accg | 0,58 | 0,65 | 1,08 [ 1,35 | 1,35 | 0,73 | 1,44 | 1,15 | 0,70 | 0,69 | 1,20
acea 0,75 0,73 { 0,89 { 1,01 [0,56 | 1,50 | 1,16 | 1,43 | 0,57 | 1,18 | 2,12
ACGU | 1,64 | 1,62 1,79 | 1,73 | o,68 J 0,66 | 0,54 | 1,10 | 0,85
cceG [ 1,30 [ 1,13 [ 1,43 [ 1,63 | 1,08 | 1,24 J 0,95 | 0,74 | 0,88 | 0,47 | 0,62
ceca | 0,52 0,53 [ 1,24 | 1,26 | 0,79 | 1,01 | 1,22 | 1,26 [ 1,31 | 0,78 | 1,02
cecc [ 1,44 | 1,41 | 0,82 0,70 | 0,77 0,66 JO,71 | 1,46 | 0,59 | 0,97 [ 1,62
cece | 2,60 | 2,08 [ 1,38 | 0,67 | 1,20 | 2,61 | 1,08
ceeu | 0,5 | 0,65 | 1,08 | 1,35 | 1,35 | 0,73 | 1,44 | 1,15 [ 0,70 | 0,69 | 1,20
cGua | 1,31 [ 1,06 0,87 [O,76 | 0,88 | 1,39 J 0,47 | 0,45 | 0,63 | 1,00 | 0,57
ceuc | 0,69 [o,7227 0,53 [ 1,49 | 1,00 | 0,91 f1,34 [ 0,65 | 1,69 | L,07 | 0,74
cace [ 0,69 | 0,72 10,53 [ 1,49 | 1,00 | 0,91 | 1,34 | 0,65 | 1,69 | 1,07 | 0,74
GeGa | 1,27 [ 0,91 [ 1,13 (0,75 [ 1,42 | 0,80 ] 0,70 | 0,63 [ 0,78 | 0,39 | 0,34
ecee 0,69 1,25 T o,41 [ O,98 | 0,77 (0,75 | 0,98 | 1,8 | 1,85 | 1,70 | 1,82
GeCcG | 1,44 | 1,41 0,82 0,70 0,77 JO,66 J O,71 | 1,46 | 0,59 | 0,97 | 1,62
uace [ 1,31 | 1,06 Jo,85 fo,74 | 0,88 | 1,39 Jo,47 | 0,45 | 0,63 | 1,05 | 0,57
ucee | 1,27 J 0,91 [ 1,13 0,75 | 1,42 | 0,80 [ 0,70 | 0,63 | 0,78 | 0,39 | 0,34
uceu | 0,75 [ 0,73 J 0,89 [ 1,02 [0,% | 1,50 | 1,16 | 1,43 [ 0,87 | 1,18 | 2,12
ucce [ 0,52 | 0,53 1,24 1,26 [o0,76 | 1,01 | 1,22 | 1,280 | 1,31 | 0,78 | 1,02

CD1: Junin-Candid #1; MC2: Junin-MC2; OLI: Oliveros: PIC: Pichindé; SAB: Sabia; TAC: Tacaribe;
LAG: Lassa-Nigeria; LAJ: Lassa-Josiah; LCA: LCM-Armstrong; LCE: LCM-WE; MOP: Mopeia

Se muestran sélo las abundancias relativas significativas. En negrita y con fondo gris claro se destacan las
ab‘undancias con valores <0.78 o >1,23 (diferentes de lo estadisticamente esperable). En negrita y con fondo
gris oscuro se destaca la ausencia absoluta de algunos tetranucle6tidos.
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particular, existen dos tetranucledtidos
especialmente destacables. El tetranucledtido
ACGU es sobre-abundante en Junin-Candid #1,
Junin-MC2, Pichindé y Sabia; normal en LCM-
Armstrong y LCM-WE; sub-abundante en
Tacaribe, Lassa-Nigeria y Lassa-Josiah; y
ausente en Oliveros y Mopeia. Por otra parte, el
tetranucledtido CGCG es extremadamente
sobre-abundante en Junin-Candid #1, Junin-
MC?2 y Tacaribe; ligeramente sobre-abundante
en Oliveros; normal en Sabia y Lassa-Nigeria;
ligeramente sub-abundante en Pichindé y
ausente en Lassa-Josiah, LCM-Armstrong,

LCM-WE y Mopeia.

Analisis diferencial por regiones

El analisis diferenciado por regiones (no
codificantes y las posiciones I+II, II+III y III+]
en la sucesion de codones), permite detectar
sobre- o sub-abundancias locales que pueden
asociarse con una estructura sintictica de la
informacion nucleotidica (Figuras 12.9, 12.10,
12.11, 12.12 y 12.13).

Es interesante destacar que las sobre- o
sub-abundancias relativas de dinucledtidos
detectadas a nivel global en los RNAs S de
arenavirus presentan una predominancia
diferencial en distintas regiones, y que éstas son
El

sobre-

las mismas en todos los arenavirus.
dinucledtido CA es

abundante en las posiciones I111+] de los marcos

especialmente

de lectura, el dinucledtido CG es especialmente
sub-abundante en las regiones codificantes
(I+11, II+111 y I+ de los marcos de lectura), el
dinucledtido UA especialmente
abundante en las regiones no codificantes y en
las posiciones [+l y II+IIl de los marcos de
lectura y el dinucledtido UG es especialmente
sobre-abundante en las posiciones 1111 y 11+
de los marcos de lectura. Esta homogeneidad en
la distribucion de sobre- y sub-abundancias
refleja, probablemente, una similitud sintactica
en los RNAs S de los arenavirus. El resto de los
16 dinucledtidos posibles, presentan patrones
de sobre-abundancia,
abundancia

es sub-

sub-abundancia o

normal mas aleatorios,

110

probablemente asociados con la informacion
particular de cada genoma.

Analisis diferencial por ventanas

Este tipo de analisis permite obtener
perfiles de la distribuciéon de la abundancia
relativa de los distintos dinucledtidos en los
genomas analizados.

En una comparacion general, se puede
observar que, para la mayor parte de los
dinucledtidos posibles, no existen perfiles de
abundancia relativa comunes a todos los
arenavirus (Figuras 12.14.A, 12.14.B, 12.15.A
y 12.15.B). Tampoco se detectan perfiles
comunes cuando se comparan dos cepas del
mismo virus (Junin-Candid #1/Junin-MC2,
Lassa-Nigeria /Lassa-Josiah o LCM-WE/LCM-
Armstrong).

En una comparacion mas detallada, se
puede observar que los 4 dinucledtidos
significativos (CA, CG, UA y UG), detectados
a nivel global en los RNAs S de arenavirus,
presentan perfiles de distribucion de sobre- o
sub-abundancias relativas ligeramente similares
en todos los arenavirus.

dinucledtido CG
presenta las menores sub-abundancias en las

En particular, el
regiones no codificantes (extremos y region
intergénica). Esto dltimo guarda una intima
correlacion con la existencia de estructuras
secundarias doble cadena de gran estabilidad,
asociadas con la conformacion circular de las
nucleocapsides (observada

en  microscopia

electronica) y con la regulacion de los
fenomenos de transcripcion/replicacion (Franze
Fernandez e al, 1987; Ghiringhelli et al.,

1991; Rivera Pomar ef al., 1993).

Por otra parte, también es interesante
destacar que, ain cuando no se observa ninguna
periodicidad en los perfiles de los distintos
dinucledtidos, si se observa una asimetria
bastante marcada de los perfiles de sobre- o
sub-abundancia en la mayor parte de los
dinucledtidos cuando se compara la mitad 5’ vs.
la mitad 3’ de los genomas.
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A Abundancia relativa de dinucleétidos en los RNAs S completos de arenavirus
Polaridad viral

Abundancia relativa de dinucleétidos en las regiones no codificantes
de los RNAs S de arenavirus - Polaridad viral

Figura 12.9. Abundancia relativa de dinucleétidos en los RNAs S de arenavirus. A. RNAs S completos analizados en
polaridad viral. B. regiones no codificantes analizadas en la misma polaridad. El analisis se realizé con las rutinas disefiadas y
escritas por Ghiringhelli, P.D. (2002), esta tesis. Posteriormente, para facilitar la discriminacion rapida entre sub- y sobre-
representaciones y la visualizacion grafica, los datos originales se modificaron, llevando a 0 todos los valores comprendidos
entre 0,78 y 1,23, y asignando valor positivo a la diferencia: valor, (>1,23) — 1,23 y valor negativo a la diferencia: 0,78 -
valor, (<0,78). CD1: Junin-Candid #1; MC2: Junin-MC2; OLI: Oliveros; PIC: Pichindé; SAB: Sabia; TAC: Tacaribe; LAG:
Lassa-Nigeria; LAJ: Lassa-Josiah; LCA: LCM-Armstrong; LCE: LCM-WE; MOP: Mopeia.
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A Abundancia relativa de dinucleétidos en la regién codificante
para la proteina GPC de los arenavirus - Posiciones | + Il

Abundancia relativa de dinucleétidos en la region codificante
B para la proteina GPC de los arenavirus - Posiciones |l + il

Figura 12.10. Abundancia relativa de dinucleétidos en los RNAs S de arenavirus. A. RNAs S analizados en el marco de
lectura codificante para GPC, en las posiciones | + II. B. RNAs S analizados en el marco de lectura codificante para GPC, en
las posiciones Il + III. El analisis se realizé con las rutinas disefladas y escritas por Ghiringhelli, P.D. (2002), esta tesis.
Posteriormente, para facilitar la discriminacion rapida entre sub- y sobre-representaciones y la visualizacién grafica, los datos
originales se modificaron, llevando a 0 todos los valores comprendidos entre 0,78 y 1,23, y asignando valor positivo a la
diferencia: valor, (>1,23) - 1,23 y valor negativo a la diferencia: 0,78 - valor, (<0,78). CDI: Junin-Candid #1; MC2: Junin-
MC2; OLI: Oliveros; PIC: Pichindé; SAB: Sabia; TAC: Tacaribe; LAG: Lassa-Nigeria; 1.AJ: Lassa-Josiah; l.CA: LCM-
Armstrong; LCE: LCM-WE; MOP: Mopeia.
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A Abundancia relativa de dinucleétidos en la region codificante
ara la proteina GPC de los arenavirus - Posiciones il + |

B Abundancia relativa de dinucleétidos en los RNAs S completos de arenavirus
Polaridad viral complementaria

