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C a p ít u l o  1

V ir u s  con  g e n o m a  de R N A  y  v ir u s  e m e r g e n te s

Ninguna cosa perdura, pero todas fluyen. 
Fragmento a fragmento persisten y así crecen 
hasta que las conocemos por su nombre. 
Entonces gradualmente cambian 
y no son más las cosas que conocemos. 
Lucrecio (94-50 AC)

La  diversidad  viral

La adaptación de los seres vivos a un ambiente cambiante se basa en un compromiso 
entre la variación genética y la selección fenotípica, generando a través de la evolución la 
gran diversidad existente hoy en día. Los virus a RNA merecen la reputación de ser los que 
más rápido evolucionan en la naturaleza. Sus altas tasas de mutación y replicación les 
permiten moverse a un paso evolutivo en el que sus hospedadores con genoma de DNA 
parecen congelados en el tiempo. En las últimas dos décadas ha quedado claro que muchos 
virus a RNA poseen, además, la capacidad de intercambiar material genético con otros virus 
y son capaces de adquirir genes de sus hospedadores con el fin de ampliar su repertorio 
genético. De esta forma, además de producir extraordinarias cantidades de mutaciones, 
materia prima de la evolución, estos virus poseen los mecanismos para eliminar de sus 
genomas los cambios deletéreos acumulados y crear y extender los cambios beneficiosos 
de manera eficiente (Worobey y Holmes, 1999).

O rigen de la  diversidad  en V irus de RNA

In c o r p o r a c ió n  d e  n u c l e ó t id o s  in c o r r e c t o s

Todas las polimerasas de ácidos nucleicos generan errores durante la elongación de 
las cadenas, resultando en la inserción de nucleótidos incorrectos. Las DNA polimerasas 
DNA dependientes poseen la capacidad de corrección de errores (proofreading activity) 
gracias a su actividad exonucleasa que les permite corregir la mayor parte de los errores. 
Las RNA polimerasas RNA dependientes (replicasas) carecen de esta capacidad de 
corrección, resultando en frecuencias de error en la replicación del orden de 1 cada 10  ̂ a 
10  ̂nucleótidos incorporados, mientras que la tasa de error en la replicación del DNA es de 
cien a mil veces menor considerando solamente la actividad exonucleasa 5’^ 3 ’ (sin contar 
los mecanismos de reparación). El efecto de los errores en la polimerización sobre los 
genomas virales es variable. Hay cambios que producen sustituciones de aminoácidos que 
pueden determinar o no la pérdida de infectividad de los virus. El reemplazo de nucleótidos 
en regiones no codificantes puede producir fenotipos alterados, mientras que algunas 
mutaciones pueden estar presentes en el genoma de viriones infectivos, sin presentar 
manifestaciones sobre el fenotipo.

Al analizar las poblaciones de virus con genoma a RNA se observó que en realidad 
éstas eran mezclas de diferentes secuencias genómicas a las que se denominó
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cuasiespecies. Dado que los stocks virales son mezclas de virus genotípicamente 
diferentes, es posible aislar directamente a partir de ellos, mutantes virales. Por ejemplo, las 
cepas vacunales atenuadas de poliovirus son mutantes aislados a partir de un stock no 
mutagenizado de virus salvaje (Sabin et al., 1954).

R e a s o c ia c ió n  d e  s e g m e n t o s

En el caso de los virus con genomas segmentados pueden aparecer nuevas variantes 
como consecuencias de un proceso conocido como reasociación, que consiste en el 
intercambio de una o más moléculas discretas de RNA entre virus genéticamente 
relacionados o entre variantes del mismo virus. El cambio de antígeno del virus de Influenza 
A es el ejemplo clásico de este intercambio genético y sirve para demostrar el significado 
evolutivo potencial de estos eventos. En células coinfectadas con dos cepas diferentes de 
influenza, se replican los ocho segmentos genómicos de los dos virus. Cuando se ensambla 
la nueva progenie viral, se empaquetan los ocho segmentos de RNA sin importar cual es el 
origen parental. Dado que la reasociación involucra el simple intercambio de segmentos de 
RNA, la frecuencia con que se produce es alta. Por ejemplo, la reasociación entre cepas de 
influenza humanas y cepas animales produce la alta diversidad antigénica responsable de 
que cada año se produzcan nuevos brotes de la enfermedad (Li et al., 2003).

R e c o m b in a c ió n  v ir a l

A diferencia de la reasociación, la recombinación, se produce cuando una secuencia 
nucleotídica donante es introducida en una molécula aceptora única y continua de RNA para 
producir un nuevo RNA que posee información de más de una fuente. La recombinación es 
una característica de muchos virus a RNA, es un mecanismo importante para la producción 
de nuevos genomas con ventajas selectivas de crecimiento y ha contribuido a la evolución 
de los virus a RNA por rearreglo de los genomas o por movimiento de partes funcionales de 
moléculas de RNA entre diferentes virus.

La recombinación en virus a RNA fue originalmente observada por Hirst (1962) y 
Ledinko (1963) en cultivos celulares infectados con poliovirus. Desde entonces la 
recombinación en virus a RNA ha sido ampliamente documentada tanto in vitro como in vivo 
en diferentes sistemas virales de cadenas positivas y negativas. La frecuencia de 
recombinación puede ser relativamente alta: se ha estimado que del 10 al 20% de los RNAs 
genómicos recombinan en un ciclo de crecimiento. Por ejemplo, es posible aislar del 
intestino de individuos vacunados, recombinantes entre los tres serotipos de poliovirus 
presentes en la vacuna Sabin a virus atenuados (Cuervo et al., 2001). El significado de 
estos recombinantes es desconocido, pero se ha sugerido que estos virus han mejorado su 
capacidad de replicación en el tracto digestivo humano y por lo tanto poseen ventajas 
adaptativas al compararlos con los virus parentales.

Los mecanismos de recombinación pueden ser dependientes del apareamiento de 
bases como en el caso de los poliovirus, en el que la secuencia donante reemplaza
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limpiamente a una región homologa de la secuencia aceptora, dejando su estructura sin 
cambios. A este mecanismo se lo ha denominado recombinación homóloga, ya que 
involucra no sólo RNAs parentales con un alto porcentaje de identidad nucleotídica, sino que 
también se produce un entrecruzamiento entre sitios homólogos. En otros virus, la 
recombinación es independiente del apareamiento de bases y se produce entre secuencias 
nucleotídicas no relacionadas {recombinación no homóloga).

P r o d u c c ió n  d e  RNAs d e f e c t iv o s  in t e r f e r e n t e s  p o r  r e c o m b in a c ió n  v ir a l

Es posible que las RNA polimerasas en procesos replicativos anormales omitan copiar 
partes de la secuencia y se generen secuencias virales con deleciones. Los RNAs 
subgenómicos resultantes pueden replicar si está presente la RNA polimerasa y si contienen 
las señales adecuadas para la iniciación de la síntesis de RNA.

Estos RNAs subgenómicos son más cortos, se replican más rápido y, por lo tanto, 
compiten por los componentes de la maquinaria viral necesarios para la síntesis de RNA, 
por eso es que son llamados RNAs defectivos interferentes. Estos RNAs carecen de uno o 
más de los genes virales, y son empaquetados en las partículas vírales solo en presencia de 
virus que les proporcionen las proteínas virales faltantes.

Los virus defectivos interferentes se acumulan durante la replicación, tanto en virus de 
cadenas positivas como negativas. La producción de estos virus requiere de una alta 
multiplicidad de infección, condición que es fácil de alcanzar en un laboratorio pero difícil en 
la naturaleza. Aún no ha sido analizado en detalle el papel que juegan las partículas virales 
interferentes en la patogénesis (Huang y Baltimore, 1977; Valdovinos y Gómez, 2003).

E d ic ió n  d e  R N A

La diversidad de los genomas de RNA virales también se consigue por la edición de 
RNA. Los RNA mensajeros pueden ser editados, ya sea por inserción de nucleótidos sin 
molde durante la síntesis de RNA o por modificación de las bases posteriormente a la 
síntesis. Ejemplos de edición de RNA han sido documentados en por ejemplo en 
Paramyxoviridae y Filoviridae (Hausmann et al., 1996; Sánchez et al., 1996; Volchkov et al., 
1995, 2001).

V irus em ergentes

Los virus emergentes han sido definidos como los causantes de enfermedades cuya 
incidencia en humanos se ha incrementado en las últimas décadas o que amenazan con 
incrementarse en un futuro cercano. Estas enfermedades incluyen nuevas infecciones que 
surgen por cambios o evolución de organismos existentes, infecciones conocidas que se 
extienden a nuevas áreas geográficas o poblaciones, infecciones previamente no 
reconocidas, que aparecen en áreas que están sufriendo una transformación ecológica o
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viejas infecciones que reemergen como resultado de una resistencia a los agentes 
antimicrobianos o a un debilitamiento de las medidas de salud pública.

En la historia humana han emergido y reemergido numerosas enfermedades virales. 
En los últimos años han aparecido enfermedades virales emergentes o reemergentes 
causadas por filovirus, hantavirus, arenavirus, paramixovirus, flavivirus, coronavirus y otros 
(Lupi, 2003; Kuiken, 2003; Morens et al., 2004).

Muchos de estos agentes son de origen zoonótico y son transmitidos desde los 
animales directamente al hombre o a través de vectores. El acercamiento humano a las 
especies reservorio naturales de los microorganismos facilita la superación de la barrera de 
especie permitiendo que se infecten algunos individuos. A partir de allí la enfermedad puede 
no avanzar y quedar probablemente sin ser detectada o puede llevar a la adaptación del 
microorganismo a este nuevo hospedador humano y, a partir de allí, originar una epidemia 
con capacidad de expansión tanto en el tiempo como en el espacio.

Las especies reservorio habitualmente son infectadas subclínica o asintomáticamente 
y la distribución de la enfermedad normalmente refleja el rango y la dinámica de las 
poblaciones de las especies hospedadoras que funcionan como reservónos.

Varios factores contribuyen a la emergencia y reemergencia de enfermedades virales, 
pero la mayoría está ligada al incremento de la población y de los viajeros que se trasladan 
por todo el planeta. Entre los factores se pueden nombrar el sobrepoblamiento de las 
ciudades con pobres condiciones sanitarias y los cambios en la manipulación y el 
procesamiento de grandes cantidades de alimentos. También son importantes los cambios 
de hábitos de las especies reservorio y de los vectores (promovidos por factores como el 
cambio climático) que pueden facilitar su aproximación a poblaciones humanas con el 
consiguiente aumento progresivo del contacto con el hombre. Así mismo, también 
contribuyen el deterioro de la infraestructura de la salud pública, que es incapaz de contener 
las demandas de la población, y la aparición de resistencia a los agentes antimicrobianos 
ligados a su mal uso.

Muchos nuevos virus (o virus desconocidos anteriormente) han emergido, producto de 
cambios ecológicos, climáticos y socioculturales y, a su vez, han podido ser detectados de 
forma más eficiente gracias al perfeccionamiento de diversas técnicas, en particular de 
aquellas provistas por la biología molecular, que permiten la rápida caracterización e 
identificación de los diversos agentes patógenos. Una detección temprana es clave en el 
control de las epidemias. Por lo tanto, la vigilancia clínica y epidemiológica es a menudo la 
forma más efectiva de conseguir la identificación temprana de los agentes infectivos.

Desde 1992 la Organización Mundial de la Salud ha organizado un programa de 
supervisión y control de enfermedades denominado Communicable Disease Surveillance 
and Response (CSR) con el objeto de detectar rápidamente enfermedades reemergentes e 
identificar nuevas enfermedades infecciosas para así poder asegurar una respuesta efectiva 
y dentro de los márgenes de tiempo adecuados.
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C a p ít u l o  2 

A r e n a v ir u s

H isto ria  y  taxo no m ía

La primera descripción de una infección humana producida por arenavirus fue 
realizada en 1925 por el médico sueco Arvid Wallgren, denominando a la enfermedad 
meningitis aséptica aguda. Posteriormente, se la conoció como coriomeningitis linfocitaria y 
recién en 1934 se aisló el primer virus asociado a esta enfermedad.

Varios grupos independientes realizaron el descubrimiento del virus casi 
simultáneamente. Armstrong & Lillie, publicaron la primera descripción 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. Nunca se pudo conocer con certeza el origen del inóculo viral, ya 
que éste podría haber estado presente en el homogenado de cerebro humano o en alguno 
de los monos utilizados. La naturaleza y procedencia de nuevos inóculos virales de LCM 
fueron descriptas por Rivers & Scott en 1935 y por Traub, en el mismo año.

Entre 1956 y 1963, se aislaron, en el continente americano, tres virus, denominados 
Tacaribe (Trinidad), Junín (Argentina) y Machupo (Solivia) que pronto demostraron compartir 
características serológicas y morfológicas entre sí (Mettier et al., 1963).

Inicialmente, el criterio para la clasificación de estos virus dentro de un grupo fue 
únicamente epidemiológico. Debido al escaso conocimiento de la época y al origen de 
algunos de los aislamientos, inicialmente fueron ubicados dentro de los arbovirus. Este 
conjunto de virus, denominado así por arthroDod-borne-viruses. incluye virus de varias 
familias (entre ellas las familias Reoviridae, Flaviviridae, Togaviridae, Bunyaviridae y 
Rabdoviridae) y se replican dentro de artrópodos hematófagos, transmitiéndose a sus 
hospedadores vertebrados mediante picaduras. No obstante, nunca pudo probarse que los 
ácaros fueran vectores de las enfermedades producidas por los virus antes mencionados y 
se supone que la detección inicial fue casual y debida a los hábitos hematófagos de los 
artrópodos ensayados.

La familia Arenaviridae se creó en 1970 en base a la caracterización serológica, 
bioquímica y morfológica de estos virus, con LCM como prototipo y los virus Tacaribe, Junín 
y Machupo conformando el complejo Tacaribe (Rowe et al., 1970b; Johnson et al., 1973; 
Pfau et al., 1974).

Desde la descripción del virus LCM, se han ido descubriendo varios arenavirus, 
especialmente en América, en un promedio de aproximadamente uno cada tres o cuatro 
años, por lo que su número está en permanente aumento. Actualmente, la familia esta 
compuesta por 19 miembros reconocidos por el Comité Internacional para la Taxonomía 
Viral (ICTV, International Committee forthe Taxonomy of Virusas-, Clegg et al., 2000).

El nombre de la familia (del latín arenosus) deriva del aspecto arenoso o granuloso 
que presentan los viriones al ser observados con el microscopio electrónico y esto está 
directamente asociado con los ribosomas presentes en el interior de los mismos.
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Los arenavirus causan infecciones crónicas en roedores de Europa, África y América. 
Los animales con infecciones crónicas asintomáticas se mueven libremente en su hábitat 
natural y pueden invadir los ámbitos en donde el hombre puede llegar a entrar en contacto 
con los virus excretados e infectarse. Las infecciones de humanos con arenavirus son 
comunes, causando fiebres hemorrágicas, en algunos casos severas, mientras que otros 
son aparentemente no patógenos o raramente infectan al hombre.

En base al análisis filogenético del RNA viral, a la reactividad serológica cruzada y al 
sitio geográfico de aislamiento, los arenavirus fueron clasificados en dos grandes grupos. La 
división separa a los arenavirus del Viejo Mundo, aislados en Africa y Europa (complejo 
LCM-Lassa), de aquellos del Nuevo Mundo, aislados en el continente americano (complejo 
Tacaribe) (Wulff et al., 1978; Buchmeier et al., 1995). El criterio para esta agrupación fue 
confirmado a partir de los datos obtenidos con el uso de anticuerpos monoclonales (Ruó et 
al., 1991) y de la biología molecular (Buchmeier y OIdstone, 1981; Compans et al., 1981; 
Compansy Bishop, 1985; Ghiringhelli etal., 1991; Clegg, 1993).

El grupo de los arenavirus del Viejo Mundo incluye al virus de la coriomeningitis 
linfocitaria (LCM), que es la especie prototipo de la familia, y a los virus Lassa (LAS), Ippy 
(IPPY), Mobala (MOB) y Mopeia (MOP) (Peters et al., 1996, Clegg et al., 2000) de los cuales 
sólo Lassa y LCM han sido aislados a partir de seres humanos. Por otra parte, el grupo de 
los arenavirus del Nuevo Mundo comprende a los virus Amapari (AMA), Flexal (FLE), 
Guanarito (GTO), Junín (JUN), Latino (LAT), Machupo (MAC), Oliveros (OLV), Paraná 
(PAR), Pichindé (PIC), Pirital (PIR), Sabiá (SAB), Tacaribe (TCR), Tamiami (TAM) y 
Whitewater Arroyo (WWA) (Clegg et al., 2000). Más recientemente, los análisis filogenéticos 
realizados con un segmento de la proteína N (nucleocápside) han permitido agrupar a los 
arenavirus del Nuevo Mundo en tres linajes (Bowen etal., 1997).

El virus LCM, detectado en ratones y en humanos (Lepine et al., 1937; Rivers y Scott, 
1937; Armstrong y Sweet, 1939), produce en el hombre infecciones inaparentes en la 
mayoría de los casos. Este virus ha sido una herramienta de suma importancia en el 
descubrimiento de los mecanismos inmunológicos relacionados con la infección por 
arenavirus (OIdstone, 1987a y 1987b).

Además de LCM, los virus Lassa, Machupo, Junín y Guanarito son patógenos para 
los humanos, produciendo la fiebre de Lassa, la fiebre hemorrágica boliviana (FHB), la fiebre 
hemorrágica Argentina (FHA) y la fiebre hemorrágica venezolana (FHV), respectivamente 
(Monath, 1975; Mackenzie, 1965; Peters etal. 1974; McCormick, 1990; Salas et al., 1991). 
Todas ellas producen fiebres hemorrágicas severas, con características endemo- 
epidémicas. La fisiopatología de las enfermedades producidas por los virus Junín y 
Machupo son muy similares y, aunque aún no ha sido extensamente estudiada, la FHV 
también posee una sintomatología similar. El virus Sabiá también produce una fiebre 
hemorrágica en humanos, pero el número escaso de infecciones informadas no permite 
asociarlo con una enfermedad epidémica (Coimbra et al., 1994; Barry et al., 1995). 
Recientemente se ha involucrado al virus WWA como posible causa de una infección 
humana severa (CDC, 2000a).

El virus LCM es el único arenavirus de distribución cosmopolita, mientras que el resto 
de los arenavirus están restringidos geográficamente, donde constituyen endemias. De 
hecho, el virus LCM ha sido aislado también en el área endémica de la FHA (Maiztegui et

6



Diego M. Posik Capítulo 2 - Arenavirus

al., 1972; Sabattini, 1977). Recientemente, en el área endémica de FHA se han realizado 
aislamientos de nuevos arenavirus. Uno de ellos, el virus Oliveros, ha sido caracterizado a 
nivel molecular en el CDC {Centers for Disease Control and Prevention) de Atlanta, EE.UU. 
El virus Pampa (PAM), caracterizado parcialmente, es una especie tentativa dentro de la 
familia Arenaviridae, sin embargo aún no se ha descartado que sea una variedad del virus 
Oliveros. Un tercer aislamiento, denominado Río Carcarañá, ha sido caracterizado en 
nuestro laboratorio y en el presente trabajo se plantea la posibilidad de que sea un 
recombinante natural entre los virus Junín y Oliveros.

Fuera del área endémica de FHA, recientemente se ha descubierto en el Noreste del 
Perú al virus Allpahuayo, que infecta a las ratas arbóreas del arroz {Oecomys spp.), aunque 
aún no ha sido asignado oficialmente por el ICTV como un miembro de la familia (Moncayo 
et a/., 2001).

Ecología  y  Epidem io lo g ía  de arenavirus

Los arenavirus se rnantienen en la naturaleza debido a su capacidad de establecer 
infecciones crónicas en sus hospedadores reservorio que, en casi todos los casos, son 
especies de roedores (Arata & Gratz, 1975). LCM se encuentra en Mus y los virus africanos, 
principalmente en roedores Mastomys y Praomys, en la subfamilia Murinae. Los virus del 
Nuevo Mundo se encuentran principalmente en los géneros de roedores Calomys, 
Neacomys, Neotoma, Oryzomys y Sigmodon, todos pertenecientes a la familia Cricétidae, 
subfamilia Sigmodontinae. Excepcionalmente, el virus Tacaribe fue aislado a partir de 
murciélagos frugívoros {Artibeus spp.), pero los intentos posteriores de recuperarlo a partir 
de murciélagos o de algún otro hospedador potencial fueron infructuosos. A pesar de 
aislamientos ocasionales de virus, no fue posible implicar a ningún artrópodo ni a ningún 
otro intermediario. La mayoría de los virus producen una infección persistente, 
frecuentemente asintomática en los hospedadores reservónos, que presentan una viremia y 
viruria crónica.

Es interesante notar que la distribución geográfica de los arenavirus se superpone total 
o parcialmente con las áreas de distribución de los hospedadores primarios y es probable 
que éste sea un factor determinante en la co-evolución de los mismos. Debido a esto, se 
supone que la diseminación de un arenavirus ocurriría en paralelo con la dispersión 
geográfica de su hospedador. Probablemente no existan límites precisos para las áreas 
endémicas, salvo debido a la existencia de barreras geográficas importantes que limiten la 
distribución del reservorio natural.

La epidemiología de las enfermedades producidas por los arenavirus depende de los 
factores de infección en los hospedadores reservorio y en los factores que conducen al 
hombre a entrar en contacto con los roedores que están liberando virus por orina, saliva, 
materia fecal, sangre, etc.

En los roedores infectados, el virus cumple un ciclo que asegura su mantenimiento en 
la naturaleza. En general, se encuentran altos títulos virales en casi todos los órganos y en 
los fluidos corporales como la sangre y, en particular, la saliva del animal. En la mayoría de 
los arenavirus, los roedores presentan infecciones crónicas inaparentes, con eliminación
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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 y, ocasionalmente, se 
infecta el hombre.

La transmisión interhumana es rara, excepto para el virus Lassa. Se han registrado 
algunas dispersiones intrahospitalarias a través de aerosoles en los virus Lassa, Machupo y 
Junín. En algunos casos se piensa que puede existir transmisión viral a través del contacto 
sexual con individuos convalecientes (Frame etal., 1970).

Infecciones agudas en animales de laboratorio inoculados (como cobayos o monos) 
pueden resultar en la liberación de virus en superficies mucosas, con riesgo para los 
trabajadores de laboratorio. Se han registrado infecciones severas en laboratorios con los 
virus LCM, LAS, JUN, MAC, SAB y FLE. Debido a esto, los virus que producen fiebres 
hemorrágicas han sido definidos por el CDC como patógenos de clase A, han sido listados 
como patógenos de nivel de bioseguridad 4 y deben ser manipulados en laboratorios BSL4 
{Biosafety Leve! 4) (CDC, 2000). También se han informado infecciones asintomáticas con 
el virus Pichindé.

Las infecciones experimentales en animales de laboratorio (ratón, hámster, cobayo, 
ratas, monos rhesus y tití) varían con las especies animales y los virus. En general, los virus 
del Nuevo Mundo son patógenos para los ratones lactantes pero no para los destetados. 
LCM y LAS producen el efecto contrario. Los virus crecen moderadamente bien en muchos 
tipos celulares de mamíferos en cultivo.

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

En este último virus, se han identificado dos tipos diferentes de respuesta a la 
infección por parte del roedor (dependientes de diferencias genotípicas), lo cual hace que en 
la población de roedores coexistan tres estados, roedores no infectados, roedores de tipo A 
(con viremia crónica y con fertilidad reducida) y roedores de tipo B (inmunocompetentes y 
con fertilidad normal). También se ha comprobado que la transmisión viral entre individuos 
de la población puede realizarse tanto de forma horizontal como vertical.

La densidad de las poblaciones de Calomys fluctúa cíclicamente en función de la 
proporción de virus que exista en el medio ambiente y que favorecen la generación de 
roedores de tipo A o tipo B. La relativa infertilidad de los roedores de tipo A infectados 
crónicamente se traduce en una progresiva disminución de este genotipo en la población y, 
consecuentemente, de la proporción 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 recuperación de la población con este 
genotipo y posibilita el comienzo de un nuevo ciclo (Johnson et al., 1965; Justinos y 
Johnson, 1969; Johnson et al., 1973; Peters et al., 1974; Webb et al., 1975; Murphy y 
Waiker, 1975; Peters et al., 1987; Childs y 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.



Diego M. Posik Capítulo 3 - Biología de los arenavirus

C a p ít u l o  3

B io l o g ía  de los  A r e n a v ir u s

Características  de los viriones

U l t r a e s t r u c t u r a

Los arenavirus son virus envueltos con genoma segmentado. Las partículas virales 
son de forma variable, con un diámetro aproximado de 50 a los 300 nm (Figura 3.1), siendo 
las de pequeño y mediano tamaño generalmente esféricas, mientras que las más grandes 
son pleomórficas (Dalton et al., 1968; Murphy et al., 1970; Rowe et al., 1970b). En el caso 
del virus Junín, los viriones son redondos u ovales con un diámetro promedio de 110-130 
nm (Lascano & Berría, 1970 y 1974). A partir de datos obtenidos mediante experimentos de 
ultracentrifugación se ha calculado un coeficiente de sedimentación de aproximadamente 
500 S para la partícula viral de varios arenavirus.

Ir  ̂ ‘
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Figura 3.1
Micrografía electrónica de Arenavirus.
a) Sección mostrando viriones de LCM brotando en la superficie de células BHK-21. Se 
observan partículas virales de 110 nm de diámetro conteniendo numerosos gránulos 
electrodensos de 20 nm de diámetro, b) y c) Detalles de los viriones. Las flechas señalan 
a las glicoproteínas de membrana en forma de espíenlas. (El aumento en b es de 
167.100X y en c de 232.750X, la barra representa 100 nm). Tomado de Burns & 
Buchmeier, 1993.

Para el virus Junín suficientemente purificado, la densidad de flotación en CsCI fue 
calculada en 1,20 g/ml (Romanowski, 1981). Otros autores han obtenido valores ligeramente 
diferentes, dependiendo del estado de purificación de los viriones y de la composición de la 
solución utilizada durante la centrifugación (Martínez Segovia y Díaz, 1968; Help et al., 
1970).

En las microfotografías electrónicas, los viriones se observan recubiertos por una 
unidad de membrana electrondensa que contiene proyecciones externas en su superficie.
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Estas proyecciones o espículas aparecen dispuestas de manera dispersa en la envoltura 
membranosa y, cuando se observan preparaciones por tinción negativa, tienen estructura 
claviforme (Murphy et al., 1970).

El interior de los viriones aparece constituido por una materia amorfa compuesta 
principalmente por citoplasma celular y ribosomas, que están presentes en cantidad 
variable, como gránulos electrodensos de 20-25 nm de diámetro (Figura 3.1). Su origen 
celular fue demostrado tanto por métodos genéticos como bioquímicos (Pedersen, 1970, 
1971 y 1973; Pedersen y Konigshofer, 1976; Cárter ef a/., 1973; Farber y Rawls, 1975; Añón 
et al., 1976; Vezza et al., 1977, 1978) y su funcionalidad fue demostrada en sistemas de 
traducción in vitro (Chinault etal., 1981; Giménez y Compans, 1980; Buchmeier e ta i, 1981).

El significado y la posible función de los ribosomas en las partículas virales es 
desconocida. Ha sido posible preparar partículas infectivas que carecen de ribosomas 
detectables (Vezza et al., 1978) y se realizaron estudios en los que se emplearon ribosomas 
sensibles a la temperatura, mostrando que los virus propagados en estas células crecen 
igualmente bien a altas o bajas temperaturas (Leung and Rawls, 1977). Por lo tanto, es 
posible que los ribosomas no sean componentes esenciales de los arenavirus y que 
probablemente sean incorporados dentro de los viriones durante la brotación debido a la 
falta de especificidad en el proceso.

E s t r u c t u r a  d e  la s  n u c l e o c á p s id e s

Además de la presencia de los ribosomas, es muy difícil observar otros detalles 
estructurales internos en las partículas virales intactas. Sin embargo, con el tratamiento de 
los viriones con detergentes no iónicos se logra la ruptura de la envoltura viral y se pueden 
liberar las nucleocápsides. Éstas son complejos de ribonucleoproteínas y están compuestas 
principalmente por la proteína N asociada a las moléculas de RNA genómicos S y L, lo que 
explica los dos tamaños predominantes (Compans, 1993). Los RNAs virales se encuentran 
asociados también con las proteínas L y Z, aunque en menor proporción que con la proteína 
N.

Las nucleocápsides purificadas por centrifugación en gradientes de CsCI pueden ser 
observadas por microscopía electrónica (Young y Howard, 1983). En estas preparaciones, 
aparecen como estructuras circulares cerradas de dos tamaños predominantes, 
aproximadamente 640 nm y 1300 nm de longitud que se correlacionarían con los tamaños 
de ambos RNA virales (Vezza et al., 1977; Figura 3.2). Las formas circulares aparentes que 
adoptan las nucleocápsides se atribuyen a la presencia de secuencias complementarias en 
los extremos 5’ y 3’ de ambos RNA genómicos (Young y Howard, 1983; Auperin et al., 
1984b; Romanowski etal., 1985; Bishop y Auperin, 1987).

E s t r u c t u r a  m o l e c u l a r

La partícula viral posee una envoltura lipoproteica de origen celular adquirida durante 
la brotación de las células infectadas, arrastrando parte del citoplasma adyacente.
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Figura 3.2
Nucleocápsides del virus Tacaribe.
Micrografía electrónica obtenida a partir de nucleocápsides purificadas en un gradiente 
de CsCI (Palmer et al., 1977). En el recuadro se muestra una de las estructuras 
circulares cerradas (110.000X).

Las espículas de la envoltura viral están formadas por los polipéptidos G1 y G2, 
originados por el clivaje proteolítico del precursor de las glicoproteínas de la envoltura, GPC 
(De Mitri y Martínez Segovia, 1985). Las moléculas del polipéptido G1 forman tetrámeros 
globulares en el exterior del virión mientras que los tetrámeros del polipéptido G2 atraviesan 
la bicapa lipídica (Figura 3.3a y b). El dominio N-terminal de G2 se encuentra en el exterior 
del virión y el C-terminal en su interior. Además, esta proteína tetramérica transmembrana 
(G2) se conecta en el exterior del virión por enlaces no covalentes con los tetrámeros 
globulares (G1) y en el interior con las nucleocápsides virales (Figura 3.3b). De esta manera, 
G1 y G2 constituirían las típicas espículas observadas por microscopía electrónica en la 
cubierta viral.

Localizadas en el interior del virión se encuentran las otras proteínas del arenavirus. 
La proteína mayoritaria N, está asociada a los RNAs virales y forma las nucleocápsides 
(Martínez Segovia y de Mitri, 1977; Gard et al., 1977; Grau et al., 1981; Romanowski, 1981; 
González et al., 1983; Clegg y Lloyd, 1983). Además, se encuentran, en cantidades 
minoritarias, otras dos proteínas, la RNA polimerasa (replicasa), llamada proteína L y una 
proteína pequeña denominada Z por contener motivos estructurales del tipo RING fingen 
Junto con estas proteínas, son encapsídadas dentro de la partícula viral algunas 
ribonucleoproteínas celulares como los ribosomas antes mencionados.
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ribosomas

N-RNA S

N-RNA L

RNA polimerasa

\  /
bicapa 
lipídica

< —  N-RNA — ^

Figura 3.3
Esquema de una partícula viral de arenavirus.
a) Las partículas de los arenavirus son pleomórficas, envueltas en una bicapa 
lipoproteica, con las glicoproteínas virales (G1 y G2) asociadas a la misma y 
componentes internos que incluyen dos nucleocápsides circulares de aspecto de 
cuentas de collar y ribosomas. Las nucleocápsides están constituidas por RNA (S o L) y 
proteínas, una mayoritaria (N) y otras minoritarias (L y Z) (Bishop, 1990). b) Modelo de la 
interacción entre los componentes mayoritarios del virión. G2 forma un complejo 
tetramérico, que posee tres dominios. El dominio transmembrana de unos 18 
aminoácidos, conecta el dominio C-terminal interno (asociado con la nucleocápside) con 
el dominio N-ternimal externo que forma un bastón asociado con un complejo tetramérico 
de G1 mediante interacciones iónicas (Burns & Buchmeier, 1993).

Estructura  y  propiedades  del genoma

G e n o m a  v ir a l

Los Arenavirus poseen un genoma segmentado, formado por dos tipos de RNA de 
cadena simple. Estas especies de RNA presentan tamaños diferentes. El RNA menor 
(denominado S, small), tiene unos 3400 nucleótidos de longitud y un coeficiente de 
sedimentación de 22 a 25 S, mientras que el mayor (denominado L, large) posee unos 7200 
nucleótidos, con un coeficiente de 31 a 37 S. Por lo tanto, la capacidad génica codificante 
potencial es de unos 11.000 nucleótidos (Martínez Segovia y Grazioli, 1969; Añón et al., 
1976; Riviere et al., 1985a).

Hasta el momento, Tacaribe, LCM, Pichindé y Lassa son los representantes de la 
familia Arenaviridae cuyo genoma ha sido totalmente secuenciado (Auperin et al., 1984a y b; 
Romanowski et al., 1985; Romanowski y Bishop, 1985; Bishop y Auperin, 1987; Franze- 
Fernández et al., 1987, lapalucd et al., 1989a, 1989b; Salvato et al., 1989; Salvato y 
Shimomaye, 1989; Zhang et al., 2001; Vieth et al., 2004). La secuencia nucleotídica 
completa del RNA S fue determinada, además, para los virus Junín (Ghiringhelli et al., 1989; 
Ghiringhelli et al., 1991; Ghiringhelli et al., 1997), Mopeia (Wiison et al., 1991) Oliveros 
(Bowen, et al., 1996a), Allpahuayo (Moncayo et al., 2001), Machupo, Sabiá, Guanarito, 
Cupixi, Amapari, Whitewater Arroyo, Tamiami, Bear Canyon, Pirital, Flexal, Paraná y Latino 
(Charrel et al. 2002).
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En todos los arenavirus estudiados, se ha observado que los RNAs no se hallan en 
cantidades equimolares, encontrándose un exceso relativo de moléculas de RNA S con 
respecto a la del RNA L. Sin embargo, para ser infectivas, las partículas virales deben 
poseer al menos una molécula de cada tipo de RNA. Esta diferencia en las cantidades 
relativas podría deberse a un mecanismo de empaquetamiento poco preciso que permite 
empaquetar en los viriones un número variable de ribosomas, como también permite la 
formación de partículas genéticamente diploides, al menos para el RNA S (Romanowski y 
Bishop, 1983).