Figura 12.11. Abundancia relativa de dinucleétidos en los RNAs S de arenavirus. A. RNAs S analizados en el marco de
lectura codificante para GPC, en las posiciones 111 + 1. B. RNAs S completos analizados en polaridad viral complementaria. El
analisis se realiz6 con las rutinas disefiadas y escritas por Ghiringhelli, P.D. (2002), esta tesis. Posteriormente, para facilitar la
discriminacién répida entre sub- y sobre-representaciones y la visualizacién gréfica, los datos originales se modificaron,
llevando a 0 todos los valores comprendidos entre 0,78 y 1,23, y asignando valor positivo a la diferencia: valor, (>1,23) — 1,23
y valor negativo a la diferencia: 0,78 - valor, (<0,78). CDI: Junin-Candid #1; MC2: Junin-MC2; OLI: Oliveros; PIC: Pichindé;
EAAB: . Sabia; TAC: Tacaribe; LAG: Lassa-Nigeria; LAJ: Lassa-Josiah; LCA: LCM-Armstrong; LCE: LCM-WE; MOP:
opeia.
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A Abundancia relativa de dinucleé6tidos en las regiones no codificantes
de los RNAs S de arenavirus - Polaridad viral complementaria

Abundancia relativa de dinucleétidos en la regién codificante
B para la proteina N de los arenavirus - Posiciones 1+ lI

Figura 12.12. Abundancia relativa de dinucleétidos en los RNAs S de arenavirus. A. Regiones no codificantes analizadas
en polaridad viral complementaria. B. RNAs S analizados en el marco de lectura codificante para N, en las posiciones | + 11
El aflﬂisis se realiz6 con las rutinas disefiadas y escritas por Ghiringhelli, P.D. (2002), esta tesis. Posteriormente, para facilitar
la discriminacién répida entre sub- y sobre-representaciones y la visualizacion grafica, los datos originales se modificaron,
llevando a 0 todos los valores comprendidos entre 0,78 y 1,23, y asignando valor positivo a la diferencia: valor, (>1,23) - 1,23
y valor negativo a la diferencia: 0,78 - valor, (<0,78). CDI: Junin-Candid #1; MC2: Junin-MC2; OLI: Oliveros; PIC:

Pichindé; SAB: Sabia; TAC: Tacaribe; LAG: Lassa-Nigeria; LAJ: Lassa-Josiah; LCA: LCM-Armstrong; LCE: LCM-WE;
MOP: Mopeia.
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A Abundancia relativa de dinucleétidos en la regién codificante
para la proteina N de los arenavirus - Posiciones Il + lii

Abundancia relativa de dinucleétidos en la regién codificante
B para la proteina N de los arenavirus - Posiciones Il + |

Figura 12.13. Abundancia relativa de dinucleétidos en los RNAs S de arenavirus. A. RNAs S analizados en el marco de
Iect.ul:a codificante para N, en las posiciones Il + III. B. RNAs S analizados en el marco de lectura codificante para N, en las
p051c19nes Il + I. El andlisis se realizd6 con las rutinas disefladas y escritas por Ghiringhelli, P.D. (2002), estz’l tesis.
qut.enormente, para facilitar la discriminacion rapida entre sub- y sobre-representaciones y la visualizacion grafica, los datos
orlgmalt.:s se modificaron, llevando a 0 todos los valores comprendidos entre 0,78 y 1,23, y asignando valor positivo a la
:;[tg;engzzl Vg?rn (>l,2sl)c- 1,23 y valor negativo a la diferencia: 0,78 - valor, (<0,78). CDI: Junin-Candid #1; MC2: Junin-

g : Oliveros; : Pichindé; SAB: Sabia; TAC: ibe; : -Nigeria; : -Josiah; : -
Armsizong: LCE: LOM.WE; MOB: Mowais C: Tacaribe; LAG: Lassa-Nigeria; LLAJ: Lassa-Josiah; LCA: LCM
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Figurs 12.14.A. Perfiles de abundancia relativa de dinuclestidos en los RNAs S virales de los arenavirus Junin-Candid #1,
Junin- MC2 y Oliveros. Los datos se calcularon empleando las rutinas disefladas y escritas por Ghiringhelli, P.D. (2002), esta tesis y
utilizando ventanas adyacentes de 200 nucle6tidos. Posteriormente, para facilitar la discriminacion rapida entre sub- y sobre-
representaciones y la visualizacion grafica, los datos originales se modificaron, llevando a 0 todos los valores comprendidos entre
0,78 y 1,23, y asignando valor positivo a la diferencia: valor, (>1,23) - 1,23 y valor negativo a la diferencia: 0,78 - valor, (<0,78). En
los graficos tridimensionales se muestran las abundancias relativas de los 16 dinucledtidos posibles. En los graficos individuales en
conjuntos de cuatro dinucleétidos.
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Figura 12.14.B. Perfiles de abundancis relativa de dinucleétidos en los RNAs S virales de los arenavirus Pichindé, Sabif y
Tacaribe. Los datos se calcularon empleando las rutinas disefiadas y escritas por Ghiringhelli, P.D. (2002), esta tesis y utilizando
ventanas adyacentes de 200 nucleétidos. Posteriormente, para facilitar la discriminacion répida entre sub- y sobre-representaciones y
la visualizacién gréfica, los datos originales se modificaron, llevando a 0 todos los valores comprendidos entre 0,78 y 1,23, y
asignando valor positivo a la diferencia: valor, (>1,23) — 1,23 y valor negativo a la diferencia: 0,78 - valor, (<0,78). En los graficos
tridimensionales se muestran los perfiles de abundancia relativa de los 16 dinucleétidos posibles. En los graficos individuales se
muestran los perfiles en conjuntos de cuatro dinucleétidos.
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Figura 12.15.A. Perfiles de abundancia relativa de dinucleétidos en los RNAs S virales de los arenavirus Lassa-Nigeria, Lassa-
Josish y LCM-Armstrong. Los datos se calcularon empleando las rutinas disefiadas y escritas por Ghiringhelli, P.D. (2002), esta
tesis y utilizando ventanas adyacentes de 200 nucletidos. Posteriormente, para facilitar la discriminacion rapida entre sub- y sobre-
representaciones y la visualizacién grafica, los datos originales se modificaron, llevando a 0 todos los valores comprendidos entre
0,78 y 1,23, y asignando valor positivo a la diferencia: valor, (>1,23) - 1,23 y valor negativo a la diferencia: 0,78 - valor, (<0,78). En
los grificos tridimensionales se muestran los perfiles de abundancia relativa de los 16 dinucledtidos posibles. En los graficos
individuales se muestran los perfiles en conjuntos de cuatro dinucle6tidos.
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Figura 12.15.B. Perfiles de abundancia relativa de dinuclestidos en los RNAs S virales de los arenavirus LCM-WE y Mopeia.
Los datos se calcularon empleando las rutinas disefiadas y escritas por Ghiringhelli, P.D. (2002), esta tesis y utilizando ventanas
adyacentes de 200 nucleétidos. Posteriormente, para facilitar la discriminacion ripida entre sub- y sobre-representaciones y la
visualizacion grafica, los datos originales se modificaron, llevando a 0 todos los valores comprendidos entre 0,78 y 1,23, y asignando
valor positivo a la diferencia: valor, (>1,23) — 1,23 y valor negativo a la diferencia: 0,78 - valor, (<0,78). En los graficos
tridimensionales se muestran los perfiles de abundancia relativa de los 16 dinucleétidos posibles. En los graficos individuales se
muestran los perfiles en conjuntos de cuatro dinucledtidos.
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Discusién sobre los aspectos informativos de
los RNAs S de arenavirus

Complejidad local de composicion (LCC)

Los éacidos nucleicos, son moléculas
informativas por El
particular de cada macromolécula es univoco y
la probabilidad de encontrar dos mensajes
iguales derivados de una evolucién convergente

excelencia. mensaje

es muy baja. En el caso de la secuencia del
RNA S de la cepa Candid #1 del virus Junin la
probabilidad de encontrar dos mensajes, no
relacionados, con igual informacion tiende al
infinito: 1 de cada 2 x 10" genomas de
arenavirus podria ser exactamente igual (Ec. 1;
ver Apéndice 10).

Ec. 1-
1

(0,265)" x(0,236)" x (0,21)" x (0,289)*

El concepto expresado anteriormente es
cierto cuando se considera cada mensaje en
referencia a la informacion particular (letra por
letra) que €l posee. En este sentido, es logico
pensar que cuanto mayor es el grado de
similitud hallado entre dos mensajes mayor es
la relacion parental entre los mismos.

Otro aspecto informativo de los
mensajes se refiere a la organizacion de la
informacion, en forma independiente del

contenido de la misma. Desde este punto de
vista, la comparacion de los patrones de
complejidad local de composicion (LCC) de
macromoléculas relacionadas evolutivamente
un cierto de
organizativa. Dicha se puede
correlacionar con el grado de relacion evolutiva
de las macromoléculas en cuestion.

muestra grado similitud

similitud

Respecto de este ltimo punto, y de una

cualitativa, grafico consenso
generado a partir de un conjunto de secuencias
relacionadas evolutivamente, presentaria un alto
grado de similitud con cada uno de los graficos
individuales. Mientras que un grafico consenso
generado a partir de un conjunto de secuencias

manera un
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con escasa o nula relacion evolutiva, presentaria
grandes diferencias con cada uno de los
graficos individuales.

Si
correctas, una comparacion cuantitativa, basada

las consideraciones anteriores son

en las intensidades de Fourier caracteristicas
(ver Capitulo 18), de todos los pares posibles
de de LCC
secuencias filogenéticamente emparentadas vy,
independiente de

patrones individuales entre

realizada en forma los

alineamientos miltiples, deberia mostrar
relaciones de similitud equivalentes a las
obtenidas con los alineamientos estandar (ver
Tablas 12.by 12.c).

En sintesis, esta metodologia de analisis
resulta promisoria desde el punto de vista del
analisis comparativo de los patrones de LCC
individuales de secuencias relacionadas vy,
ademas, permite complementar, desde un punto
de vista diferente, los datos derivados de
maltiples,

homologias y alineamientos

posibilitando reagrupar las secuencias en
nuevos subconjuntos con mayor grado de
relacion evolutiva interna. Sin embargo, todavia
se deberia explorar méas su potencialidad y
evaluar su aplicacién a un niimero mayor de
secuencias.

Por otra parte, recientemente se han
publicado algunos trabajos sobre metodologias
basadas informativos de las

secuencias nucleotidicas. En 1997, Bolshoy et

en aspectos

al. publicaron un trabajo en el cual utilizaron
métodos basados en la complejidad informativa
para detectar la de patrones
nucleosomales en regiones de baja complejidad.
Los distintos

presencia

fueron
caracterizados empleando la transformada de
Ademas, 1999, Oliver et al
publicaron un trabajo en el cual utilizaron una
medida de la complejidad de composicion de
secuencias, a

patrones obtenidos

Fourier. en

la cual llamaron: Seguence
Composition Complexity (SCC), para detectar
dominios composicionales, estadisticamente

significativos, en moléculas de DNA.

Sin embargo, se debe destacar que
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ninguno de estos trabajos esta orientado hacia el
andlisis comparativo de wuna familia de
secuencias. La principal ventaja de la
metodologia presentada en esta Tesis es,
orientacion  al  analisis

justamente, su

comparativo.

Frecuencias A+U vs C+G

El patrén de distribucion de frecuencias
A+U vs C+G es una propiedad intrinseca de
cada secuencia. No obstante esto, es logico
esperar que exista gran similitud en un grupo de
secuencias relacionadas evolutivamente. Por lo
tanto, se puede construir un grafico consenso
esperando que el mismo presente un alto grado
de similitud con cada gréfico individual.

Por otra parte, una vez confeccionado el
grafico consenso, subyace la pregunta de si
alguna region del perfil general obtenido es
especialmente significativa para ese conjunto de
secuencias. Desde este punto de vista, con un
analisis de Monte Carlo se pueden determinar
las regiones que se destacan sobre lo esperable
por simple azar. La base de este analisis es que
toda region cuya distribucion de frecuencias
real sea mayor (menor) que la esperable para un
de de
aleatoria (longitud y composicién equivalente)

conjunto secuencias organizacion
es significativa estadisticamente, y deberia
considerarse un rasgo peculiar del grupo de
secuencias en analisis (ver Capitulo 18).

La metodologia presentada en esta Tesis
permite realizar el analisis individual,
confeccionar el grafico consenso en base a un
alineamiento multiple de las secuencias y

determinar

las caracteristicas

regiones
estadisticamente significativas. De esta forma,
en los RNAs S de los arenavirus, se han
encontrado 3 regiones caracteristicas: la region
1 (~ 250 nt) y la region 2 (~ 80 nt.)
corresponden a la region central del marco de
lectura que codifica para la glicoproteina G2 y
muestran una predominancia de A+U, mientras
que la region 3 (~ 200 nt.) muestra una marcada

predominancia de C+G y corresponde a la zona

121

intergénica y regiones adyacentes. (ver Figura
12.8.A y Apéndice 5).

En este punto, es necesario destacar que
el patron consenso generado es altamente
dependiente del alineamiento miltiple. No
obstante, también es importante considerar que
esta dependencia existe en practicamente todas
las metodologias de analisis basadas en el
alineamiento de secuencias.

Abundancia relativa de oligonucledtidos

La heterogeneidad (u homogeneidad) de
los genomas puede ser analizada en términos de
su composicion nucleotidica, especialmente en
funcién de las abundancias relativas de los di-,
El
abundancias relativas, a diferencia del andlisis
de
identificacion de aspectos llamativos de la

tri- y tetranucledtidos. analisis de las

las frecuencias absolutas, permite la
composicion de un genoma determinado versus
lo esperable por azar.

Desde este punto de vista, en varias
publicaciones se describe el uso de esta
metodologia de analisis para caracterizar
genomas de diferentes origenes, llegando hasta
el concepto de la existencia de una "firma
gendmica" (genome signature) (Sved and Bird,
1990; Burge et al., 1992; Karlin et al., 1994a;
Karlin ef al., 1994b; Karlin and Ladunga, 1994;
Karlin ef al., 1994c; Cardon er al., 1994; Karlin
and Burge, 1996; Karlin ef al., 1997; Karlin and
Mrazek, 1997; Mrazek and Karlin, 1998;
Campbell er al., 1999; Karlin et al., 1999).

En el caso de los arenavirus, como se
Tabla 12.d,

dinucleétidos CG y UA son sub-abundantes,

puede observar en la los
mientras que los dinucleétidos UG y CA son
sobre-abundantes. Por otra parte, las sub- o
sobre-abundancias de los tri- y tetranucledtidos
estin directamente relacionadas con la sub-
abundancia del dinucledtido CG, ya que éste es
un componente de todos aquellos que se han

detectado con valores extremos.

Cuando se realiza un andlisis por
regiones, resulta llamativo observar que el
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dinucledtido CG es especialmente sub-
abundante en cualquiera de las tres posiciones
en las regiones codificantes, mientras que los
dinucleétidos UG y CA son especialmente
sobre-abundantes en la posicion 111+l de los
marcos de lectura (ver Figuras 12.9, 12.10,
12.11, 12.12 y 12.13).
Ademds, también
observar que, en la mayor parte de los
arenavirus, existe una cierta correlacion entre la
sub-abundancia del dinucleétido CG y la sobre-
abundancia del dinucleétido UG cuando se

resulta llamativo

realiza un analisis por ventanas (ver Figuras
12.14.A, 12.14.B, 12.15.A y 12.15.B); en la
mayor parte de las ventanas los picos de sub-
abundancia del dinucledtido CG
acompaitados por picos de sobre-abundancia
del dinucleétido UG.

Por

son

otra parte, la informacion
concerniente a las sub- y sobre-abundancias de
dinucledtidos es coincidente con lo encontrado
en otros virus con genoma de RNA, tales como
los picornavirus, los flavivirus, los coronavirus,
los retrovirus, los calicivirus, los rhabdovirus,
los paramyxovirus orthomyxovirus
(Karlin et al., 1994b).

La constancia en la sub-abundancia del

y los

dinucleétido CG, genera varios interrogantes:
1) (EIl
distribucion del dinucleétido CG puede generar

contenido y/o patron de

una estructura definida que afecte, en particular,
la interaccion con proteinas?. En funcién de
esto, ;Existen restricciones estructurales y/o
regulatorias intrinsecas al dinucleétido CG?

2) iExisten mecanismos de mutacion
preferencial, mediante deaminacion u otras
fuerzas selectivas que afecten especialmente al
dinucledtido CG?

3) ¢(El contenido del dinucletido CG
afecta de alguna manera la frecuencia de uso de
aminoacidos tales como la arginina?, o ;S6lo
afecta la frecuencia de uso de codones?

Respecto de los cuestionamientos
planteados en 1), no se han encontrado
evidencias que justifiquen wuna hipétesis
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asociada con cuestiones estructurales y/o
regulatorias. La distribucion observada en el
analisis por ventanas (ver Figuras 12.14.A,
12.14.B, 12.15.A y 12.15.B) es sumamente
variable entre los distintos arenavirus.

Respecto del cuestionamiento 2), un
analisis de correlacion entre la sub-abundancia
del dinucleétido CG y las sobre-abundancias de
los dinucleétidos UG y CA (Figura 12.16)
muestra una cierta coincidencia entre las
mismas. Esto sugiere que podria existir una
deaminacion preferencial de las Cs (Lewin,
1997) que forman parte del dinucleétido CG
durante el ciclo replicativo, lo cual llevaria, en
incremento en el

forma directa,

dinucledtido UG y, en forma indirecta, a un

a un

incremento posterior en el dinucleétido CA. Por
otra parte, el mismo tipo de analisis realizado
entre la sub-abundancia del dinucledtido UA y
las sobre-abundancias de los dinucleétidos UG
y CA (Figura 12.17) sugiere que la sub-
abundancia del dinucledtido UA estd asociada
con mecanismos diferentes e independientes.

de
planteados en 3), la frecuencia promedio de

Respecto los cuestionamientos
arginina en las proteinas GPC y N de los
arenavirus es 4,96%, lo cual coincide con lo
esperable por simple azar. En la Tabla 12.e se
puede observar que el unico efecto de la sub-
abundancia del dinucleétido CG esta asociado

con la frecuencia de uso de codones.

Tabla 12.e. Frecuencias de uso de los codones
de arginina en las proteinas GPC
y N de los arenavirus

Proteina GPC Proteina N
Virus CGN AGR CGN AGR

CDI1 3 15 3 32
LAG 1 21 3 26
LAJ 2 15 6 24
LCA 4 17 0 28
LCE 3 18 0 30
MC2 3 17 4 32
MOP ] 21 3 30
OLI 6 14 5 26
PIC 2 21 S 28
SAB 6 20 2 27
TAC 6 21 4 26
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Figura 12.16. Correlacién entre las abundancias relativas de los dinuclestidos CG y UG. Enel eje Y se representa el cociente de
las abundancias relativas (AR) de los dinucleétidos CG y UG, mientras que en el eje X se representa la abundancia relativa del
dinucledtido CG (ver Tabla 12.d). La linca negra representa la correlacion lineal, calculada por ¢l método de minimos cuadrados.
Las lineas rojas representan el intervalo de confianza del 99%. Se indica el coeficiente de correlacién r>. Un grafico idéntico se
obtiene cuando se calcula la correlacion entre los dinucledtidos CG y CA. CD1: Junin-Candid #1; MC2: Junin-MC2; OLI: Oliveros;
PIC: Pichindé; SAB: Sabia; TAC: Tacaribe; LAG: Lassa-Nigeria; LAJ: Lassa-Josiah; LCA: LCM-Armstrong; LCE: LCM-WE; MOP:
Mopeia.
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Figura 12.17. Correlacién entre las abundancias relativas de los dinucleétidos UA y UG. Enel gje Y se representa el cociente de

las abundancias relativas (AR) de los dinuclestidos UA y UG, mientras que en el eje X se representa la abundancia relativa del

dinucledtido UA (ver Tabla 12.d). La linea negra representa la correlacion lineal, calculada por el método de minimos cuadrados.

Las lineas rojas representan el intervalo de confianza del 99%. Se indica el coeficiente de correlacion 2. Un grafico idéntico se

obtiene cuando se calcula la correlacion entre los dinucledtidos UA y CA. CDI: Junin-Candid #1; MC2: Junin-MC2; OLI: Oliveros;

:AIC: [Tichindé; SAB: Sabi4; TAC: Tacaribe; LAG: Lassa-Nigeria; LAJ: Lassa-Josiah; LCA: LCM-Armstrong; LCE: LCM-WE; MOP:
opeia.
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Prediccién de la estructura secundaria del
RNA

Las moléculas de RNA pueden formar
tanto estructuras secundarias como terciarias.
Dado que las estructuras terciarias presentan
interacciones mucho mas débiles que las
secundarias (Riesner and Romer, 1973;
Crothers et al., 1978), la mayor parte de los
trabajos y algoritmos desarrollados se han
concentrado en estas tltimas.

La determinacion de las estructuras
secundarias puede ser predicha a partir de las
secuencias individuales de RNA, siguiendo
reglas bastante simples y un esquema de
minimizacion de energias, o mediante analisis
de tipo filogenético, utilizando un alineamiento
como base, con el posterior calculo de
plegamiento de las moléculas individuales en

estructuras equivalentes (Jaeger ef al., 1990).

El método basado en minimizacion de
energias requiere, esencialmente, de tablas de
parametros termodinamicos con los valores de
libre de
estructurales posibles (ver Apéndice 7) y

energia los distintos motivos
capacidad (y tiempo) de computacion para
determinar un conjunto de estructuras de
minima energia. La principal ventaja de este
método es que permite encontrar los codigos
estructurales minimos propios de una secuencia
y analizarlos comparativamente con los de un
conjunto de secuencias relacionadas.

De acuerdo a Jaeger et al (1990) y
Michael Zuker (1994), el conocimiento actual
es adecuado para predecir correctamente
alrededor del 70% de la estructura secundaria

de una molécula de RNA.

Estructuras secundarias predichas para los
RNAs S de arenavirus
Estructuras secundarias completas

En de
anteriormente, se trabajo sobre las secuencias
individuales de los RNAs S de 11 arenavirus,
realizando los calculos y predicciones en el
servidor de Michel Zuker (http://bioinfo.
math.rpi.edu/~zukerm/).