Además de los RNA genómicos, se han encontrado dentro de los viriones otras 
moléculas de RNA con coeficientes de sedimentación de 4-6S, 18S y 28S. Se ha 
demostrado que estos RNAs tienen un origen celular y provienen de los ribosomas 
presentes en el virión (Abelson et al., 1969; Pedersen, 1970; Cárter et al., 1973; Añón et al., 
1976; Vezza etal., 1977; Ramsingh etal., 1980; Dutko etal., 1981).

Como ya se ha dicho, estos ribosomas no parecen tener función alguna en el ciclo 
replicativo viral y su presencia dentro de los virus podría deberse a un sistema de 
encapsidación y brotación poco específico. Efectivamente, los arenavirus son capaces de 
encapsidar también algunas de las especies de RNAs utilizadas como intermediarios en la 
replicación viral, tales como la forma antigenómica del RNA S, aunque su proporción no 
supera al 5% de la masa del RNA S genómico. Además, en algunas preparaciones de 
Pichindé, se ha detectado por Northern Blot un RNA 15S, que según algunos autores 
(Farber y Rawls, 1975; Dutko et al., 1976; Auperin et al., 1984a; Bishop, 1990), sería el 
mRNA de la proteína N, aunque esto 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 molares comparables al RNA S viral. La 
caracterización del mismo permitió comprobar que corresponde al mRNA transcripto del gen 
Z. Es probable que este RNA se encuentre asociado a los ribosomas en la partícula viral y 
pueda ser traducido en una etapa muy temprana de la replicación del virus en una célula 
infectada (lapalucci et al., 1989a; Salvato y Shimomaye, 1989).

A partir de los datos de secuencia de los RNA virales se han podido identificar en 
cada RNA dos marcos abiertos de lectura con capacidad de codificar proteínas. En ambos 
casos, los mismos están en sentidos opuestos, lo que resulta en una doble polaridad del 
RNA. Por ello, Auperin et al. (1984b) propusieron el nombre de ambisense para diferenciar 
esta estrategia de las conocidas para otros genomas de RNA de cadena simple {negativa y 
positiva sense). La doble polaridad es una estrategia de codificación que también presentan 
algunos géneros de bunyavirus, una familia muy relacionada en este aspecto con los 
arenavirus (Elliot, 1990).

E s t r a t e g ia  d e  c o d if ic a c ió n

Cada uno de los RNAs genómicos S y L, posee dos marcos de lectura no solapados, 
con orientaciones opuestas, que codifican para distintas proteínas (Vezza et al., 1978; 
Leung et al., 1979 y 1981; Harnish et al., 1983). El RNA S codifica para la proteína de la 
nucleocápside, N (polaridad antigenómica) y el precursor de las glicoproteínas externas, 
GPC (polaridad genómica), que es procesado proteolíticamente durante el ciclo replicativo
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viral, para producir las dos glicoproteínas de la envoltura del virión, G1 y G2 (Auperin et al., 
1984b; Romanowski et al., 1985; Auperin etal., 1986; Franze-Fernández etal., 1987; Wiison 
y Clegg, 1991; Ghiringhelli et al., 1991). El RNA L contiene la información para la RNA 
polimerasa (replicasa) viral, L (polaridad antigenómica, lapalucci et al., 1989a; Salvato et al., 
1989) y una proteína denominada Z por contener estructuras del tipo RING finger s\n función 
biológica asignada hasta el momento (polaridad genómica, lapalucci et al., 1989b; Salvato y 
Shimomaye, 1989). Los genes se hallan separados por una región no codificante que 
contiene secuencias autocomplementarias (Figura 3.4). Esta característica les confiere la 
potencialidad de formar una estructura secundaria muy estable, compuesta por una o dos 
horquillas, según el virus, denominadas stem-loops (Romanowski, 1993; Salvato, 1993). De 
esta manera, casi toda la capacidad codificante de los RNAs virales está aprovechada, 
presentando solamente secuencias no codificantes relativamente cortas en los extremos 3’ y 
5’ y en la región intergénica (Figura 3.4).

Los extremos 3’ de los RNAs genómicos S y L presentan una corta secuencia de 19 
nucleótidos muy conservada en toda la familia viral (3' GCGUGUCACCUAGGAUCCG 5', 
Auperin et al., 1982a y 1982b). Se supone que esta secuencia podría tener alguna 
importancia en el reconocimiento del molde por parte de la RNA polimerasa en el inicio de la 
replicación. Esta característica es conocida dentro de los togavirus (Ou et al., 1981), 
paramyxovirus (Blumberg et al., 1981) y bunyavirus (Elliot, 1990) y, aparentemente, en los 
filovirus (Kiley ef a/.,1986; Feldman et al., 1993). Sin embargo, se han publicado datos sobre 
la heterogeneidad de esta secuencia en el virus LCM, en aparente contradicción con la 
hipótesis anterior (Meyer y Southern, 1994).

GPC

Figura 3.4
Organización molecular en el RNA S del virus Junín.
El esquema resume las predicciones obtenidas a partir de los datos de secuencia. El 
RNA S se muestra en forma circular cerrada (panhandle) con los extremos 5 ’ y 3’ 
apareados. Con flechas abiertas, se indican los marcos de lectura de los genes GPC  
(sentido positivo) y N (sentido negativo). En la región intergénica se muestran las 
estructuras en horquilla. Las estructuras no están dibujadas en escala (Romanowski, 
1993).

Otra característica común importante con respecto a esta secuencia, es que en el 
extremo 5' viral de los RNAs se encuentra una secuencia complementaria a la misma e 
invertida. Así, cuando se analiza la complementariedad en los extremos de los RNAs
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genómicos, es posible formar complejos intramoleculares de tipo panhandie (Salvato et al., 
1989) que son consistentes con la conformación circular que presentan las nucleocápsides 
observadas por microscopía electrónica (Young et al., 1983). Cuando se analizan 
secuencias particulares, se observa que la complementariedad entre los extremos 5’ y 3’ de 
los RNAs S y L se extiende más allá de la secuencia consenso en todos los arenavirus y, de 
acuerdo a las energías libres calculadas, su formación es altamente probable. La formación 
de esta estructura durante la replicación del virus en la célula infectada podría ser la señal 
que marca el comienzo de la encapsidación viral.

M e c á n ic a  d e  l a t r a n s c r ip c ió n / r e p l ic a c ió n

Utilizando agentes lisosomotrópicos, se ha demostrado que los virus Pichindé, Lassa y 
Mopeia penetran en la célula mediante lisosomas acidices (Glushakova y Lukashevich, 
1989; Harnish etal., 1993).

Si bien no se conocen con precisión los eventos moleculares que ocurren una vez que 
el virus ha entrado a la célula, hay una serie de eventos en el citoplasma celular que 
necesariamente deberán producirse durante la infección, entre los que se incluyen: la 
replicación del genoma viral, la transcripción y traducción de las proteínas virales, el 
ensamblado de las nucleocápsides y, finalmente, la brotación de la partícula viral. Por otra 
parte, la interacción del virus con la célula hospedadora puede derivar en una infección 
persistente o lítica, dependiendo de la línea celular (lapalucci, 1994).

Los mRNAs de las proteínas N y L son transcriptos utilizando como molde la región 3' 
de los RNAs virales S o L respectivamente (de polaridad negativa). En cambio, dado que la 
región 5’ viral es de polaridad positiva, los mRNAs de GPC y Z son transcriptos utilizando 
como molde la región 3’ del RNA viral complementario (antigenómico) S o L, 
respectivamente. El RNA viral complementario (antigenómico) de longitud completa es un 
intermediario obligado en la replicación (Figura 3.5). Hasta el presente no se ha podido 
demostrar que los genes codificados en la región 5’ de los RNAs virales, genómicos o 
antigenómicos de longitud completa, se traduzcan a partir de estas formas directamente, lo 
que hace suponer que el reconocimiento por los ribosomas incluye otros factores diferentes 
a las secuencias codificadas.

La región intergénica no codificante tiene como característica la capacidad de formar 
una estructura secundaria muy estable en forma de horquilla {stem loop) cuya función sería 
la de actuar como terminador de la transcripción (Romanowski et al., 1985; Franze 
Fernández et al., 1987; Salvato y Shimomaye, 1989; Ghiringhelli et al., 1991; lapalucci et al., 
1991; Rivera Pomar, 1991; Tortorici et al., 2001). Esta estructura es simple en el RNA S de 
Pichindé, LCM y Lassa y doble en Junín, Tacaribe y Mopeia (Southern, 1996). Los 
mecanismos de transcripción y replicación 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.
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Figura 3.5
Estrategia de transcripción/replicación del RNA S de los arenavirus.
El esquema muestra la codificación ambisense en el RNA S del virus Junín. El gen GPC  
(flecha negra) está codificado en sentido genómico y el gen N (flecha blanca) en sentido 
antigenómico. Las especies de RNA con polaridad genómica o viral se indica como V y 
las de polaridad antigenómica o viral complementario como VC. También, se muestran 
los mRNAs subgenómicos y se indica la dirección de traducción por los extremos de 
flecha. Las flechas curvadas indican explícitamente, las relaciones entre las diferentes 
especies de RNA.

Tanto la transcripción como la replicación están confinadas al citoplasma de la célula 
infectada aunque la información acerca de la existencia de un componente nuclear que 
pudiera facilitar la replicación de los arenavirus es aún contradictoria. El núcleo podría ser 
requerido para suministrar los mRNAs celulares provistos de cap que actuarían como 
primers en la transcripción y/o la membrana nuclear podría ser el soporte estructural de la 
replicación y transcripción (Southern, 1996).

Una vez que el virus infecta a una célula, la RNA polimerasa que ingresa con las 
nucleocápsides comienza la transcripción de la región 3’. Cuando la polimerasa alcanza las 
estructuras intergénicas en horquilla se disocia del RNA molde, dando origen a una especie 
subgenómica que es el mRNA de la proteína N.

Los mRNAs subgenómicos derivados del RNA S de los arenavirus tienen extremos 5’ 
no codificantes que se extienden más allá del extremo de los RNAs genómicos que sirven 
como molde. Estas extensiones son de longitud variable (1 a 7 nucleótidos adicionales no 
codificados y de secuencia heterogénea; Garcin et al., 1990; Meyer et al., 1994; Raju et 
a/.,1990) y terminan en una caperuza (estructura cap). Es posible que estas extensiones 
deriven, como en influenza y bunyavirus, de mRNAs celulares vía “cap snatching" (Krug, 
1981; Garcin & Kolakofsky, 1992). Por otra parte, los extremos 3’ de los mRNAs carecen de 
cola de poli A.

Los análisis de secuencias de los RNAs L y S genómicos y antigenómicos del virus 
LCM, revelaron una gran heterogeneidad en los extremos 5’ y 3’ con bases no codificadas 
agregadas. También en los extremos, se observó un patrón característico de deleciones 
cortas, generadas y acumuladas durante la infección natural (Meyer & Southern, 1994 y
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1997). Estas moléculas de RNA genómico podrían cumplir un papel importante en la 
determinación de la persistencia viral (Meyer & Southern, 1997).

El extremo 3' de los mRNAs de N, en los virus Tacaribe (lapalucci et al., 1991) y Junín 
(Rivera Pomar et al., 1993), contiene la copia de la primera estructura en horquilla de la 
región intergénica que encuentra la RNA polimerasa en la dirección de la transcripción. Si la 
RNA polimerasa no se detiene en la región intergénica, el resultado es una copia completa 
del RNA S. Esta nueva especie, de secuencia antigenómica, sirve como molde para la 
transcripción de las dos especies de RNA S de secuencia genómica: el mRNA de la proteína 
GPC y el RNA S genómico viral de longitud completa.

Por otra parte, si la síntesis proteica se encuentra inhibida, el mRNA de N es la única 
especie que puede ser sintetizada, producto de la transcripción del RNA S (Franze 
Fernández et al., 1987). La aparición de las otras especies de RNA virales es dependiente 
de la síntesis proteica, lo cual implica necesariamente que el mecanismo de antiterminación 
de la transcripción del RNA S depende de la síntesis proteica. Este efecto de antiterminación 
podría ser llevado a cabo por la proteína N, alguna otra proteína viral o algún polipéptido 
celular con una alta velocidad de recambio. Experimentos recientes en los que se estudiaron 
los eventos tempranos de la replicación y transcripción del RNA S del virus Junín (Lee et al., 
2000; Tortorici et al., 2001) indican que una de las principales responsables de la acción 
antiterminadora in vivo es la proteína N.

Proteínas  virales

En las partículas virales purificadas de los distintos arenavirus sobre los cuales se ha 
trabajado hasta el momento, se han detectado tres proteínas mayoritarias. Estas son la 
proteína de la nucleocápside viral, N y las glicoproteínas estructurales G1 y G2, originadas a 
partir del precursor de las glicoproteínas, GPC (Ramos et al., 1972; Gard et al, 1977 
Martínez Segovia y De Mitri, 1977; Vezza et al., 1977; Buchmeier et al., 1977, 1978, 1981 
Buchmeier y OIdstone, 1978, 1979, 1981; Buchmeier y Parekh, 1987; Gangemi et al., 1978 
Saleh et al., 1979; Cresta et al., 1980; Compans et al., 1981; Grau et al., 1981; Harnish et 
al., 1981a y b; Kiley et al., 1981; Leung et al., 1981; Boersma et al., 1982; Bruns et al., 
1983a y b, 1986; Clegg y Lloyd, 1983; Young et al., 1981). Estas parecen ser las proteínas 
estructurales más importantes del virión.

Además, se han identificado otras dos proteínas, la proteína L (identificada como la 
RNA polimerasa RNA dependiente o replicase) y Z (una proteína que une zinc) que 
finalmente resultan encapsidadas en proporción variable dentro de la partícula viral 
(lapalucci et al., 1989 a y b; Salvato y Shimomaye, 1989).

P r o t e ín a  d e  la  n u c l e o c á p s id e  (N )

La proteína N es el constituyente principal de la nucleocápside y es la más abundante 
del virión, representando un 70% de la masa proteica viral. En el virus Pichindé se ha 
estimado que hay unas 1500 moléculas de proteína N por virión (Vezza et al., 1977), la 
mayor parte de las cuales está asociada a los RNAs virales, por lo cual es indudable que la
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función principal de la proteína N es netamente estructural. El conocimiento de las 
secuencias aminoacídicas de diferentes proteínas N permite estimar una longitud promedio 
de 564 aminoácidos y un peso molecular promedio de aproximadamente 63 kDa. Además, 
permitió reconocer la presencia de varios sitios potenciales de N-glicosilación y de 
fosforilación así como probables dominios de unión a RNA. La responsabilidad o 
participación de la proteína N en otra u otras funciones virales no es muy clara hasta el 
momento.

El ensayo de fijación de complemento fue utilizado para establecer relaciones entre los 
distintos arenavirus (Rowe et 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 y Lehmann-Grube (1973) determinaron que la fijación de complemento estaba 
asociada con una fracción soluble obtenida a partir de células infectadas con LCM. 
Posteriormente, Buchmeier et al. (1977) y De Mitri y Martínez Segovía (1980) demostraron 
que la proteína N o productos de menor peso molecular, supuestamente generados por 
proteólisis intracelular, son los antígenos responsables de la fijación de complemento.

Por otra parte, se ha demostrado que la proteína N de los virus Junín, Pichindé y 
Lassa puede sufrir un procesamiento o degradación produciendo un polipéptido de 25-30 
kDa (Harnish et al., 1981a; Young et al., 1987; Sánchez et al., 1989). Este producto puede 
liberarse por lavado de las células infectadas con el virus Junín y detectarse libre en el 
medio de cultivo sobrenadante, de donde puede suponerse asociado a la superficie celular. 
Por el contrario, en células infectadas con Pichindé la localización del mismo sería 
intranuclear (Young et al., 1987).

Además, se ha descripto la existencia de al menos un epitope de N en la superficie del 
virión de LCM, así como en la superficie de células infectadas (Bruns et al., 1986; Zeller et 
al., 1986 y 1988). Esta observación está soportada, en teoría, por el hecho de que N 
presenta regiones hidrofóbicas que podrían anclarla en la membrana celular. La proteína N 
ha sido localizada en el citoplasma de las células infectadas ya sea por inmunomicroscopía 
óptica o electrónica. Young et al. (1987) describieron que la proteína N estaba presente en 
el núcleo de las células infectadas con Pichindé, aspecto no demostrado en los demás 
arenavirus.

Hay algunos indicios de modificaciones postraduccionales en la proteína N pero la 
forma no modificada es la especie más abundante. Un análisis detallado de las secuencias 
aminoacídicas de las proteínas N permite reconocer la presencia de varios sitios potenciales 
de N-glicosilación y de fosforilación por proteinquinasas, caseinquinasas y tirosinquinasas. 
Todos los estudios sobre proteínas virales glicosiladas demuestran que estos sitios 
potenciales en la proteína N no son utilizados in vivo.

Al menos en LCM, Tacaribe y Pichindé, se ha detectado una forma fosforilada de la 
proteína a tiempos largos en infecciones agudas y en mayor abundancia en células 
persistentemente infectadas. Esto sugiere que la fosforilación de N podría estar involucrada 
en la atenuación de la expresión génica viral que marca la progresión desde una infección 
aguda a una persistente (Boersma y Compans, 1985; Bruns et al., 1986 y 1988). Esta 
fosforilación depende de una actividad de proteinquinasa asociada al virión que utiliza como
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sustrato a la proteína N (Howard y Buchmeier, 1983). Esta actividad aún no ha sido 
asignada a ninguna proteína del virión.

En experimentos recientes se estudiaron los eventos tempranos de la replicación y 
transcripción del RNA S del virus Junín. Los resultados experimentales indican que la 
proteína N es la principal responsable de la acción antiterminadora in vivo (Tortorid et al., 
2001). Estos datos están fuertemente apoyados por el hallazgo de Lee et al. (2000) que 
confirma que la proteína N junto con la proteína L, constituyen los factores mínimos 
requeridos en trans para la síntesis de RNA mediada por la polimerasa del virus LCM.

P r e c u r s o r  d e  la s  g l ic o p r o t e ín a s  (G P C )

Las glicoproteínas G1 (45 a 48 kDa) y G2 (36-38 kDa) se generan por el 
procesamiento proteolítico del precursor GPC (70-80 kDa). El conocimiento de la secuencia 
aminoacídica de varios precursores de las glicoproteínas permitió estimar una longitud 
promedio de 494 aminoácidos y un peso molecular promedio aproximado de 56 kDa en su 
forma no glicosilada. Este precursor está constituido por tres regiones: un péptido señal y las 
glicoproteínas G1 y G2.

La síntesis de la proteína GPC ocurre en polirribosomas asociados a la membrana del 
retículo endoplásmico rugoso, como sucede en otros virus envueltos (Stephens y Compans, 
1988). El procesamiento de éste ocurre en dos etapas (Burns & Buchmeier, 1993). El 
péptido señal es procesado en el retículo endoplásmico, probablemente por la acción de la 
peptidasa señal celular, antes de que la glicoproteína sea transportada hacia el Golgi (York 
et al. 2004). El procesamiento del resto del precursor ocurre entre el Golgi medio y el trans- 
Golgi por el clivaje proteolítico en los virus Lassa y LCM de una proteasa subtilasa SKI- 
1/S1P (Lenz et al., 2001; Beyer et al., 2003), enzima involucrada en el metabolismo del 
colesterol. De esta forma se producen las proteínas G1 y G2, con 5 y 2 oligosacáridos 
complejos, respectivamente, unidos a asparagina (Wrigth et al., 1990). El movimiento final 
de las glicoproteínas hacia la membrana plasmática es mediado por un proceso de 
transporte vesicular. Recientemente, York et al. (2004) determinaron que el péptido señal se 
miristoila, forma parte de la estructura de las espículas y es necesario para la actividad 
fusogénica dependiente del pH que posee el complejo de glicoproteínas maduro.

El uso de anticuerpos monoclonales en el mapeo de epitopes y la microsecuenciación 
de las glicoproteínas de LCM, han permitido establecer que G1 proviene de la región amino 
terminal del precursor (Buchmeier et al., 1987; Burns et al., 1990). Esta proteína parece ser 
la responsable principal de la reactividad inmunológica específica de cada virus. Además, tal 
como se desprende del análisis de secuencias aminoacídicas, es la región más variable de 
las glicoproteínas. En cambio, la proteína G2, formada a partir de la mitad carboxilo terminal, 
es más conservada y muestra reactividad inmunológica cruzada.

Las glicoproteínas G1 y G2, se hallan en cantidades equimolares en el virión y son 
proteínas de superficie, observables al microscopio electrónico como espículas claviformes 
de 5 a 10 nm. G1 es una proteína periférica, mientras que G2 es una proteína integral de 
membrana. Burns & Buchmeier (1991) propusieron el siguiente modelo para la estructura de 
las típicas espículas observadas por microscopía electrónica en la cubierta del virus LCM: la
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proteína G1 formaría tetrámeros globulares asociándose no covalentemente con tetrámeros 
de la proteína G2. La proteína G2 en el interior del virión se conectaría con la nucleocápside 
viral y como se mencionó anteriormente, las evidencias experimentales indican que la 
glicoproteína G1 mediaría la interacción con el receptor celular (Figura 3.3; Borrow & 
OIdstone, 1994; Cao et al., 1998).

RNA POLIMERASA VIRAL (L)

La proteína L es un polipéptido no glicosilado con una longitud promedio de 2200 
aminoácidos y un peso molecular promedio de 180-250 kDa (Salvato et al., 1992). La 
actividad que se le atribuye es la de RNA polimerasa RNA dependiente (replicase) análoga 
a la proteína L de rhabdovirus y paramyxovirus.

Esta proteína se halla asociada a la nucleocápside viral formando un complejo 
ribonucleoproteico. Como ya se mencionó, Lee et al. (2000) mostraron que esta proteína, 
junto a la proteína de nucleocápside, constituyen los factores mínimos necesarios (que 
actúan en trans) para permitir la síntesis de RNA.

Un aspecto llamativo es que, si bien la proteína L presenta regiones consenso con 
otras replicasas, el análisis en bancos de datos revela homologías poco explicables.

Así, la replicasa del virus de la estomatitis vesicular (VSV) presenta mayor homología 
con la proteína N del virus LCM que con la replicasa misma. Otro aspecto destacadle es la 
escasa homología (identidad y cambios conservativos) que se encuentra cuando se 
efectúan alineamientos, múltiples o de a pares, de las secuencias nucleotídicas o 
aminoacídicas entre las RNA polimerasas de los arenavirus.

P r o t e In a  Z

Esta proteína, de unos 11 kDa en el virus LCM, está codificada por el gen Z del RNA 
L. En su extremo carboxilo terminal presenta un motivo de unión a zinc tipo RING finger. 
Salvato & Shimomaye (1989) mostraron experimentalmente que la proteína Z une zinc in 
vitro.

Se ha sugerido que la proteína Z es un componente estructural de las nucleocápsides 
(Salvato et al., 1992) y que actúa como cofactor en la replicación viral y/o la transcripción 
(Garcin et al., 1993). Sin embargo. Lee et al. (2000) demostraron que mientras que las 
proteínas N y L constituyen los factores mínimos necesarios para que exista síntesis de 
RNA, la proteína Z tendría un efecto inhibitorio en la replicación y transcripción de los 
minigenomas construidos artificialmente del virus LCM.

Esta aparente discrepancia posiblemente se deba a diferencias en las funciones de la 
proteína Z de los virus Tacaribe y LCM. También es posible que los anticuerpos anti- 
proteína Z de Tacaribe usados en los estudios pudieran afectar a factores celulares 
requeridos para la síntesis de RNA. Por otra parte, como la proteína Z es un componente 
estructural del virión, la eliminación con anticuerpos de proteína Z podría causar también la 
eliminación de la proteína N. Sin embargo, cuando al virus LCM se lo trata con detergentes 
no iónicos, la proteína Z particiona en la fase hidrofóbica en lugar de permanecer asociada a
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la nucleocápside viral. Este hallazgo llevó a proponer que la proteína Z de los arenavirus 
sería la contraparte de las proteínas de matriz halladas en otros virus RNA negativos (Lee y 
de la Torre, 2002; Eichier et al., 2004).

Por otro lado, Borden et al. (1998) mostraron que la proteína Z interactúa con la 
fracción nuclear de la proteína PO ribosomal y relocaliza los cuerpos nucleares denominados 
(PML) al citoplasma. Estos datos motivaron estudios para tratar de determinar si la proteína 
Z podría tener algún efecto en la traducción celular.

Los resultados publicados por Campbell-Dwyer et al. (2000) demostraron que la 
proteína Z del virus LCM inhibe la síntesis de proteínas a través de interacciones con la 
maquinaria de traducción celular. Esta acción de la proteína Z es dependiente de la 
integridad de su motivo RING finger y podría explicar la disminución del crecimiento 
observado en las células infectadas. Además, quizás representa una estrategia viral para 
establecer la infección crónica (Campbell-Dwyer et al. 2000).

De todas estas observaciones se desprenden numerosos interrogantes que restan 
contestar sobre el espectro de funciones de la proteína Z de los arenavirus.

Patogénesis  viral

In f e c c ió n

El ciclo de infección viral comienza con la unión de los viriones a la membrana de la 
célula blanco. Esta unión depende de la interacción entre las proteínas de la superficie del 
virión y una proteína de la membrana plasmática que actúa como receptor viral. La segunda 
etapa es el ingreso del virus dentro de la célula ocurre por un proceso de fusión de 
membranas (Chopin y Scheid, 1980; Marsh y Helenius, 1989; Helenius etal., 1989).

Ese ha descripto que el virus LCM penetra a la célula blanco a través de un 
mecanismo de endocitosis mediada por receptor y fusión dependiente de pH (Borrow y 
OIdstone, 1994). En este sistema, la glicoproteína G1 es la única responsable de la 
interacción inicial. Recientemente, se identificó a la proteína periférica de membrana 
denominada a-dystroglycano como el receptor celular de los virus LCM y Lassa, (Cao et al., 
1998). Esta proteína está codificada por un único gen y se procesa para dar origen a dos 
cadenas a y p que conforman el complejo dystroglycano. Este complejo se expresa en una 
gran variedad de tejidos y media las interacciones de las células con la matriz extracelular 
(Schneider-Schaulies, 2000).

El ingreso en la célula se produce a través de grandes vesículas de paredes lisas y 
no asociadas con clatrina o microfilamentos. Posteriormente, la progresiva acidificación del 
endosoma que contiene al virión hace que a pH 5,3-5,5 (endosoma tardío) se produzca la 
fusión de la envoltura viral con la membrana endosomal, un cambio de conformación 
irreversible en G1 que lleva a la disociación del complejo G1-G2, la formación de un poro (Di 
Simone et a/.,1994; Di Simone y Buchmeier, 1995) y la liberación de las nucleocápsides y 
las proteínas asociadas (Z y L) al interior de la célula. Posteriormente, se produce la 
disociación del complejo proteína N-RNA y se inicia una serie de eventos en la célula 
infectada que incluye: la transcripción de los genes virales, la traducción de los mRNAs y la 
replicación del RNA genómico. Estos llevan, finalmente, al ensamblado de las
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nucleocápsides, a la encapsidación (mecanismo del cual se conoce poco) y la brotación de 
los nuevos virus.

Utilizando técnicas de inmunofluorescencia indirecta con anticuerpos específicos 
dirigidos contra la proteína N (Zeller et al., 1988), la misma es detectada mayoritariamente 
en el citoplasma, lugar donde, probablemente, se produce el ensamblaje de las 
nucleocápsides.

Es posible que las glicoproteínas G1 (externa) y G2 (transmembrana) se dispongan 
en la membrana plasmática en grupos (rañs), excluyendo a las proteínas de membrana 
celulares (York et al., 2004). Las nucleocápsides podrían interactuar con el dominio 
citoplásmico de G2, con (Salvato et al., 1992) o sin (Bruns et al., 1986) la intervención de la 
proteína Z. Una vez concretadas estas interacciones moleculares, se produce la brotación 
de las partículas virales a nivel de la membrana plasmática de la célula infectada, que es la 
única etapa de la morfogénesis viral que ha sido observada por microscopía electrónica 
(Figura 3.1; Dalton etal., 1968; Murphy e ta i, 1970).

PARTICULAS D e f e c t iv a s  e In t e r f e r e n c ia  v ir a l

Las infecciones virales, en animales o en células en cultivo, normalmente, se 
caracterizan por la generación de una proporción variable de la progenie con algún tipo de 
alteración en su genoma que afectan a una o más de las funciones necesarias para su 
replicación autónoma. Las modificaciones van desde un simple cambio en la RNA replicasa 
(Inokuchi y Hirashima, 1987) hasta formas incompletas, con delaciones más o menos 
importantes o con rearreglos en su genoma (Whitaker-Dowling y Younger, 1987). Estas 
partículas son liberadas al medio de la misma manera que los virus normales (Fenner et al., 
1974) y poseen la capacidad de interferir en el desarrollo de éstos, por lo cual Huang y 
Baltimore (1970) propusieron el nombre de partículas defectivas interferentes (DI), para 
diferenciarlos de los virus infectivos.

Estas partículas interferentes fueron definidas en base a la pérdida de parte de su 
genoma, la presencia de las proteínas normales de los virus infectivos, la replicación sólo en 
presencia de virus infectivos homólogos o muy relacionados y la interferencia con la 
replicación de las partículas infectivas (Huang y Baltimore, 1977).

Las partículas DI interfirieren con la replicación del virus estándar 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 estándar en las infecciones persistentes.

En particular, las partículas DI de los arenavirus se generan en una alta proporción 
durante las infecciones agudas o a partir de células persistentemente infectadas y fueron 
descriptas con detalle para los virus LCM y Pichindé (Southern, 1996). Estas se caracterizan 
por tener viriones de menor tamaño que los infectivos, igual composición proteica, aunque 
con una estequiometría diferente y la existencia de formas de RNA S y L de tamaño 
subgenómico y de ambas polaridades (genómica y antigenómica), que evidenciarían algún 
tipo de deleción (Romanowski y Bishop, resultados no publicados; Stocker etal., 1994).

Las partículas DI de los arenavirus se generan en una alta proporción durante las 
infecciones agudas y a partir de células persistentemente infectadas. Este fenómeno, se
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manifiesta en las infecciones por arenavirus cuando se utilizan multiplicidades de infección 
(mdi) mayores que una unidad formadora de placas por célula (ufp/cel). En estos casos, se 
observa una disminución del nivel de lisis celular y de los títulos de los sobrenadantes. Este 
inconveniente se puede solucionar utilizando diluciones sucesivas del mismo inóculo. Por 
este motivo, cuando se amplifica un inóculo viral en cultivos de células, se utiliza una mdi de 
0,1 a 0 ,0 1  ufp/cel para evitar la infección simultánea de partículas vírales funcionales con 
partículas ínterferentes defectivas (Rivera Pomar, 1991; Lozano, 1995).

El conocimiento acerca de la generación de las partículas DI de los arenavirus y la 
comprensión de los mecanismos moleculares de la interferencia es aún muy escaso. Bruns 
et al. (1990) han propuesto un modelo de replicación del RNA S del virus LCM en células 
BHK, que permitiría explicar la formación de las partículas defectivas Ínterferentes.

In f e c c io n e s  P e r s is t e n t e s

La interacción de un virus con células en cultivo es compleja y cuando se considera el 
sistema animal hospedador la complejidad aumenta aún más, ya que, además de la 
respuesta propia de las células directamente infectadas, están involucradas las respuestas 
inmunes específicas. 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 infección aguda o una infección crónica o latente que implica la 
persistencia viral (Ahmed y Stevens, 1990).

Las infecciones virales persistentes pueden resultar en una enfermedad crónica y 
progresiva. Los virus humanos que pueden causar infecciones persistentes incluyen a los 
retrovirus, hepadnavirus, adenovirus, paramyxovirus y herpesvirus. Los arenavirus tienen 
capacidad de producir infecciones persistentes, ya sea en cultivo de células o en animales. 
Por otra parte, el desarrollo de una infección persistente es una condición necesaria para el 
mantenimiento del virus en la población de reservones naturales.

Los mecanismos moleculares utilizados por los virus para persistir incluyen la 
anulación de la respuesta inmune primaria y la interferencia directa con la respuesta inmune. 
La primera estrategia está ejemplificada con los virus que restringen la expresión de sus 
genes cuando están latentes. Por ejemplo, el virus herpes simplex expresa sólo un 
transcripto asociado a la latencia, los citomegalovirus expresan solamente genes 
inmediatamente tempranos y los arenavirus y paramyxovirus reducen la expresión de las 
glicoproteínas virales. En cambio, algunos adenovirus interfieren en la expresión del 
antígeno de histocompatibilidad clase I. Otro ejemplo de interferencia directa con la 
respuesta inmune es el ofrecido por el virus de la inmunodeficiencia humana (HIV). En este 
caso el virus es transmitido selectivamente desde monocitos a linfocitos T activados y el 
efecto citopático que causa excede la capacidad regenerativa del sistema inmune.

En los arenavirus, la interacción con las células en cultivo puede producir tanto 
infecciones estándar, con o sin efecto citopático, como infecciones persistentes. En los 
sistemas animales estudiados, las infecciones producen patrones de enfermedad variados, 
dependiendo de la vía y el momento de entrada de los virus (Staneck et al., 1972; Staneck y
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Pfau, 1974; Hotchin, 1974; Van der Zeijst et al., 1983; Coto et al., 1979; D'Aiutolo y Coto, 
1986; OIdstone etal., 1988).