Desde un punto de vista general, y a

funcion lo mencionado

grandes rasgos, dividiendo arbitrariamente en
tres conjuntos de motivos estructurales basicos:
interacciones locales (rango + 200 nucleétidos),
interacciones a distancia (rango > de 200
nucleotidos y ausencia de interaccion (regiones
simple cadena), en la Tabla 12.f se puede
observar que todos los arenavirus exhiben una
gran similitud en cuanto a los porcentajes de las
moléculas involucrados en cada conjunto de
motivos estructurales. En promedio, el 64,1%
de las secuencias nucleotidicas de los RNAs S
de
estructuras de doble cadena.

En las Figuras 12.18 y 12.19 se
muestran las estructuras secundarias predichas
para los RNAs S de los virus Junin-MC2 y
Junin-Candid #1, respectivamente. Esta vision

los arenavirus estan involucradas en

global, por si misma interesante, no permite
determinar, sin embargo, la existencia de
motivos estructurales comunes a todos los

arenavirus.

En funcion de la disposicion circular de
la nucleocédpsides en las observaciones de
microscopia electronica y de lo descripto para
otros sistemas virales, tales como influenza
(Hsu et al., 1987), se analizaron con mayor

Tabla 12.f. Estructura secundaria de los RNAs S de arenavirus

cDp1 [McC2| oLI | PIC | SAB | TAC | LAG | LAJ | LCA | LCE [MOP | PROM
:;:203028; i':u" 44,1 | 453 | 40,4 | 492 | 432 | 493 | 44,1 | 440 | 42,5 | 508 | 47,5 | 45,5
g‘;:chigggsnfﬂu" 192 | 182 | 26,0 | 144 [ 21,9 | 17,5 | 186 | 199 | 228 | 133 | 154 | 18,6
:l;e:ccc':);‘:s 36,7 | 36,5 | 35,6 | 36,4 | 34,9 | 332 | 37,3 | 36,1 | 34,7 | 36,9 | 37.1 | 35,9

CD1Y: Junin-Capdic_l #1; MC2: Junin-MC2; OLI: Oliveros;, PIC: Pichind¢; SAB: Sabia; T AC: Tacaribe:
LAG: Lassa-Nigeria; I.AJ: Lassa-Josiah; LCA: LCM-Armstrong; L.CE: LCM-WE; MOP: Mopeia
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detalle las posibles estructuras tipo panhandle
formadas por los extremos 5’ y 3 de los RNAs
virales.

Por otra parte, los mismos criterios se
aplicaron al estudio detallado de las regiones
intergénicas, ya que todas las publicaciones
sobre secuencias de RNAs S de arenavirus han
predicho la existencia local de estructuras tipo
hairpin loop (Auperin et al., 1984; Clegg and
Oram, 1985; Romanowski et al., 1985; Auperin
et al., 1986; Franze Fernandez et al., 1987,
Auperin and McCormick, 1988; Ghiringhelli et
al., 1991; Gonzalez et al., 1996; Bowen et al.,
1996; Ghiringhelli et al., 1997; Albarifio ef al.,
1997).

Estructuras secundarias en los extremos y en
las regiones intergénicas de los RNAs S

La de
estructurales en las regiones mencionadas se

determinacion motivos
realizé mediante el andlisis comparativo de las
estructuras 5-Optimas (J-optimal, Zuker, 1989;
Jaeger et al., 1990; Zuker et al., 1991) para
cada RNA S individual (Tablas 12.g y 12.h)
(ver Materiales y Métodos y Capitulo 18).

de los
extremos de los RNAs se determinaron en base
al

Los motivos estructurales
calculo de plegamiento de moléculas
quiméricas. Las mismas se construyeron con
400-600 nucleotidos de cada extremo viral,
una secuencia nucleotidica
homopolimérica de ~200 residuos.

Los

separados por
de
regiones intergénicas se determinaron en base al
calculo de plegamiento de moléculas de RNA S
parciales. En general, se utilizaron moléculas de
~2800-3000 nucledtidos de longitud, a partir
del nucledtido 241 del RNA viral.

En sintesis, mediante esta metodologia
se ha determinado la existencia de motivos de
estructura secundaria comunes en regiones de
los RNAs S importantes desde el punto de vista
conformacional y regulatorio. Estos motivos
podrian formar parte de un codigo estructural
general para los arenavirus.

motivos  estructurales las
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En las Figuras 12.20, 12.21 y 12.22 se
pueden observar distintos motivos estructurales
caracteristicos de los RNAs S de las dos cepas
del virus Junin.

En las Figuras 12.23, 12.24 y 12.25 se
los distintos

muestran  comparativamente

motivos estructurales en todos los arenavirus.

Tabla 12.g. Estructuras secundarias 5-0ptimas
de los extremos 5’ y 3’ virales

Virus | Estructuras Estructura seleccionada
5-6ptimas namero Rs'
analizadas

CD1 24 3 1,16

LAG 29 1 1,00

LAJ 24 1 1,00
LCA 21 1 1,00
LCE 31 | 1,00
MC2 9 1 1,00
MOP 29 1 1,00
OLI1 21 1 1,00
PIC 27 1 1,00
SAB 28 4 1,09
TAC 23 1 1,00
*Rs:  relacion entre el score promedio de la estructura

seleccionada y el score promedio de la estructura
predicha como éptima en base al AG,.

Tabla 12.h. Estructuras secundarias S-6ptimas
de las regiones intergénicas virales

Virus | Estructuras Estructura seleccionada
5-Optimas numero Rs'
analizadas

CDl 4 1 1,00

LAG 4 1 1,00

LAJ 4 1 1,00

LCA 4 l 1,00

LCE 4 1 1,00

MC2 4 1 1,00

MOP 4 1 1,00

oLl 4 1 1,00
PIC 4 1 1,00
SAB 4 1 1,00
TAC 4 | 1,00
*Rs:  relacion entre el score promedio de la estructura

seleccionada y el score promedio de la estructura
predicha como dptima en base al AG,.
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RNAs S virales de los virus Junin-MC2 y Junin-Candid #1
Estructuras tipo hairpin loop intergénicas

Mimmmwmpm.mmsmnmmz
yWﬂ.mehm' ICa dal virus Junin-MC2 B. Estructura de la region
intargénica dal vinus Anin-Candid #1. Las estruchaas caladadas de acuendo a 0 descripto en Materigies
y Mdtadios y on el Caphuio 19 mmw-mmwabmw
h-mmm&mnmumammumaun
Mm@CynmthWuhmmmmmmm
ischurs codiicaniss para N.
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pondientes a los RNAs S virales de 11 arenavirus. Las estructuras fueron calcudas de acuerdo a lo descri

en Materiales y Métodos y en el Capitulo 18. Las estructuras mostradas corres

Figura 12.23. Estructuras tipo panhandie corres

ponden a segmentos de la regiones respectivas de las estructuras completas.

; OLI: Oliveros; PIC: Pichindé; SAB: Sabia; TAC: Tacaribe; LAG: Lassa-Nigeria; LAJ: Lassa-Josiah; LCA: LCM-Armstrong;

CD1: Junin-Candid #1; MC2; Junin-MC2

LCE: LCM-WE; MOP: Mopeia.
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RNAs S virales de arenavirus del Nuevo Mundo
Estructuras tipo hairpin loop intergénicas

CD1 MC2

Figura 12.24. Estructuras tipo hairpin loop correspondientes a los RNAs S virales de arenavirus del Nuevo Mundo.
Las estructuras fueron calculadas de acuerdo a lo descripto en Materiales y Métodos y en el Capitulo 18. Las estructuras
mostradas son una ampliacion de las regiones correspondientes de las estructuras completas respectivas. En rojo se indican
los codones de terminacién de los marcos de lectura codfficantes para GPC y en violeta los tripletes complementarios a los
codones de terminacion de los marcos de lectura codificantes para N.

CD1: Junin-Candid #1: MC2: Junin-MC2; OLI: Oliveros; PIC: Pichindé; SAB: Sabia; TAC: Tacaribe
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RNAs S virales de arenavirus del Viejo Mundo
Estructuras tipo hairpin loop intergénicas

Figura 12.25. Estructuras tipo hairpin loop comrespondientes a los RNAs S virales de arenavirus del Viej
o Mundo.
Las estructuras fueron calculadas de acuerdo a lo descripto en Materiales y Métodos y en el Capltulo 18. Las estructuras

mostradas son una ampliacion de las regiones correspondientes de las estructuras completas respecti j indi

f . pectivas. En rojo se indican
los codones de tgrmlr_\acIOn de los marcos de lectura codificantes para GPC Y en violeta los tripletes complementarios a los
codo_nes de terminacion de los marcos de lectura codificantes para N.

LAG: Lassa-Nigeria; LAG: Lassa-Josiah; LCA: LCM-Amnstrong; LCE: LCM-WE;MOP: Mopeia
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Estructura secundaria de RNA y mecanismos de
recombinacion

Un andlisis detallado de las secuencias
nucleotidicas de los RNAs S de 11 arenavirus
revela la existencia de elementos altamente
conservados (codigos estructurales invariantes) en
las regiones intergénicas. En particular, es
necesario destacar que, en los arenavirus que
presentan mas de una estructura secundaria
intergénica, al menos 2 de ellas constituyen
repeticiones directas e invertidas, casi perfectas y
dispuestas en tandem. La presencia de estas
repeticiones nucleotidicas peculiares se encuentra
s6lo en los arenavirus del Nuevo Mundo: Junin-
Candid #1, Junin-MC2, Oliveros, Sabid y
Tacaribe, y en el arenavirus del Viejo Mundo:
Mopeia (Figuras 12.26, 12.27, 12.28 y 12.29).
Las mismas dan lugar a la posible existencia de
conformaciones de
estabilidad. El resto de los arenavirus analizados

alternativas similar
carece de una de las copias y, por lo tanto, las
conformaciones alternativas propuestas para la
region intercistronica no pueden existir.

Dada la invariancia del c6digo estructural,
se puede postular que estas zonas son regiones
recombinogénicas, que podrian desempeiiar un
papel importante en la combinacién de distintos
segmentos con estrategia ambisense y, ademas,
podrian ser las bases para la interaccion entre
genomas de diferentes virus relacionados. Por

ejemplo, podrian formarse homoduplex o
heterodiplex  alternativos  entre  regiones
intercistrénicas idénticas o similares en los

genomas de aislamientos naturales de arenavirus
(Junin, Machupo, Tacaribe, Pichindé, Lassa,
Mopeia, LCMV) y bunyavirus (serogrupo
Bunyamwera, grupo Uukuniemi, Nairovirus)
(Blinov et al., 1994). Este tipo de mecanismo ya
ha sido postulado como la base estructural para la
generacion de recombinantes intertipicos en
poliovirus (Romanova et al., 1986; Tolskaya et
al., 1987; Pilipenko et al., 1990).

Analizando modelos especificos para
arenavirus se pueden considerar, al menos, dos
situaciones que posibilitarian la generacion de
RNAs S recombinantes intraespecie y, al menos
una, que posibilitaria la generaciéon de
recombinantes interespecie. En el primer caso, el
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modelo se basa en la hibridacion parcial de 2
moléculas independientes de RNA S y/o en la co-
existencia de estructuras intergénicas alternativas.
En el segundo caso, el modelo se basa en la co-
infecciéon con dos arenavirus relacionados y la
formacion de una estructura heteroduplex en la
region intergénica.

El modelo basado en la hibridacion
parcial de 2 moléculas independientes de RNA S
se puede ejemplificar considerando los RNAs S
de los virus Junin-MC2 y Mopeia. En base a la
formacion de alguna de las diferentes estructuras
homoduplex posibles (Figuras 12.30 y 12.35), se
pueden generar variantes de RNAs S con diferente
numero de estructuras intergénicas, respecto de
los moldes originales (Figuras 12.31, 12.32,
12.36 y 12.37). Es importante destacar que las
nuevas estructuras intergénicas generadas en las
moléculas de RNAs S recombinantes preservan el
codigo estructural detectado (Figuras 12.34 y
12.38). Por otra parte, la existencia de una
estructura intergénica alternativa (Figura 12.33)
de
motivo

posibilitaria la generacién de variantes
deleciéon, con una sola copia del
estructural. Las mismas reglas podrian funcionar
para generar variantes virales interespecie, que
poseerian un numero variable de estructuras
intergénicas, el marco de lectura codificante para
GPC de un arenavirus y el marco de lectura
codificante para N del otro (ver Figura 12.39).

En cualquiera de los casos, el mecanismo
enzimatico postulado es el de copy choice y tiene
como principal sustento la deteccion de RNAs
polimerasas - RNA dependientes de arenavirus
que parecen carecer del dominio de helicasa y, por
lo tanto, tener dificultades para desenrollar la
region duplex intergénica. En la proteina L de
Tacaribe se ha mapeado el dominio de helicasa en
la region NH,-terminal, mientras que la proteina L
de LCM carece del mismo (Blinov, comunicacion
personal).

la
discusion, la existencia de repeticiones directas e
invertidas no se limita s6lo a las regiones
intergénicas. En funcion de esto, la probabilidad
de emergencia viral, mediante alguno de los
mecanismos de  recombinacién
aumenta significativamente.

Por ultimo, como se describe en

postulados,
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RNA S viral del virus Junin MC2
Estructura tipo hairpin loop intergénica alternativa

Figura 12.33. Estructura tipo hairpin loop alternativa correspondiente al RNA S viral del virus Junin-MC2.
La estructura fue calculada de acuerdo a lo descripto en Materiales y Métodos y en el Capitulo 18. La estructura
mostrada es una ampliacion de la region intergénica formada por apareamiento cruzado de las repeticiones directas
e invertidas (pares [2-3'], [2'-3], [3-2] y [3-2). En rojo se indica el codon de terminacién del marco de lectura
codificante para GPC y en naranja el triplete complementario al codén de terminacién del marco de lectura
codificante para N.
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Discusion sobre la estructura secundaria de
los RNAs S, la existencia de repeticiones
invertidas, perfectas o imperfectas, y los
posibles mecanismos de recombinacién

La recombinacion de RNA, un proceso
que lleva a la unién covalente de dos o mads
moléculas de RNA, es considerado uno de los
mecanismos mas importantes en la reparacion y
evolucion de los genomas virales a RNA.

Durante las ultimas dos décadas,
diferentes estudios sobre la evolucion de los
virus con genoma a RNA han revelado que la
recombinacion es uno de los fendmenos que ha
dado forma a los virus modernos, mediante
rearreglos gendmicos y/o diseminando médulos
funcionales entre virus diferentes (Strauss and
Strauss, 1988; Dolja and Carrington, 1992; Lai,
1992; Simon and Bujarski, 1994). Una funcion
adicional, a corto plazo, de la recombinacién
puede ser el rescate de secuencias funcionales a
partir de moléculas parentales mutadas. Esto es
de particular interés debido a la alta tasa de
de RNA-

dependientes, lo cual genera una poblacién de

error las RNA polimerasas
mutantes llamada cuasiespecies (quasispecies,
Domingo, 1992; Domingo ef al., 1996; Ruiz-
Jarabo et al., 2000; Domingo, 2002).

En de del
mecanismo de reparacion, el genoma reparado
puede ser similar al parental o muy diferente,
especialmente en cuanto a su capacidad para

superar los cambios en el ambiente.

funcion la precision

Por otra parte, la recombinacion puede
ser mucho mas frecuente de lo esperado. King
(1988) ha estimado que alrededor del 10-20 %
de los genomas de poliovirus estin sometidos a
algin evento de recombinacién durante cada
ciclo replicativo. Chetverin (1999) estima que
la recombinacion no homéloga es tanto o mas
frecuente que la recombinacion homologa en
coronavirus, picornavirus, alphavirus y fagos
con genoma de RNA.

La necesidad, la oportunidad

Una particularidad de los sistemas
virales es la generacion de particulas defectivas,
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que, en algin momento, se pueden transformar
en particulas que interfieren con la replicacion
de las viables tipo wild type (particulas
defectivas interferentes, DI). Probablemente
estas DI forman parte de la poblacion de
cuasiespecies (Domingo, 1992; Domingo et al.,
1998).

En la literatura cientifica existen
miltiples publicaciones acerca de moléculas
genomicas defectivas en los extremos. Por
ejemplo, Meyer & Southern (1993, 1994, 1997)
caracterizaron la existencia de moléculas de
RNAs S y L, en células infectadas con el
arenavirus LCM, con deleciones de hasta 30 o
40 nt. en ¢l extremo 3’. Estas moléculas pueden
ser replicadas y encapsidadas, pero no
transcriptas. De la misma manera, en diversos
sistemas virales se ha verificado la coexistencia
de moléculas defectivas y moléculas wild type
en las células infectadas (Welsh et al., 1972,
1975; Dutko ef al., 1976; Huang and Baltimore,
1977; Lazzarini et al., 1981; Meier ef al., 1984;
Kuge ef al., 1986; Makino et al., 1988). En la
mayor parte de los casos, la existencia de estas
moléculas defectivas ha sido asociada con el
establecimiento de infecciones persistentes
(Popescu and Lehmann-Grube, 1977; Dutko
and Pfau, 1978; Giménez and Compans, 1980;
Barret and Dimmock, 1986; D'Aiutolo and
Coto, 1986; Meyer 1997;
Domingo ef al., 1998; Meyer and Schmaljohn,

2000; Villareal et al., 2000).

Un aspecto llamativo es que en ninguna

and Southern,

de las publicaciones mencionadas anteriormente
de
defectivas con deleciones importantes en los
extremos 3’ (100 o mas nt). Probablemente,
esto se debe a que las metodologias utilizadas
para detectar RNAs
permiten observar una pequeiia fraccion de la
poblacion existente.

se describe la existencia moléculas

los defectivos  solo

No obstante esto, dado que existen
multiples mecanismos que podrian asegurar la
de defectivas  y/o
fragmentos de RNAs, tanto virales como

existencia moléculas
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celulares, hay grandes chances de que la
poblacion de cuasiespecies esté formada no sélo
por moléculas defectivas derivadas de un
evento replicativo o transcripcional abortivo,
sino también por fragmentos de RNA derivados
de procesos degradativos, asociados con la
infeccion viral. Algunos de los mecanismos que
posibilitarian la existencia de moléculas
defectivas y/o fragmentos de RNAs, tanto
virales como celulares, estan relacionados con
respuestas celulares a la infeccion viral y otros
con caracteristicas de las replicasas virales.

En sintesis:

» RESPUESTAS CELULARES APOPTOTICAS

En muchos sistemas virales, la infeccion
de una célula dispara en ésta una serie de
respuestas a la agresion. Una de las respuestas
mas conocidas es la produccion de interferon
(IFN). En particular, la produccion de IFN o/3
es activada por la presencia de RNA de doble
cadena, en la primeras etapas del ciclo
replicativo/transcripcional del virus (Vidal and
Coto, 1980; Clark er al., 1986; Dejean et al.,
1987, 1988; Lucia et al., 1989; Kibler et al.,
1997). La produccion de IFN, a su vez, activa
una serie de cascadas de respuestas celulares
que, normalmente, derivan en el inicio de un
proceso apoptotico.

Esencialmente, las respuestas se pueden
clasificar en dos grupos, aquellas que afectan
directamente la viabilidad de la célula vy
aquellas que afectan directamente la viabilidad
del las que afectan
directamente la viabilidad de la célula, podemos
mencionar la activacion de PKR (protein kinase
R) que participa del inicio de la apoptosis
celular mediante la induccion de DISC (death-
induced signaling complexes), que comprenden
una compleja sucesion de cascadas de
activacion de factores proteicos que llevan a la
apoptosis celular; y la reubicacion de la
proteina nuclear PML (promyelocyte leukemia
protein) al citoplasma, mediada por la proteina
Z (en el caso de arenavirus). En cualquiera de

estos casos, uno de los resultados principales es

sistema viral. Entre
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una inhibicion de los eventos traduccionales,
mediada por interaccion directa entre una
proteina celular y/o viral con un factor
traduccional (por ejemplo, PML/eIF4E y/o
Z/eIF4E) o mediante un clivaje selectivo del
RNA ribosomal 28S (Borden et al, 1998a,
1998b; Campbell Dwyer et al., 2000; Lee et al.,
2000; Balachandran et al., 2000; Kentsis et al.,
2001). Entre las que afectan directamente la
viabilidad del sistema viral podemos mencionar
la induccion de la 2-5A sintetasa, la sintesis
concomitante de 2-5A y la activacion de la
RNasa L (endorribonucleasa latente) que, segin
los niveles de 2-5A, cliva preferencialmente
RNA viral de simple cadena y/o el RNA
ribosomal 28S (Houge et al., 1995; Mitra et al.,
1996; Dong and Silverman, 1997; Li et al.,
1998; Martinand et al., 1999; Banerjee et al.,
2000).
> PECULIARIDADES DE LAS REPLICASAS
Durante los eventos de sintesis de RNA
viral (replicacion y/o transcripcion) el complejo
replicativo/transcripcional puede detenerse por
la presencia de una estructura secundaria en el
molde y/o por la deplecion de alguno de los
ribonucledtidos en el pool/ de rNTPs. Esta
situacion plantea, al menos, dos soluciones: se
puede desemsamblar el complejo dando lugar a
la existencia de una molécula de RNA abortiva
o el proceso se puede reactivar mediante el
clivaje de uno o mas de los ultimos nucledtidos
adicionados por pirofosforolisis o por una
actividad endonucleasica celular o asociada a la
polimerasa viral. En el altimo caso, dado que la
reactivacion depende de un balance general
entre la disponibilidad de precursores y las
actividades pirofosforolitica/endonucleolitica y
polimerasica, también puede derivar en el
desensamblaje de los complejos posteriormente
a una pirofosfordlisis/endonucledlisis extensiva;
dando lugar, por lo tanto, a la existencia de
moléculas de RNA abortivas (Rozovskaya et
al., 1982; Rozovskaya et al., 1984; Wang and
Hawley, 1993; Rudd et al., 1994; Orlova et al.,
1995; Sastry and Ross, 1997; Li et al., 1998;
Urban et al., 2001).
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» CLIVAJE MEDIADO POR OTRAS RNASAS

Tampoco se puede descartar que la
generacion  de abortivas  y/o
fragmentos de RNA, viral o celular, puedan
derivar de actividades endo y exonucleoliticas
asociadas con RNasas similares a la RNasa M
(Wreschner et al., 1978) y otras no descriptas
todavia.