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

En LCM, la presencia o ausencia de la respuesta inmune mediada por los linfocitos T 
citotóxicos (CTL) determina si una infección es o no disipada. En este contexto, Salvato et 
al. (1991) mostraron que el simple cambio de un aminoácido en la proteína GPC de LCM 
(ARM) (Phe26o^Leu26o) es responsable de una selección clonal órgano-específica, de la 
capacidad para infectar macrófagos selectivamente y necesario, pero no suficiente, para 
eliminar la respuesta citotóxica (CTL). Sin embargo, el mecanismo molecular por el cual una 
mutación en la glicoproteína lleva a esta supresión aun no está claro. Otro cambio, hallado 
en la RNA polimerasa viral (Lysio79->Glnio79, Clon 13 o Lysio79->Asnio79, Clon 28b), está 
asociado con el fenotipo CTL-, el tropismo hacia los macrófagos y la capacidad de replicar 
muy eficientemente en los mismos (Salvato et al., 1988; Matloubian et 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 citotóxica mediante cambios en el epitope 
T.

Un hallazgo muy importante fue realizado por Klenerman et al. (1997). Este grupo de 
investigación mostró que secuencias específicas del virus LCM persisten en forma de DNA 
en ratones infectados. Esto resultados estarían revelando una nueva vía de interacción entre 
virus a RNA exógenos, retrovirus endógenos (que aportarían la transcriptasa reversa) y, 
quizás, componentes celulares que conducirían a una forma de persistencia viral.

La persistencia a nivel celular es demostrable in vitro a partir de células que 
sobreviven a infecciones líticas de arenavirus y que pueden subcultivarse indefinidamente. 
Estas células se caracterizan por tener una morfología y crecimiento igual a las no 
infectadas, por presentar una mayor expresión de la proteína N con una drástica 
disminución de la expresión de la GPC y ser resistentes a infecciones con virus homólogos, 
no así, con heterólogos (OIdstone y Buchmeier, 1982; Francis et al., 1987). Como punto 
destacadle, el establecimiento in vitro de una infección persistente, trae aparejada la 
producción cíclica de partículas DI e infectivas (Popescu y Lehmann Grube, 1977).

E f e c t o s  d e  la  in f e c c ió n  a  n iv e l  c e l u l a r . C it o p a g e n ic id a d

La infección viral se halla asociada a cambios en la morfología y fisiología celular. El 
conjunto de fenómenos asociados a la infección viral que determinan estos cambios se 
denomina efecto citopático.

La propagación de los arenavirus en cultivo de células puede provocar un efecto 
citopático o infecciones persistentes, dependiendo de la línea celular y del tipo de inóculo 
utilizado (lapalucci etal., 1994).
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El efecto citopático se observa en las primeras etapas de infección y se caracteriza por 
la presencia en el citoplasma celular de numerosos cuerpos de inclusión y vacuolas, por la 
destrucción celular y una alta producción de viriones. Las células que sobreviven a esta 
etapa de la infección son capaces de sobrevivir, reconstituyen la monocapa con involución 
del efecto citopático visible al microscopio y resultan en una línea celular infectada 
persistentemente que puede ser cultivada en forma indefinida (Weish & Buchmeier, 1979).

El efecto citopático más marcado en las infecciones de arenavirus es el cambio de 
morfología celular. Este conduce a la lisis en líneas susceptibles como Vero, CV-1, MDCK y 
HeLa. En cambio, células como la línea BHK-21 no presentan un efecto citopático marcado. 
En este sentido, la susceptibilidad diferencial de las líneas celulares se puede aprovechar 
para la propagación de los virus y la titulación de los inóculos virales. Durante el desarrollo 
de este estudio, el virus Junín fue propagado infectando células BHK-21 y los 
sobrenadantes de los cultivos fueron titulados por ensayo de placas en células Vero.

Sin embargo, se han informado cambios morfológicos en etapas agudas a alta 
multiplicidad de infección con el virus LCM (Romanowski, comunicación personal) o 
Tacaribe (Garcín y Kolakofsky, 1990). Este efecto se caracteriza por una extensa 
vacuolización del citoplasma y la aparición de cuerpos de inclusión polimórficos basófilos 
irregularmente distribuidos en el citoplasma o cerca de la membrana nuclear (Tkaczevski y 
Correa, 1972). Estos cuerpos de inclusión, vistos al microscopio electrónico, son estructuras 
membranosas que incluyen partículas de aspecto ribosomal o ribonucleoproteicas (Murphy 
et al., 1970 y 1973) o solamente estructuras multilamelares como se observó en LCM 
(Mannweiler y Lehman Grube, 1973). Frecuentemente, aparecen células gigantes de 
nucléolo marcadamente distinguible (Tkaczevski y Boxaca, 1970).

A nivel bioquímico se han descripto como efectos citopáticos la disminución en el nivel 
de acetilcolinesterasa en células de neuroblastoma infectadas con el virus LCM (OIdstone, 
1977) o modificaciones en los niveles de transcripción de genes (como por ejemplo la 
disminución en el nivel de expresión de la hormona de crecimiento, Klavinskis & OIdstone, 
1989), aunque sin alterar las funciones de mantenimiento celular o house-keeping 
(Klavinskis y OIdstone, 1989), ni la bomba de Ca^  ̂y NaVK^ sensible a la ouabaína (Rey et 
al., 1988, Rey, 1990). Por otra parte, Teng et al. (1996) mostraron que el cambio de un único 
aminoácido en la glicoproteína G1 del virus LCM podría causar el cambio de tropismo viral 
asociado a la deficiencia de hormona de crecimiento.
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C a p ít u l o  4  

V ir u s  J unín

El virus  J unín  y  la  fiebre hem orrág ica  argentina

E p id e m io l o g ía  d e  la  f ie b r e  h e m o r r á g ic a  a r g e n t in a

El virus Junín es el agente etiológico de la fiebre hemorrágica argentina (FHA), cuyos 
síntomas clínicos incluyen alteraciones hematológicas, neurológicas, cardiovasculares, 
renales e inmunológicas (Maiztegui, 1975). Su mortalidad puede ser de hasta 30%, pero el 
tratamiento temprano con plasma inmune la reduce a menos del 2% (Enría et al., 1986).

Los primeros casos registrados aparecieron a mediados de la década del 50 y, desde 
entonces, cada año se ha informado un número variable de casos, entre 100 y 4000. A partir 
del año 1991 las cifras se redujeron a un número de casos anuales de entre 60 y 170 como 
consecuencia de la aplicación de la vacuna específica Gandid #1 (Enría et al., 2002).

La etiología viral de la infección fue establecida en 1958 por dos grupos en forma 
independiente (Parodi etal., 1958; Pirosky et al., 1959). Ellos aislaron un agente viral a partir 
de sangre u órganos obtenidos a partir de necropsias en el Hospital Regional de la ciudad 
de Junín, en la Provincia de Buenos Aires. El agente etiológico fue llamado virus Junín 
debido al nombre de la ciudad donde se efectuó su primer aislamiento.

En estudios de captura de roedores en el área endémica de FHA se encontró que el 
principal reservorio en la naturaleza del virus Junín es Calomys musculinus, un ratón de 
campo de la familia Cricétidae con hábitos rurales, pero también se encontraron infectadas 
otras especies de cricétidos como Calomys laucha, Akodon azarae (Maiztegui, 1975, 
Martínez Peralta et al., 1993), Oryzomys flavescens y Bolomys obscuras, así como el 
carnívoro predador Galictis cuja (Mills et al., 1994). Ocasionalmente, se ha encontrado la 
infección en otros roedores con hábitos urbanos como Mus musculus (Sabattini et al., 1977). 
Otros arenavirus poseen diferentes reservónos; en particular. Mus musculus es el reservorio 
natural más importante para el virus LCM, el otro arenavirus que fue aislado dentro del área 
endémica del virus Junín.

La distribución geográfica del virus se puede inferir de la distribución de casos que se 
ha extendido progresivamente desde un foco inicial alrededor de la ciudad de Junín hasta el 
área endémica actual de más de 150.000 km ,̂ con una población cercana a los 5 millones 
de habitantes (Maiztegui etal., 1977; Enría y Feuillade, 1998, Feuillade etal., 2004).

Esta región corresponde a la zona agrícola-ganadera más importante de la 
Argentina, y la población más expuesta está constituida por los trabajadores rurales. Por 
ello, la enfermedad, a pesar de no poseer una casuística importante, ha tenido un 
considerable impacto en la salud y en la economía de la Argentina. Consecuentemente, se 
ha estimulado la investigación sobre FHA y su agente etiológico para resolver este problema 
sanitario.

Esta extensión progresiva todavía no ha podido ser explicada ni tampoco ha 
alcanzado los límites de la población de Calomys musculinus, su hospedador reservorio. Sin
embargo, el virus no está completamente ausente fuera del área endémica, dado que
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existen aislamientos ocasionales en otras poblaciones de Calomys musculinus en diferentes 
regiones de la pampa Argentina (Parodi et al., 1961; Weissenbacher et al., 1985; Milis et al., 
1991). Así, no está claro si la alta prevalencia de los roedores infectados es consecuencia 
de cambios en el virus, de cambios en el roedor hospedador o de alguna interacción entre 
los dos que conducen a una diseminación de la enfermedad.

La vía de entrada del virus Junín en humanos es a través de las mucosas 
(conjuntiva, inhalatoria u orofaríngea) o por cortes o raspaduras de la piel, por contacto con 
semillas, tallos de malezas o por inhalación 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; Maiztegui, 1975; MacKenzie et a/.,1964; Weissenbacher et al., 1987; Johnson 
et al., 1965; Peters et al., 1974). En muy pocos casos se ha demostrado el contagio 
interhumano, observándose en todos ellos la existencia de un contacto muy íntimo con el 
enfermo.

Aunque se detectan casos de FHA durante cualquier época del año, esta 
enfermedad tiene una distribución estacional que abarca desde marzo hasta julio, con un 
número máximo de casos durante el mes de mayo (Weissenbacher & Damonte, 1983). Este 
hecho está relacionado con el número de roedores dentro del área endémica. La población 
de Calomys aumenta considerablemente durante estos meses del año, probablemente 
debido a un cambio en las condiciones ambientales que favorecen su desarrollo. En ese 
sentido, se han hecho especulaciones epidemiológicas, que vinculan el cambio en el tipo y 
las condiciones de cultivo en la pampa húmeda durante la segunda guerra mundial, con la 
emergencia de la FHA como enfermedad humana. Se supone que la prevalencia de la FHA 
en varones y particularmente dentro de la población rural está también estrechamente 
relacionada con los hábitos de sus reservónos y con la relación ocupacional de la 
exposición. Durante el primer brote de FHA, la enfermedad afectó principalmente a personas 
que trabajaban en la cosecha de cereales. En los campos sembrados con cereales se 
encontró una mayor densidad de roedores así como oportunidades para la transmisión del 
virus entre el roedor y el hombre durante la cosecha. En efecto, es común encontrar en la 
piel de los trabajadores rurales cortes o abrasiones que constituyen la principal vía de 
entrada del virus.

El mantenimiento y la dispersión de la infección en los roedores presenta patrones 
complejos. La dispersión horizontal se produce por contacto directo con secreciones 
nasales, saliva u orina, como también por aerosoles o por contacto con material infectado en 
el ambiente, aunque el mecanismo más eficiente para la infección es por mordida (Vitullo et 
al., 1987 y 1988).

Las hembras infectadas neonatalmente son virtualmente estériles cuando son 
adultas, minimizando su rol de producción de descendencia virémica crónicamente. Los 
machos portadores pueden simultáneamente inseminar e infectar hembras no infectadas, 
conduciendo a la producción de descendencia de ambos sexos infectada congénitamente. 
Las hembras infectadas en la edad adulta pueden ser fértiles o subfértiles (Vitullo et al., 
1987; Childs y Peters, 1993). A pesar de la complejidad de esta situación, que 
hipotéticamente conduce a una interacción fluctuante cíclica entre infección y densidad de 
población de roedores, los datos de un estudio de dos años dentro el área endémica de
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Argentina sugieren que durante este período existe una considerable transmisión de virus 
entre los roedores a través de encuentros agresivos entre machos adultos. Esto está 
facilitado por la concentración de la especie reservorio del virus Junín Calomys musculinus a 
lo largo de los alambrados y de los terrenos a los lados de las rutas que terminan siendo 
áreas localizadas con una alta densidad de población (Mills, 1991 y 1994).

F is io p a t o l o g ía  d e  la  in f e c c ió n  p o r  v ir u s  J u n ín

La fisiopatología de las enfermedades producidas por los arenavirus sudamericanos, 
Junín, Machupo y Guanarito (FHV, fiebre hemorrágica Venezolana), es muy similar, 
diferenciándose en este aspecto de la fiebre producida por el virus de Lassa, un arenavirus 
originario de África.

El conocimiento actual sobre la patogénesis de la FHA proviene principalmente de la 
experimentación con ratones lactantes y cobayos (Bruno Lobo et al., 1968; Coto et al., 1972; 
Garay, 1975). Muchas de las alteraciones fisiológicas y patológicas observadas en estos 
animales luego de la inoculación con el virus Junín no se correlacionan con las 
manifestaciones de la FHA en el hombre. Estas limitaciones fueron superadas más adelante 
usando Macaca mulatta como modelo de la infección del hombre con el virus Junín (McKee 
etal., 1987).

Se ha demostrado que en la fase aguda de la infección, el virus Junín se replica 
activamente en linfomonocitos de sangre periférica, sugiriendo que éste es el sitio primario 
de replicación viral (Ambrosio et al., 1986). Aunque aún no se han realizado estudios 
definitivos, la evolución de la enfermedad parece estar relacionada con el título del virus en 
sangre o en tejidos. Los estudios de microscopía electrónica mostraron inclusiones 
citoplasmáticas y un daño celular inespecífico en todos los órganos examinados. Los 
estudios de inmunofluorescencia sugieren que los daños celulares podrían estar 
relacionados con antígenos virales pero no con inmunoglobulinas o fracciones del 
complemento. Los estudios clínicos revelan la activación del sistema de complemento, pero 
no existe evidencia de la formación del complejo inmune (de Braceo et al., 1978). 
Probablemente, el daño celular sea causado directamente por la replicación viral más que 
por la respuesta inmune (Maiztegui, 1975; Maiztegui et al., 1975). En ese sentido, se ha 
encontrado que la presencia de la nucleoproteína viral en el citoplasma de células en cultivo 
mimetiza el efecto citopático producido por la infección con el virus Junín (Rivera Pomar et 
al., 1991).

La función de los órganos, excepto para el sistema endotelial, permanece intacta. El 
período crítico de shock es corto, durando apenas entre 24 a 48 hs. El daño hepático es 
escaso, produciendo una hepatitis mediana (Mando, 1977) y la función renal está bien 
mantenida. Aún 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 
proteínas y de volumen intravascular, mucho más pronunciada que la pérdida de eritrocitos. 
De hecho, el progreso de la enfermedad se ve asociado con una proteinuria elevada y una 
deshidratación junto con hemoconcentración. Las observaciones clínicas sugieren que una 
disfunción endotelial vascular y la subsiguiente falla circulatoria, sin que exista una clara
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evidencia de replicación viral en el endotelio con el correspondiente daño o ruptura 
endotelial.

D iagnóstico  y  tratam iento

C a r a c t e r ís t ic a s  c l ín ic a s

La fiebre hemorrágica argentina (FHA) comienza insidiosamente con fiebre y 
malestar general. Son comunes el dolor de cabeza, mialgia, dolor epigástrico y anorexia. El 
período de incubación dura entre 6 y 14 días, mientras que en los primeros 4 días (período 
de invasión) aparecen los síntomas clínicos tempranos más característicos como una 
postración más severa, nauseas, vómitos, desvanecimientos e indicadores tempranos de 
daño vascular. Esta sintomatología fue descripta a partir de una epidemia ocurrida en los 
años 1953 y 1955 en Bragado, provincia de Buenos Aires (Aribalzaga, 1955).

Después de un período de estado (desde que comienzan los síntomas) de 6 a 11 
días, se puede producir, en los pacientes con fiebre hemorrágica, la remisión espontánea de 
la enfermedad. En caso contrario, aparece un conjunto de síntomas poco específicos, que 
caracterizan el comienzo de la segunda etapa de la enfermedad. En esta etapa, la 
enfermedad puede aparecer como un síndrome hemorrágico agudo, cuyas manifestaciones 
más comunes son epistaxis y hematemesis (Melcon & Herskovits, 1981), o como un 
síndrome neurológico agudo (Rugiero et al., 1960). Los informes acerca de infecciones 
subclínicas son raros. Después del comienzo de los síntomas hasta que se produce la 
curación o muerte transcurre un período de entre 1 2  y 15 días.

En la etapa aguda de la enfermedad, continúan los síntomas de malestar, fiebre 
elevada, mialgia severa, anorexia, y aparecen, además, dolor lumbar, sensibilidad 
abdominal, conjuntivitis, dolor retroorbital, generalmente, con fotofobia y constipación. 
Después de los dos o tres primeros días de la enfermedad, frecuentemente, ocurren 
náuseas y vómitos. La temperatura es alta, generalmente alrededor de 40°C, con muy pocas 
fluctuaciones. En el examen físico, el paciente aparece como intoxicado, y los signos más 
comunes en la primer semana de la enfermedad son inyección conjuntival, edema palpebral 
discreto y exantema eritematoso de cara, cuello y tercio superior del tronco. Después del 
cuarto o quinto día de la enfermedad es muy común encontrar petequias, aunque en 
general, en escasa cantidad y circunscriptas a las regiones axilares y al tercio superior de 
los brazos. Además, aunque la faringitis es poco común, el enantema bucofaríngeo es una 
de las manifestaciones más características de la enfermedad aguda. Las manifestaciones 
hemorrágicas que aparecen en casi la mitad de los enfermos, presentan la mayoría de los 
signos clínicos tempranos, más característicos de la FHA. En particular, después de una 
semana de infección, las encías se presentan tumefactas, congestivas y, en algunos casos 
con hemorragias. Además, en la mayoría de los pacientes aparece una línea de 
enrojecimiento en la encía, a nivel de la inserción dentaria, denominada ribete gingival, cuya 
presencia es un indicador clínico 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 diagnóstico de FHA.
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En general, a nivel del aparato cardiovascular, se observa una bradicardia relativa e 
hipotensión postural. Además, pueden presentarse arritmias que son transitorias y benignas. 
Hay diferentes grados de deshidratación y oliguria.

Los virus causantes de las fiebres hemorrágicas sudamericanas no parecen afectar 
en gran medida las vías aéreas superiores. Algunos enfermos pueden presentar una tos 
seca, pero sin dolor de garganta. Además, aunque se puede observar enantema faríngeo no 
se detectan alteraciones bronco-pulmonares, lo que adquiere especial importancia en el 
diagnóstico diferencial de otros procesos infecciosos agudos.

Al comienzo de la segunda semana de evolución, entre el día noveno y undécimo, en 
la mayoría de los casos se produce una franca mejoría, desaparecen o disminuyen las 
manifestaciones hemorrágicas y neurológicas, y se restablece la diuresis. A nivel del 
laboratorio, comienzan a subir los glóbulos blancos y las plaquetas y desaparece la 
proteinuria. En estos casos, se inicia un período de convalecencia, que puede prolongarse 
más de un mes. Aunque esta enfermedad cura, generalmente, sin secuelas, es frecuente 
observar transitoriamente durante este período, diferentes manifestaciones como 
hipoacusia, irritabilidad, inestabilidad emocional y caída del cabello.

Se reconocen varias formas clínicas de FHA: leves o comunes y graves. Las formas 
graves, a su vez, se clasifican en predominantemente hemorrágicas, predominantemente 
neurológicas o mixtas. Las 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 síndrome neurológico 
agudo. En general, durante los primeros 4 o 5 días el examen cuidadoso sólo permite 
detectar temblores en los dedos de las manos y en la lengua. Después de los primeros 7 
días de evolución de la FHA es común observar un decaimiento general en los pacientes, 
incluyendo la somnolencia y cierto grado de lentitud y desorientación mental. También, hay 
hiperestesia cutánea, hipotonía muscular e hiporreflexia osteotendinosa. En los casos 
graves se intensifican el estado de confusión mental y los temblores, con excitación 
psicomotriz marcada, delirium tremens, convulsiones generalizadas y, finalmente, coma. Sin 
embargo, la complicación del sistema nervioso central permanece oscura, no existiendo, 
hasta el presente, evidencia de infección directa de los tejidos nerviosos. Además, los 
síntomas meníngeos y las alteraciones del fluido cerebroespinal son raras. Por otra parte, en 
los convalecientes de FHA que han recibido inmunoterapia se ha descripto un síndrome 
neurológico tardío que se caracteriza por síntomas cerebelares (Melcom y Heskovits, 1981; 
Maíztegui etal., 1979; Enría etal. 1986).

Casi la mitad de los pacientes con FHA presenta manifestaciones hemorrágicas en la 
segunda etapa de la enfermedad. Estas hemorragias pueden manifestarse en las superficies 
mucosas o en la piel como petequias, con un aumento previo del volumen del paquete 
eritrocitario. En general, se observan hemorragias gingivales, epistaxis, metrorragia, 
petequias, equimosis, melena y hematuria (Maiztegui, 1975). Además, en esta etapa, se 
mantiene la presencia de eritema en la cara, cuello y tórax, así como también petequias en 
las encías. Sin embargo, la hemorragia no es la causa del shock y de la muerte. Por otra 
parte, no se presentan linfadenopatías ni espleno ni hepatomegalia y la ictericia es poco 
frecuente en los estadios terminales de algunas formas graves. En los casos severos 
aparece, además, el compromiso de los sistemas gastrointestinal y nervioso, con náusea,
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vómitos, temblores y convulsiones. Los síntomas son acompañados generalmente, por 
uremia, proteinuria, hematuria y oliguria. El daño renal se localiza principalmente en las 
células tubulares distales y en los conductos colectores, y en pocas ocasiones afecta los 
glomérulos o los túbulos proximales (Cossio et al., 1975). Esta localización fue confirmada 
mediante la observación de valores normales tanto para la velocidad de filtración glomerular, 
como para el flujo de plasma renal y la eliminación de creatinina (Maiztegui, 1975). Sólo en 
pocos casos se describió la existencia de falla renal (Agrest et al., 1969).

En los casos fatales se demostró 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 daño de la función 
endotelial y a la pérdida de fluido dentro de los espacios extravasculares. Las observaciones 
clínicas llevan a la conclusión que la falla circulatoria, asociada con la pérdida de función 
endotelial es importante (Ruggiero et al., 1964a). En el examen microscópico se puede 
observar una alteración general en las células endoteliales y un edema leve de las paredes 
vasculares, junto con engrosamiento capilar y hemorragia perivascular (Child et al., 1967; 
EIsner et al., 1973). Generalmente, se observan grandes áreas de hemorragia intraalveolar 
o bronquial, sin evidencia de la existencia de algún proceso inflamatorio. Además, en la 
mitad de los casos, aparece una neumonía asociada con bronquitis necrotizante o embolia 
pulmonar. También existe hemorragia y un infiltrado linfocitario del pericardio junto con 
alguna evidencia electrocardiográfica de miocarditis intersticial (Ruggiero et al., 1964b). Los 
nódulos linfáticos están agrandados y obturados mostrando una hiperplasia de las células 
reticulares. Además, la hemorragia esplénica y la congestión medular con hemorragia 
pélvica y pericapsular son comunes.

A pesar de que en un único caso se encontraron evidencias de productos de 
degradación del fibrinógeno y ausencia de fibrinolisis (Agrest et al., 1969), la coagulación 
intravascular diseminada, descripta en algunos casos, no parece ser un rasgo característico 
de esta patología (Molinas y Maiztegui, 1981; Weissenbacher etal., 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 micóticas agregadas, que pueden producir una sepsis generalizada. En estos 
pacientes, la tasa de mortalidad llega hasta un 30%.

Los primeros signos son la inyección conjuntival, enrojecimiento en la cabeza y a 
veces sobre el torso, petequias e hipotensión moderada. Son comunes el temblor de la 
lengua y de las manos podiendo imitar una enfermedad cerebelar. En los casos más 
severos se desarrollan hemorragias en las membranas de mucosas y moretones en los 
sitios de punción con agujas. La aparición de shock junto con las hemorragias, indica un 
pronóstico malo. En algunos casos hay signos neurológicos extensos que incluyen coma y 
convulsiones y presentándose en estos casos una alta mortalidad. Usualmente alrededor de 
los días 10 al 13 los pacientes empiezan a mejorar y la aparición de anticuerpos 
neutralizantes señala el comienzo de la respuesta inmune. La convalecencia a menudo dura 
varias semanas con fatiga, desvanecimientos y pérdida del cabello.
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D ia g n ó s t ic o  c l ín ic o

El diagnóstico de FHA es primariamente establecido por examen clínico, análisis 
generales de laboratorio bioquímico y anamnesis del paciente.

Los síntomas y signos iniciales de la FHA son similares a los de muchas otras 
enfermedades infecciosas. Sin embargo, la velocidad de eritrosedimentación, que es normal 
o está disminuida, y la leucopenia permiten descartar la mayoría de las infecciones 
bacterianas. Además, el recuento de plaquetas es por debajo de 100.000 y los tiempos de 
sangría y de retracción de coágulo están concordantemente prolongados. También, se ha 
descripto la presencia de un inhibidor de la agregación de plaquetas circulante (Cummins et 
al., 1990) junto con niveles disminuidos de los factores de coagulación II, V, Vil, VIII y X y de 
fibrinógeno. A pesar de ello, las alteraciones en las funciones de coagulación son menores.

En FHA se han observado, además altos niveles de interferón en pacientes con una 
enfermedad severa llegando hasta 64.000 Ul/ml (Levis et al., 1984), y una disminución en el 
complemento. Los niveles de interferón en los pacientes con FHA se relacionan con la 
severidad de la enfermedad y con su progreso (Levis et al., 1985). Contrariamente, los 
títulos virales en suero son bajos, pero la infección es aparentemente pantrópica 
(Weissenbacher ef a/., 1975).

D ia g n ó s t ic o  e t io l ó g ic o

La gran diversidad de formas en que se presenta la FHA y la alta frecuencia de 
cuadros clínicos confusos resaltan la importancia de los ensayos de laboratorio específicos 
que puedan aplicarse en el período temprano de la enfermedad.

El ensayo de ELISA es el más comúnmente utilizado para la detección de 
anticuerpos en estudios clínicos y en investigaciones seroepidemiológicas (Meegan et al., 
1986; Barrera Oro et al., 1990). Incluso se ha podido detectar la persistencia de anticuerpos 
después de más de 30 años (Peters et al., 1996).

Los inmunoensayos son específicos, aunque su utilidad es limitada ya que la 
presencia de anticuerpos es detectada tardíamente durante la convalecencia. En efecto, 
aunque la conversión serológica ocurre, en general, después del primer mes, su detección 
se utiliza como un ensayo definitivo, recién a los 60-90 días después de la internación del 
paciente, sólo con el fin de confirmar el diagnóstico etiológico de FHA.

También se utilizan técnicas de inmunofluorescencia indirecta (análoga a la 
desarrollada para la fiebre hemorrágica boliviana, Peters et al., 1973) o de neutralización 
(Webb et al., 1969). Estos ensayos utilizan antígenos virales obtenidos por medio de cultivo 
de tejidos infectados. La técnica de fijación de complemento es muy poco utilizada en la 
actualidad (Casals, 1977) debido a la falta de especificidad y/o sensibilidad. Teniendo en 
cuenta que la conversión serológica ocurre tardíamente durante el transcurso de la 
infección, estos ensayos no pueden ser usados como marcadores sensibles en las etapas 
tempranas de la enfermedad. Debido al riesgo intrínseco, derivado de la manipulación de 
virus vivos, se están desarrollando inmunoensayos que utilizan antígenos producidos en el 
laboratorio, por medio de la tecnología del DMA recombinante (Ghiringhelli et al., resultados 
no publicados).
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Es posible la detección de antígenos virales por ELISA a partir de sangre, suero u 
homogenados de tejido. Estos ensayos pueden ser usados en el diagnóstico de pacientes 
sospechados de FHA y son a menudo los primeros resultados obtenidos en casos fatales 
rápidos en los que el paciente muere antes de la aparición de anticuerpos. La detección de 
antígenos es también posible durante estudios ecológicos a partir de orina, sangre o 
hisopados de garganta (Mills et al., 1994; Kiazek et al., datos no publicados).

Los virus se pueden aislar durante la fase febril aguda a partir de sangre o suero 
(Lascano et al., 1981) desde el día 2 hasta 10 o 12 días después, por inoculación de 
hámster o ratones recién nacidos. También se pueden aislar de muestras bucales o 
faríngeas en la etapa aguda, de leche materna (Maiztegui et al., 1973) y necropsias. La 
inoculación de cultivos (BHK-21, Vero) es más segura y más fácil de realizar en laboratorios 
BSL-4. El co-cultivo de células mononucleares de sangre periférica con células Vero parece 
ser un método más sensible que los ratones lactantes o la inoculación de células Vero con 
aislamientos de virus Junín a partir de pacientes (Ambrosio et al., 1986), sin embargo el 
procedimiento es lento y de manipulación compleja, por lo que sólo sirve para confirmar el 
diagnóstico clínico. En estudios de roedores, el virus se puede aislar de sangre, orina, 
hisopados de garganta y tejidos de autopsia.

Por último, es importante tener en cuenta que las manipulaciones con virus Junín, ya 
sea para su detección o para la obtención de antígenos vírales para los ensayos 
serológicos, poseen una complicación adicional ya que requieren la utilización de 
condiciones de seguridad especiales (laboratorios BSL-3 o fíSL-4).

Sin embargo, los bajos títulos de virus Junín en las etapas tempranas de la FHA 
requieren la puesta a punto de un sistema diagnóstico con una sensibilidad de detección 
directa muy alta o con una capacidad de amplificación suficiente para obtener una señal 
detectable.

Los ensayos de diagnóstico basados en la detección de los ácidos nucleicos ofrecen 
la posibilidad de trabajar con el agente patógeno inactivado en una etapa temprana después 
de la extracción de la muestra, disminuyendo, de esta manera, los riesgos a los que se 
expone el personal de laboratorio encargado de llevar a cabo el análisis. Además, estos 
ensayos son, en general, más sensibles y tempranos que los que se basan en la detección 
de antígenos o de anticuerpos de respuesta, por medio de técnicas inmunológicas.

El procedimiento permite inactivar el agente patógeno después de la extracción de 
sangre y disminuye notablemente los riesgos de la manipulación (Lozano et al., 1993). La 
detección de los ácidos nucleicos del virus se logra con una reacción de RT-PCR 
(transcripción reversa - reacción en cadena de la polimerasa). Esta técnica ha sido validada 
exitosamente para la detección del virus Junín en muestras de sangre extraídas durante la 
fase aguda de la FHA, en el marco de un proyecto de colaboración entre el IBBM y el INEVH 
(Lozano et al., 1995).
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T e r a p é u t ic a  y  p r e v e n c ió n

Por ensayos realizados en modelos animales, se ha demostrado que la 
administración pasiva de anticuerpos de origen humano, fue suficiente para alcanzar la 
protección de los monos contra el virus Machupo (Eddy, 1975). El resultado de esta 
investigación sugirió la posible utilización de esta terapia en pacientes humanos con fiebre 
hemorrágica boliviana o FHA.

La terapia de soporte es importante en el manejo de pacientes con FHA. Para el 
tratamiento se indica el evitar los viajes y el trauma general de los pacientes, con sedación 
suave y alivio del dolor con dosis conservativas de narcóticos, precauciones generales para 
los pacientes con diátesis hemorrágica (por ejemplo, evitando las inyecciones 
intramusculares o el ácido acetiisalicílico), así como el cuidadoso mantenimiento de la 
hidratación. Para compensar las pérdidas por el sangrado deben suministrarse transfusiones 
de plaquetas y factores de coagulación, como está indicado según el juicio clínico y estudios 
de laboratorio.

El tratamiento para el shock es dificultoso. Un aumento modesto en el hematocrito 
indica un problema generalizado de permeabilidad vascular pero no de la magnitud vista en 
enfermedades como el síndrome pulmonar por hantavirus. Sin embargo, una infusión 
vigorosa de cristaloides conduce a un alto riesgo de edema pulmonar.

Aunque se ha probado la eficacia de varias drogas antivirales in vitro, sólo la 
ribavirina, un análogo de la guanosina, ha mostrado una aplicación práctica. Todos los 
arenavirus ensayados han sido inhibidos en cultivos celulares por concentraciones similares 
de ribavirina y la droga fue efectiva en todos los modelos estudiados. En el caso del virus 
Junín, la profilaxis con ribavirina en cobayos previene la enfermedad aguda pero no impide 
la entrada del virus al SNC ni el desarrollo de una encefalitis letal. La ribavirina penetra 
pobremente en el líquido cerebroespinal en los casos agudos por lo tanto, no existe una 
terapia antiviral práctica para infecciones del SNC.

Por otra parte, ha sido estudiada cuidadosamente la terapia de las infecciones del 
virus Junín con plasma de convalecientes en humanos y en modelos animales en los que 
resultó bastante eficaz con reducción de la mortalidad del 15 al 30% al 1 o 2% cuando se 
inició dentro de los ocho primeros días de la infección. El tratamiento de elección es la 
administración de 2-3 unidades (dependiendo del título) de plasma de convaleciente. Cerca 
del 10% de los pacientes retornan 3 a 6 semanas después con signos neurológicos como 
fiebre, cefaleas, temblor cerebelar y parálisis de los nervios craneanos. Este síndrome 
neurológico tardío es a menudo autolimitado. La erradicación tardía del virus por los 
linfocitos T puede ser un factor en su patogénesis (Enría et al., 1985).