En funcion de
anteriores, debemos pensar que es posible que

moléculas

las disquisiciones
la mayor parte de las moléculas que componen
la poblacion de cuasiespecies no pueda ser
replicada ni transcripta. Sin embargo, las
moléculas defectivas y/o fragmentos estan
presentes y pueden participar en eventos de
recombinacion en, al menos, dos situaciones
diferentes:

(1) En el caso en que en la poblacion haya
tipo wild type,
defectivas pueden recombinar durante el

alguna molécula las
ciclo replicativo viral, con la participacion
activa de la polimerasa viral.

(2) En el caso en que en la poblacion no haya

ninguna molécula tipo wild type, las Gnicas

posibilidades  para

revertantes radican en la recombinacion

que se generen
entre moléculas defectivas (0 una molécula
defectiva y un RNA celular), mediada por
alguna proteina celular o por un mecanismo

no proteico, por ¢j. la transesterificacion.

La recombinacion en si misma

La recombinacion in vivo de RNA:

(1) Puede ocurrir cuando una de las
moléculas o ambas moléculas de RNA
no son capaces de replicar (Kirkegaard
and Baltimore, 1986; Munishkin et al.,
1988; Munishkin et al., 1991; Moody et
al., 1994; Hajjou et al., 1996; Bos ef al.,
1996; Brian and Spaan, 1997).

Puede ser guiada por las estructuras
secundarias formadas en cada molécula
de RNA individual, o entre las dos
moléculas de RNA (Kuge et al., 1986;
Romanova et al, 1986; Nagy and

2)
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Bujarski, 1993; Carpenter et al., 1995;
Rowe ef al., 1997).
(3) Puede ocurrir predominantemente en
regiones de los RNAs que carecen de
estructura secundaria (Romanova et al.,
1986; Tolskaya et al., 1987; Carpenter
et al., 19995).
Es promovida por la hibridacion local

de las moléculas de RNA en proceso de

4)

recombinacion (Dzianott et al., 1995).
de
concentracion de RNA similar a la

Presenta la

) una dependencia
recombinacion in vitro (Jarvis and
Kirkegaard, 1992).

Actualmente existen varios modelos de
recombinacion de RNA: el modelo de remplate-
switching o copy choice (soportado por la
mayor parte de los trabajos publicados sobre
distintos virus de plantas y animales), el modelo
de dynamic copy choice, inducido por ruptura,
(Hajjar and Linial, 1993; Zhang and Sapp,
1999; Svarovskaia et al., 2000; Hwang et al.,
2000) y el modelo de ruptura y ligacion (similar
al mecanismo de una ribozima; Chetverin et al.,
1997, 1999; Chetverina et al., 1999; Gmyl et
al., 1999). Un mecanismo adicional postulado
es el de primer alignment and extension. Este
mecanismo implica la hibridacion local entre
una region de una hebra de RNA de polaridad
positiva y una hebra de RNA de polaridad
negativa, que sirve como molde para la
continuidad de la sintesis de la nueva hebra
positiva. De esta manera, se ha demostrado el
rescate de clones inactivados de poliovirus
(Pierangeli et al., 1999).

Ninguna de las 5 propiedades bésicas
mencionadas anteriormente permite distinguir,
con total certeza, cual de estos mecanismos ha
generado un determinado recombinante. Es
factible que muchas de las recombinaciones
homologas ocurran mediante el mecanismo de
copy choice, y su frecuencia sea un parametro
especifico del virus en cuestion, posiblemente
asociado con alguna de las propiedades de la
replicasa, tal como la procesividad y/o la
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presencia de una actividad de RNA helicasa
asociada. Al mismo tiempo, la recombinacion
no homodloga puede ocurrir, principalmente
mediante un mecanismo similar al splicing,
probablemente de
maquinaria proteica, y su frecuencia seria

no dependiente una
independiente del virus en cuestion, ya que

estaria determinada por las propiedades
generales del RNA, tales como la estructura

secundaria y/o terciaria (Chetverin ef al., 1997).

Por otra parte, tradicionalmente, la
recombinacion de RNA ha sido clasificada
como homoéloga y no homologa, sin tener en
cuenta el mecanismo involucrado. Sin embargo,
existe mucha confusién acerca del uso de estas
denominaciones. Por ello, Nagy and Simon
(1997) han propuesto una reclasificacion de
estas denominaciones en tres clases: Clase 1
recombinacion donde la similitud de secuencia
nucleotidica es esencial (similarity-essential
recombination), Clase 2 recombinacion donde
la similitud no es esencial (similarity-
nonessential recombination) y Clase 3 donde la
recombinacion es asistida por la similitud
No
obstante esto, en la literatura actual todavia se
sigue terminologia  de

recombinacién homéloga y no homéloga, con

(similarity-assisted recombination).

utilizando la

criterios relativamente ambiguos.

Actualmente, en muchos virus con
genoma a RNA, virus de plantas, de animales y
bacteriofagos, ha sido verificada en forma
experimental la ocurrencia de eventos de
recombinacion (Romanova et al, 1986;
Tolskaya et al., 1987; Luytjes et al, 1988;
Pilipenko er al., 1989a, 1989b, 1990; Weiss and
Schlesinger, 1991; Lai, 1992; Li and Ball,
1993; Hajjar and Linial, 1993; Raju et al., 1995;
Nagy and Bujarsky, 1995, 1996, 1997;
Bujarsky and Nagy, 1996; Hajjou ef al., 1996;
Olsthoorn and van Duin, 1996; Lai, 1996; Ball,
1997; Chetverin et al., 1997; Hill et al., 1997;
Figlerowicz et al., 1997; Klovins et al., 1997;
Nagy and Simon, 1997; Desport e al., 1998:

Miller and Koev, 1998; Nagy and Bujarsky,
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1998; Nagy et al., 1998, 1999a, 1999b; Aaziz et
al., 1999; Chetverina et al., 1999; Gmyl et al.,
1999; Pierangeli et al., 1999; Negroni and Bue,
1999; Wu et al., 1999; Zhang and Sapp, 1999;
Bruyere et al, 2000; Figlerowicz; 2000;
Molenkamp et al., 2000; Dzianott et al., 2001;
Hwang et al., 2001).

Ademds, muchos estudios detallados,
realizados sobre BMV (brome mosaic virus),
coronavirus, poliovirus, SIN (Sindbis virus),
tombusvirus, TCV (turnip crinkle virus), etc.,
han explorado los requerimientos estructurales
y de secuencia, y la maquinaria proteica,
involucrados en la recombinacion de RNA
(Cascone et al., 1993; Carpenter et al., 1995;
Nagy and Bujarsky, 1995, 1996, 1997;
Chetverin et al.,, 1997, Rowe et al, 1997;
Desport et al., 1998; Nagy et al., 1999a, 1999b;
Simmonds and Smith, 1999; Figlerowicz, 2000;
Molenkamp et al., 2000; Svarovskaia et al.,
2000).

En casi todas las publicaciones
mencionadas anteriormente, el mecanismo de
recombinacion basico postulado es el de
copy Este

mecanismo implica, al menos, tres etapas: (a) el

template-switching o choice.

inicio de un evento replicativo con la
subsiguiente pausa de la polimerasa (por la
de secundarias, la
deplecion de algun nucledtido, etc.), (b) la

seleccion de molde y (c) el reinicio sobre un

presencia estructuras

los
determinantes que facilitan el cambio de molde

molde diferente. Por otra parte,
son: la existencia de una hibridacion local entre
los RNAs sustrato, la existencia de motivos de
reconocimiento de la RNA replicasa y/o la
presencia de estructuras secundarias (Nagy and

Simon, 1997).

La estructura secundaria y la recombinacion
en los arenavirus

Un andlisis detallado de la secuencia
nucleotidica de los RNAs S de los arenavirus
posibilidad de
inserciones en la region intergénica de varios

revela la deleciones y/o

arenavirus. Su ocurrencia puede ser explicada
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por la existencia de repeticiones en tandem
(perfectas o imperfectas) que posibilitan la
formacion de motivos de estructura secundaria
conservados. Las repeticiones en tandem se
encuentran en la region intergénica de los
arenavirus Junin, Oliveros, Sabid, Tacaribe y
Mopeia; mientras que los arenavirus Lassa,
LCM y Pichindé carecen de la segunda copia.

La existencia de conformaciones
alternativas en la estructura secundaria de las
regiones intergénicas, puede generar la

formaciéon de complejos homo- o heteroduplex
por apareamiento entre regiones intergénicas,
idénticas o similares, de genomas wild type de
diferentes arenavirus.

Por lo tanto, las secuencias intergénicas
constituyen regiones recombinogénicas. Esta
particularidad podria jugar un rol importante,
no solo en la recombinacion entre miembros de
la familia arenaviridae, sino también en la
posible interaccién entre genomas de RNA de
virus diferentes.

Dos ejemplos particulares de la
generacion de moléculas de RNAs S hibridas
diferentes, pueden observarse en la Figura
12.39. Ademas de lo mostrado, la generacion de
moléculas de RNA S hibridas interespecificas
puede pensarse en cualquiera de las dos
posibilidades, mitad 3’ del RNA S del virus
Junin y mitad 5’ del RNA S del virus Sabii, o
mitad 3’ del RNA S del virus Sabia y mitad 5’
del RNA S del virus Junin. El resultado final
simplemente varia en la combinacion de
proteinas: N del virus Junin y GPC del virus
Sabia o N del virus Sabia y GPC del virus
Junin. Es probable que
combinaciones puedan generar cambios en el
hospedador y/o el del
recombinante.

las diferentes

tropismo virus

De manera equivalente a la hipotesis
presentada en la Figura 1239, podria
especularse sobre la generacion de RNAs S
recombinantes entre otros pares de arenavirus,
que posean la region 3’ de un arenavirus y la
region 5’ de otro (o viceversa), derivadas de
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eventos de coinfeccion.
de
y de estructuras

Por otra parte, la existencia

repeticiones imperfectas,
secundarias tipo hairpin loop, dentro del
genoma de un mismo arenavirus, o entre
genomas de distintos arenavirus, se extiende
mas alld de las regiones no codificantes
intergénicas. En la Figura 12.40 se muestran, a
manera de ejemplo, todas las posibles regiones
de complementariedad entre el RNA S del virus
Junin-MC2 en polaridad viral versus los RNAs
S de los arenavirus del Viejo Mundo (Figura
12.40.A) y del Nuevo Mundo (Figura 12.40.B),
en la misma polaridad; cualquiera de estas
posiciones es candidata para un evento de
recombinacion mediante los mecanismos de
copy choice o transesterificacion, con la unica
condicion diferencial de que el segundo
mecanismo requiere que al menos una de las
hebras involucradas sea abortiva y presente un
hidroxilo 3’ libre. En la Figura 12.41 se
muestran, a manera de ejemplo, todas las
posibles regiones de complementariedad entre
el RNA S del virus Junin-MC2 en polaridad
viral versus los RNAs S de los arenavirus del
Viejo Mundo (Figura 12.41.A) y del Nuevo
Mundo (Figura 12.41.B), en polaridad viral
complementaria; cualquiera de estas posiciones
es candidata para un evento de recombinacion
mediante el mecanismo de primer alignment
and extension, con la unica condicion de que al
involucradas sea
abortiva y presente un hidroxilo 3’ libre.

menos una de las hebras

Si bien es cierto que en las regiones
codificantes, existe un limitante adicional, que
es la necesidad de un marco de lectura
continuo, para generar un virus recombinante
potencialmente viable; cuando se analiza la
de perfectas o
imperfectas, asociadas con la produccion de
este tipo de recombinantes, es factible encontrar
muchas alternativas de recombinacion; las
cuales podrian derivar en la aparicion de nuevos

genotipos (y fenotipos) virales.

existencia repeticiones,

En la Figura 12.42 se muestra una de
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las tantas alternativas posibles de emergencia de
un nuevo arenavirus, mediante recombinacion
en las regiones complementarias a secuencias
codificantes para las proteinas N de los
arenavirus Junin-MC2 y Oliveros. En este caso
teorico particular, el mecanismo de copy choice
permitiria explicar la generacion de un RNA S
viral complementario que codifica para los
primeros 159 aminoacidos de la proteina N wild
type de la cepa MC2 del virus Junin y para los
altimos 357 residuos de la proteina N wild type
del virus Oliveros. Esencialmente, la proteina N
recombinante podria tener las mismas
propiedades que las wild fype originales.

Por otra parte, también se podrian
generar distintos recombinantes entre moléculas
de RNA de particulas defectivas (no replicables
por si mismas) de un mismo arenavirus, o entre
moléculas de RNA de particulas defectivas de
diferentes arenavirus, que coinfecten al mismo
hospedador circunstancialmente. El mecanismo
involucrado en este caso podria ser también el
de copy choice, asi como el de ruptura y
ligacion (transesterificacion).

En las Figuras 12.43, 12.44, 1245 y
12.46, se muestran ejemplos de potenciales
recombinaciones entre los RNAs S de los
arenavirus Junin MC2 y Oliveros, mediante el

mecanismo de transesterificacion.

En la Figura 12.43, el mecanismo de
transesterificacion daria como resultado un
RNA S recombinante de 3988 nt. de longitud,
derivado de la union de la region 3> no
codificante del RNA S y parte de la region
complementaria al marco de lectura para la
proteina N del arenavirus Oliveros, con la
region 3’ no codificante del arenavirus Junin
MC2. Esta probablemente,
daria lugar a un virus no viable o con fenotipo
Junin, ya que el segmento de marco de lectura
codificante para N de Oliveros no queda en la
misma fase que el correspondiente marco
codificante para la proteina N de Junin MC2.
También es posible que, si este genoma queda
en la poblacion de cuasiespecies, eventos

recombinacion,
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posteriores de mutagénesis (transiciones y
transversiones) podrian permitir el rescate de un
RNA S arenaviral viable.

En la Figura 12.44, el mecanismo de
transesterificacion daria como resultado un
RNA S recombinante de 4076 nt. de longitud,
derivado de la unién de parte de la region
complementaria al marco de lectura para la
proteina N del arenavirus Oliveros, con la
region complementaria al marco de lectura para
la proteina N del arenavirus Junin-MC2. Esta
recombinacion, probablemente, daria lugar a un
virus viable, con fenotipo de tipo emergente, ya
que el segmento de marco de lectura codificante
para N de Oliveros queda en la misma fase que
el correspondiente marco codificante para la
proteina N de Junin MC2, permitiendo la
traduccion de una proteina N hibrida.

Las Figuras 12.45 y 12.46 muestran

otras dos alternativas de generacion de
arenavirus emergentes, con proteinas N
recombinantes, derivadas de la uniéon de

diferentes zonas de la region codificante para la
proteina N del arenavirus Oliveros y la misma
zona de la region codificante para la proteina N
del arenavirus Junin-MC2.

Durante el afio 2001 se han publicado
las caracterizaciones moleculares de los RNAs
S de otros 3 arenavirus del Nuevo Mundo,
Allpahuayo (3343 nt., Moncayo et al., 2001),
Pirital (3393 nt., Charrel et al, 200la) y
Whitewater Arroyo (3316 nt., Charrel et al,
2001b). Un aspecto llamativo de estos RNAs S
es su tamafio, mas pequeiio que el promedio de
los anteriormente descriptos. Por otra parte, en
Pirital se ha encontrado una gran diversidad
genética entre diferentes aislamientos (Weaver
et al, 2001); mientras que en Whitewater
Arroyo, un analisis filogenético revela que el
gen N deriva del linaje A y el gen GPC deriva
del linaje B de un arenavirus del complejo
Tacaribe (Charrel et al., 2001b). En las Figuras
1247 a 12.52
alternativas que permitirian la aparicion de un

se muestran diferentes

recombinante con GPC derivada de un linaje y
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N derivada de otro. En todas las figuras
mencionadas, la region recombinogénica
involucrada en ambos virus es la region
intergénica.

Desde ya que todas
son sOlo eso y deberian

las hipdtesis
anteriores ser
confirmadas experimentalmente, disefiando los

experimentos ad hoc para ello.

Un caso particular, el clon viral 6, de la cepa
MC2 del virus Junin

En 1996, cuando se envié a publicar la
secuencia de la GPC de la cepa Candid #1 del
virus Junin (Ghiringhelli et al., 1997) la tnica
secuencia de referencia disponible era la de la
cepa MC2 del mismo virus. Una de las
interpretaciones posibles sobre el origen de las
diferencias entre ambas cepas es la presentada
en el Capitulo 13 (Tabla 13.a y Figura 13.1),
asociando las diferencias con la atenuacion de
Candid #1. Posteriormente, esto fue descartado
en base a las secuencias de los antecesores
filogenéticos (Albarifio et al., 1997; Albarifio,
1997). No obstante, se mantuvo la presuncion
de que las diferencias estaban relacionadas con
las diferencias de origen de los aislamientos; la
cepa MC2 fue aislada de un roedor mientras
que la cepa Candid #1 deriva en su origen de un
aislamiento a partir de un caso humano
terminal.

Sin embargo, en 2000, Garcia et al.
publicaron los resultados obtenidos en un
estudio de diversidad poblacional utilizando 39
aislamientos (26 aislamientos de humanos y 13
de roedores). El anilisis conjunto de todas las
secuencias del virus Junin existentes en el
GenBank actualmente (Figura 12.53), revela
que el clon viral 6, de la cepa MC2 es tnico en
cuanto a las secuencias que presenta en las
regiones identificadas como a, b, ¢ y d en la
Figura 13.1 y en la Tabla 13.a, codificantes
para la zona C-terminal del péptido sefial y N-
terminal de la glicoproteina G1 (ver Figura
12.53 y Apéndice 12).

Ademas, en 1996, en el congreso
argentino de virologia, Padula ef al. presentaron
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un poster donde mostraron las secuencias N-
terminales de las glicoproteinas G1 y G2 de la
cepa MC2 del virus Junin, y la secuencia
aminoacidica deducida a partir de un fragmento
de PCR que comprendia desde el AUG del
precusor de las glicoproteinas hasta el primer
tercio de la glicoproteina G1. Tanto la
secuencia N-terminal de la glicoproteina Gl,
como la secuencia deducida a partir del
fragmento de PCR resultaron iguales a la de la
cepa Candid #1 y a las del resto de los
aislamientos secuenciados por Garcia er al
(2000). La diferencia principal entre el trabajo
de Padula er al (1996) y el nuestro
(Ghiringhelli et al., 1991) es el material de
partida. El RNA S de la cepa MC2 clonado y
secuenciado en el IBBM deriva de un proceso
de clonado viral y aislamiento por plaqueo (ver
Capitulo S, Figura 5.1), mientras que en el
trabajo de Padula er al. (1996) partieron del
in6culo inicial del aislamiento no clonado,
derivado del Instituto Malbran.

En funcion de la informacion actual, se
puede hipotetizar acerca de que el clon viral 6,
de la cepa MC2, clonado y secuenciado, es un
recombinante.

En funcion de esto, es necesario
analizar nuevamente las diferencias encontradas
en la region codificante para el precursor de las
glicoproteinas (GPC) en la cepa MC2.

Asumiendo como secuencia gendmica
ancestral la de Candid #1, que coincide
totalmente con la mayoritaria, se pueden
considerar varias interpretaciones para las

diferencias encontradas.

Interpretacién 1

Teniendo en cuenta exclusivamente la
tasa de error de la RNA polimerasa viral, se
requieren 9 eventos de delecion (7 puntuales, |
bloque de dos residuos y | bloque de seis
nucledtidos) y | transversion para convertir una
secuencia genomica del tipo de Candid #1 en la
del clon 6, de MC2, en las regiones marcadas
como a, b, y c en la Figura 12.54.

Ademds, se requieren 3 inserciones
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puntuales en la region d (Figura 12.54). Dado
que en este ultimo caso todas las inserciones
implican la incorporacion de un residuo
idéntico al anterior, los cambios de marco de
lectura que han transformado la secuencia del
tipo de Candid #1 en la de MC2 se pueden
explicar mediante el mecanismo de detencion,
retroceso y reinicio de la polimerasa,
caracteristica de las RNAs polimerasas ya
descripta en muchas publicaciones.

Sin embargo, ain cuando todo lo
anterior es factible, y dejando de lado cualquier
subyacen algunos

consideracion temporal,

cuestionamientos y requisitos claves.

Si las deleciones sefialadas en la Figura
12.54 (regiones a, b y ¢) ocurrieron en forma
independiente, una por una:

= (COomo “subsisti0” la molécula de
RNA S defectiva en los sucesivos ciclos
replicativos?

Una respuesta probable es que se
mantuvo en la poblacion de cuasiespecies hasta
la conversion final (Domingo, 1992; Domingo
et al., 1996; Ruiz-Jarabo et al., 2000; Domingo,
2002)

Por otra parte, si las deleciones
ocurrieron en conjuntos tales que se mantuvo el

requisito de un marco de lectura abierto:

= (Por qué los errores “aleatorios” de la
replicasa viral se concentran en esta
region, mientras que en el resto de la
GPC se observan solo cambios puntuales,
la mayor parte de los cuales son sélo

transiciones o transversiones?

Hasta el momento no hay mas respuesta
a estos interrogantes que la percepcion de que
es un conjunto de eventos poco probables.