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

La cepa vacunal Junín Candid #1 {Candidate 1) presenta un alto grado de 
atenuación de la virulencia y se administra como vacuna a virus vivos, para inducir la 
respuesta inmune de los pacientes. La vacuna no mostró efectos adversos en primates y ha 
pasado exitosamente una serie de pruebas clínicas muy rigurosas en EE.UU y en Argentina.
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De hecho, se han vacunado más de 230.000 personas viviendo o trabajando en zonas 
endémicas de FHA, produciéndose una reducción importante en el número de casos 
documentados durante los últimos años (Maiztegui, 1990; Maiztegui eí a/.,1998; Feuillade et 
al., 2004).

La vacunación consiste en la administración de una cepa de virus Junín de virulencia 
atenuada, llamada Gandid #1, para provocar la respuesta inmune protectora en los 
pacientes. La cepa vacunal fue derivada de la misma cepa original de la cual, 20 años antes, 
se obtuvo la cepa atenuada XJ-CI3 (Weisenbacher et al., 1987). La cepa atenuada vacunal 
demostró no poseer efectos adversos en primates, sin evidencia de persistencia viral. Esta 
vacuna, que ha pasado exitosamente una serie de pruebas clínicas en Estados Unidos y en 
Argentina, incluyendo un estudio realizado con 6000 voluntarios, es un adelanto para la 
protección de individuos con muy alto riesgo de contraer la enfermedad. Los estudios 
realizados indicaron que la vacunación confiere una protección importante tanto para los 
trabajadores rurales en el área endémica como para el personal del sistema de salud que 
trabaja en estrecho contacto con el virus.

Sin embargo, la alta frecuencia de mutación de los virus cuyo genoma está 
constituido por RNA (Holland et al., 1982), es un argumento a ser tenido en cuenta en la 
evaluación del riesgo que implica el uso de una vacuna a virus vivos, toda vez que no se 
conocen los determinantes de la atenuación de la virulencia a nivel molecular. A ello deben 
sumarse, además, la alta frecuencia de recombinación y reasociación de los virus con 
genoma segmentado (Vezza et al., 1980) y la aparición de viriones con genomas poliploides 
(Romanowski y Bishop, 1983). En base a estas consideraciones resulta prudente mantener 
la vacunación reducida a la población con alto riesgo de contagio de FHA. Por otra parte, 
aunque los intentos de desarrollo de una vacuna con virus inactivados no tuvieron éxito, esta 
estrategia está siendo reevaluada por otros investigadores.

Formas clínicas  de fiebre hem orrág ica  arg entina

D if e r e n t e s  a is l a m ie n t o s : Le d e s m a , E s p ín d o l a  y  R o m e r o

Si bien los arenavirus se caracterizan por una notable variabilidad en sus 
propiedades biológicas dependiente de la historia de pasajes, existe información válida 
atribuidle a diferencias determinadas genéticamente en distintas cepas de campo (Kenyon 
et al., 1988).

En particular, durante las epidemias de FHA, se han descripto distintas formas 
clínicas de la enfermedad (Maiztegui, 1975). Estos casos son clasificados por los médicos 
clínicos experimentados en comunes o leves, hemorrágicos y neurológicos.

Las cepas de virus Junín usadas en estos experimentos fueron obtenidas de 
pacientes humanos con FHA que contrajeron la enfermedad en las provincias de Buenos 
Aires y de Santa Fe (Argentina) durante 1976 y 1977. La cepa Romero fue obtenida a partir 
de un caso no fatal de infección con características propias de la FHA “común”; la cepa 
Ledesma fue aislada de un paciente terminal con forma “neurológica” agresiva de la 
enfermedad y la cepa Espíndola fue obtenida de un paciente agonizante con características 
“hemorrágicas” de la enfermedad.
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El conocimiento actual sobre la patogénesis de la FHA proviene principalmente de la 
experimentación con ratones lactantes y cobayos. Muchas de las alteraciones fisiológicas y 
patológicas observadas en estos animales luego de la inoculación con el virus Junín no se 
correlacionan con las manifestaciones de la FHA en el hombre.

Estas limitaciones fueron superadas recientemente usando Macaca mulatta como 
modelo de la infección del hombre con el virus Junín. En estos experimentos, realizados 
inoculando virus aislados de pacientes que presentaban las diferentes formas clínicas de 
FHA en M. mulatta, se observó un estricto paralelismo entre los cuadros clínicos que 
manifestaban los monos con aquellos observados en los pacientes humanos, indicando que 
las diferencias en el comportamiento biológico están asociadas a los virus y no a la 
susceptibilidad del individuo infectado (McKee et al., 1985 y 1987).

En estas investigaciones, los monos inoculados con la cepa Espíndola desarrollaron 
una enfermedad predominantemente hemorrágica, letal en el 100% de los casos. En 
contraste, la cepa Ledesma produjo una disfunción neurológica y fue altamente letal. En 
cambio, luego de la inoculación con la cepa Romero, los monos desarrollaron una forma 
leve de FHA y se recuperaron completamente.

El aislamiento Espíndola estuvo asociado con hemorragia, necrosis de médula ósea 
y moderada necrosis hepatocelular. El aislamiento Ledesma estuvo asociado con una 
polioencefalomielitis pronunciada y ganglioneuritis autonómica, pero con una necrosis 
hepatocelular, necrosis de la médula ósea y hemorragias muy suaves o ausentes. La muerte 
de los macacos infectados con la cepa Espíndola fue usualmente atribuida a la hemorragia 
con infecciones bacterianas secundarias severas, mientras que en los macacos infectados 
con Ledesma la muerte fue asociada con tanto una infección bacteriana secundaria severa o 
por una lenta y progresiva polioencefalomielitis (Green et al., 1987).

La reproducción en M. mulatta de los patrones de enfermedad humana junto con los 
descubrimientos virológicos e histopatológicos son un fuerte indicio en el sentido que las 
diferencias de la respuesta biológica son atribuibles a las propiedades de las distintas cepas 
de virus. Sin embargo, no se han encontrado diferencias en las curvas de crecimiento o en 
neutralización cruzada.

Variabilidad  genética  en el virus  Junín

Desde su identificación como agente etiológico de la fiebre hemorrágica argentina, 
continuamente se han realizado aislamientos a partir de pacientes y de roedores. Los 
ensayos iniciales en animales modelo permitieron encontrar una alta correlación entre los 
patrones de virulencia en humanos y en cobayos adultos y, por ello, se ha utilizado a estos 
últimos como herramienta principal para caracterizar la patogenia de los aislamientos (Coto 
etal., 1993).

Acorde con su letalidad en cobayos adultos, se pueden mencionar tres grupos de 
cepas de diferente patogenicidad: muy patogénicas, de patogenicidad intermedia y cepas 
poco patogénicas (con diferentes grados de atenuación).

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
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las de patogenicidad intermedia pertenece la cepa MC2, aislada de un roedor (Berría et al., 
1967). Por último, al grupo de las atenuadas pertenecen la cepa XJCI3, derivada de XJ por 
sucesivos pasajes en laboratorio (Guerrero et al., 1969), la cepa IV 4454, aislada de un caso 
humano leve (Contigiani y Sabattini, 1977) y la cepa Gandid #1, derivada de XJ por pasajes 
sucesivos en laboratorio (Barrera Oro y Eddy, 1982).

En síntesis, tanto en poblaciones naturales como en cepas obtenidas en laboratorio, 
existe una considerable variabilidad en cuanto a sus características patogénicas. Esta 
variabilidad necesariamente tiene una base molecular que puede comenzar a ser dilucidada 
recién en el momento en que se disponga de información detallada a este nivel.
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O b je t iv o s  d el  t r a b a jo  de  t e s is

O bjetivos  generales

Caracterización molecular de los genomas de las variantes del virus Junín asociadas a 
diferentes formas clínicas de la fiebre hemorrágica argentina (FHA). La atención se 
circunscribirá al análisis de los genes correspondientes a las proteínas estructurales más 
abundantes: la proteína de la nucleocápside (N) y el precursor de las glicoproteínas virales 
(GPC) de las cepas prototipo estudiadas por McKee et al. (1987).

Diseño de una metodología para detectar y caracterizar arenavirus del área endémica 
de la FHA. Se realizará la caracterización molecular de los arenavirus desconocidos que 
pudieran ser encontrados.

O bjetivos  específico s

Se cultivarán cepas con distinto grado de virulencia y se aislarán sus RNAs para luego 
obtener copias de cDNA. Éstos serán amplificados por PCR y se determinará la secuencia 
nucleotídica de los RNAs S completos.

La caracterización de las cepas prototipo estará orientada a la búsqueda de 
alteraciones en el genoma de los RNAs S y al análisis de sus productos génicos 
(principalmente el precursor de las glicoproteínas virales, GPC), con el objeto de identificar 
cambios que pudieran estar asociados a los diferentes comportamientos biológicos.

De la comparación de los genomas y productos génicos de variantes del virus Junín 
con distintos grados y patrones de virulencia se podrán sugerir las causas moleculares de 
los diferentes comportamientos biológicos observados.

Además, se buscarán regiones conservadas en la secuencia nucleotídica de los RNAs 
S de diferentes arenavirus. Este análisis hará posible el diseño de un conjunto de primers 
generalizados que permitirían amplificar por RT-PCR regiones homólogas del genoma de 
los arenavirus. Los fragmentos amplificados serán caracterizados por RFLP (polimorfismos 
de longitud de fragmentos de restricción) y/o por secuenciamiento nucleotídico.

Se empleará la técnica de RT-PCR-RFLP para detectar y caracterizar, en forma 
rápida, aislamientos de arenavirus desconocidos o emergentes en programas de screening 
en poblaciones de roedores. La obtención de fragmentos solapados permitirá realizar un 
clonado rápido que abarque el RNA S completo de los arenavirus encontrados.

Se realizará el análisis filogenético molecular a partir de la comparación de las 
secuencias nucleotídicas y aminoacídicas predichas de los diferentes arenavirus 
caracterizados. Dicho análisis permitirá relacionar los diferentes arenavirus reportados y 
realizar una clasificación que refleje las relaciones que surgen de la reconstrucción 
hipotética de la filogenia.
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C a p ít u l o  5

C l o n a d o , s e c u e n c ia c ió n  e in f o r m a c ió n  m o l e c u la r  de  lo s  RNAs S de d ife r e n te s

AISLAMIENTOS CLÍNICOS DEL VIRUS JUNÍN (LEDESMA, ESPÍNDOLA Y ROMERO)

We are searching for the essence 
that lies behind the fortuitous.
Paul Klee (1879-1940)

O rigen  de las cepas del virus  J unín que producen  diferentes  patrones  clínicos

Con la finalidad de iniciar el análisis de las bases moleculares de los diferentes 
patrones clínicos descriptos durante las epidemias de FHA, se seleccionaron cepas 
prototipo del virus Junín, asociadas a las diferentes formas clínicas de FHA. Estas cepas 
fueron aisladas de pacientes humanos que contrajeron la enfermedad en las provincias de 
Buenos Aires y Santa Fe, durante 1976 y 1977 (McKee etal., 1985).

La cepa Romero se obtuvo de un caso de infección no terminal, con las características 
comunes de FHA. La cepa Ledesma fue aislada de un paciente terminal con una forma de 
enfermedad preponderantemente neurológica. La cepa Espíndola se obtuvo de un paciente 
con una enfermedad caracterizada como hemorrágica, que resultó letal (ver Capítulo 4).

Todos los aislamientos virales fueron obtenidos a partir de muestras tomadas de 
pacientes dentro de los dos días de su admisión al hospital. Un aislamiento primario fue 
realizado inoculando sangre entera en ratones lactantes. Los aislamientos de Romero, 
Ledesma y Espíndola usados en los experimentos representan aislamientos a partir de 
sangre (diluciones 1:30) inoculadas directamente en monocapas de células MRC-5 (células 
humanas diploides de pulmón). Los virus fueron sometidos a dos pasajes más por la misma 
línea celular y posteriormente fueron diluidos a 7,5 xIO^ pfu/ml, 3,2 x 10̂  pfu/ml, y 4,5 x 10̂  
pfu/ml, respectivamente.

D iseño  de o lig onucleó tido s

En base a la secuencia nucleotídica de la cadena S de la cepa de virus Junín MC2 
(Ghiringhelli et al., 1991) se diseñaron oligonucleótidos para usar como primers en la 
síntesis de cDNA como también en las amplificaciones enzimáticas por PCR. Para el diseño 
de los oligonucleótidos, se alinearon las secuencias disponibles de las cepas XJ-Parodi, 
XJ-44, Gandid #1 y MC2 del virus Junín y se seleccionaron regiones conservadas de entre 
15 a 25 nucleótidos. Además, a algunos de ellos se les agregó en el extremo 5', a 
continuación de la región homóloga con Junín, una zona complementaria a la secuencia 
nucleotídica de los primers universales de M I3, así como uno o dos sitios de corte de 
enzimas de restricción Estos primers recibieron los nombres de JDG1 al JDG18. Este diseño 
permitiría realizar las reacciones de secuenciación utilizando primers universales como 
cebadores directamente sobre los fragmentos de amplificación por PCR, evitándose el 
clonado de dichos fragmentos.
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Purificación  de RNA viral

Debido a los distintos grados de virulencia de las cepas, su manipulación debe 
realizarse en laboratorios de bioseguridad de nivel BSL4. Por tal motivo se estableció un 
acuerdo de colaboración con uno de los Centros de Control de Enfermedades de Estados 
Unidos (Centers for Disease Control -CDC-, Atlanta, EEUU) para el cultivo de dichas cepas.

A partir de células MRC-5 infectadas con cada una de las cepas, se obtuvo el RNA 
total mediante una modificación del método de Chomczynski y Sacchi (1987), basado en el 
uso del tiocianato de guanidinio (TCG), un poderoso agente caotrópico, que produce una 
inactivación inmediata de los virus. De esta manera, se preserva la integridad de las 
moléculas de RNA, permitiendo el transporte y mantenimiento de las muestras a 
temperatura ambiente y eliminando el riesgo de la infectividad (Lozano et al., 1993a).

El pellet de viriones de cada cepa, obtenido a partir de a 25 mi del sobrenadante de un 
cultivo de células infectadas, se resuspendió en 250 pl de IX  TCG (4M isotiocianato de 
guanidinio, 25mM citrato de sodio pH 7.0, 0,5% sarkosyl y 90mM p-mercaptoetanol).

Por otra parte, las células infectadas fueron cosechadas al 5° día postinfección (dpi), 
para obtener RNA total a partir de las mismas. Las monocapas fueron lavadas con PBS IX 
(buffer fosfato salino, 0.13 M NaCI, 20 mM fosfato de potasio pH 7,4) y las células se Usaron 
por el agregado de 1 volumen de una solución de IX  TCG (Lozano et al., 1993a, 1993b). 
Preservadas de esta forma, las muestras fueron remitidas a nuestro laboratorio.

Posteriormente, con la finalidad de purificar el RNA, se realizó sobre cada muestra una 
extracción con fenol ácido (pH 4) seguida de una extracción con cloroformo:isoamilico 
(24:1). El RNA viral se obtuvo de la fase acuosa por precipitación en presencia de 0,3 M 
NaAc y 2,5 volúmenes de etanol. El pellet de RNA se resuspendió en agua y se guardó a 
-70°C.

S íntesis de c DNA y  am plificació n  por  PCR

A partir del RNA obtenido se sintetizó la primera cadena del cDNA, utilizando la 
transcriptasa reversa de AMV. Posteriormente, se utilizó esta cadena como molde para 
amplificar por PCR regiones específicas de la misma. Este método es denominado RT-PCR 
{reverse transcriptase-polymerase chain reaction, Doherty etai ,  1989).

Para la síntesis de cDNA de las cepas Espíndola, Ledesma y Romero, se realizaron al 
menos dos reacciones, que diferían solamente en los oligonucleótidos utilizados como 
primers. En una de las reacciones se utilizó el primer “Arena” (ARE, que híbrida en las 
regiones conservadas de los extremos 3’ de las cadenas viral o genómica y viral 
complementaria o antigenómica) y en las otras, diferentes primers que hibridaban en la 
región intergénica, de modo de asegurar la síntesis de diferentes moléculas de cDNA que 
abarcaran la totalidad del RNA S de estas cepas.

Una vez sintetizada la primera cadena del cDNA, la misma se utilizó como molde para 
las reacciones de amplificación enzimática por ciclado térmico (PCR), que se llevaron a 
cabo utilizando la DNA polimerasa termoestable de Pyrococcus furiosus {Pfu DNA pol.
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Stratagene, La Jolla, USA) la que posee una frecuencia de error considerablemente menor 
que la Taq polimerasa gracias su actividad de lectura de prueba.

Debido a que la cantidad de RNA disponible como material de partida era limitada, las 
reacciones de síntesis de cDNA y las posteriores amplificaciones por PCR tuvieron un 
rendimiento por debajo del esperado. Esto determinó la necesidad de reamplificar un gran 
número de los fragmentos obtenidos por PCR para asegurar el éxito en las tareas de 
clonado.

Los primers diseñados permitieron amplificar varios fragmentos que, solapados, 
abarcaban la totalidad del RNA S (Figura 5.1). Por otra parte, también se utilizaron otros 
primers de utilidad comprobada en amplificaciones por PCR sobre diferentes cepas del virus 
Junín y sobre distintos arenavirus.

Okb 1 kb 2kb 3kb

GPC
vRNA 5' I- 3'
ARE-JDG2

ARE-JDG4

-►  589 ♦ - 931

NML1-ARE

3 N2-BRA

863

JDG3.1-SJDG4 N2-JDG10
487

JDG5-JDG6 IZZ

365 •*“

-►  505 *« -

900

JDG11-BRA

JDG7-JDG8
-►  421

688

NML1-N4
-►  440

JDG9-JCA1
-►210^

N5-ARE C
-►  537

Figura 5.1
Estrategia de amplificación por RT- PCR del RNA S de las cepas prototipo del virus 
Junín.
En la figura se representa el RNA S viral en orientación 5’-> 3 ’. La flecha roja representa 
el marco de lectura abierto del gen GPC (polaridad viral). La flecha azul representa el 
marco de lectura abierto del gen N (polaridad viral complementaria). Las líneas por fuera 
de las flechas corresponden a las regiones no codificantes. La escala por encima del 
RNA S está expresada en kilobases (kb). Los rectángulos de color corresponden a los 
fragmentos amplificados por PCR y usados para el clonado y la determinación de las 
secuencias nucleotídicas del RNA S de las cepas analizadas del virus Junín. En blanco 
aparecen las secuencias no codificantes. Los primers empleados en la amplificación de 
los fragmentos se indican con flechas de color negro. Cada fragmento generado fue 
denominado con el nombre de los primers utilizados en las reacciones de amplificación. 
Los números debajo de los fragmentos indican sus tamaños en pares de bases.

Clonado  y  S ecuenciación  del cDNA

Los fragmentos de amplificación por PCR de doble cadena fueron clonados 
alternativamente en el plásmido pGem-T, en el plásmido pUC19 digerido con Sma I o en los 
plásmidos pBR322, pBluescript o pZErO-2 digeridos con EcoR V.
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La secuencia nucleotídica de los subclones se determinó según el método enzimático 
de terminación de cadenas utilizando dideoxinucleótidos (Sanger et al., 1977; ver Capítulo 9 
Materiales y Métodos). Se secuenciaron ambas cadenas de al menos tres clones de cada 
uno de los fragmentos clonados. A partir de esta información se obtuvieron las secuencias 
consenso y se realizó la reconstrucción del RNA S completo. No se hallaron diferencias de 
secuencia en las regiones de solapamiento entre los distintos fragmentos.

S ecuencia  nucleotíd ica  del RNA S de las cepas Espín d o la , Rom ero  y  Ledesm a

A partir de la información de la secuencia nucleotídica obtenida y del análisis 
comparativo con secuencias de los RNAs S de otros arenavirus, se reconstruyó la secuencia 
completa del RNA S de las cepas Espíndola, Ledesma y Romero del virus Junín. La longitud 
de las secuencias es coincidente con el tamaño del resto de las cepas del virus Junín y se 
ajusta al rango de tamaños de los diferentes RNAs S de los Arenavirus. Las longitudes de 
los RNAs S de las cepas prototipo y de las composiciones nucleotídicas están detallados en 
la tabla 5.1.

Cepa Longitud
A

N° Mol%
C

N° Mol%
G

N° Mol%
U

N° Mol%

Espíndola 3411 908 26.62 778 22.81 713 20.90 1012 29.67

Ledesma 3411 896 26.27 790 23.16 722 21.17 1003 29.40

Romero 3411 902 26.44 782 22.93 717 21.02 1010 29.61

Tabla 5.1
Longitud y composición nucleotídica de los RNAs S de las cepas prototipo del 
virus Junín. Además de la longitud, para cada cepa se indica el número bases 
nucleotídicas y la composición molar %.

Como se describió previamente en este capítulo, las secuencias nucleotídicas se 
obtuvieron a partir del RNA por RT-PCR, clonado y secuenciación. Para generar los 
productos de amplificación por PCR de los extremos del RNA S, se utilizó el primer ARE que 
híbrida con una corta secuencia muy conservada de los extremos de los RNAs de los 
arenavirus. Por lo tanto, los primeros 19 nucleótidos de la secuencia del extremo 5’ 
corresponden al primer, mientras que partir del nucleótido 2 0  la secuencia pertenece a cada 
cepa en particular. Lo mismo ocurre en el extremo 3’, donde los últimos 19 nucleótidos 
corresponden a la secuencia complementaria al primer ARE.

La homología global entre los RNAs S completos de los diferentes arenavirus oscila 
entre 46,3% entre Pichindé/LCM (Armstrong) y 68,5% entre Junín (Gandid #1)/Tacaribe 
(Ghiringhelli, 2002). Como es lógico esperar, estos valores se incrementan al comparar las 
diferentes cepas del virus Junín con valores que oscilan entre 0,944% para Romero/XJ44 y 
Romero/Candid #1 y 0,987% entre XJ44/ Gandid #1 (Tabla 5.2).

Cuando se analiza la distribución de homología en función de un alineamiento múltiple 
se observa que las regiones de mayor conservación corresponden en gran medida a las 
regiones codificantes para la proteína de la nucleocápside, la glicoproteína G2 y el péptido
señal del precursor de las glicoproteínas. Mientras que las regiones de mayor variabilidad
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corresponden a la región codificante para la glicoproteína G1 y las regiones no codificantes 
de los extremos. La presencia de nucleótidos conservados en las regiones intergénicas se 
correlacionan, como se describe más adelante, con la formación de estructuras del tipo 
horquillas {hairpin-loop).

Esp Led Rom XJ-Par XJ44 Cdl

Esp 1,000 — — — — —

Led 0,967 1,000 — — — —

Rom 0,970 0,965 1,000 — — —

XJ-Par 0,956 0,957 0,952 1,000 — —

XJ44 0,946 0,947 0,944 0,986 1,000 —

Cd1 0,946 0,947 0,944 0,984 0,987 1,000

Tabla 5.2
Identidad de nucleótidos.
Identidad entre las cepas en estudio Espíndola 
(Esp), Ledesma (Led), Romero (Rom) y las 
cepas XJ-Parodi (Par), XJ44 y Gandid #1 (Cd1) 
del virus Junín. Los valores están expresados 
en porcentajes. En gris oscuro se destacan los 
límites superior e inferior de homología entre las 
diferentes cepas.

La búsqueda de marcos de lectura abiertos en las seis fases posibles (tres en sentido 
viral y tres en sentido viral complementario) dio como resultado varios potenciales marcos 
en ambas orientaciones, entre los cuales fue seleccionado el más largo en cada orientación, 
en correlación con la información experimental disponible.

En las tres cepas, un marco de lectura comienza en el nucleótido 90 y termina en el 
1544, posee una longitud 1458 nt (485 aminoácidos) y corresponde al precursor de las 
glicoproteínas virales (GPC). El otro codifica para la proteína mayoritaria de la 
nucleocápside (N), comienza en el nucleótido complementario al 3330, termina en el 
complementario al 1642 y posee una longitud de 1695 nt (564 aminoácidos). Los codones 
de iniciación y terminación indicados en el Apéndice 1 corresponden a estos marcos 
seleccionados.

Regiones  codificantes

GEN DEL PRECURSOR DE LAS GLICOPROTEÍNAS (GPC)

Las comparaciones de la secuencia nucleotídica de las cepas Espíndola, Romero y 
Ledesma con secuencias de diferentes cepas de virus Junín mostraron que el gen GPC 
comienza en un marco de abierto de lectura en un codón AUG (posiciones 90 a 92, tercer 
marco en polaridad viral) y termina en un codón UAA (posiciones 1545 a 1547), siendo su 
longitud de 1458 nucleótidos. Los nucleótidos que flanquean a este primer codón AUG 
(GCACAAUGG) coinciden con la secuencia consenso observada en todos los genes de 
arenavirus. Dicha secuencia corresponde a un residuo de purina en la posición -3, a una G 
en +4 y una de las C previas identificadas por Kozak (1978, 1983, 1984). Dentro del mismo 
marco de lectura, el octavo codón es un AUG (posiciones 111 a 113), pero no posee la A o 
la G en la posición -3  ni las C previas. Por lo tanto, se deduce que el primer triplete AUG 
debe ser el codón de iniciación funcional (Apéndice 1).

El tamaño del polipéptido resultante es de 485 aminoácidos y posee un peso 
molecular estimado, sin contar las glicosilaciones, de 55619 Da, 55560 Da y 55584 Da para 
la cepas Espíndola, Ledesma y Romero, respectivamente.
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Las comparaciones de las regiones secuenciadas de las cepas Espíndola, Romero y 
Ledesma con aquéllas correspondientes a las cepas XJ-Parodi, XJ44 y la cepa vacunal 
Gandid #1, muestran un alto grado de homología. Sin embargo, se han encontrado cambios 
característicos de cada una de las cepas, así como cambios que son comunes a estas tres 
cepas que los diferencian de las otras cepas del virus (Apéndice 2).

Algunos de los cambios en las secuencias nucleotídicas resultan en cambios en la 
secuencia de los aminoácidos para los que codifican, mientras que otras modificaciones son 
silenciosas (Capítulo 6 ).

GEN DE LA PROTEÍNA DE LA NUCLEOCÁPSIDE (N)

El gen de la proteína de la nucleocápside, de polaridad viral complementaria comienza 
en un AUG82-84, termina en un UAAi774.1775 y posee una longitud de 1695 nt (564 amino­
ácidos). Aunque más adelante se encuentra otro AUG en la misma fase, el primero es 
considerado el verdadero codón de iniciación de la proteína N, basado en la conservación 
de algunos de los nucleótidos del entorno (Kozak, 1978, 1983, 1984; Apéndice 1).

Regiones no codificantes

R e g ió n  in t e r g é n ic a

Entre los genes GPC y N (nucleótidos 1548 al 1638 en polaridad viral) se encuentra la 
región intergénica. Ésta posee regiones autocomplementarias que permiten constituir tres 
estructuras tipo hairpin-loop muy estables (AG° -74,1 kcal/mol. Figura 5.2a).

El análisis de la secuencia nucleotídica de la región intergénica del RNA S reveló que 
las cepas Espíndola y Ledesma presentan un solo cambio con respecto a la secuencia 
consenso, la cepa Romero presenta tres sustituciones, mientras que las cepas XJ-Parodi, 
XJ44 y Gandid #1 poseen un 100% de homología con respecto al consenso (Figura 5.2b).

El hairpin cercano al gen GPG (nucleótidos 1548-1560) está formado por 3 pares GG, 
un par AL) y uno UG en Espíndola y Ledesma, cambiando éste último por un par AL) en 
Romero (AG° -4,6 kcal/mol; Tinoco et al., 1973). El hairpin del medio (nucleótidos 1563- 
1593) está formado por 11 pares GG y 2 pares AL) (AG° -28,5 kcal/mol) mientras que el 
cercano al gen N (nt. 1596-1633) está formado por 15 pares GG y 2 pares AL) (AG° -37,4 
kcal/mol; Figura 5.2a). Estas estructuras fueron calculadas mediante análisis computacional 
con el algoritmo de Zuker (Zuker et al, 1999; Mathews et al, 1999).
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Figura 5.2
Comparación de la región intergénica de diferentes cepas del virus Junín.
a) Predicción de la estructura secundaria de la porción del RNA S que abarca la región 
intergénica (nt. 1548-1638) de las cepas prototipo del virus Junín. El codón de 
terminación del gen GPC está sombreado en color anaranjado pálido, el codón 
complementario al codón de terminación del gen N en color amarillo. Las posiciones 
variables entre las cepas se indican con un círculo verde. Las potenciales estructuras 
tipo hairpin-loop están estabilizadas por el apareamiento entre 5, 13 y 17 pares de bases 
(AG° -4,6 kcal/mol; AG° -28,5 kcal/mol y AG° -37,4 kcal/mol respectivamente). Las 
estructuras fueron obtenidas mediante análisis computacional con el algoritmo de Zuker.
b) Alineamiento múltiple de las secuencias nucleotídicas de la región intergénica de las 
cepas del virus Junín. Las posiciones variables entre las cepas se indican con los 
nucleótidos resaltados en azul. Las regiones autocomplementarias correspondientes a 
los hairpins están sombreadas e indicadas con flechas: en verde claro (1-1’) el primero;
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en rosado el segundo (2-2’) y en celeste el tercero (3-3’). Los puntos representan 
identidad con respecto a la secuencia consenso. Esp, cepa Espíndola; Led cepa 
Ledesma; Rom, cepa Romero; Par, cepa XJ-Parodi; XJ44, cepa XJ44; Cd1, cepa Gandid 
#1; Con, consenso.

Ex t r e m o s  5 ’ y  3 ’ d e l  g e n o m a  v ir a l

La determinación de los motivos de estructura secundaria de los extremos de los 
RNAs S se realizó mediante el análisis comparativo de las estructuras 5-óptimas (5-optimal, 
Zuker, 1989; Jaeger et al., 1990; Zuker et al., 1991) para cada RNA particular, en base al 
cálculo de plegamiento de los RNAs completos y de moléculas quiméricas. Éstas se 
construyeron con 1 0 0  nucleótidos de cada extremo viral separados por una secuencia 
nucleotídica homopolimérica de 200 nt (Figura 5.3).
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Figura 5.3
Estructura secundaria de los extremos 5’ y 3’ las cepas 
prototipo del virus Junín.
Comparación de las predicciones de estructura secundaria de 
los extremos (primeros y últimos 100 nt) del RNA S de las 
cepas prototipo del virus Junín. El codón de iniciación del gen 
GPC está resaltado en color rojo, el codón complementario al 
codón de terminación del gen N en color azul. Las estructuras 
fueron obtenidas mediante análisis computacional con el 
algoritmo de Zuker.
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En ambos extremos existen variaciones entre las cepas. El extremo 5’ es el que 
presenta el mayor número de cambios, además de dos deleciones (posiciones 42 y 72) en 
Espíndola, Ledesma, Romero con respecto a las otras cepas. La deleción de la posición 42 
es compartida por XJ-Parodi y la de la posición 72 por Gandid #1 (Alineamientos 5.1 y 5.2)

10 20 30 40 50 60 70
-UGCAGUAAG GGGAUCCUAG GCGAUUUUGG UAACGCUAUA A-UUGUGACU GUUUACUGUU UGGACAACAUEsp 

Led 
Rom
XJ-Par - 
XJ4 4
Cdl C

80 90
Esp C-AAAACAUC UAUUGCACAA UGLed -  ■ ■ . . .Q.........
Rom G-.....................
XJ-Par A ....... C ...........
XJ4 4 A .......C ...........
Cdl -- -C.........U ......

c -  , . . U
c - ■ ■ ■ A  U
■u- - A • u
u U ■G U A A U

G •G ■ U ■ •C U A

Alineamiento 5.1
Comparación de la secuencia nucleotídica del extremo 5’ no codificante del RNA S 
de las diferentes cepas del virus Junín.
El codón de iniciación del gen GPC está resaltado en amarillo. Los primeros 19 
nucleótidos de las cepas Espíndola, Ledesma y Romero (resaltados en color celeste) no 
fueron determinados por secuenciación, sino que corresponden a la secuencia de los 
primers específicos con los que se generaron los productos de amplificación por PCR. 
Esp, cepa Espíndola; Led cepa Ledesma; Rom, cepa Romero; XJ-Par, cepa XJ-Parodi; 
XJ44, cepa XJ44; C d l, cepa Gandid #1 del virus Junín.

3340 3350 3360 3370 3380 3390 3400
Esp
Led

CAUGCCAGAA GUUCUAGUGA UUUUGAUCUA GGGUAGAGUU GCUCAGUGAA AGUGUUAGAC ACUAUGCCUA
........GRom

XJ-Par
XJ44

...............G AA
AA

...........A -G - G ........GCdl A AA A A

Esp
Led
Rom
XJ-Par
XJ4 4
Cdl

3410 3414 
GGAUCCACUG UGCG

Alineamiento 5.2
Comparación de la secuencia nucleotídica del extremo 3’ no codificante del RNA S 
de las diferentes cepas del virus Junín.
La secuencia está en sentido viral. En amarillo se indica la secuencia complementaria del 
codón de iniciación del gen N. Los últimos 19 nucleótidos de las cepas Espíndola, 
Ledesma y Romero (resaltados en color celeste) no fueron determinados por 
secuenciación, sino que corresponden a la secuencia de los primers específicos con los 
que se generaron los productos de amplificación por PCR. En esta región existe 
identidad completa en las secuencias de las cepas XJ-Parodi y XJ44. Esp, cepa 
Espíndola; Led cepa Ledesma; Rom, cepa Romero; XJ-Par, cepa XJ-Parodi; XJ44, cepa 
XJ44; C d l, cepa Gandid #1 del virus Junín.
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Abundancia relativa de oligonucleótidos

En distintos organismos, con genomas basados en DNA o RNA, la organización de la 
información nucleotídica es sumamente variada. En una secuencia particular, esta 
heterogeneidad puede verse reflejada en la existencia de diferentes peculiaridades, tales 
como:

a) Una excesiva dispersión en la abundancia relativa de di-, tri- y tetranucleótidos, 
globalmente o con distribución diferencial en regiones codificantes y no codificantes.

b) La distribución de marcadores definidos: conjuntos de nucleótidos, motivos regula- 
torios, sitios de restricción, etc.

c) La presencia de oligonucleótidos o péptidos en cantidades excepcionales, muy raros o 
muy frecuentes.
En 1994, Karlin and Cardón describieron un conjunto de métodos, basados en los 

conceptos anteriores, que permiten determinar heterogeneidades de organización, 
nucleotídica o peptídica. En esencia, estos métodos se basan en el análisis de las 
frecuencias propias de los di-, tri- y tetranucleótidos y la relación existente entre ellas y las 
frecuencias de sus componentes mono-, di- y trinucleotídicos (abundancia relativa). Para 
ello, se pueden utilizar, alternativamente, dos tipos de análisis, de acuerdo al ácido nucleico 
en estudio (simple o doble cadena). En el caso de ácidos nucleicos de simple cadena se 
puede realizar un análisis de tipo no simétrico y en el caso de ácidos nucleicos de doble 
cadena se puede realizar un análisis de tipo simétrico.