Interpretacién 2

Teniendo en cuenta las estimaciones de
King (1988) sobre la frecuencia de eventos de
recombinacién en poliovirus y la teoria de las
cuasiespecies, se puede pensar en una
alternativa para los cambios seiialados en la
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Figura 12.54 (regiones a, by ¢).

El punto de partida es considerar la
existencia en la poblacion viral de una molécula
defectiva por delecion de las regiones a+b o
at+b+c que puede ser replicada y transcripta (los
extremos 5° y 3’ del RNA S genémico se
conservan intactos), pero que no generaria una
GPC funcional.

A partir de esta molécula de RNA S se
puede haber recuperado un genoma funcional
mutado mediante la insercion de fragmentos de
RNA derivados de mRNAs celulares (Figura
12.54).

Esta hipétesis permite explicar los
cambios en las regiones a, b y ¢ mediante la
recombinacion en 1 a 3 eventos independientes.

Luego de una busqueda exhaustiva en el
banco de datos de EST humanos y de roedor
(GenBank), se detectaron multiples fragmentos
de mRNAs que cumplen las condiciones
necesarias y constituyen el principal sustento de
esta interpretacion (Figuras 12.55 y 12.56).

Una consideracion adicional necesaria
estd en relacion con la gran conservacion
aminoacidica detectada en la region C-terminal
del péptido sefial de GPC (ver Apéndice 6,
Figura Ap6.1 y Apéndice 12). En todos los
aislamientos del virus Junin la secuencia
L-[AD]-L-A-G-R-S-C-X, 3,
mientras que cuando se extiende el andlisis a

C-terminal es
todos los arenavirus, la secuencia consenso
general es L-[AIDFLTV]-L-[ACS]-G-R-S-C-
X\.3. Esto sugiere que esta region del péptido
sefial resulta crucial para la funcion del mismo
y/o es la secuencia de reconocimiento para el
clivaje proteolitico en el reticulo endoplasmico
mediado por una peptidasa celular.

Todos los eventos de recombinacion
considerados en esta interpretacion cumplen
con la condicion de mantener constante esta
region del marco de lectura de GPC, derivado
del genoma ancestral original o derivado del
fragmento insertado.

En de
mecanismos de recombinacion planteados en

sintesis,  cualquiera los
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los titulos anteriores de este capitulo permitiria
explicar el/los eventos que habrian posibilitado
el rescate de un genoma viral viable a partir de
una molécula defectiva.

Por iltimo, también se debe mencionar
que los cambios aqui descriptos pueden haber
ocurrido en el reservorio natural (el roedor) o
durante el proceso de clonado viral realizado en
el IBBM. Experimentos adicionales con los
inoculos originales e intermedios permitirian,
tal vez, resolver esta cuestion.

Conclusiones generales sobre recombinacion

Asi como la recombinacion entre RNAs
genomicos y subgendmicos de un mismo virus
puede generar DI
variantes -virales (Bar-Joseph et al., 1997), la

particulas y/o nuevas

recombinacion intertipica entre  genomas
funcionales y la recombinacion entre particulas
DI también pueden derivar en genomas hibridos
funcionales (White and Morris, 1994). Las
caracteristicas biologicas de los recombinantes
son impredecibles y, algunas veces, derivan en
la generacion de virus hibridos mas virulentos
que cualquiera de los parentales, como han
demostrado Ding et al. (1996) en un ensayo de
laboratorio. [Estas pruebas replantean una
tradicional pregunta acerca del uso de cepas
virales atenuadas como vacunas: ;Cuan seguras
son?. Recientemente, se han publicado dos
trabajos que permiten cuestionar severamente la
seguridad del empleo de virus atenuados:
Cuervo et al. (2001) publican el hallazgo de
poliovirus viables excretados por individuos
vacunados con cepas atenuadas generados
mediante recombinacion intertipica y Becher ef
al. (2001) presentan el hallazgo de un pestivirus
citopatogénico  letal generado mediante
recombinacion entre un genoma presente en una
infeccion persistente y el genoma de una cepa
vacunal.

Ademas, también existen publicaciones
que sustentan la recombinacion entre virus
diferentes: Luytjes ef al. (1988) sugieren que el
mRNA 2 del Mouse Hepatitis Virus A59 deriva

de una recombinacién entre coronavirus y el
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virus de influenza C y Gibbs & Weiller (1999)
especulan filogenéticamente acerca de la
transmision de un nanovirus (virus a DNA de
plantas) a un vertebrado, transformdndose en un
circovirus (virus a DNA de animales) mediante
la adquisicion de la mitad C-terminal de la
proteina Rep (replication protein) de un

calicivirus (virus a RNA de animales).

Por otra parte, de ninguna manera se
pueden descartar otras posibilidades mucho mas
aleatorias que las planteadas en toda la
discusion precedente.

En muchos sistemas virales, los ensayos
de Northern sobre RNA total
infectadas, hibridados con una sonda viral

de células
genomica, revelan homologia con rRNAs
celulares (especialmente el rRNA 28S), adn en
condiciones de alta estrictez (McClure and
Perrault, 1986). Esto puede estar asociado con
las respuestas celulares apoptoticas y el empleo
de fragmentos de RNAs celulares para reparar
moléculas virales defectivas (Carpenter and
Simon, 1996) y/o facilitar la recombinacion
entre moléculas virales (Dzianott et al., 1995).
Charini ef al. (1994) demuestran la generacion
de mediante la
incorporacién de un segmento de rRNA 28S

revertantes de poliovirus

celular y Becher et al. (1998) publican el
desarrollo de citopatogenicidad en un pestivirus
mediante la incorporacion de un segmento de
un mRNA celular hibrido codificante para la
ubiquitina y para la proteina ribosomal S27a
(NH-ubiquitina-S27a-COOH).

Estos hallazgos plantean la posibilidad
de una evolucién viral mediada, en parte, por
rearreglos en el propio genoma viral y, en parte,
por la adquisicion de segmentos de RNAs o
DNAs celulares (Becker, 2000). Algunos de los
ejemplos mas llamativos son aquellos donde se
ha demostrado la recuperacion de viabilidad
mediante la reconstruccion de estructuras
secundarias cruciales en la regulacion de la
replicacion, transcripcion o traduccion (Klaver
and Berkhoult, 1994; Olsthoorn and van Duin,
1996; Klovins et al., 1997).
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Figura 12.40. Sitios potenciales de recombinacién entre el RNA S viral de la cepa MC2 del virus Junin y
los RNAs S virales de distintos arenavirus, mediante los mecanismos de copy choice o transesterificacion.
Los graficos tipo Dot plor muestran con diagonales las regiones de complementariedad parcial entre los RNAs S
respectivos en polaridad viral (ver Capitulo 18). La region sombreada en gris destaca regiones gendmicas
equivalentes. Los intercambios de material genético en dichas regiones tendrian mayores chances de generar
recombinantes viables. A. Junin-MC2 vs arenavirus del Viejo Mundo. En azul, Lassa cepa Nigeria (LAG); en
fucsia, Lassa cepa Josiah (LAJ); en amarillo, LCM cepa Armstrong (LCA); en rojo, LCM cepa WE (LCE); en
verde, Mopeia (MOP). B. Junin-MC2 vs arenavirus del Nuevo Mundo. En rojo, Oliveros (OLI); en verde,
Pichindé (PIC); en azul, Sabia (SAB); en amarillo, Tacaribe (TAC). Se ha excluido del analisis a Candid #1,
dado que es otra cepa del virus Junin.
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Figura 12.41. Sitios potenciales de recombinacién entre el RNA S viral de la cepa MC2 del virus Junin y
los RNAs S virales complementarios de distintos arenavirus, mediante el mecanismo de primer alignment
and extension. Los graficos tipo Dot plot muestran con diagonales las regiones de complementariedad parcial
entre los RNAs S respectivos en polaridades complementarias (ver Capitulo 18). La region sombreada en gris
destaca regiones gendmicas equivalentes. Los intercambios de material genético en dichas regiones tendrian
mayores chances de generar recombinantes viables. A. Junin-MC2 vs arenavirus del Viejo Mundo. En azul,
Lassa cepa Nigeria (LAG); en fucsia, Lassa cepa Josiah (LAJ); en amarillo, LCM cepa Armstrong (LCA); en
rojo, LCM cepa WE (LCE); en verde, Mopeia (MOP). B. Junin-MC2 vs arenavirus del Nuevo Mundo. En rojo,
Oliveros (OLI); en verde, Pichindé (PIC); en azul, Sabia (SAB); en amarillo, Tacaribe (TAC). Se ha excluido
del analisis a Candid #1, dado que es otra cepa del virus Junin.
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Figura 12.43. Recombinacién mediante transesterificacién (no replicativa) entre los RNAs S defectivos (al menos el
de Junin MC2) de los arenavirus Junin MC2 y Oliveros. En todos los paneles se indican, en rojo las secuencias del
arenavirus Junin MC2 y en azul las secuencias del arenavirus Oliveros. Panel A. Apareamiento parcial de los RNAs S de
Junin MC2 y Oliveros en la regién 3'. La estructura secundaria semeja la de una ribozima tipo cabeza de martillo
(hammerhead). La transesterificacion en la posicién indicada con la flecha, mediante el ataque por parte del hidroxilo 3’ libre
de la molécula de RNA S del arenavirus Junin MC2, permitiria la generacion de una molécula de RNA S recombinante.
Panel B. Mapa del RNA S recombinante, indicando los distintos marcos de lectura. Panel C. Secuencia aminoacidica N-
terminal de la proteina de la nucleocépside del arenavirus Oliveros. Panel D. Secuencia aminoacidica de la proteina de la
nucleocapside del arenavirus Junin MC2.

Figura 12.44. Recombinacién mediante transesterificacién (no replicativa) entre los RNAs S defectivos (al menos el
de Junin MC2) de los arenavirus Junin MC2 y Oliveros. En todos los paneles se indican, en rojo las secuencias del
arenavirus Junin MC2 y en azul las secuencias del arenavirus Oliveros. Panel A. Apareamiento parcial de los RNAs S de
Junin MCZ. y Oliveros en la region 3'. La transesterificacién en la pasicion indicada con la flecha, mediante el ataque por
parte del hldroxi!o 3 libre de la molécula de RNA S del arenavirus Junin MC2, permitiria la generacion de una molécula de
RNA S (ecorpbnnante. Panel B. Mapa del RNA S recombinante, indicando los distintos marcos de lectura. Panel C.
Secuencia aminoacidica de la proteina de la nucleocapside recombinante entre la del arenavirus Oliveros y la del arenavirus

Junin MC2.
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Figura 12.45. Recombinaclén mediante transesterificaclén (no replicativa) entre los RNAs S defectivos (al menos el
de Junin MC2) RNAs S de los arenavirus Junin MC2 y Oliveros. En todos los paneles se indican, en rojo las secuencias
del arenavirus Junin MC2 y en azul las secuencias del arenavirus Oliveros. Panel A. Apareamiento parcial de los RNAs S de
Junin MC2 y Oliv<ns1:XMLFault xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat"><ns1:faultstring xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat">java.lang.OutOfMemoryError: Java heap space</ns1:faultstring></ns1:XMLFault>