Por otra parte, basándose en datos experimentales y en análisis estadísticos estrictos, 
los mismos autores destacan que la existencia de valores de abundancia relativa < 0,78 o 
> 1,23 tienen una probabilidad < 0,001, independientemente de la composición de bases del 
genoma. Por lo tanto, cualquier valor inferior a 0,78 se considera sub-representado y 
cualquier valor mayor a 1,23 se lo considera sobre-representado.

Si se extiende el estudio a un conjunto de secuencias relacionadas, el hallazgo de 
sub-representaciones y/o sobre-representaciones de oligonucleótidos cortos podría conducir 
a la búsqueda de su significado evolutivo (funcional o estructural).

A n á l is is  g l o b a l

El análisis de la abundancia relativa (AR) de oligonucleótidos cortos (di, tri y 
tetranucleótidos) en los RNAs S de los distintos aislamientos del virus Junín muestra que la 
mayor parte los mismos se encuentran dentro del rango estadísticamente esperadle (Karlin 
y Cardón, 1994).

Cuatro de los 16 dinucleótidos posibles, 6 de los 64 trinucleótidos posibles y muchos 
de los 256 tetranucleótidos posibles presentan algún valor diferencial (sobre o sub­
abundancia) en cualquiera de las polaridades (V o VC). En el caso de los dinucleótidos, las 
sobre-abundancias (CA y UG) o las sub-abundancias (CG y UA) son consistentes para 
todos los aislamientos analizados (Figura 5.4). Vale destacar que el dinucleótido CG es 
extremadamente sub-abundante, lo cual puede estar asociado, tanto con aspectos
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estructurales (formación de estructuras tipo hairpin loop), como con aspectos regulatorios 
(Karlin y Cardón, 1994).

Abundancias relativas de dinucleótidos
•Espfndola1,39 2.0 n

•Ledesma1,38 1.8-•Romero 1,38
•XJ-Parodi1,37 1.6-•Xj44 1,36
•Gandid #11,35 (D1.4 -•MC2 1,33 >

•Espíndola0,21
•Ledesma0,23
•Romero0,23
•XJ-Parodi0,24
•XJ44 0,25
•Gandid #10,25
•MG2 0,27

•Espíndola1,42
•Ledesma1,42
•Romero 1,41
•XJ-Parodi1,41
•Xj44 1,42
•Gandid #11,41
•MG2 1.41

•Espíndola0,56
•Ledesma0,55
•Romero0,56
•XJ-Parodi0,56
•XJ44 0,56
•Gandid #10,56
•MG2 0,57

AA AC AG AU CA CC CG CU GA GC GG GU UA UC UG 
dinucleótido

Figura 5.4
Abundancias relativas de dinucleótidos.
Patrón de abundancias relativas de dinucleótidos. El análisis se realizó con las rutinas 
diseñadas por Ghiringhelli (2002). Para facilitar la discriminación rápida entre sub- y 
sobre-representaciones y la visualización gráfica, las líneas de guiones marcan los 
límites entre lo esperable por azar (0,78 y 1,23) de los valores representativos. En los 
recuadros se indican los valores específicos para cada aislamiento.

Respecto de los tri y tetranucleótidos, el patrón de sobre y sub-abundancias es 
variable entre los diferentes aislamientos. Algunos tri o tetranucleótidos son sub-abundantes 
(o sobre-abundantes) para ciertos aislamientos, mientras que son normales para otros. En 
particular, en el caso de los trinucleótidos, todas las sobre- y sub-abundancias detectadas 
están directamente relacionadas con la subabundancia del dinucleótido CG; si bien existe 
una sub-abundancia del dinucleótido CG, algunos trinucleótidos que contienen a este 
dinucleótido son sobreabundantes con respecto a lo estadísticamente esperable (Figura 
5.5).

A n á l is is  d if e r e n c ia l  p o r  r e g io n e s

El análisis diferencial por regiones (no codificantes y las posiciones l+ll, ll+lll y lll+l 
en la sucesión de codones), permite detectar sobre- o sub-abundancias locales que pueden 
asociarse con una estructura sintáctica de la información nucleotídica (Figuras 5.4 y 5.6). 
Las posiciones l+ll indican el primero y el segundo nucleótido de un codón en un 
determinado marco de lectura, ll+lll indican el segundo y el tercer nucleótido del codón y 
lll+l corresponden al último nucleótido de un codón y al primero del codón siguiente en ese 
marco de lectura.

Es interesante destacar que las sobre- o sub-abundancias relativas de dinucleótidos 
detectadas a nivel global en los RNAs S de los distintos aislamientos presentan una 
predominancia diferencial en distintas regiones. El dinucleótido CA es especialmente sobre-
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abundante en las posiciones lll+l de los marcos de lectura, el dinucleótido CG es 
especialmente sub-abundante en las regiones codificantes en las tres posiciones de los 
marcos de lectura (l+ll, ll+lll y lll+l), el dinucleótido UA es especialmente sub-abundante en 
las regiones codificantes, especialmente en las posiciones l+ll y ll+lll de los marcos de 
lectura y el dinucleótido UG es especialmente sobre-abundante en las posiciones ll+lll y lll+l 
de los marcos de lectura. Esta homogeneidad en la distribución de sobre- y sub­
abundancias refleja, probablemente, una similitud sintáctica en los RNAs S de los distintos 
aislamientos. El resto de los 16 dinucleótidos posibles, presentan patrones de sobre­
abundancia, sub-abundancia o abundancia normal que se desvían menos de los valores 
estadísticos promedio esperadles por azar, probablemente asociados con la información 
particular de cada genoma (Figura 5.6).

Abundancias relativas de trínucleótidos

• Espíndola
Ledesma

• Romero
• XJ-Parodi

Xj44
« Gandid #1
• MC2

Esp Led Rom XJ-Par XJ-44 C dl MC2
ACG 0.2320 0.2040 0.3126 0.4858 0.483 0.4792 0.4446
CCG 1.4360 1.3334 1.3714 1.2084 1.3260 1.3366 1.5019
CGA 0.5322 0.7565 0.7885 0.5717 0.5569 0.5664 0.7388
CGC 1.1377 0.9181 1.1218 1.1274 1.2970 1.3220 1.3065
CGG 1.3542 1.2861 1.0756 1.2226 1.1934 1.1654 1.0930
GCG 1.4210 1.5452 1.2830 1.1180 1.0616 1.0876 0.9678

b)

Figura 5.5
Abundancia reiativa de trinucieótidos.
a) Patrón de abundancias relativas de trinucieótidos en los RNAs S de arenavirus.
El análisis se realizó con las rutinas diseñadas por Ghiringhelli (2002). Para facilitar la 
discriminación rápida entre sub- y sobre-representaciones y la visualización gráfica, las 
líneas de guiones marcan los límites entre lo esperadle por azar (1,23 y 0,78) de los 
valores representativos. En los casos de similitud o igualdad de valores, los puntos han 
sido ligeramente desplazados de la vertical para facilitar su visualización.
b) Abundancias relativas de dinucleótidos. Los valores por encima y por debajo de los 
límites esperados por azar (1.23 y 0,78) se encuentran sombreados en color gris.
Esp: cepa Espíndola; Led: cepa Ledesma; Rom: cepa Romero; XJ-Par; cepa XJ-Parodi; 
XJ-44: cepa XJ-44; C d l: cepa Gandid #1; MC2: cepa MC2.
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A n á l is is  d if e r e n c ia l  d e  t r in u c l e ó t id o s

Como se puede observar en la figura 5.7, el patrón de abundancias relativas (sub- o 
sobre-abundancias) de los seis trinucleótidos diferenciales presentan homogeneidad en 
algunos de ellos y heterogeneidad en otros.

Un análisis combinado del patrón de sub- o sobre-abundancias de los trinucleótidos 
diferenciales muestra que existe una cierta correlación entre el producto de las abundancias 
relativas de los trinucleótidos diferenciales y la mayor o menor letalidad para humanos de las 
distintas cepas (ver más adelante, Figura 5.8).

Abundancias relativas de trinucleótidos

• Espíndola
c Ledesma
• Romero
• XJ-Parodi

XJ44
• Gandid #1
• MC2

Figura 5.7
Patrón de abundancias relativas de trinucleótidos diferenciales en las distintas 
cepas del virus Junín.
El análisis se realizó con las rutinas diseñadas por Ghiringhelli (2002). Para facilitar la 
discriminación rápida entre sub- y sobre-representaciones y la visualización gráfica, las 
líneas de guiones marcan los límites entre lo esperable por azar (0,78 y 1,23) de los 
valores representativos. En los casos de similitud o igualdad de valores, los puntos han 
sido ligeramente desplazados de la vertical para facilitar su visualización.

D iscusión

Inicialmente, este trabajo se enfocó en la obtención y el análisis de la secuencia 
nucleotídica del RNA S, de las cepas Espíndola, Ledesma y Romero del virus Junín. La 
caracterización molecular de estas cepas con diferente grado de virulencia y tropismo 
celular y su comparación con la información disponible del resto de las cepas del virus 
Junín, permitiría una aproximación sistemática en la determinación de las bases de la 
virulencia.

Gracias a la amplificación por RT-PCR, al clonado de la totalidad de los fragmentos, a 
su secuenciación y a la comparación con la información disponible, se ha reconstruido el 
RNA S completo de las cepas Espíndola, Ledesma y Romero del virus Junín. Si bien los 
prímers para amplificar el cDNA fueron diseñados incluyendo en su secuencia regiones de
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hibridación para primers universales en los extremos 5’, los resultados obtenidos por 
secuenciación directa resultaron con un alto background y muchas imprecisiones. Por lo 
tanto, se prefirió seguir el método más tradicional y más seguro del clonado de los 
fragmentos de amplificación previo a la secuenciación.

De la comparación de las secuencias nucleotídicas y aminoacídicas de las cepas en 
estudio, se puede observar que existen diferencias en los dos niveles. Si bien el número de 
sustituciones que se encuentran en la secuencia nucleotídica es considerable, no todas ellas 
se manifiestan como cambios de la secuencia aminoacídica (Capítulo 6).

R e g io n e s  N o  C o d if ic a n t e s

Evidencias en muchos sistemas virales sugieren que las regiones no codificantes de 
los genomas virales son portadoras de importantes determinantes de virulencia. Los efectos 
de cambios en regiones no codificantes de picornavirus, poliovirus, flavivirus, togavirus y 
alfavirus (Kobiler et al., 1999; Li et al., 1996; Yoshida et al., 2000; Tucker et al., 1999; 
Macadam et al., 1992; Kuhn et al., 1992; Bandyopadhyay et al., 1993) se manifiestan en 
variaciones en la atenuación, defectos en la acumulación de RNA, alteración de las tasas de 
crecimiento en cultivos celulares y variación de la capacidad de producir enfermedad en 
ratones, lo que sugiere que estas regiones son importantes en la determinación de la 
virulencia tanto in vivo como in vitro.

Región intergénica

En la región intergénica del RNA S se ha descripto la existencia de un solo harpin-loop 
en los virus Pichindé (Auperin et al., 1984b), LCM (Romanowski et al., 1985; Salvato et al., 
1988) y Lassa (Auperin y McCormic 1988; Clegg et al., 1990), mientras que en Tacaribe 
(Franze-Fernández et al., 1987, 1993), Junín (Ghiringhelli et al., 1991, Ghiringhelli, 2002), 
Oliveros (Bowen et al., 1996) y Mopeia (Wiison y Clegg, 1991) el plegamiento del RNA 
permite la formación de dos hairpin-loops diferentes. Sin embargo, Ghiringhelli (2002) 
postuló la presencia de tres estructuras del tipo hairpin loop en los virus Sabiá y Tacaribe.

El análisis de los alineamientos de secuencia y de las predicciones de plegamiento de 
las moléculas de RNA mostró que las posiciones en las que aparecen las diferencias 
nucleotídicas entre las cepas corresponden al extremo del hairpin, donde el RNA forma un 
asa y en los que no existen apareamientos intracatenarios entre nucleótidos. En el caso del 
primer hairpin hay un cambio en el apareamiento de un par de bases en el que se sustituye 
un par no convencional UG en las cepas Espíndola y Ledesma por un par AL) en Romero. 
Sin embargo, ninguno de estos cambios altera la estabilidad termodinámica de la estructura 
secundaria (triple hairpin-loop) predicha para esta región en las cepas del virus Junín 
analizadas (Figura 5.2b).

De la misma forma, los cambios de nucleótidos con respecto al consenso de las cepas 
XJ-Parodi, XJ-44 y Gandid #1 se encuentran ubicados en las mismas cuatro posiciones 
variables que en las cepas prototipo (en los extremos de los hairpins), sin afectar la 
estabilidad termodinámica de estos, resultando en estructuras secundarias análogas a las
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ya descriptas. Por consiguiente, estos datos sugieren que, a semejanza de lo descripto en 
los virus Sabiá y Tacaribe, no serían dos sino tres las estructuras tipo hairpin-loop presentes 
en el virus Junín.

Además, la conservación de los cambios nucleotídicos en esta zona esté relacionada 
probablemente con la función de terminador de transcripción propuesta para la estructura 
secundaria tipo hairpin-loop de esta región (Tortorici et al., 2001).

Extremos 5’y 3’ del genoma viral

Las regiones 5’ y 3’ no codificantes del RNA viral de las cepas prototipo están 
constituías por 86 y 81 nucleótidos respectivamente. Como se mencionó en el Capítulo 3, 
estas dos regiones presentan secuencias nucleotídicas con un alto grado de 
complementariedad que pueden formar estructuras tipo panhandie. Esta complementariedad 
en los extremos explicaría el hecho que las nucleocápsides purificadas observadas al 
microscopio electrónico aparezcan como estructuras circulares cerradas (Young y Howard, 
1983; Auperin etal., 1984b; Romanowski efa/., 1985; Bishop y Auperin, 1987).

Las predicciones de estructura secundaria completas del RNA S como la de los 
extremos de los 5’ y 3’ muestran que la complementariedad de secuencia va más allá de los 
19 nucleótidos conservados de los extremos. Por ejemplo en la cepa Ledesma se forma una 
estructura del tipo panhandie de alrededor de 70 nucleótidos. Si bien en la figura 5.3 se 
representan las estructuras óptimas, en las estructuras subóptimas de las cepas Espíndola y 
Romero aparecen motivos semejantes a los de Ledesma.

Al analizar las regiones no codificantes de los extremos del virus Junín, ha sido 
demostrado que existe una cierta variabilidad detectada al secuenciar clones independientes 
de las cepas XJ44 (Albariño, 1997), MC2 y Candid#1 (Ghiringhelli, 2002). La heterogeneidad 
podría generarse por un mecanismo de edición de los productos de transcripción, similar al 
publicado para el virus Tacaribe (Garcin y Kolakofski, 1992). Esta misma variabilidad se ha 
encontrado en las cepas en estudio (datos no mostrados).

El efecto de los cambios en las regiones no codificantes sobre el tropismo celular, la 
infectividad y la traducción de genes ha sido informado en la literatura para distintos 
sistemas virales (Harvala, 2003; Sekiguchi, 2003; Tucker, 1999). Por ejemplo, en poliovirus 
tipo 1 y tipo 3, se ha demostrado que sustituciones de apenas un nucleótido en regiones no 
codificantes son las responsables de cambios en la virulencia y el tropismo celular (Li et al., 
1996; Yoshida etal., 2000). En arenavirus, la importancia de la formación de complejos intra 
e intermoleculares está asociada a eventos de regulación de la iniciación de la replicación y 
la transcripción.

Evidencia obtenida con virus a RNA de polaridad negativa ha demostrado que las 
señales para la encapsidación y la entrada de la polimerasa están localizadas en las 
regiones no codificantes terminales de los genomas virales. La existencia de conservación 
de los extremos 3’ en arenavirus y la complementariedad entre los extremos 3’ y 5’ (Lee et 
al., 2002), conducen a hipotetizar que también en estos virus pueden ser importantes las 
regiones no codificantes con señales en cis que puedan ser necesarias para la transcripción 
o la replicación por parte de la RNA polimerasa.

54



Diego M. Posik Capítulo 5 - Clonado, secuenciación e información molecular de los RNAs S

Sin embargo, aun no se conoce con exactitud la participación de estas regiones no 
codificantes del RNA S en la atenuación virulencia, los cambios en la patogenicidad, la 
producción de un patrón clínico determinado y/o la variación del tropismo celular. Por otra 
parte, los datos obtenidos no permiten elaborar una hipótesis al respecto, por lo que se 
deberá aguardar a que estas regiones sean evaluadas más extensamente.

Los nuevos sistemas de genética reversa recientemente desarrollados ofrecen una 
promesa considerable en el delineamiento de secuencias reguladoras esenciales 
localizadas dentro de los moldes de RNA viral y la clarificación de los roles que juegan las 
proteínas virales y las del hospedador en infecciones agudas y persistentes de arenavirus 
(Lee y de la Torre, 2002, Jacamo et al., 2003). Sin embargo, debido a que el curso de la 
infección dentro del hospedador está determinado por efectos acumulativos de infecciones 
en diferentes tipos celulares podría ser informativo, a medida que los procedimientos de 
genética reversa sean más accesibles, extender estos experimentos a un rango de 
diferentes tipos celulares.

A b u n d a n c ia  R e l a t iv a  d e  O l ig o n u c l e ó t id o s

La heterogeneidad (u homogeneidad) de los genomas puede ser analizada en 
términos de su composición nucleotídica, especialmente en función de las abundancias 
relativas de los di-, tri- y tetranucleótidos. El análisis de las abundancias relativas, a 
diferencia del análisis de las frecuencias absolutas, permite la identificación de aspectos 
llamativos de la composición de un genoma determinado versus lo esperadle por azar.

Desde este punto de vista, en varias publicaciones se describe el uso de esta 
metodología de análisis para caracterizar genomas de diferentes orígenes, llegando hasta el 
concepto de la existencia de una "firma genómica" {genome signature) (Sved y Bird, 1990; 
Burge etal., 1992; Karlin etal., 1994a; 1994b, 1994c; Karlin y Ladunga, 1994; Cardón etal., 
1994; Karlin y Burge, 1996; Karlin etal., 1997; Karlin y Mrázek, 1997; Mrázek y Karlin, 1998; 
Campbell etal., 1999; Karlin etal., 1999).

En el caso de los arenavirus, como se puede observar en la figura 5.4, los 
dinucleótidos CG y UA son sub-abundantes, mientras que los dinucleótidos CA y UG son 
sobre-abundantes. Por otra parte, las sub- o sobre-abundancias de los tri- y tetranucleótidos 
están directamente relacionadas con la sub-abundancia del dinucleótido CG, ya que éste es 
un componente de todos aquellos que se han detectado con valores extremos.

Cuando se realiza un análisis por regiones, resulta llamativo observar que el 
dinucleótido CG es especialmente sub-abundante en cualquiera de las tres posiciones (l+ll, 
ll+lll, lll+l) en las regiones codificantes, mientras que el dinucleótido CG presenta las 
menores sub-abundancias en las regiones no codificantes (extremos y región intergénica). 
Esto último guarda una íntima correlación con la existencia de estructuras secundarias doble 
cadena de gran estabilidad, asociadas con la conformación circular de las nucleocápsides 
(observada en microscopía electrónica) y con la regulación de los fenómenos de 
transcripción/replicación (Franze Fernández et al., 1987; Ghiringhelli et al., 1991; Rivera 
Pomar et al., 1993; Tortorici et al., 2001). Por último, los dinucleótidos UG y CA son
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especialmente sobre-abundantes en la posición lll+l de los marcos de lectura (Figuras 5.4 y 
5.6).

Por otra parte, la información concerniente a las sub- y sobre-abundancias de 
dinucleótidos 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 y los orthomyxovirus (Karlin etal., 1994b).

La constancia en la sub-abundancia del dinucleótido CG, genera varios interrogantes;
1) ¿El contenido y/o patrón de distribución del dinucleótido CG puede generar una 

estructura definida que afecte, en particular, la interacción con proteínas? En función de 
esto, ¿Existen restricciones estructurales y/o regulatorias intrínsecas al dinucleótido CG?

2) ¿Existen mecanismos de mutación preferencial, mediante desaminación u otras 
fuerzas selectivas que afecten especialmente al dinucleótido CG?

3) ¿El contenido del dinucleótido CG afecta de alguna manera la frecuencia de uso 
de aminoácidos tales como la arginina (codones CGN)? o ¿Sólo afecta la frecuencia de uso 
de codones?

Respecto de los cuestionamientos planteados en 1), no se han encontrado 
evidencias que justifiquen una hipótesis asociada con cuestiones estructurales y/o 
regulatorias.

Respecto del cuestionamiento 2), un análisis de correlación entre la sub-abundancia 
del dinucleótido CG y las sobre-abundancias de los dinucleótidos UG y CA (datos no 
mostrados) muestra una cierta coincidencia entre las mismas. Esto sugiere que podría 
existir una desaminación preferencial de las Cs (Lewin, 1997) que forman parte del 
dinucleótido CG durante el ciclo replicativo, lo cual llevaría, en forma directa, a un 
incremento en el dinucleótido UG y, en forma indirecta, a un incremento posterior en el 
dinucleótido CA. Por otra parte, el mismo tipo de análisis realizado entre la sub-abundancia 
del dinucleótido UA y las sobre-abundancias de los dinucleótidos UG y CA sugiere que la 
sub-abundancia del dinucleótido UA está asociada con mecanismos diferentes e 
independientes.

Respecto de los cuestionamientos 
planteados en 3), la frecuencia promedio 
de arginina en las proteínas GPC y N de 
los distintos aislamientos es 4,97%, lo cual 
coincide con lo esperadle por simple azar 
(5.00%). En la tabla 5.4 se puede observar 
que el único efecto de la sub-abundancia 
del dinucleótido CG está asociado con la 
frecuencia de uso de codones.

Por último, un análisis pormenori­
zado de las abundancias relativas de 
trinucleótidos permite verificar que el 
patrón de sub- y sobre-abundancias no es 
igual para todas las cepas de virus Junín
analizadas. Además, en base a este análisis se puede identificar una especie de firma
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Virus
Proteína GPC Proteína N
CGN AGR CGN AGR

Espíndola 0.61 3.29 0.53 5.66

Ledesma 0.61 3.09 0.53 5.66

Romero 0.62 3.09 0.53 5.48

XJ-Parodi 0.61 3.09 0.53 5.48

XJ-44 0.61 3.09 0.53 5.66

Gandid #1 0.61 3.09 0.53 5.66

MC2 0.62 3.52 0.71 5.66

T a b la  5 .4
Frecuencias de uso de los codones de 
arginina en las proteínas GPC y N de los 
aislamientos (%).
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genómica {genomic signature) que muestra una cierta correlación con la letalidad para 
humanos de las distintas cepas en estudio (Figura 5.8).
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Figura 5.8
Perfiles de abundancias relativas de trinucleótidos diferenciales en las distintas 
cepas del virus Junín.
El análisis se realizó con las rutinas diseñadas por Ghiringhelli (2002). Las distintas 
barras del histograma representan el producto de los valores de abundancia relativa de 
los diferentes trinucleótidos identificados como diferenciales (sub- y sobre-representa­
ciones, <0,78 ó >1,23, respectivamente) en las distintas cepas. MC2: cepa MC2; CD1: 
Gandid #1; XJ44: cepa XJ44; Esp: Espíndola; Led: Ledesma; Rom: Romero.

Los genomas de los virus a RNA están en una lucha permanente entre la generación 
de mutaciones y los mecanismos para eliminar se sus genomas los cambios deletéreos 
acumulados y crear y extender cambios beneficiosos de manera eficiente (Worobey y 
Holmes, 1999) afectando la adaptabilidad viral. En los últimos años, las metodologías de 
análisis para caracterizar genomas condujeron al concepto de firma genómica que ofrece 
claves para la identidad genética de los microorganismos, su origen geográfico, la 
modificación genética que aumenta su resistencia a antibióticos y/o a vacunas, etc.

La correlación encontrada entre las abundancias relativas de trinucleótidos 
diferenciales y la letalidad para humanos entre las diferentes cepas del virus Junín podría 
estar, de alguna forma, asociada a factores que afecten la adaptación y la supervivencia de 
las diferentes cepas en interacción con distintos tipos celulares del hospedador. Sin 
embargo debido a la dificultad o imposibilidad de poner a prueba esta correlación en el 
laboratorio, se deberá aguardar el desarrollo de nuevas metodologías que puedan aportar 
datos para corroborar esta hipótesis.

57



Diego M. Posik Capítulo 6 - Productos génicos de las cepas prototipo

C a p ít u l o  6

In fo r m a c ió n  m o l e c u l a r  d e  lo s  p r o d u c t o s  g é n ic o s  de  lo s  d if e r e n t e s

AISLAMIENTOS CLÍNICOS DEL VIRUS JUNÍN (LEDESMA, ESPÍNDOLA Y ROMERO)

La biologie moderna a Lambition d’interpréter les propriétés de 
l ’organisme par la structure des moléculas qui le constituent 
Frangois Jacob. La logique du vivant.

G licoproteínas  virales

E s t r u c t u r a  p r im a r ia  d e l  p r e c u r s o r  d e  la s  g l ic o p r o t e ín a s  (G P C )

El marco de lectura abierto de la mitad 5’ del RNA S de las cepas prototipo 
(nucleótidos 87 al 1544) codifica para un único producto de traducción, el precursor de las 
glicoproteínas (GPC), de 485 aminoácidos. Este péptido es glicosilado y procesado 
postraduccionalmente (Figura 6.1).

En la proteína GPC se pueden identificar tres dominios: el péptido señal, la 
glicoproteína G1 y la glicoproteína G2.

péptido señal G1 G2

H2N .LAGRSCT EEAFKI. RRSLK AFFSWS. COOH

Figura 6.1
Procesamiento postraduccional del precursor de las glicoproteínas (GPC)
En el esquema se muestran los tres productos proteicos que se generan por 
procesamiento postraduccional de la proteína GPC. Los sitios de clivaje proteolítico y las 
secuencias correspondientes han sido determinados por homología con LCM (Buchmeier 
etal., 1987; Burnsy Buchmeier, 1993).

ESTRUCTURA DEL PÉPTIDO SEÑAL

El péptido señal de las tres cepas en estudio, Espíndola, Ledesma y Romero, posee 
una longitud de 58 aminoácidos, concordando con los datos de Burns y Buchmeier (1993) y 
Romanowski (1993).

Este péptido está constituido por un 48,28% de aminoácidos hidrofóbicos, un 18,97% 
de aminoácidos hidrofílicos y un 32,75% de aminoácidos antipáticos. Cuando se comparan 
las cepas en estudio entre sí y con el resto de las cepas del virus Junín, los porcentajes de 
la composición aminoacídica no varían, ya que en esta región solo se producen dos cambios 
conservativos de aminoácidos (Vss-^ I35 y p46^ L46).

El análisis por computadora de la potencial estructura secundaria de la secuencia 
aminoacídica permite efectuar predicciones que resultan coincidentes con los datos 
experimentales conocidos para otros arenavirus. El algoritmo PHDsec (PHD predicted  

secondary structure, Rost y Sander, 1993, 1994a) predice una hélice entre el aminoácido 7 
al 53, el algoritmo PHD htm (PHD probability fo r assigning transmembrane helix, Rost, 1996; 
Rost et al. 1996) predice la existencia de una a  hélice transmembrana entre los aminoácidos
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14 y 54, y el algoritmo P iM o h tm  (PHD prediction of membrane topology, http://cubic.bioc.co- 
lumbia.edu/predictprotein) predice un dominio transmembrana entre los aminoácidos 18 al 
42, con el extremo amino terminal orientado hacia el espacio extracelular y el extremo 
carboxilo terminal orientado hacia el citosol. Los datos de predicción resultaron coherentes 
entre sí y son coincidentes con los requerimientos mínimos de un péptido señal. 
Recientemente, se demostró que este péptido es miristoilado y forma parte de la estructura 
de las espículas, en asociación con G1 y G2 (York et al., 2004).

E s t r u c t u r a  d e  la s  g l ic o p r o t e ín a s  G1 y  G2

Según los datos aportados por Buchmeier et al. (1987) y Burns y Buchmeier (1993), 
una proteasa de origen celular diva a la proteína GPC del virus LCM en la cercanía de dos 
residuos de arginina (R262R263) generando los polipéptidos G1 (mitad amino terminal, 193 
aminoácidos) y G2 (mitad carboxilo terminal, 234 aminoácidos). El mismo procesamiento 
ocurre en el virus Junín (Padula et al., 1996). En forma análoga, se pueden deducir que en 
las cepas en estudio existen sitios de clivaje homólogos cercanos al par de argininas
R247R248-

Al analizar las comparaciones de secuencias nucleotídicas de los distintos 
aislamientos del virus Junín se evidencia que la región con mayor cantidad de cambios 
dentro de la GPC corresponde a la región codificante para la glicoproteína G1 (en especial, 
hay una región altamente variable hacia el extremo 5’ de esta proteína), mientras que la 
región que codifica para la proteína G2 es una de las de mayor conservación (Capítulo 5). 
Cuando se analizan los patrones de identidad de aminoácidos no se evidencia dicha 
diferencia (la identidad de aminoácidos entre las diferentes cepas del virus Junín oscila entre 
0,964% y 1,000% para G1 y 0,966% y 1,000% para G2). Por lo tanto, la mayor parte de las 
sustituciones de nucleótidos no se ven reflejadas en cambios de la secuencia de 
aminoácidos (Tabla 6.1).

G1 G2

Esp Led Rom XJ-Par XJ44 Cdl

Esp 1,000 0,990 0,990 0,974 0,974 0,974

Led 0,990 1,000 0,990 0,974 0,974 0,974

Rom 0,990 0,990 1,000 0,974 0,974 0.974

XJ-Par 0,969 0,969 0,964 1,000 1,000 1,000

XJ44 0,964 0,964 0,969 0,995 1,000 1,000

Cd1 0,969 0,969 0,969 1,000 0,995 1,000

Esp Led Rom XJ-Par XJ44 Cdl

Esp 1,000 0,970 0,974 0,980 0,983 0.974

Led 0,966 1,000 0,979 0,987 0,987 0,979

Rom 0,970 0,979 1,000 0,991 0,991 0,983

XJ-Par 0,979 0,987 0,991 1,000 1,000 0,991

XJ44 0,979 0,987 0,991 1.000 1,000 0,991

Cdl 0,970 0,979 0,983 0,991 0,991 1,000

Tabla 6.1
Identidad y similitud de aminoácidos de las glicoproteínas G1 y G2.
El triángulo inferior contiene los valores de identidad de aminoácidos (%) y el triángulo 
superior los valores de similitud (%). Los valores mínimos de identidad están 
sombreados en gris oscuro.
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Sin embargo, cuando se analizan individualmente las sustituciones de aminoácidos en 
los alineamientos se ve que la distribución de los cambios es diferente. En G1 existen 
posiciones variables en las que hay un aminoácido común a las cepas Espíndola, Ledesma 
y Romero que es reemplazado por otro común al resto de las cepas (posiciones 99; 111; 
157; 184 y 209; Apéndice 3). Cuatro de estas cinco sustituciones son cambios 
conservativos. En la posición 99 el cambio es no conservativo. Además de estas posiciones, 
existen cambios que son característicos de cada una de las cepas y que no se repiten en 
ninguna otra. Mientras tanto, en la proteína G2, los cambios son sustituciones simples de 
aminoácidos que son característicos de cada cepa y no se presentan en ninguna de las 
otras.

La glicoproteína G1 está constituida por un promedio (para las tres cepas) de: 29,70% 
de aminoácidos hidrofóbicos, un 34,88% de aminoácidos hidrofílicos y un 35,41% de 
aminoácidos antipáticos. La proteína G2 está constituida por un promedio de: 28,62% de 
aminoácidos hidrofóbicos, un 33.76% de aminoácidos hidrofílicos y un 37,88% de 
aminoácidos antipáticos. Los porcentajes de la composición de aminoácidos no varían en 
forma significativa al comparar las proteínas G1 o las G2 de las tres cepas en estudio. La 
comparación numérica anterior o un análisis más detallado no muestran diferencias 
significativas entre G1 y G2. Por otra parte, el estudio de la distribución de aminoácidos 
hidrofóbicos mediante perfiles de hidrofobicidad media muestra diferencias concretas entre 
las glicoproteínas G1 y G2 (Figura 6.2).

Posición
Figura 6.2
Perfil de hidrofobicidad de la proteína GPC de las cepas prototipo
Las líneas en color corresponden a los valores de hidrofobicidad media de Kyte y 
Doolittie (1982) de los precursores de las glicoproteínas virales de las cepas Espíndola 
(azul), Ledesma (rojo) y Romero (verde) del virus Junín. Las líneas verticales marcan las 
regiones de cada gráfico correspondientes a los dominios: péptido señal, glicoproteína 
G1 y glicoproteína G2. El óvalo azul indica la región más variable entre las cepas.
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Cepa Cambio Posición

Romero A - >  E 116

Ledesma T - > l 182

Espíndola D - > G 265

Romero M - > l 282

Romero N ->  1 313

Ledesma A ->  P 314

Ledesma K ->  P 360

Ledesma 1 380

Tabla 6.2
Sustituciones de nucleótidos 
que producen cambios en los 
perfiles de hidrofobicidad 
media de la oroteína GPC.

En la tabla 6.2 se detallan las sustituciones de 
nucleótidos que producen cambios en los perfiles de 
hidrofobicidad media en las cepas Espíndola, Ledesma y 
Romero. Para las distintas cepas existen muchos otros 
cambios que, por ser conservativos, no generan cambios 
en los perfiles de hidrofobicidad. Es de destacar que en 
Romero se produce una sustitución de una metionina por 
una isoleucina (cambio conservativo) en la posición 282, 
que sin embargo se ve reflejado en un cambio del perfil 
de hidrofobicidad de la proteína GPC de esta cepa. La 
superposición de los perfiles de hidrofobicidad media 
muestran que estos cambios producen algunas 
diferencias entre las cepas (Figura 6.2).

La búsqueda en la base de datos PROSITE  

{PROtein SITES, Fuchs, 1991; Bairoch, 1993, Falquet 
2 0 0 2 , http://bo.expasy.org/prosite) predice la existencia de varios sitios potenciales de 
glicosilación, fosforilación, etc., tanto en G1 como en G2. Hasta el momento, no existen 
datos experimentales que demuestren la fosforilación o miristoilación en G1 y/o G2, por lo 
cual se desconoce si estos sitios son biológicamente significativos. Con respecto a los sitios 
de N-glicosilación, los cambios de aminoácidos entre las cepas analizadas producen en la 
cepa Ledesma la pérdida de uno de los 8 sitios potenciales de N-glicosilación característicos 
del virus Junín (NYT, posición 357-359).

El análisis por computadora de la potencial estructura secundaria de la glicoproteína 
G1 señala a ésta como una proteína periférica (Klein et al., 1985), con 3 regiones de a 
hélice, 6 regiones hoja plegada p y 14 regiones definidas como loops, donde podrían existir 
segmentos con estructura random coi!, ^-turn  y/o y-turn (PHDSEC, Rost y Sander, 1993).

El análisis por computadora de la potencial estructura secundaria de la glicoproteína 
G2 señala a ésta como una proteína integral multimérica, con una región de a  hélice entre 
los aminoácidos 175 a 185 (PHD s ec , Rost y Sander, 1993, 1994a) seguido de una lámina p 

entre los aminoácidos 186 y 193, las que formarían un segmento transmembrana delimitado 
por los aminoácidos 177 a 188 (PHD h tm , Rost et al., 1995). El algoritmo P iMohtm  predice un 
dominio transmembrana entre los aminoácidos 174 y 191, con el extremo amino terminal 
expuesto hacia la cara extracelular y el extremo carboxilo terminal hacia el citosol. Las 
predicciones del PHD sec  revelan la existencia de 4 regiones de a  hélice, 3 regiones p hoja 
plegada y 8 regiones definidas como loops, donde podrían existir segmentos con estructura 
random coi!, ^-turn  y/o y-turn.

Proteína de la nucleocápside

El marco de lectura abierto de polaridad viral complementaria existente en la mitad 3’ 
del RNA S, delimitado por los codones AL)G82-84-UAAi774.1776 (numeración VC), codifica para 
un polipéptido de 564 aminoácidos y un peso molecular promedio para las cepas en estudio 
de 63.206 Da.
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La proteína N está constituida por 28,36% de aminoácidos hidrofóbicos, 37,58% de 
aminoácidos hidrofílicos y 32,04% de aminoácidos antipáticos. La carga neta estimada a pH 
neutro es de +12 para Espíndola y Ledesma y +10 para Romero, en clara dependencia de la 
relativa riqueza en Arg y Lys, aminoácidos que se hallan dispersos en toda la proteína N, 
con varios grupos de dos, tres y hasta cuatro residuos básicos. Esta característica está en 
relación con la función estructural de la proteína N, que se asocia con el RNA viral para 
formar las nucleocápsides.

En el alineamiento de la secuencia aminoacídica de las proteínas N de las diferentes 
cepas del virus Junín se puede observar que existen varias regiones bien conservadas, 
incluso cuando se las compara con el resto de los arenavirus, lo cual refleja la extensa 
reactividad inmunológica cruzada de este antígeno de grupo (Apéndice 4). Cuando se 
analizan los patrones de identidad y similitud de aminoácidos se evidencia esta 
conservación (la identidad de aminoácidos entre las diferentes cepas del virus Junín oscila 
entre 97,7% y 99,6% y los valores de similitud van entre 98,4% y 99.8%). Por lo tanto, la 
mayor parte de las sustituciones de nucleótidos no se ven reflejadas en cambios en la 
secuencia de aminoácidos (Tabla 6.3).

Esp Led Rom XJ-Par XJ44 Cdl

Esp 100 99.3 99.3 98.8 98.6 98.4
Led 99.1 100 99.3 99.1 98.9 98.8

Rom 98.6 98.8 100 98.8 98.6 98.4
XJ-Par 98.0 98.6 98.0 100 99.8 99.6

XJ44 98.0 98.6 98.0 99.6 100 99.8
Cdl 97.7 98.2 97.7 99.3 99.6 100

Tabla 6.3
Identidad y similitud de aminoácidos de la proteína N
El triángulo inferior contiene los valores de identidad de aminoácidos y el triángulo
superior los valores de similitud (%). Los valores mínimos y máximos de identidad y
similitud están sombreados en gris oscuro.

El análisis del perfil de hidrofobicidad media 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; Figura 6.3).

Al comparar la incidencia de las sustituciones de aminoácidos en los perfiles de 
hidrofobicidad media de la proteína N de las cepas Espíndola, Romero y Ledesma, se 
evidencia que, como la mayoría de los cambios son conservativos, no producen variaciones 
en los perfiles, siendo éstos prácticamente idénticos. Solamente la sustitución de una 
asparagina por una serina (cambio semiconservativo) en la posición 347 de Ledesma 
produce un ligero aumento de la hidrofobicidad en esta región.

El estudio computacional de la potencial estructura secundaria de la proteína N indica 
la presencia de 18 regiones de a hélice, 11 regiones hoja plegada p y 30 regiones definidas
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como loops, donde podrían existir segmentos con estructura random coil, ^-turn y/o y-turn 
(PHDSEC, RostySander, 1993, 1994a).

La búsqueda en la base de datos PROSITE (Fuchs, 1991; Bairoch, 1993) predice la 
existencia de varios sitios potenciales de glicosilación, fosforilación, etc. Hasta el momento, 
no existen datos experimentales que demuestren la miristoilación, la sulfatación o la 
amidación en N, por lo cual se desconoce si estos sitios son biológicamente significativos. 
Respecto a los sitios de N-glicosilación, se conoce que no son utilizados. Por otra parte, la 
señal de dimerización podría estar asociada con las interacciones proteína N - proteína N en 
la nucleocápside y/o con la interacción proteína N - proteína X (viral o celular) para el 
ejercicio de funciones regulatorias. En referencia a los sitios de fosforilación, no hay 
resultados experimentales concluyentes acerca de su utilización in vivo, pero existen 
evidencias que sugieren la presencia intracelular de la proteína N en dos estados, 
fosforilado y no fosforilado (Bruns et al., 1986). Esto último, podría estar en relación con 
posibles funciones regulatorias de la proteína.

Figura 6.3
Perfil de hidrofobicidad de las proteínas N de las cepas prototipo
Las líneas en color corresponden a los valores de hidrofobicidad media de Kyte y 
Doolittie de las proteínas N de las cepas del virus Junín Espíndola (azul), Ledesma (rojo) 
y Romero (verde).

BÚSQUEDA DE REGIONES POTENCIALMENTE RESPONSABLES DEL COMPORTAMIENTO BIOLÓGICO 
DE LOS DIFERENTES AISLAMIENTOS CLÍNICOS

Con el objeto de poder correlacionar los cambios nucleotídicos en el genoma de las 
distintas cepas virales con los diferentes comportamientos biológicos, se comenzó por 
realizar un análisis bioinformático de las secuencias obtenidas.

Este análisis se llevó a cabo utilizando el software para análisis de genes y proteínas 
del GCG (Genetics Computer Group, Sequence Analysis Software Package, Versión 9.0, 
University of Wisconsin, EEUU), en una computadora Ultra2, Sun Microsystems Inc. 
disponible en nuestro laboratorio. Inicialmente, se realizó un alineamiento múltiple de las

63



Diego M. Posik Capítulo 6 - Productos génicos de las cepas prototipo

secuencias nucleotídicas de los genes GPC y N de distintas cepas del virus Junín (en 
sentido viral) utilizando el programa Pretty. En el alineamiento se incluyeron las cepas 
prototipo Romero, Espíndola y Ledesma secuenciadas en el presente estudio y las cepas 
Parodi, XJ44 y Gandid #1, secuenciadas por miembros de nuestro laboratorio (Apéndice 2). 
Del mismo modo, se realizaron los alineamientos correspondientes a las secuencias 
aminoacídicas predichas de las proteínas GPC y N para las cepas prototipo junto con las 
secuencias respectivas de las cepas Parodi, XJ44 y Gandid #1 del virus Junín (Apéndices 3 
y 4).

Debido a que la proteína N tiene un alto grado de conservación y a que se ha 
demostrado que alteraciones en la glicoproteínas de superficie virales están involucradas, 
en parte, con cambios en la virulencia, el estudio de las bases moleculares del 
comportamiento biológico se comenzó con el análisis de la proteína GPC. A partir de los 
alineamientos múltiples se construyeron los patrones de homología relativa 
correspondientes al marco de lectura del gen GPC y a la proteína GPC. Dichos patrones 
fueron obtenidos con un programa computacional creado por P. D. Ghiringhelli, integrante 
del grupo de trabajo. Cada punto del gráfico representa el valor de homología local de una 
ventana de longitud definida (33 nucleótidos y 11 aminoácidos). Se utilizaron valores 
arbitrarios para representar la homología en cada posición de la ventana. En los ácidos 
nucleicos se utilizaron los valores +1 y -1 para representar identidad y ausencia de 
identidad, respectivamente. En las proteínas, se utilizó el valor +1 para representar 
identidad, 0.5 para los cambios conservativos y -1 para los cambios no conservativos (según 
la tabla de similitud de aminoácidos de Schwartz y Dayhoff, 1979). Para establecer una 
mejor visualización se utilizaron distintas escalas para el marco de lectura y para la proteína 
(Figura 6.4).

En base a este análisis, se seleccionó una región de aproximadamente 217 pb, que 
presenta el mayor número de cambios tanto a nivel de secuencia nucleotídica como 
aminoacídica (Alineamiento 6.1). Para un análisis más detallado, se determinó la homología 
relativa de la secuencia nucleotídica y aminoacídica de la región correspondiente al 
fragmento de 217 pb de todas las cepas del virus Junín analizadas (Figura 6.5).

Para evaluar la influencia de los cambios aminoacídicos predichos sobre la estructura 
proteica se realizó una predicción de las estructuras secundarias de las distintas GPCs y de 
los fragmentos seleccionados. Dicha predicción se llevó a cabo utilizando los programas 
Peptidestructure y Plotstructure del GCG.

El programa Peptidestructure genera predicciones de estructura secundaria de una 
secuencia peptídica. El cálculo de la hidrofilicidad se realizó utilizando el algoritmo de Kyte y 
Doolittie. El programa Plotstructure gráfica en forma bidimensional las predicciones 
obtenidas con el programa Peptidestructure. En la figura 6.6 están representadas las 
predicciones de estructura secundaria y el patrón de carácter hidrofóbico e hidrofílico del 
fragmento de la proteína GPC de 73 aminoácidos producto de la traducción del fragmento 
de 217 pb de las cepas Espíndola, Ledesma, Romero, XJ-Parodi, XJ44 y Gandid #1. Para el 
caso de del fragmento seleccionado correspondiente a la proteína G2, se optó por utilizar el 
algoritmo de Garnier-Osguthorpe-Robson (GOR), que es el de preferencia para las 
proteínas no solubles.
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En el gráfico se representan las distintas estructuras secundarias predichas con curvas 
que poseen formas de ondas diferentes. Las a-hélices se representan como ondas 
sinusoidales, las hojas p con una línea en forma de dientes de sierra, los giros con vueltas 
de 180° y las regiones sin estructura secundaria ordenada con una línea en forma de 
dientes de sierra aplanados. La hidrofilicidad se simboliza con octágonos de color verde y la 
hidrofobicidad con rombos de color rojo, cuando éstos exceden los valores determinados 
como umbrales. El tamaño de los símbolos es proporcional al valor del atributo. El tamaño 
mínimo de la longitud de una alfa hélice es de seis aminoácidos y el de una hoja p de cuatro 
aminoácidos.
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Alineamiento 6.1
Comparación de las secuencias nucleotídicas y aminoacídicas del fragmento de 217 
pb correspondiente al gen GPC.
a) Alineamiento de las secuencias nucleotídicas del RNA viral de distintas cepas de virus 
Junín, en la región comprendida entre los nucleótidos 791 y 1007 de la zona codificante 
para la proteína GPC. Solamente se muestran los cambios con respecto a la secuencia 
consenso. El sombreado lila indica la región que presenta la mayor cantidad de cambios 
entre las distintas cepas. Con flechas azules y sombreado en celeste están representados 
los primers JS863V y JS1079VC que permiten amplificar por PCR el fragmento de 217 pb.
b) Comparación de la secuencia aminoacídica de correspondiente al fragmento 
seleccionado. En lila se indica la zona con mayor número de cambios de aminoácidos. Los 
asteriscos representan identidad de aminoácidos, los puntos representan cambios 
conservativos y los espacios, cambios no conservativos.
Esp: Espíndola; Led: Ledesma; Rom: Romero; Par: XJ-Parodi; C d l: Candid #1 y Con: 
consenso.
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Figura 6.4
Patrones de homología relativa correspondientes a los marcos de lectura del gen 
GPC y a las proteínas GPC, de todas las cepas del virus Junín analizadas.
Cada punto del gráfico representa el valor de homología local para una ventana de 
longitud definida (33 nucleótidos y 11 aminoácidos). Se utilizaron valores arbitrarios para 
representar la homología en cada posición de la ventana. En ácidos nucleicos se 
utilizaron los valores +1 y -1 para representar identidad y no identidad, respectivamente. 
En proteínas, se utilizaron los valores +1, +0.5 y -1 para representar identidad, cambio 
conservativo y cambio no conservativo, respectivamente. Para establecer una mejor 
visualización, los gráficos fueron realizados a diferentes escalas. Las zonas recuadradas 
corresponden a la región seleccionada de 217 pb y al producto de traducción de ésta. 
Para la confección de los gráficos se utilizó el programa diseñado por P.D. Ghiringhelli 
(2002).
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Figura 6.5
Patrones de homología relativa correspondientes a las secuencias del fragmento 
de 217 pb, de todas las cepas del virus Junín analizadas.
El fragmento seleccionado corresponde a la región del fragmento analizado por SSCP. 
Cada punto del gráfico representa el valor de homología local para una ventana de 
longitud definida (33 nucleótidos y 11 aminoácidos). Se utilizaron valores arbitrarios para 
representar la homología en cada posición de la ventana. En ácidos nucleicos se 
utilizaron los valores +1 y -1 para representar identidad y no identidad, respectivamente. 
En proteínas, se utilizaron los valores +1, +0.5 y -1  para representar identidad, cambio 
conservativo y cambio no conservativo, respectivamente. Para establecer una mejor 
visualización, los gráficos fueron realizados a distintas escalas, una para el marco de 
lectura y otra para la proteína. Sobre los gráficos están superpuestos los segmentos de 
secuencia en donde se producen los cambios que generan las variaciones más estables 
en la homología relativa.
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Figura 6.6
Estructura secundaria predicha y patrón de carácter hidrofóbico e hidrofíiico dei 
poiipéptido producto de ia traducción del fragmento de 217 pb de distintas cepas 
del virus Junín.
La estructura secundaria fue elaborada con el programa plotstructure, utilizando el 
algoritmo de Garnier et. al. (1978) y la hidrofilicidad se calculó empleando el algoritmo de 
Kyte-Doolittie (1982). Los rombos rojos indican aminoácidos hidrofóbicos y los octágonos 
verdes indican aminoácidos hidrofílicos. Los aminoácidos en color naranja son aquellos 
que cambian con respecto a la secuencia consenso (flechas naranja).
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Polim orfism os  de conform ación  de simple  cadena  (SSCP)

Con el objeto de realizar un análisis rápido sobre muestras de pacientes, se apuntó al 
estudio de la región del RNA S en la que se concentran los cambios indicados en la sección 
precedente por medio de la técnica denominada SSCP.

La técnica de determinación de polimorfismos de simple cadena (SSCP, single strand 
conformation golymorphism) permite detectar mutaciones conocidas o desconocidas en 
fragmentos de DNA. El método se basa en la desnaturalización de la doble hebra de DNA y 
la posterior separación de la muestra por medio de una electroforesis en gel de 
poliacrilamida no desnaturalizante. Esta técnica es capaz de detectar incluso la sustitución 
de una única base que resulta en un patrón alterado de migración de las cadenas de DNA 
de hebra simple.

El SSCP está basado en la diferente movilidad electroforética de las hebras de DNA 
de simple cadena que, debido a la formación de apareamientos intracatenarios entre las 
bases nitrogenadas, adoptan conformaciones plegadas semiestables (confórmeros), las que 
dependen de su secuencia nucleotídica. Teóricamente, cualquier cambio en la secuencia 
genera confórmeros diferentes, los que presentarán diferencias en el patrón de separación 
de la molécula analizada cuando se la somete a una electroforesis en gel de poliacrilamida 
en condiciones no desnaturalizantes. Esto significa que cualquier cambio en el patrón de 
separación comparado con un DNA prototipo, indica una mutación. La técnica estándar 
requiere de la generación de un fragmento de PCR y la desnaturalización por calor en 
presencia de formamida. Posteriormente, el producto desnaturalizado se incuba durante 
unos minutos a 0°C y se lo siembra en un gel de poliacrilamida nativo. Los productos son 
visualizados mediante tinción con plata o por autorradiografía de fragmentos marcados 
previamente con nucleótidos radiactivos.

Para detectar el máximo número de mutaciones puntuales, es necesario encontrar las 
condiciones óptimas de corrida para cada fragmento. Entre los parámetros que pueden 
alterar la movilidad electroforética están: la temperatura de corrida, el porcentaje de 
acrilamida, el grado de ionización de la acrilamida, la fuerza iónica del buffer de 
electroforesis y la concentración de glicerol en el gel.

También, se analizó mediante predicción el plegamiento intracatenario de cada hebra 
de DNA (viral y viral complementaria) para los distintos fragmentos de 217 pb. Dicho análisis 
se realizó utilizando el programa mfold (Michael Zuker, 1999, 2003; Figura 6.7). Además, 
para seleccionar la temperatura óptima de electroforesis para el SSCP, se estudió la 
influencia de la misma sobre los confórmeros monocatenarios predichos.

SSCP DE CEPAS DEL VIRUS JUNÍN

En base a los resultados predictivos, se diseñaron y sintetizaron dos oligonucleótidos 
(JS863V 5’-GCAAGGATACCCCTGGAGGCTAT-3’ y JS1079VC 5 ’-GCATTGATTGTCTGYCCCATCAG- 

3’) para utilizar como primers con el fin de amplificar por RT-PCR la región genómica 
correspondiente al fragmento de 217 pb con la finalidad de poder someterlo a un análisis de 
SSCP.
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Figura 6.7
Predicción de confórmeros.
Predicción de estructura secundaria de los ssDNAs 
del fragmento de 217 pb de las cepas Espíndola, 
Ledesma y Romero. Las predicciones se realizaron 
utilizando el algoritmo de Zuker (1999, 2003).
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Utilizando estos prímers se logró amplificar por PCR el fragmento de 217 pb esperado, 
a partir del cDNA de las cepas Ledesma, Espíndola, Romero y Parodi. Los productos de 
amplificación fueron analizados mediante electroforesis en gel de agarosa 2% y visualizados 
con bromuro de etidio (Figura 6.8).

R
PUC19/ 

P Hinf\

217 pb 214 pb

Figura 6.8
RT-PCR de las cepas prototipo del virus 
Junin. Electroforesis en gel de agarosa de los 
productos obtenidos por RT-PCR usando el par 
de primers JS863V y JS1079VC sobre RNA 
celular total proveniente de células infectadas 
con las cepas prototipo Ledesma, Espíndola y 
Romero y con la cepa Parodi. La flecha de la 
izquierda señala el fragmento amplificado de un 
tamaño esperado de 217 pb. La flecha de la 
derecha indica la posición de la banda de 214 
pb del plásmido pUC19 digerido con Hinf I 
utilizado como marcador de peso molecular. L: 
Ledesma; E: Espíndola; R: Romero; P: Parodi; 
(-): control negativo.

Como se detalla en el Capítulo 9 (Materiales y Métodos), la técnica de SSCP se 
realizó utilizando DNA proveniente de reacciones de amplificación por PCR. A estos 
fragmentos se les agregó formamida, se los desnaturalizó por calor, se los enfrió a 0®C y se 
los sometió a electroforesis en gel de poliacrilamida 15% a 22®C. La corrida se realizó en 
una cuba de electroforesis que permite regular la temperatura.

Los patrones de migración de los confórmeros correspondientes a ambas hebras de 
cada fragmento de PCR fueron visualizados mediante tinción con plata y resultaron 
sustancialmente diferentes para las distintas cepas analizadas (Figura 6.9).

Para la puesta a punto de la técnica del SSCP y con la finalidad de evitar la 
variabilidad encontrada en las poblaciones virales naturales, se realizaron ensayos con el 
fragmento de 217 pb amplificado por PCR a partir de clones de distintas cepas del virus 
Junín. Las cepas utilizadas fueron Ledesma, Romero y dos clones diferentes de la cepa 
Parodi. El SSCP de dichos fragmentos resultó en patrones de separación de bandas 
diferentes para cada una de las cepas. Los fragmentos obtenidos a partir de clones 
diferentes de la cepa Parodi presentaron el mismo patrón de migración (Figura 6.9 
izquierda).

El análisis realizado con el fragmento de 217 pb obtenido por PCR a partir del cDNA 
de las cepas Ledesma, Espíndola, Romero y Parodi resultó, al analizarlos por SSCP, en un 
patrón idéntico al obtenido con los fragmentos amplificados a partir de clones. En este 
ensayo se incorporó el fragmento correspondiente a la cepa Espíndola que presentó una 
migración diferente a la del resto de las cepas ya analizadas (Figura 6.9 derecha).
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L R P1 P2 L E R P
m.....  ’
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Figura 6.9
SSCP del fragmento de 217 pb de las 
cepas prototipo del virus Junín.
Las cuatro calles de la izquierda 
corresponden al fragmento amplificado a 
partir de clones de las cepas prototipo y la 
cepa Parodi. Las cuatro calles de la 
derecha corresponden a RT-PCRs a partir 
del RNA celular total. L: Ledesma; R: 
Romero: P1 y P2: dos clones diferentes de 
Parodi: E: Espíndola y P: Parodi.

A nálisis de m uestras  de pacientes

Las muestras de sangre utilizadas para realizar la extracción de RNA viral y la 
posterior síntesis del cDNA, se obtuvieron de pacientes con FHA hospitalizados en el 
Instituto Nacional de Enfermedades Virales Humanas (INEVH), Pergamino, Argentina. Esos 
pacientes adquirieron la enfermedad durante el año 1991. Las muestras fueron tomadas 
dentro de los primeros días de admisión al hospital.

A las muestras de sangre se las inactivó inmediatamente con una solución 8 M de 
tiocianato de guanidinio (Lozano et al., 1993a). Las sales de guanidinio actúan como un 
potente agente desnaturalizante eliminando la infectividad de las muestras. Por esta misma 
razón, actúan como inhibidores de RNasas, preservando las muestras, lo que permitió el 
transporte a temperatura ambiente hasta el Instituto de Bioquímica y Biología Molecular 
(IBBM), UNLP, donde fueron analizadas.

Para la obtención del RNA, a las muestras se les realizó una extracción con fenol 
ácido y se las precipitó con etanol. Utilizando la transcriptasa reversa del virus de la 
mieloblastosis aviar (AMV, Promega) y un oligonucleótido específico como primarse generó 
la primera cadena del cDNA. Ésta se precipitó con etanol y se utilizó como molde para las 
amplificaciones por PCR.

A partir de diluciones del cDNA de cada uno de los pacientes, se logró amplificar por 
PCR, de algunas de las muestras, el fragmento de 217 pb esperado utilizando el par de 
primers JS863V y JS1079VC.

Debido al bajo rendimiento obtenido en las amplificaciones por PCR a partir del cDNA, 
los fragmentos amplificados fueron sometidos a una reamplificación para obtener una 
cantidad suficiente de DNA que sea posible de analizar por SSCP (Figura 6.10). El análisis 
por SSCP de dichos fragmentos se muestra en la figura 6.11.
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Figura 6.10
RT-PCR a partir de RNA proveniente de pacientes con FHA.
Electroforesis en gel de agarosa de los productos obtenidos por RT-PCR usando el par 
de prímers JS863V y JS1079VC sobre RNA celular total proveniente de sangre. B5, B6, 
G12, S5, G15,D7, P1, L1, A1, A2, C3,F1y G2: pacientes; (-): control negativo.

L E R P A1 A2 C3 F1 G1 G2 L E R P B5 B6 G8

Figura 6.11
SSCP dei fragmento de 217 pb obtenido por RT-PCR a partir de RNA ceiuiar totai 
de sangre de pacientes con FHA.
Los patrones de SSCP de los pacientes Al, A2, C3, F1, G1, G2 son semejantes a los de 
la cepa Romero (todos ellos presentaron una forma leve de FHA). Los patrones de los 
pacientes B5 y B6 (caracterizados como formas neurológica) son semejantes a los de la 
cepa Ledesma. La muestras G8 caracterizada como una forma hemorrágica presenta un 
patrón semejante al de la cepa Parodi (forma severa para humanos). L: Ledesma; E: 
Espíndola; R: Romero; P: Parodi; Al; A2; C3; F1; G1; G2; B5; B6 y G8 (pacientes).
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DISCUSION

In t r o d u c c ió n

La importancia de la determinación de características moleculares asociadas a la 
patogénesis se debe a que los Arenavirus han probado ser uno de los mejores modelos 
experimentales para entender la relación compleja entre los virus y sus hospedadores. En 
particular, estudios en infecciones en LCM generaron, y continúan generando, información 
fundamental acerca de la respuesta inmune, como la primera descripción de una respuesta 
inmune compleja inducida por virus (OIdstone y Dixon, 1969), la primera observación de la 
respuesta CD8+ restringida a MHC (Zinkernagel and Doherty, 1974) y la inducción por virus 
de las células NK (Weish, 1978). A pesar del amplio conocimiento de la inmunobiología y de 
la patogénesis de la infección de LCM, existe solamente un conocimiento limitado de los 
mecanismos moleculares involucrados en el control de la replicación del genoma y de la 
expresión, y cómo se correlacionan estos procesos con la persistencia y la enfermedad. La 
comprensión de naturaleza de la patogenia, de la persistencia en las infecciones y la 
posibilidad de generación de vacunas contra los arenavirus patógenos requieren del un 
profundo conocimiento de la biología y la replicación de estos virus.

Con la finalidad de analizar las bases moleculares del comportamiento biológico se 
seleccionaron tres aislamientos del virus Junín (cepas patrón o prototipo) a partir de 
pacientes que contrajeron la fiebre hemorrágica argentina (Capítulo 4). La cepa Espíndola 
presentaba las características “hemorrágicas” severas de la enfermedad, la cepa Ledesma 
poseía una forma “neurológica” agresiva y la cepa Romero presentaba las características de 
la forma leve (“común") de la enfermedad. Para determinar si las diferencias clínicas de los 
aislamientos estaban asociados con los virus y no con la susceptibilidad de los individuos 
infectados, se infectaron Macaca mulatta con las distintas cepas observándose un estricto 
paralelismo entre los cuadros clínicos que manifestaban los monos con aquellos observados 
en los pacientes humanos (McKee etal., 1985 y 1987).

G l ic o p r o t e ín a s  v ir a l e s

Como se describe en el Capítulo 5, en este trabajo se logró obtener la secuencia 
nucleotídica del RNA S de cada una de las cepas y a partir de ésta se dedujo la secuencia 
aminoacídica de los productos génicos GPC y N, codificados por este RNA. Posteriormente, 
se realizó el análisis bioinformático de dichas secuencias.

El análisis de la proteína GPC de las cepas patrón del virus Junín, muestra que el 
péptido señal está constituido por los primeros 58 aminoácidos de la proteína, con una a  

hélice de 47 residuos de longitud, coincidentemente con los datos informados para la 
mayoría de las otras cepas del virus Junín (con excepción de MC2; Ghiringhelli, 2002).

Existe evidencia en la literatura que indica que el clivaje proteolítico de la glicoproteína 
de superficie se relaciona con el tropismo y la virulencia en paramyxovirus y togavirus 
(Tashiro et al., 1990; Davis et al., 1995). Asimismo, se ha detectado la relación entre el 
patrón de glicosilación de las proteínas de ortomyxovirus y togavirus, y el fenómeno de 
atenuación (Despande et al., 1987; Zheng et al., 1989). En arenavirus se ha descripto que
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un clivaje proteolítico apropiado es esencial para la infectividad, y que alteraciones en el 
procesamiento o estabilidad de las glicoproteínas virales probablemente afecten la tasa de 
crecimiento del virus (Ahmed etal., 1991). En las cepas del virus Junín analizadas no se han 
encontrado diferencias en el sitio propuesto para el clivaje del precursor de las 
glicoproteínas ni en las regiones flanqueantes a éste. Además, hay un grado de 
conservación bastante estricto de los sitios de N-glicosilación de esta proteína. Sin embargo, 
en Ledesma se produce la pérdida de uno de los potenciales sitios de N-glicosilación 
(posición 357-360). Si bien se conoce que estos sitios son utilizados, no se sabe cuántos ni 
cuáles están glicosilados in vivo. La pérdida de este sitio en Ledesma podría indicar que no 
es un sitio de glicosilación indispensable para la infectividad viral o, inversamente, podría 
estar relacionado con el patrón neurológico característico de esta cepa. Por lo tanto, si bien 
el clivaje del precursor GPC no estaría relacionado con las diferencias del comportamiento 
biológico de las cepas, no es posible determinar el significado de la pérdida de este sitio de 
glicosilación.

La proteína G1 tiene una distribución más o menos regular de los aminoácidos 
hidrofóbicos y no hidrofóbicos, lo que resulta en una mayor probabilidad promedio de 
exposición al solvente y sugiere que podría ser una proteína soluble. Esta información es 
coincidente con la predicción computacional realizada para las cepas prototipo del virus 
Junín, que sugiere que las proteínas G1 son proteínas periféricas y con una conformación 
del tipo globular. Además, es coincidente con el modelo de Buchmeier et al. (1987; Burns 
and Buchmeier, 1993), donde se postula que la porción externa de las espículas virales está 
formada por tetrámeros de proteínas globulares (G1).

En cambio, la proteína G2 tiene una distribución menos regular, en la que existen 
grupos de aminoácidos hidrofóbicos. En particular, es necesario destacar la región 
delimitada por los residuos 172 a 196 (420-444 en GPC), rica en aminoácidos hidrofóbicos y 
con muy escasa probabilidad de exposición al solvente, características típicas de una región 
transmembrana. Este conjunto de datos sugiere que G2 podría ser una proteína asociada a 
membranas. Esta información es coincidente con el modelo propuesto por Buchmeier et al. 
(1987, 1993), quienes postulan que la base de las espículas virales está formada por 
tetrámeros de proteínas ancladas a membrana (G2). Dada la ausencia de cisteínas 
conservadas en la porción transmembrana dentro de los arenavirus, la asociación 
tetramérica estaría estabilizada por interacciones no covalentes.

Estudios en diferentes sistemas virales han demostrado que la variabilidad de las 
propiedades antigénicas, cambios en la atenuación y/o los patrones de virulencia o cambios 
en el tropismo celular están asociados, en parte, con alteraciones a nivel de las 
glicoproteínas de superficie. En este sentido, hay evidencias experimentales de que 
alteraciones de las proteínas de superficie producen cambios en el tropismo celular en 
alfavirus (Kobiler etal., 1999), paramyxovirus (Schneider-Schaulies etal., 2001) y arenavirus 
(Matloubian, 1993; Teng et al., 1996), alteración de la virulencia en rotavirus y alfavirus 
(Zhang et al., 1998a; Kobiler et al., 1999) y persistencia en arenavirus (Salvato et al., 1991). 
Por ejemplo, se ha demostrado que en poliovirus tipo 3 sustituciones de un aminoácido en 
las proteínas externas (VP3) son los responsables de cambios en el tropismo celular y de la 
atenuación de la virulencia (Wimmer etal., 1993).
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Hasta el momento, poco se ha podido establecer con claridad con respecto a la 
participación de alguna región genómica en particular, o sus productos codificados, en la 
patogenicidad de los arenavirus. Según la información disponible sobre la estructura del 
virus LCM, los tetrámeros formados por los polipéptidos G1 y G2, se asocian para formar las 
espículas insertadas en la envoltura lipídica (Burns y Buchmeier, 1991). Por este motivo 
sería esperadle que los cambios en uno o ambos polipéptidos pudieran alterar la interacción 
temprana del virión con la célula hospedadora, afectando el tropismo tisular y/o la 
infectividad.

Existen evidencias dentro de la familia Arenaviridae de que la sustitución de un único 
aminoácido en la glicoproteína G1 de LCM produce un cambio en el tropismo celular (Teng 
et al., 1996) y que la sustitución en esta región de un aminoácido diferente se correlaciona 
con la replicación selectiva en diferentes tipos celulares como linfocitos, macrófagos, células 
dendríticas o neuronas (Dockter et al., 1996). Variantes atenuadas de Pichindé, luego de 
pasajes seriados en cobayos, se transformaron en altamente virulentas, postulándose que 
tres mutaciones sin sentido en la secuencia de proteínas de G1 serían las responsables del 
cambio en la virulencia (Zhang et al., 1999b).

Coincidentemente con las publicaciones sobre otros sistemas virales, los resultados de 
este estudio sugieren que los cambios en las glicoproteínas de superficie podrían tener 
efecto sobre la virulencia y el tropismo celular en las cepas prototipo. Los resultados de la 
comparación de los genomas y productos génicos de variantes del virus Junín con distintos 
grados y patrones de virulencia podrían sugerir las causas moleculares de los diferentes 
comportamientos biológicos observados.

En estudios realizados en modelos animales {Macaca mulatta) sobre el 
comportamiento de distintos aislamientos del virus Junín, obtenidos tanto de pacientes 
humanos como de roedores, se ha encontrado un amplio espectro de virulencia. Distintos 
aislamientos exhibieron grados de virulencia variables: bajos, medios y altos, demostrando 
que las cepas atenuadas y virulentas coexisten en la naturaleza.

En el caso del virus Junín, las alteraciones en la glicoproteína G2 han sido propuestas 
como causantes de fenotipos atenuados. Además, los cambios de aminoácidos en dicha 
proteína pueden ser responsables de una alteración en la interacción entre el virus y el 
receptor celular en la etapa inicial del ciclo replicativo (Scolaro et al., 1990).

En estudios comparativos de secuencias y de homología relativa de las cepas 
Espíndola, Romero y Ledesma analizadas en nuestro laboratorio, se han hallado cambios 
importantes en distintas regiones de la proteína GPC. Estas alteraciones podrían ser, en 
principio, potenciales responsables de las variaciones de tropismo y virulencia presentes en 
estas cepas del virus Junín.

Las infecciones virales persistentes en arenavirus conducen a la generación de 
variantes virales que poseen ventajas específicas de crecimiento en ciertos tejidos. La 
selección de estas variantes virales está determinada en cierta medida por los tejidos del 
hospedador (Ahmed et al., 1984; Ahmed y OIdstone, 1988; OIdstone et al., 1988). Este 
proceso de selección puede involucrar, entre otros factores, una interacción diferente de 
variantes virales con sus receptores celulares (Kunz et al., 2002).
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Después de la unión al receptor, los viriones son internalizados en grandes vesículas 
endocíticas, que no parecen estar asociadas con clatrina, y son enviados al interior del 
citoplasma por fusión dependiente del pH de las membranas endocíticas y las del virión. 
Con la disminución del pH, se produce la fusión y el complejo en forma de espícula que 
forman las glicoproteínas sufre cambios conformacionales irreversibles, que involucran la 
disociación de G1 del virión y la exposición de epitopes de G2, entre los que se encuentra el 
péptido de fusión (Borrow y OIdstone, 1994; Di Simone et a/., 1994; Buchmeier, 2002; Kunz 
et al., 2002).

Ha sido demostrado que clones de linfocitos T CD4+ reconocen epitopes conservados 
entre los arenavirus del Viejo y del Nuevo Mundo, ubicados en el dominio de fusión 
propuesto por Glushakova et al. (1990) y Ghiringhelli (2002) en el extremo amino terminal de 
la proteína G2 (ter Meulen et al., 2004; aazee-zss, Apéndice 3). En esta región existen 
cambios de aminoácidos en las cepas en estudio (G ^D 26s y V ^ l 272 en Espíndola, l->M282 

en Romero) que podrían interferir en el proceso de fusión de las membranas virales y 
celulares durante el proceso de infección.

Por otro lado existen varios ejemplos (paramyxovirus, sarampión) en los que cambios 
de residuos de aminoácidos por fuera del péptido fusogénico pueden resultar en la pérdida 
de actividad fusogénica y en la generación de cepas con la infectividad alterada (Epand, 
2003). De acuerdo con la predicción PHDsec, el cambio de una A por una P en la G2 de 
Ledesma produce la desestabilización de la a hélice en esa zona. Las predicciones de 
estructura secundaria de esta región realizadas con el algoritmo de Garnier et. al. (1978) 
también muestran que el plegamiento es diferente es las cepas en estudio y difiere con 
respecto a las otras cepas del virus Junín analizadas (Figura 6.6). Es posible que los 
cambios de aminoácidos en la región variable en el extremo amino terminal de G2 
(aaai 1.314 de la proteína GPC, Apéndice 3), que producen cambios en la estructura 
secundaria en regiones adyacentes al péptido de fusión, sean responsables de la 
modificación de la capacidad fusogénica de las membranas, lo que podría resultar en 
cambios en la infectividad viral.

Por otra parte, esta región (aa3oi-238) ha sido postulada como una estructura del tipo 
coil-coiled, que sería la responsable de las interacciones proteína-proteína que mantiene 
estabilizada la porción extracelular del tetrámero formado por G2, gracias a la presencia de 
aminoácidos hidrofóbicos repetidos cada 7 residuos {heptad repeats) según los descripto 
por Yu etal. (1996) (Apéndice 3).

A n á l is is  d e  r e g io n e s  v a r ia b l e s

Con la finalidad de buscar un posible marcador para detectar por SSCP las bases 
moleculares de las diferencias en patrón clínico, se construyeron los patrones de homología 
relativa correspondientes al marco de lectura del gen GPC y a la proteína GPC. En la región 
correspondiente al extremo amino terminal de la proteína G1 se detectó una región muy 
variable, tanto a nivel aminoacídico como nucleotídico. Sin embargo, la variabilidad en esta 
zona se extiende a toda la familia Arenaviridae y todas las variantes virales de distintos

77



Diego M. Posik Capítulo 6 - Productos génicos de las cepas prototipo

arenavirus. Por esta razón, se la descartó como un posible marcador molecular asociado al 
patrón clínico de la enfermedad.

Por otra parte, en una zona próxima al extremo amino de G2 se detectaron varios 
cambios aminoacídicos. Cuando se analizan las secuencias de las distintas variantes del 
virus Junín, esta región aparece como variable en las cepas que presentan distintos 
patrones clínicos y casi constante en los distintos aislamientos que presentan patrones 
clínicos semejantes. Por esta razón, esta zona fue elegida como objeto de un análisis más 
detallado. En función de lo expuesto, se exploró la hipótesis de la correlación entre la 
estructura de esta zona y los diferentes comportamientos clínicos de las variantes virales. A 
partir de los patrones de homología, se seleccionó una región de 217 pb del gen G2, que 
presentaba varios cambios de secuencia nucleotídica como aminoacídica.

En base al análisis de las secuencias y de las predicciones computacionales del 
plegamiento intracatenario de las moléculas de DNA, se estimaron las condiciones óptimas 
para los ensayos de SSCP. Para la puesta a punto del método se utilizó el fragmento de 217 
pb amplificado por RT-PCR a partir de las cepas Ledesma, Espíndola, Romero y Parodi. En 
las condiciones elegidas, las distintas cepas del virus Junín presentaron patrones de 
movilidad diferentes y característicos para cada una de ellas. En dicho patrón aparece, para 
cada cepa, un par de bandas que corresponden a los confórmeros de cada una de las 
hebras del DNA. Con finalidad de evitar la variabilidad encontrada en las poblaciones virales 
naturales, se realizaron ensayos con el mismo fragmento amplificado a partir de clones que 
resultaron en patrones idénticos a los obtenidos por RT-PCR, e idénticos entres sí al 
comparar dos clones de la misma cepa.

Además, se encontró una muy buena correlación entre los diferentes patrones de 
SSCP de las cepas prototipo utilizadas con aquellos obtenidos a partir de pacientes que 
presentaron síndromes clínicos equivalentes. El patrón de migración de las bandas 
provenientes de pacientes que padecieron una FHA del tipo leve (A l; A2; C3; F1; G1 y G2) 
fue semejante al de la cepa Romero, prototipo de la forma leve. El patrón de migración de 
las bandas provenientes de pacientes con síndrome neurológico (B5 y B6) fue coincidente 
con el de la cepa Ledesma, prototipo de la forma neurológica. La muestra G8, proveniente 
de un paciente con sintomatología descripta como grave, presentó un patrón semejante al 
de la cepa Parodi, forma severa de FHA. De las muestras analizadas, solo una presentó un 
comportamiento diferente a lo esperado. La muestra S5, obtenida de un paciente con una 
forma de FHA caracterizada como neurológica, dio un patrón semejante al de la cepa 
Romero.

Para poder evaluar las diferencias observadas en el patrón de SSCP de las muestras 
de pacientes respecto al comportamiento esperado es necesario, en primer lugar, ampliar el 
estudio utilizando un mayor número de muestras. Además, se requiere determinar la 
secuencia nucleotídica de dichos fragmentos y compararla con la de las cepas prototipo. En 
base a tales resultados, se debe analizar la importancia de dichos cambios y su influencia 
en la modificación de los patrones de SSCP. Además, se debe analizar en qué grado 
podrían influir dichos cambios en los diferentes comportamientos de los virus.

Estas relaciones deberán ser apoyadas con datos de secuencias de nuevas regiones 
seleccionadas de los genomas y analizadas en los aislamientos de virus de pacientes con
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los patrones característicos de la enfermedad. Esta información permitirá ampliar la 
perspectiva para evaluar la importancia de algunos de los cambios de secuencia observados 
en los productos génicos en función de su conservación o variación en los distintos 
aislamientos virales.

Los resultados obtenidos hasta el presente sugieren que esta metodología puede ser 
utilizada para estudiar rápidamente un gran número de muestras y preseleccionar las de 
mayor interés para un análisis más detallado mediante secuenciamiento nucleotídico.

El análisis retrospectivo de muestras se vio obstaculizado debido a la dificultad 
encontrada para amplificar por RT-PCR las regiones seleccionadas a partir de aislamientos 
virales provenientes de pacientes. Probablemente, esto se deba a la mala conservación de 
las muestras, ya que ensayos realizados sobre muestras en buen estado de conservación 
han podido ser usadas con resultados positivos. Esta dificultad podría salvarse realizando 
un estudio prospectivo de muestras a partir de pacientes. Sin embargo, en los últimos años, 
debido a las campañas de vacunación que se llevan a cabo entre la población de riesgo, el 
número de casos ha disminuido considerablemente por lo cual, la obtención de un número 
estadísticamente importante de muestras requeriría de un tiempo considerablemente más 
largo que el estimado para el presente estudio.

Ev a l u a c ió n  d e  c a n d id a t o s  r e s p o n s a b l e s  d e  la s  d if e r e n c ia s  f e n o t íp ic a s

De la comparación de las diferencias en las secuencias nucleotídicas y aminoacídicas 
predichas encontradas en las cepas prototipo y en los aislamientos de pacientes, se podrían 
sugerir cuáles de aquellos cambios tendrían incidencia en la respuesta biológica y se 
podrían descartar aquellos cambios que no estuvieran relacionados directamente con los 
distintos comportamientos biológicos observados.

Este trabajo debe ser considerado como parte de la primera etapa de identificación de 
regiones en el genoma del virus Junín relacionadas a un patrón de virulencia particular. 
Teniendo en cuenta que el análisis fue restringido al RNA S, no se puede descartar que la 
responsabilidad de los cambios en el tropismo celular y de la atenuación de la virulencia se 
deban a otras alteraciones, tales como sustituciones de nucleótidos en las regiones no 
codificantes o cambios en regiones genómicas no analizadas en este estudio (proteína N) o 
desconocidas hasta el momento (RNA L y/o sus productos génicos). Tampoco habría que 
descartar la posibilidad de un esquema más complejo, que involucre la participación 
simultánea de mutaciones múltiples en los RNA genómicos S y L, como se ha reportado en 
otros sistemas virales (Snyder et al., 1988).

Para llegar a conclusiones definitivas, los cambios de secuencias identificados en el 
presente proyecto deberían ser introducidos en forma dirigida en el genoma viral mediante 
genética reversa, metodología que permite el rescate de virus infectivos a partir de cDNAs 
clonados. Analizando las propiedades de los virus recombinantes generados podrán 
identificarse las regiones del genoma asociadas a los cambios de virulencia.

La comprensión de la base genética de la atenuación de la virulencia ha progresado 
significativamente con el uso de virus recombinantes obtenidos a partir de cDNAs infectivos 
de virus con genomas no segmentados como el de la rabia, el virus respiratorio sincisial y el
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del sarampión (Schnell et al., 1994; Collins et al., 1995; Radecke et al., 1995), y también de 
virus con genomas segmentados como bunyavirus e influenza (Bridgen and Eliott, 1996; 
Neuman et al., 1999).

Sin embargo, la genética reversa aún no ha podido ser aprovechada como 
herramienta en el estudio de los arenavirus, debido a que los RNAs genómicos de polaridad 
negativa o ambisense, no son traducidos por los ribosomas de la célula hospedadora y en 
consecuencia, la transcripción y replicación posterior dependen de las proteínas aportadas 
por el virión. Pérez y de la Torre (2003) encontraron que las secuencias conservadas en los 
extremos 3’ y 5’, la integridad del panhandle predicho y la región intergénica serían los 
elementos en cis necesarios para la síntesis de RNA por la replicasa viral. Además, Lee et 
al. (2000) demostraron que las proteínas L y N son los factores en trans mínimos requeridos 
para una síntesis eficiente de RNA viral por la polimerasa de LCM. Sin embargo, para el 
ensamblado y la brotación de partículas virales infectivas también son necesarias las 
glicoproteínas virales y la proteína Z (Lee y de la Torre, 2002).

La genética reversa ha sido desarrollada recientemente para virus ambisense (Lee et 
al., 2000; Lee y de la Torre 2002; Pérez y de la Torre, 2002), reportándose por primera vez 
la reconstrucción de un arenavirus modificado por ingeniería genética en el año 2003 
(Pinschewer et al., 2003). En este modelo, en el cDNA del RNA S de LCM se sustituyó el 
gen GPC por el gen de las glicoproteínas del virus de la estomatitis vesicular (VSV) y fue 
producido intracelularmente bajo el control del promotor de la RNA polimerasa I. La infección 
de las células transfectadas con el virus LCM salvaje aportó los elementos en trans y 
permitió la reasociación del RNA L salvaje con el RNA S recombinante (LCMA/SV). La 
selección de los reasociantes que poseen el RNA S recombinante se llevó a cabo en células 
defectivas en la proteasa S1P, basado en que la infectividad viral requiere del 
procesamiento correcto de las glicoproteínas de LCM por esta enzima.

Por lo tanto, debido a que aún no se ha desarrollado un sistema de genética reversa 
para el virus Junín, se ha optado por una estrategia más conservadora que apunta a 
establecer correlaciones en función de la consistencia de los resultados obtenidos a partir de 
casos que presenten los mismos patrones clínicos.

80



Diego M. Posik Capítulo 7 - Caracterización molecular de nuevos arenavirus

C a p ít u l o  7

D e s a r r o l l o  de un  m é to d o  de t ip if ic a c ió n  g e n é t ic a  b a s a d o  en  R T -P C R  - R FLP

Polim orfism os  de longitud  de fragmentos  de restricción  (RFLP)

Al comparar genomas diferentes (de especies distintas o de diferentes individuos de la 
misma especie), se evidencia que existen polimorfismos de secuencia. Éstos corresponden 
a pequeñas diferencias de secuencia (generalmente cambios de pares de bases únicos) que 
aparecen en promedio una vez cada pocos cientos de pares de bases. Algunos de estos 
cambios afectan a sitios de corte de enzimas de restricción, originando diferencias en los 
tamaños de ciertos fragmentos de DNA producidos al digerir con dichas enzimas. Estas 
diferencias de tamaño se conocen como polimorfismos de longitud de fragmentos de 
restricción o RFLP {restriction fragment [ength golymorphisms).

Entre las ventajas de trabajar con RFLPs se puede destacar que con este método, la 
colección de datos y la detección de los polimorfismos puede ser muy rápida y no hay 
necesidad de conocer la secuencia nucleotídica del DNA a analizar. Además, la similitud o 
diferencia entre los patrones generados puede ser utilizada para diferenciar especies, cepas 
o incluso individuos entre sí.

Esta técnica se puede utilizar en combinación con la RT-PCR (Capítulo 9: Materiales y 
métodos), en la que a partir de muestras de RNA se puede realizar la transcripción reversa, 
la amplificación por PCR y la digestión con enzimas de restricción de los productos de 
amplificación para analizar los polimorfismos.

D iseño  de primers g eneralizados  para  arenavirus

Como se explicó en el Capítulo 3, se sabe que todos los miembros de la familia 
Arenaviridae caracterizados hasta el momento comparten una región muy conservada de 19 
nucleótidos en el extremo 3’ de sus RNAs S (Romanowski, 1993). Esta secuencia es 
también altamente conservada en los RNAs L. Además, estas secuencias poseen un alto 
grado de complementariedad con los extremos 5’ de los RNAs L y S, entre los que se 
produce el apareamiento de bases que conduce a la formación de una estructura secundaria 
del tipo panhandie.

A partir de las secuencias nucleotídicas del RNA S reportadas al m om ento de iniciar 

estos análisis (G e n Ba n k , National Institutos of Health, Bethesda, Maryland, USA), se 

realizaron alineam ientos múltiples y sobre éstos se determ inó la secuencia consenso. El 

análisis de los alineam ientos de secuencias permitió identificar regiones que probablem ente  

tam bién serían  conservadas entre los arenavirus no caracterizadas hasta el m om ento.

Para la construcción de un alineamiento múltiple se utilizaron las secuencias 
nucleotídicas del RNA S de los arenavirus LCM, cepas Armstrong y WE, Mopeia, Lassa, 
cepas Josiah y Nigeria, Pichindé, Tacaribe, Junín, cepas MC2 y XJ-Parodi, Oliveros y Sabiá. 
La información de secuencia fue procesada y analizada en una computadora MicroVax 3100 
(Digital) usando el paquete de programas GCG (Genetic Computer Group, Sequence
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Analysis Software Package, Versión 7.1, University of Wisconsin). Los alineamientos de 
secuencia se realizaron con el programa PILEUP con los parámetros standard y la secuencia 
consenso se obtuvo con el programa p r e t t y .

Además de las regiones ya descriptas en los extremos de los RNAs S y L, el análisis 
del alineamiento permitió la detección de 17 regiones conservadas adicionales (Figura 7.1). 
Tiempo después, la incorporación de datos de secuencia de arenavirus caracterizados 
recientemente permitió ampliar este análisis y fue posible comprobar la presencia de todas 
las regiones conservadas en las nuevas especies virales.

Tomando como base a las secuencias consenso correspondientes a las regiones 
conservadas se diseñaron primers generalizados para la familia Arenaviridae, con los que es 
posible amplificar por RT-PCR distintos fragmentos genómicos de cualquiera de los 
miembros de la familia. (Figura 7.1).
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Figura 7.1
Diseño de primers generalizados para arenavirus.
La barra superior representa el RNA S de los arenavirus. Las regiones grises 
corresponden a las secuencias no codificantes y las blancas a las codificantes. Los 
números indican la posición relativa en el archivo de comparación obtenido con el pileup.
Las líneas naranja encima del RNA S (1 al 19) indican las posiciones de las regiones 
conservadas. Las posiciones de los primers generalizados (serie ArS, por arenavirus 
RNA S) están indicadas con flechas debajo del RNA S, designados con un número y una 
letra indicando su polaridad (V para viral, en color rojo y C para viral complementaria, en 
azul). Las longitudes de las regiones conservadas y los primers no están dibujadas a 
escala; los extremos 3' de los primers corresponden a las puntas de las flechas. Las 
barras amarillas representan a un set de fragmentos de amplificación por RT-PCR, que 
por combinación de los diferentes primers generalizados, permiten amplificar la totalidad 
del RNA S de los arenavirus. Encima de cada fragmento se indica el tamaño en pares de 
bases (pb). Los primers A rS IV  y ArSIQC son equivalentes al primer ARE (ver Capítulo 5) 
por lo que, para este caso en particular, se conservará esta nomenclatura.

Los primers fueron diseñados con al menos 5 bases consecutivas estrictamente 
conservadas en el extremo 3’. Para el resto de las 15-17 bases, el primer no debía ser 
diferente en más de un 20% con respecto a las secuencias del alineamiento y además, 
donde fuera posible, se permitieron degeneraciones para aumentar el apareamiento con 
cualesquiera de los RNAs S de los arenavirus. En general, se prefirieron aquellos primers
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que presentaran el menor número de diferencias con las secuencias alineadas más que con 
respecto al consenso estricto en esa región.

Cada prímer fue designado con el prefijo "ArS” (indicando su presencia en común a 
todos los RNAs S de la familia Arenaviridae) seguido por un número que identifica la región 
conservada (del 1 al 19) y una letra que identifica la polaridad (V para los primers de 
polaridad viral o genómica y C para los de polaridad complementaria o antigenómica). Las 
secuencias de los primers se detallan en el apéndice 5 {Primers conservados para el RNA S 
de arenavirus). Los primers ArSIV y ArS19C son equivalentes al primer ARE (ver Capítulo 
5) por lo que, para este caso en particular, se conservará esta nomenclatura.

Debido a que estas regiones están distribuidas a lo largo de todo el genoma, estos 
primers podrían ser usados para obtener al menos 7 fragmentos de amplificación 
superpuestos que abarcan el RNA S completo (Figura 7.1). Seis de los productos (en 
promedio 600 pb de longitud) podrían ser secuenciados sin ser subclonados. Debido al bajo 
grado de conservación que posee el extremo 5’ del gen GPC, no fue posible sintetizar en 
dicha región primers generalizados, por lo que el fragmento de amplificación resultante a 
partir de una RT-PCR en esa zona genera un fragmento relativamente grande de 
aproximadamente 1170 pb (Figura 7.2).
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Figura 7.2
Primers seleccionados para la RT-PCR-RFLP.
Representación esquemática del RNA S genómico de los arenavirus y de los primers 
utilizados en la RT-PCR. La barra representa el RNA S de los arenavirus. Dentro de ésta, 
las áreas blancas corresponden a las secuencias codificantes y las zonas grises a las 
secuencias no codificantes. Los números indican la posición relativa en el archivo de 
comparación obtenido con el pileup. Las líneas naranja encima del RNA S indican las 
posiciones de las regiones conservadas. Las barras amarillas representan a los 
fragmentos candidatos para utilizar en la RT-PCR-RFLP. Los primers generalizados 
utilizados para amplificar estos fragmentos están indicadas con flechas debajo del RNA 
S. Su polaridad está indicada con colores (viral, en rojo y viral complementarias, en azul). 
Las longitudes de las regiones conservadas y los primers no están dibujadas a escala; 
los extremos 3' de los primers corresponden a las puntas de las flechas. Encima de cada 
fragmento se indica el tamaño en pares de bases (pb).

Caracterización  de arenavirus  por  RT-PCR-RFLP

A partir de la información de secuencia nucleotídica disponible, se construyeron los 
mapas de restricción con las enzimas Ava \, Dde I, Dra I, Hae III y Hinf I para cada uno de 
los 7 fragmentos de amplificación, utilizando el programa m a p p l o t  (UW-GCG). El análisis de 
los mapas reveló polimorfismos de longitud en los fragmentos (RFLP).
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En base a los mapas de restricción particulares se identificaron aquellas enzimas que, 
para los diferentes fragmentos, generan patrones característicos y unívocos para cada 
arenavirus. Los patrones de restricción elegidos fueron los que permitieron diferenciar a 
todos los arenavirus analizados. En esta elección también se tuvo en cuenta que los 
productos de la digestión tengan diferencias de tamaño suficientes de modo que puedan ser 
resueltos mediante electroforesis en geles de agarosa.

De la comparación de todos los mapas de restricción generados se eligió al producto 
de digestión con la enzima Hinf I del fragmento amplificado con los primers ARE-ArS16V, 
por presentar las características deseadas. Este fragmento corresponde al extremo 3’ del 
RNA S y posee aproximadamente 600 pb (Figura 7.2).

El patrón con Hinf I del fragmento ARE-ArS16V fue ensayado experimentalmente, 
posee un tamaño apropiado y está ubicado dentro del gen N, que no presenta una 
variabilidad importante en esa región.

A partir de los datos de secuencia disponibles en los bancos de datos, se determinó 
para cada uno de los arenavirus la secuencia de los posibles fragmentos de amplificación 
por RT-PCR utilizando los primers ARE/ArS16V. Las diferencias en los tamaños de estos 
fragmentos se deben principalmente a inserciones y deleciones en las secuencias de la 
región no codificante del extremo 3’ del RNA S. Para dichos fragmentos se calculó el patrón 
de restricción con Hinf I esperado y se elaboró una figura con los fragmentos generados en 
la que se los representa simulando una electroforesis en gel. Esta figura permite comparar 
fácilmente los patrones de restricción obtenidos para los diferentes virus (Figura 7.3).

En una primera instancia se realizó este análisis con los virus Junín (cepas MC2 y 
XJ44), Machupo, Tacaribe, Oliveros, Pichindé, LCM (cepas WE y Armstrong), Lassa (cepas 
Josiah y Nigeria), Mopeia y un nuevo virus, no caracterizado hasta ese momento, el que 
posteriormente fue denominado Pampa. A medida que se fue disponiendo de nuevas 
secuencias nucleotídicas de arenavirus, se adicionó la información correspondiente a las 
cepas del virus Junín Espíndola, Ledesma y Romero, caracterizadas en la presente tesis, y 
a los virus Amapari, Flexal, Guanarito, Latino, Paraná, Pirital, Whitewater Arroyo, 
Allpahuayo, Cupixi, Bear Canyon y otro nuevo virus, no caracterizado hasta ese momento, al 
que se denominó, provisionalmente, Río Carcarañá (Figura 7.3).

Identificación  de arenavirus  por  RT-PCR-RFLP

Se realizó el análisis por RT-PCR-RFLP para tipificar los fragmentos amplificados a 
partir del cDNA de arenavirus del Viejo Mundo y del Nuevo Mundo. El par de primers 
ARE/ArS16V fue utilizado en una reacción de RT-PCR sobre muestras de RNA de los 
arenavirus JUN (cepas MC2, Espíndola, Ledesma y Romero), TAC y LCM. Los productos de 
amplificación fueron analizados por electroforesis en geles de agarosa (Figuras 7.4a y 7.5a). 
Los fragmentos amplificados, de 600 pb aproximadamente, fueron purificados a partir del gel 
y digeridos con Hinf I (Figuras 7.4b y 7.5b). Los tamaños de los fragmentos de amplificación 
así como los tamaños de las bandas del patrón de restricción de dichos fragmentos se
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Figura 7.4
Análisis por RT-PCR y RFLP del RNA S de arenavirus.
a) Electroforesis en gel de agarosa de los productos obtenidos por amplificación por RT- 
PCR usando el par de prímers ARE/ArS16V sobre RNA celular total obtenido a partir de 
células BHK21 infectadas con los virus Junín (cepa MC2); LCM (cepa WE); Tacaribe y 
Pampa, b) Digestiones con la enzima de restricción Hinf I de estos fragmentos (RFLP). 
Los números indican los tamaños de las bandas de los marcadores de peso molecular 
en pares de bases. M, marcador de peso molecular (a: X,/Ava II; b: 1kb DNA ladder, 
BRL): J, cepa MC2 del virus Junín; L, cepa WE del virus LCM; T, virus Tacaribe; P, virus 
Pampa.
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Figura 7.5
Análisis por RT-PCR y RFLP de diferentes cepas del virus Junín.
a) Electroforesis en gel de agarosa de los productos de amplificación por RT-PCR 
usando el par de prímers ARE/ArS16V sobre RNA celular total obtenido a partir de 
células BHK21 infectadas con las cepas Espíndola, Ledesma y Romero del virus Junín.
b) Digestiones con la enzima de restricción Hinf I de estos fragmentos (RFLP). Los 
números indican los tamaños de las bandas en pares de bases. E: cepa Espíndola del 
virus Junín; L: cepa Ledesma del virus Junín; R: cepa Romero del virus Junín; (-): control 
negativo; M: marcador de peso molecular (a: pUCIQ/H/nf I; b: k/Awa II).
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correspondieron con los tamaños predichos a partir de la información de secuencia (Figura 
7.3).

También se usaron los pares de primers generalizados ARE-ArS3C, ArS3V-ArS6C, 
ArS6V-ArS8C, ArS8V-ArS16C y ArS16V-ARE para amplificar por RT-PCR cinco fragmentos 
que, solapados, abarcan el RNA S completo de los arenavirus. Las temperaturas de 
hibridación y los tiempos de extensión fueron optimizadas en las reacciones de amplificación 
para obtener los productos de amplificación para cada par específico de primers.

C a r a c t e r iz a c ió n  d e  u n  n u e v o  a is l a m ie n t o  (P a m p a )

El Instituto Nacional de Enfermedades Virales Humanas (INEVH, Pergamino, 
Argentina) conduce un programa de captura de roedores para llevar a cabo estudios 
epidemiológicos de FHA. Estudios inmunológicos revelaron la presencia de un arenavirus en 
una muestra de tejidos proveniente de un roedor {Bolomys sp.), capturado en Maciel, 
provincia de Santa Fe, Argentina, a 50 km por fuera del área endémica de la FHA. Este virus 
fue aislado en cultivo de células y caracterizado inmunológicamente, presentando una fuerte 
reacción cruzada con antisueros contra el virus Oliveros y una reacción más débil utilizando 
antisueros contra Junín (Calderón, 2004).

A partir de las células Vero infectadas se aisló el RNA total y se lo preparó para un 
análisis de RT-PCR-RFLP como se describió previamente. El fragmento amplificado con los 
primers ARE-ArS16V posee un tamaño aproximado de 600 pb, similar al del resto de los 
arenavirus (Figura 7.4a, calle P). La amplificación por RT-PCR de muestras de RNA 
provenientes de diferentes tejidos del mismo roedor (cerebro, pulmón y sangre) generó 
resultados idénticos. El patrón de restricción con la enzima Hinf I de dicho fragmento fue 
diferente al del resto de los otros virus analizados (Figura 7.4b), diferenciándose también de 
los patrones calculados para el resto de los arenavirus (Figura 7.3). Estos resultados 
sugirieron la presencia de un nuevo aislamiento el que fue denominado, provisoriamente. 
Pampa (PAM).

Para ampliar la información sobre este aislamiento, el fragmento fue clonado y 
secuenciado. La secuencia se comparó con las regiones homólogas del resto de los 
arenavirus. El virus Pampa presentó la homología más cercana con el virus Oliveros (84% 
de identidad de secuencia nucleotídica y 94% y 96% de identidad y similitud de la secuencia 
de aminoácidos respectivamente), coincidente con los datos inmunológicos.

C a r a c t e r iz a c ió n  d e  u n  s e g u n d o  a is l a m ie n t o  (Río C a r c a r a ñ á ).

Dentro del programa de captura de roedores, fueron analizadas inmunológicamente 
diferentes muestras de tejidos obtenidos de un roedor de la especie Necromys benefactor 
(capturado en la región al noroeste de la ciudad de San Lorenzo, cerca del Río Carcarañá 
en la provincia de Santa Fe). Estas muestras presentaron reacción cruzada con antisueros 
contra el virus Oliveros y contra Junín, revelando la presencia de un arenavirus de identidad 
incierta (Calderón, 2004).
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A partir de células infectadas se aisló el RNA total y se amplificó por RT-PCR 
generándose un producto de amplificación de aproximadamente 600 pb, utilizando el par de 
prímers ARE/ArS16V, coincidente con el tamaño esperado para el mismo fragmento en el 
resto de los miembros de la familia. La digestión con Hinf I del fragmento amplificado 
presentó un patrón de bandas diferente al de los otros arenavirus analizados (Figura 7.6a y 
b) y diferente de los patrones calculados a partir de las secuencias rpublicadas del RNA S 
de los arenavirus (Figura 7.3). Estos resultados sugirieron la presencia de un nuevo 
aislamiento al que se lo denominó, tentativamente, Río Carcarañá (RCÑ), por haber sido 
encontrado en un roedor capturado en las cercanías de este río.

Para obtener mayor información sobre este aislamiento, este fragmento y algunos 
otros fueron secuenciados parcialmente y se comparó la secuencia con las regiones 
homólogas del resto de los arenavirus. Como resultado de las comparaciones se observó 
que en algunas regiones había una alta homología con el virus Junín y mientras que en 
otras la homología era mayor con el virus Oliveros, lo que sugería la posibilidad de que se 
tratara de un recombinante natural. Por lo tanto se decidió avanzar en la caracterización de 
este virus, la que se describe el Capítulo 8 (Caracterización del RNA S de Río Carcarañá).

RCÑ M RCÑ M

a)

14 19

b) -  13  9 8

8 8 7  
5 1 7

60 0 -
-  5 1 7 
- 3  9 6

- 3 5 0  -
—  4 1 1 / 3 9 6  

2 9 8
----- 2 1 6

-  2 1 4 

6 5 / 7 5

- 1 3  0 -  
-  1 0 0 - 1 0 6 / 1 0 8  

8 0 / 7 5

Figura 7.6
Análisis por RT-PCR y RFLP de nuevos arenavirus.
a) Electroforesis en gel de agarosa de producto de amplificación por RT-PCR a partir del 
RNA de un nuevo arenavirus usando el par de prímers ARE/ArS16V. b) Electroforesis en 
gel de agarosa de los productos de digestión con Hinf I del fragmento amplificado. Los 
números indican los tamaños de las bandas en pb. Las longitudes de los fragmentos 
producto de la digestión son diferentes a aquellas obtenidas para los arenavirus 
conocidos hasta el momento. (-): control negativo; RCÑ: Río Carcarañá; M: marcadores 
de peso molecular.

A nálisis Filog enético

Los análisis filogenéticos moleculares pueden proveer información de la relación entre 
virus a diferentes niveles. Es posible realizar este tipo de análisis para evidenciar los
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patrones de semejanzas entre las diferentes familias virales, para describir las relaciones 
entre las especies dentro de una familia o para relacionar distintas variantes de una misma 
especie viral.

Si bien las relaciones entre especies virales pueden analizarse a partir de diferentes 
tipos de datos como la reactividad serológica, el tamaño y la organización del genoma o 
composición proteica, las comparaciones filogenéticas de virus pueden proporcionar una 
descripción cuantitativa mucho más precisa y detallada de las relaciones entre ellos y 
además pueden aportar información sobre los pasos evolutivos que condujeron a las 
situaciones actuales. A un nivel más práctico, estas aproximaciones proporcionan 
herramientas para investigaciones epidemiológicas detalladas, en las cuales se pueden 
seguir los patrones y dinámica de dispersión de cada rama individual de virus, así como la 
variación de secuencia en el curso de una epidemia. La definición precisa de linajes virales 
generada por datos de secuencia permite también la investigación de una posible 
correlación entre las variaciones a nivel del genoma con la virulencia, el tropismo celular o 
tisular, el rango de hospedadores u otra propiedad biológica importante.

A partir de un set de secuencias alineadas, los métodos de filogenia molecular 
permiten generar árboles filogenéticos que intentan reconstruir la historia de los pasos 
sucesivos que tuvieron lugar durante la evolución. Con dicha estrategia es posible realizar 
una clasificación que refleje las relaciones genealógicas y establecer una reconstrucción 
hipotética de la filogenia.

Normalmente, en los análisis filogenéticos se incorpora un set de datos adicional 
(grupo externo o outgroup) que puede ser una unidad taxonómica considerada ancestral 
dentro del grupo en estudio o un grupo emparentado con el grupo en estudio pero que no 
pertenece a éste. Esto se realiza con el objeto de enraizar los árboles y de normalizar las 
ramas de los árboles con respecto a la longitud de las ramas del outgroup. Durante la 
construcción de los árboles se seleccionaron como outgroup diferentes especies de 
arenavirus del Viejo Mundo, pero siempre se generaban árboles en los que la especie 
elegida estaba separada topológicamente del resto; incluso se separaban las cepas de una 
misma especie. Para evitar este inconveniente y ante la imposibilidad de utilizar algún virus 
emparentado debido a que la distancia filogenética es muy grande con cualquiera de las 
familias virales conocidas, se utilizó como outgroup la secuencia consenso de los 
arenavirus. Si bien este outgroup es discutible, el objetivo de utilizarlo es solamente enraizar 
el árbol y evitar que alguno de los taxa en estudio resulte apartado del resto por un problema 
metodológico producido por el algoritmo, no relacionado con la distancia filogenética. Por lo 
tanto, tampoco fue incluido en los árboles.

Las secuencias nucleotídicas de las cepas Espíndola, Ledesma y Romero fueron 
obtenidas en el presente trabajo de tesis. Las restantes cepas del virus Junín fueron 
secuenciadas por miembros de nuestro laboratorio. Las secuencias del resto de los 
Arenavirus se obtuvieron a través del GenBank {National Institutes of Health, Bethesda, 
Maryland). A partir de todas ellas se buscaron los marcos de lectura abiertos y se dedujo la 
secuencia aminoacídica de los genes GPC y N. Como se explica más adelante, para la 
construcción de los árboles se prefirió utilizar las secuencias aminoacídicas que resultan 
mucho más conservadas que las secuencias nucleotídicas.
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Los alineamientos de las secuencias se realizaron con el programa pileup (GCG- 
University of Wisconsin) en una computadora Ultra2, Sun Microsystems Inc. El análisis 
filogenético se realizó procesando los alineamientos de secuencias con el programa Phylip 
{Phylogeny Inference Package, Felsenstein, 1989 y 2002) en una computadora personal.

A partir de los alineamientos de secuencias se generaron 1000 sets de datos que 
consisten en un remuestreo {sequence bootstrapping) de la versión ingresada utilizando la 
rutina s e q b o o t . El método trabaja tomando muestras de datos al azar con reemplazos a 
partir de los datos iniciales y sirve para calcular los límites de confianza de los árboles. La 
variación entre los árboles generados por muestreo y el árbol obtenido a partir de los datos 
originales da una idea de la forma en que está representada la información en dicho árbol. 
La variación al azar de los sets de datos generados por bootstrapping es estadísticamente 
equivalente a la variación que se puede obtener al colectar nuevos sets de datos. Para 
comprender el significado de los valores de bootstrapping que aparecen en la base de las 
ramificaciones, se ha estimado en base a cálculos estadísticos (con un nivel de significación 
del 5%), que se puede hablar de un grupo monofilético si éste se encuentra representado 
en, por lo menos, el 95% de los árboles.

Los árboles filogenéticos fueron generados por el método de parsimonia (p r o t p a r s , 

Protein sequence parsimony method). Este criterio consiste en determinar el número mínimo 
de cambios (sustituciones) requeridos para transformar una secuencia en su vecina más 
cercana. El algoritmo de máxima parsimonia busca el número mínimo de eventos genéticos 
(sustituciones de nucleótidos o cambios de aminoácidos) para inferir, a partir de un set de 
secuencias, el árbol más parsimonioso. El mejor árbol es aquel que necesita menos 
cambios. Como resultado del análisis de parsimonia se generaron 1000 árboles 
filogenéticos, cada uno correspondiente a un set de datos. Debido a que los resultados de la 
mayoría de los programas dependen del orden en que las especies entran en los árboles, se 
seleccionó la opción Jumble que genera diferentes ordenamientos al azar de las especies 
en los archivos de entrada.

Posteriormente, se construyó un árbol consenso (consense, Consense tree program) 
usando la regla de la mayoría (los grupos que aparecen en más del 50% de los árboles 
estarán representados en el árbol consenso). Los valores en las ramificaciones indican el 
número de veces (expresado en porcentaje) que aparece representado un grupo en el árbol 
consenso. Los árboles fueron graficados con el programa Treeview {Tree drawing software, 
versión1.6.6, Page etal. 1996; Figura 7.7).

Para confirmar los resultados se realizó un análisis de distancia con los algoritmos 
disponibles en el programa Phylip. A partir de las secuencias aminoacídicas de las proteínas 
GPC y N de los arenavirus se generaron 1000 sets de datos de remuestreo (Seqboot), los 
que se utilizaron para calcular la distancia entre cada par de unidades taxonómicas 
(Protdist, Protein distance) utilizando la matriz PAM de Dayhoff, que estima las 
probabilidades de cambios de un aminoácido por otro. Con los datos de distancia se 
construyó una matriz de distancia para todos los pares posibles de unidades taxonómicas. 
Los cladogramas se calcularon utilizando el método UPGMA {Unweighted Pair Group Method 
with Arithmetic Mean) con el programa Neighbor {Neighbor Joining). Posteriormente, se
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construyó un árbol consenso (c o n s e n s e , Cánsense tree program) usando la regla de la 
mayoría. Las representaciones gráficas se realizaron con el programa T reeview  (Figura 7.8).

Con el objeto de verificar que los resultados no fueran dependientes del programa 
utilizado, se realizó el análisis de filogenia con el programa MEGA2 {Molecular Evolutionary 
Genetics Analysis, Kumar et al. 2001) por el método de máxima parsimonia, tanto para la 
proteína GPC y N. Los resultados generaron agrupamientos con la misma topología que la 
obtenida con el Phy lip .

Figura 7.7
Análisis filogenético de los arenavirus por el método de parsimonia.
Árbol filogenético consenso construido según el método de parsimonia en base a las 
secuencias aminoacídicas completas de los genes GPC y N de los arenavirus. Los 
valores de bootstraping que se indican en los nodos corresponden a 1000 ciclos de 
remuestreo. Los linajes evolutivos se indican como A (en color violeta), B (en distintos 
tonos de azules), C (en color naranja), R (recombinantes, en color rojo), VM (Viejo 
Mundo, en color verde) y T (complejo Tacaribe o virus del Nuevo mundo). Los árboles 
están enfrentados para facilitar la comparación. Las longitudes de las ramas de los 
cladogramas carecen de significado. Jun-Par, cepa XJ-Parodi; Jun-XJ44, cepa XJ44; 
Jun-Cdl, cepa Gandid #1; Jun-Led, cepa Ledesma; Jun-Rom, cepa Romero; Jun-Esp, 
cepa Espíndola del virus Junín; Whitewater, virus Whitewater Arroyo; Lassa-Jos, cepa 
Josiah del virus Lassa; Lassa-Nig, cepa Nigeria del virus Lassa; LCM-WE; cepa WE del 
virus LCM; LCM-Arm, cepa Armstrong del virus LCM.
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Figura 7.8
Análisis filogenético de los arenavirus por el método de distancia.
Árbol filogenético consenso construido en base a las secuencias aminoacídicas 
completas de los genes GPC y N de los arenavirus, a partir de matrices de distancia de a 
pares por el método Neighbor Joining, utilizando el método de agrupamiento UPGMA. 
Los valores de bootstrapping que se indican en los nodos corresponden a 1000 ciclos de 
remuestreo. Los linajes evolutivos se indican como A (en color violeta), B (en distintos 
tonos de azules), C (en color naranja), R (recombinantes, en color rojo), VM (Viejo 
Mundo, en color verde) y T (complejo Tacaribe o virus del Nuevo mundo). Los árboles 
están enfrentados para facilitar la comparación. Las longitudes de las ramas de los 
cladogramas carecen de significado. Jun-Par, cepa XJ-Parodi; Jun-XJ44, cepa XJ44; 
Jun-Cdl, cepa Gandid #1; Jun-Led, cepa Ledesma; Jun-Rom, cepa Romero; Jun-Esp, 
cepa Espíndola del virus Junín; Whitewater, virus Whitewater Arroyo; Lassa-Jos, cepa 
Josiah del virus Lassa; Lassa-Nig, cepa Nigeria del virus Lassa; LCM-WE; cepa WE del 
virus LCM; LCM-Arm, cepa Armstrong del virus LCM.

DISCUSIÓN

T ip if ic a c ió n  g e n é t ic a  b a s a d a  e n  RT-PCR-RFLP

Los arenavirus comparten propiedades morfológicas y moleculares que han sido 
descriptas ampliamente en la bibliografía. Entre ellas se encuentran secuencias 
conservadas presentes en ambos extremos de sus RNAs S y L. Por medio del alineamiento 
de las secuencias nucleotídicas completas del RNA S de los arenavirus se pudieron 
identificar secuencias conservadas no caracterizadas hasta el momento, en regiones 
genómicas diferentes a las descriptas. A partir de estas regiones, se diseñaron prímers 
generalizados con la potencialidad de amplificar por RT-PCR el RNA S completo de todos
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los arenavirus. La obtención de fragmentos de amplificación solapados posibilitaría clonar y 
secuenciar rápidamente el RNA S de cualquiera de los miembros de la familia.

Además, los fragmentos amplificados por PCR con estos primers podrían ser 
rápidamente caracterizados por sus patrones de restricción (RT-PCR-RFLP) y/o por 
secuenciamiento nucleotídico. El mapa de restricción esperado del fragmento ARE/ArS16V 
con Hinf I permitió distinguir a todos aquellos arenavirus cuya secuencia se encontraba 
disponible. Incluso permitió diferenciar cepas dentro de la misma especie viral. Este ensayo 
de RT-PCR-RFLP fue probado sobre algunas muestras de RNA virales, en las que 
resultaron patrones idénticos a los patrones predichos a partir de las secuencias 
nucleotídicas publicadas (Figuras 7.3; 7.4 y 7.5). Además, el análisis por RT-PCR-RFLP 
demostró ser eficaz para detectar y caracterizar dos aislamientos de arenavirus 
desconocidos.

El primero de ellos fue denominado provisoriamente Pampa por la región 
fitogeográfica de la cual proviene. Este virus, relacionado inmunológicamente con Oliveros, 
fue aislado a partir de un roedor del género Bolomys y caracterizado por RT-PCR-RFLP. El 
fragmento de cDNA amplificado con los primers ARE/ArS16V mostró un patrón de 
restricción con la enzima Hinf I diferente al resto de los arenavirus conocidos, incluyendo a 
Oliveros. Esta técnica fue capaz de evidenciar las diferencias en secuencia existentes entre 
este aislamiento y el resto de los arenavirus.

La comparación de secuencia nucleotídica del fragmento ARE-ArS16V de este virus 
con los fragmentos equivalentes de los otros miembros de la familia Arenaviridae dio como 
resultado una mayor similitud con el virus Oliveros (84.0% de identidad de secuencia 
nucleotídica; 93,7% de identidad de aminoácidos; 96,5% de similitud de aminoácidos), 
coincidente los datos inmunológicos. Dado que los datos indican que los virus Pampa y 
Oliveros están relacionados en secuencia, no es sorprendente que hayan sido aislados del 
mismo género de roedores.

Con el objeto de establecer reglas generales para la demarcación de especies virales 
dentro de los arenavirus se han propuesto criterios de acuerdo a lo propuesto por el ICVT 
(Clegg ef a/.; 2000). Estos incluyen:

a) la asociación con especies hospedadoras específicas o grupos de especies.
b) la presencia de un área geográfica definida.
c) la posibilidad de ser agente etiológico en humanos.
d) las diferencias en reactividad antigénica cruzada incluyendo la ausencia de 

neutralización cruzada.
e) diferencias significativas de secuencia aminoacídica con respecto a otras especies 

del género.

Aplicando el concepto de que las especies virales son “una clase polifilética de virus 
que constituyen un linaje replicativo y ocupan un nicho ecológico particular” (Clegg et al., 
2000; Van Regenmortel, 2004), se acepta que los virus que difieren en al menos dos de 
estos criterios pertenecen a dos especies virales diferentes.

En cuanto a la diferenciación de especies dentro de los arenavirus, se ha observado 
que la relación genética reconocida más cercana entre dos especies reconocidas de
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arenavirus se encuentra entre los virus Junín y Machupo (87.59% de identidad para la 
proteína N) y Flexal y Allpahuayo (83,63 de identidad para la proteína GPC). La máxima 
divergencia dentro de una misma especie se da entre las cepas Josiah y Nigeria del virus 
Lassa (90,70% de identidad para N y 93,08% para GPC). Este valor podría considerarse 
como el máximo de variación genética que se puede encontrar dentro de los arenavirus.

Basado en estudios de diferentes familias virales, Ward (1993) propuso que la 
identidad de secuencia en las regiones codificantes de cepas de un mismo virus debería ser 
relativamente alta (85-90%). Por otra parte, la clasificación de la familia de los picornavirus 
(Rueckert, 1990) muestra que los serotipos reportados (cepas) exhiben más de un 85% de 
identidad en la secuencia nucleotídica de la región P1. De acuerdo al mismo autor, las 
especies y géneros virales exhiben un 65-85% y 45-65% de identidad en la secuencia de 
aminoácidos y de nucleótidos respectivamente. Específicamente para los arenavirus, Bowen 
etal. (2000) han propuesto como valor de corte una diferencia de aminoácidos del 12% para 
delinear una especie dentro de la familia. Si bien los autores no aclaran si este valor está 
referido a homología o a identidad de secuencia aminoacídica, un análisis de la 
comparación de ambas entre los diferentes arenavirus permitiría suponer que se trata de un 
valor de identidad.

Sin embargo, el uso de las secuencias nucleotídicas (en lugar de las aminoacídicas) 
en la determinación de la filogenia debe ser reevaluado. Guanarito y Amapari presentan los 
mayores valores de identidad de secuencia nucleotídica dentro de la familia (72.3%), 
mientras que Lassa y Tamiami presentan los menores valores (34.1%). La variación 
intraespecífica tiene valores muy disímiles. Los valores mínimos de identidad de secuencia 
nucleotídica varían entre un 93,3% en el virus Junín o un 84,5% en LCM, a un 38.0% en el 
virus Lassa. Desde este punto de vista, algunos autores (Bowen et al., 1997; Lozano et al., 
1997) postulan que las variantes de Lassa (Josiah y Nigeria) deberían pertenecer a 
diferentes especies virales. Estos valores de identidad intraespecífica son muy inferiores a 
los valores de identidad interespecífica entre arenavirus alejados filogenéticamente (por 
ejemplo, entre Pichindé y LCM, 46.9%). Esta diferencia es debida principalmente a 
sustituciones en la tercera posición de los codones, las que representan una potencial 
fuente de ruido en las comparaciones de secuencia y en los análisis filogenéticos (Bowen et 
al., 1997). No obstante, la similitud en la secuencia de aminoácidos de las proteínas N y 
GPC (90,7% y 93,1% respectivamente) entre las cepas del virus Lassa, definen su estrecha 
relación inmunológica.

Si se analiza la taxonomía actual de los arenavirus usando las mismas reglas 
propuestas por Ward, Rueckert y Bowen, utilizando el valor de corte específico para la 
familia propuesto por este último (88% de identidad), todas las especies reconocidas de 
arenavirus serían válidas excepto el virus Pampa, para el que habría que considerar la 
posibilidad de que fuera una variante del virus Oliveros, ya que posee un 93,7% de identidad 
de secuencia aminoacídica con este último (en secuencias parciales del gen N) y ambos 
fueron aislados de roedores del mismo género {Bolomys). De todas formas, una definición
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más clara de las relaciones taxonómicas y el posible reconocimiento de Pampa como una 
especie separada dependerá de la identificación de características que lo diferencien lo 
suficiente de su pariente más cercano, el virus Oliveros. A medida que se acumule nueva 
información de secuencia intra e interespecífica, tanto del RNA S como del L, será posible 
determinar si, el valor de 88% de identidad en la secuencia de la proteína N propuesto 
permanecerá como criterio válido de definición de especie dentro de los arenavirus.

La relación entre especies virales y sus hospedadores roedores ha sido estudiada en 
varios hantavirus (familia Bunyaviridae). Mills (1996), informó que cada especie de virus 
infecta a una única especie de roedor y que la filogenia de los virus parece reflejar la 
filogenia de sus hospedadores. Este resultado es consistente con la hipótesis de 
coevolución de hantavirus y sus hospedadores roedores, asociado con una baja tasa de 
transmisión interespecífica de virus.

Bowen et al. (1996b) mostraron alguna evidencia que soporta la hipótesis de 
coevolución entre arenavirus y sus hospedadores roedores. Ellos agrupan a los arenavirus 
del Nuevo Mundo en tres linajes diferentes, llamados A, B y C, usando un segmento de la 
región carboxilo terminal del gen N. En particular, Pichindé, Paraná y Flexal (miembros del 
linaje A) tienen como hospedador a especies del género Oryzomys, mientras que Junín y 
Machupo (miembros del linaje B) tienen de hospedador al género Calomys. Sin embargo, 
ellos también publicaron que un mismo arenavirus puede infectar varias especies de 
roedores, por ejemplo; el virus Junín puede infectar a Calomys musculinus, Calomys laucha, 
Akodon azarae, Bolomys obscurus y Mus musculus. Además, la misma especie de roedor 
puede ser infectada por dos arenavirus diferentes (los virus Machupo y Latino pueden 
infectar a Calomys callosus.

El ensayo de RT-PCR-RFLP permitió la identificación de un segundo aislamiento de 
arenavirus, al que se denominó Río Carcarañá, aislado de un roedor capturado en el sur de 
la provincia de Santa Fe. La digestión con la enzima Hinf I del fragmento de cDNA 
amplificado con los primers ARE/ArS16V mostró un patrón de restricción diferente a los 
descriptos hasta ese momento.

Debido a la reactividad cruzada con los virus JUN y OLI y a la presencia de un patrón 
de restricción diferencial, se amplificaron otras regiones del virus y se determinó la 
secuencia nucleotídica, la que se utilizó en un análisis filogenético para determinar la 
relación entre el nuevo arenavirus y el resto de los miembros de la familia. La 
caracterización de este nuevo aislamiento está descripta en el Capítulo 8 de esta tesis 
(Caracterización del RNA S de Río Carcarañá).

Hasta el presente, esta es la primera descripción de un set de primers conservados 
para amplificar por RT-PCR fragmentos que abarquen la totalidad del RNA S de todos los 
miembros de la familia Arenaviridae. Estos primers diseñados a partir de las regiones 
conservadas halladas en los alineamientos de secuencias, han demostrado ser de utilidad, 
incluso con la incorporación de nuevos datos de secuencia disponibles con posterioridad al 
desarrollo de esta técnica.

La técnica de RT-PCR-RFLP podría ser empleada para detectar y caracterizar, en 
forma rápida y sencilla, aislamientos de arenavirus desconocidos hasta el presente y
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diferenciarlos de aquellos ya caracterizados. Además, al posibilitar la generación de 
productos de amplificación a partir de los cuales se puede obtener la secuencia nucleotídica, 
permitiría deducir la ubicación filogenética relativa de los arenavirus emergentes.

Esta RT-PCR-RFLP, que fundamentalmente es un procedimiento rápido, sencillo y de 
relativamente bajo costo, podría ser el primer paso de caracterización de arenavirus 
conocidos o aún no descriptos en estudios epidemiológicos (en los que es-necesario 
analizar un gran número de muestras clínicas y/o de campo), o ser de utilidad en etapas 
preliminares de estudios moleculares de la familia Arenaviridae.

A n á l is is  f il o g e n é t ic o

El análisis filogenético se realizó siguiendo diversas aproximaciones y metodologías 
con el objeto de obtener resultados consistentes que minimicen las diferencias que se 
generan por la utilización de distintos algoritmos. Inicialmente, se siguió el abordaje clásico 
considerando una similitud general seguido de un análisis filogenético. Se utilizaron 
programas que, a partir de los alineamientos de secuencias, generan matrices de distancia 
como paso previo a la construcción de los cladogramas o calculan el camino evolutivo más 
directo en base al método de parsimonia. El estudio incluyó un análisis global sobre el RNA 
S, así como también el análisis de los genes GPC y N y de sus productos génicos.

Para analizar las relaciones filogenéticas dentro de la familia, se prefirió utilizar las 
secuencias del RNA S y de sus productos génicos completos, con el objeto de reducir los 
posibles artefactos que pudieran surgir del análisis de datos parciales.

El análisis de filogenia fue realizado con todos los arenavirus de los que se disponía la 
secuencia completa del RNA S. A las secuencias publicadas y disponibles en el G e n Ba n k  se 
le sumaron las secuencias de las cepas Espíndola, Ledesma y Romero del virus Junín, 
constituyendo un total de 27 secuencias nucleotídicas del RNA S completo correspondientes 
a 20 arenavirus (algunos de los cuales aún no han sido reconocidos por el ICTV). De los 
virus Lassa, LCM y Junín se contaba con secuencias de más de un aislamiento, las que 
también fueron incluidas en el análisis. Las secuencias nucleotídicas y las secuencias 
aminoacídicas predichas fueron alineadas para obtener alineamientos múltiples y a partir de 
estos construir los árboles filogenéticos.

Uno de los métodos utilizados para determinar las relaciones entre los diferentes 
arenavirus es el cladismo o sistemática filogenética. Esta estrategia busca encontrar las 
relaciones evolutivas entre los seres vivos en base a caracteres derivados compartidos, 
generando árboles que reflejan las relaciones genealógicas y permiten una reconstrucción 
hipotética de la filogenia. Este análisis se realizó con ayuda del programa Phylip.

Debido a la alta divergencia que se presenta dentro de la familia Arenaviridae 
producida por la alta tasa de error de las RNA polimerasas virales y también, 
probablemente, al largo tiempo de evolución independiente de estos virus, los alineamientos 
de las secuencias nucleotídicas resultan arbitrarios y dependientes de los parámetros y de 
los programas que se utilicen para generarlos, conduciendo a filogenias poco consistentes 
(Archer y Rico-Hesse, 2002). Debido a esto, si bien en una primera aproximación se
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utilizaron las secuencias nucleotídicas para la reconstrucción de la filogenia, posteriormente 
se prefirió utilizar las secuencias aminoacídicas mucho más conservadas.

Ya ha sido descripto que dentro de los arenavirus del nuevo mundo se pueden 
distinguir tres linajes denominados A, B y C. Estos agrupamientos están soportados por 
valores de bootstrapping cercanos o iguales al 100% (Bowen et al. 1996b; Clegg et al., 
2000; Archer y Rico-Hesse, 2002; Charrel et al. 2002; Charrel y Lamballerie, 2003).

El linaje A incluye a cinco arenavirus de Sudamérica: Pichindé, Pirital, Paraná, Flexal y 
Allpahuayo. El Linaje B contiene a siete arenavirus sudamericanos: Sabiá, Cupixi, 
Guanarito, Amapari, Tacaribe, Machupo y Junín. Dentro de este linaje algunos autores 
reconocen tres sublinajes (B1: Junín, Machupo y Tacaribe; B2: Cupixi, Guanarito y Amapari 
y B3: Sabiá; Charrel et al., 2002). El linaje C comprende a dos virus sudamericanos: Latino y 
Oliveros.

Además, se ha observado en estudios de filogenia de arenavirus, que cuando se 
analizan independientemente las secuencias de los genes GPC y N, los agrupamientos 
generados son diferentes (Albariño et al. 1998; Charrel y Lamballerie, 2002; Charrel et al., 
2001,2002; Archer y Ricco-Hesse, 2002).

Si bien los agrupamientos que surgieron del análisis filogenético se correlacionaron en 
líneas generales con los propuestos previamente por otros autores, no fueron totalmente 
coincidentes y se encontraron diferencias con respecto a ellos. Por otra parte, los resultados 
encontrados fueron coherentes con los publicados previamente por nuestro grupo de trabajo 
(Albariño et al., 1998). Incluso la incorporación de nuevas especies virales no modificaron 
las relaciones ya establecidas (Figuras 7.7 y 7.8).

Filogenia de la proteína N

En los grandes agrupamientos dentro de la familia, los árboles filogenéticos basados 
en la proteína N mostraron una topología semejante a las publicadas a partir de secuencias 
parciales de la proteína (Bowen ef a/., 1996b; Moncayo et al., 2000; Figuras 7.7 y 7.8). No se 
observaron diferencias en la topología de los grandes agrupamientos al comparar el árbol 
generado por parsimonia y el obtenido por el método de distancia. Todos los miembros del 
complejo Tacaribe (del Nuevo Mundo) se agruparon juntos, en un c/usfer independiente del 
que contiene a los virus del Viejo mundo, en concordancia con la gran cantidad de ensayos 
serológicos reportados (Wulff et al., 1978; Howard, 1993; Buchmeier y OIdstone, 1981; 
Compans et al., 1981; Compans y Bishop, 1985; Ruó et al., 1991; Ghiringhelli et al., 1991; 
Clegg, 1993) y con ensayos de protección cruzada contra desafíos del virus Lassa en 
infecciones experimentales en primates con el virus Mopeia (Killey et al., 1979; Waiker et al., 
1982).

Cuando se analizaron los linajes dentro de los arenavirus del Nuevo Mundo, se 
pudieron reconocer cuatro agrupamientos diferentes. El linaje A incluye a los virus 
sudamericanos Paraná, Flexal, Allpahuayo, Pichindé y Pirital. Este último ocupa el nodo 
ancestral mientras que Allpahuayo-Pichindé y Flexal-Paraná forman dos sublinajes 
separados. Esta topología es diferente de la publicada por Moncayo et al. (2001) o Fuihorst 
et al. (2002), en la que Pirital es el nodo más ancestral de un agrupamiento mayor que
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incluye al linaje A y a los arenavirus de América del Norte. En estos dos estudios, el análisis 
se basó en secuencias aminoacídicas parciales de la proteína N, las cuales no parecen 
pertenecer a la región más apropiada para la delineación de las relaciones entre los virus de 
este linaje.

Claramente independiente del linaje A, pero asociado a éste, se encuentra un linaje 
que comprende a los arenavirus de América del Norte: Tamiami, Whitewater Arroyo y Bear 
Canyon. Estos tres virus presentan topologías muy diferentes cuando se analiza la filogenia 
de los genes N y GPC. Charrel et al. (2001) demostraron que Whitewater Arroyo es un 
recombinante natural (con un posible sitio de recombinación en la región intergénica o 
próxima a ella, al final del marco de lectura del gen GPC) en el que el gen GPC proviene del 
linaje B mientras que el gen N proviene del linaje A. Posteriormente, se postuló que podría 
suceder lo mismo con los otros dos arenavirus de América del norte y que los tres podrían 
haber derivado de un antecesor común en el que se produjo el evento de recombinación 
(Charrel et al. 2002; Archer y Ricco-Hesse, 2002). Este hecho es confirmado por valores de 
bootstrapping entre el 99 y 100%, independientemente del gen usado en el análisis. A este 
linaje se lo denominó R, por estar constituido por los arenavirus recombinantes.

El linaje B está integrado por los virus Junín, Machupo, Tacaribe, Amapari, Guanarito, 
Cupixi y Sabiá. Los tres primeros forman un cluster distinguible del resto, por lo que se 
postuló que formaban parte del sublinaje B1. Amapari, Guanarito y Cupixi forman otro 
cluster que corresponde al sublinaje B2. Algunos autores (Charrel et al. 2002) postulan un 
tercer linaje que estaría formado por Sabiá, que aparece como un nodo ancestral de los 
otros sublinajes. Sin embargo, su asignación a la categoría de sublinaje podría ser 
discutible, sobre todo si se analizan su asociación al sublinaje B2 en las filogenias 
generadas a partir de la secuencia aminoacídica de la proteína GPC.

Es probable que la posibilidad de causar fiebres hemorrágicas en humanos haya sido 
adquirida más de una vez dentro de la familia. Todos los arenavirus del Nuevo Mundo que 
producen fiebres hemorrágicas se encuentran dentro del linaje B y es posible que esta 
característica haya aparecido solamente una vez dentro de éste grupo monofilético. Por otra 
parte, parece estar claro que en el virus Lassa, esta propiedad habría evolucionado 
independientemente. Por lo tanto, la capacidad de producir fiebres hemorrágicas habría 
aparecido al menos dos veces dentro de la familia. La posibilidad de que otros miembros de 
la familia puedan ser patógenos para el hombre no está exhaustivamente explorada. De 
hecho, ha habido informes en los últimos años de infecciones causadas por arenavirus que 
se desconocía que fueran patógenos para los humanos. Uno de estos informes es el de 
Whitewater Arroyo, que es capaz de producir una enfermedad fatal con un síndrome 
respiratorio agudo, falla hepática y manifestaciones hemorrágicas (Byrd et al. 2000). Se 
requerirá de nuevos conocimientos en esta área antes de comprender claramente los 
mecanismos por los cuales los virus adquieren la capacidad de causar enfermedades en 
humanos.

Dentro del linaje B, la comparación de las relaciones filogenéticas entre las distintas 
cepas del virus Junín obtenidas por los métodos de parsimonia y de distancia resultaron en 
agrupamientos de idéntica topología. Como es de esperar, las cepas de un mismo virus 
aparecen en todos los casos asociadas en clusters específicos. Se puede observar que XJ-
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Parodi, XJ-44 y Gandid #1, tres aislamientos derivados uno del otro por sucesivos pasajes 
por cultivo de células y por cerebro de ratón, se agrupan entre sí y se separan del cluster 
formado por Ledesma, Romero y Espíndola, tres aislamientos independientes obtenidos a 
partir de pacientes. En estas tres últimas cepas, se evidencia una mayor cercanía entre 
Espíndola y Ledesma con respecto a Romero.

El linaje C comprende a los virus Oliveros y Latino y se encuentra relacionado 
filogenéticamente con el linaje B.

Filogenia de la proteina GPC

Cuando se analiza la filogenia de la proteína GPC se observan algunas características 
que son similares a las que se obtienen en el análisis del gen N. Entre estas se encuentran: 
a) la identificación de los principales linajes A, B, C y VM, b) la existencia de un grupo 
diferente que incluye a los tres arenavirus de América del Norte (R) y c) la inclusión del los 
virus que causan fiebres virales hemorrágicas dentro del linaje B.

Sin embargo, a partir del gen GPC se obtienen árboles cuya topología difiere en los 
grandes agrupamientos con respecto a los que se obtienen con la proteína N. No existe la 
clara división entre los arenavirus del Viejo y del Nuevo Mundo, sino que los linajes A y C 
(del Nuevo Mundo) se asocian con los virus del Viejo Mundo, separándose del resto de los 
virus del Nuevo Mundo (linaje B; Figuras 7.7 y 7.8). Este agrupamiento está sustentado por 
valores de bootstrapping de 100% (distancia) y de 76% (parsimonia) y ya ha sido propuesto 
por Clegg et al. (1991) y Albariño et al. (1998), en discrepancia a los propuestos por Charrel 
et al. (2002), Archer y Rico-Hesse (2002). El análisis por separado de las regiones G1 y G2, 
utilizando la misma estrategia, permitió obtener en ambos casos el mismo resultado, la 
asociación de los linajes A y C con los virus del viejo mundo. Estos resultados sugieren que 
estos virus estarían más relacionados con los arenavirus ancestrales que el resto de los 
arenavirus del Nuevo Mundo.

En la filogenia generada por el método de parsimonia, en el linaje B se pueden 
distinguir claramente los linajes B1 y B2. Sabiá se agrupa dentro del cluster B2 sin formar un 
sublinaje; sin embargo, en el cladograma de distancia, Sabiá aparece cono una rama aparte 
de los sublinajes B1 y B2, por los que confirmaría la pertenencia a un tercer sublinaje (B3) 
de acuerdo con lo propuesto por Charrel et al. (2002).

Dentro del linaje B, las relaciones filogenéticas entre las distintas cepas del virus Junín 
obtenidas por los métodos de parsimonia y de distancia muestran resultados diferentes. 
Utilizando el método de distancia las cepas XJ-Parodi, XJ-44 y Gandid #1 aparecen en un 
cluster diferente de las cepas Espíndola, Ledesma y Romero, de forma semejante a lo que 
ocurre con el análisis del gen N. Sin embargo, según el método de parsimonia, estas 
variantes del virus Junín forman un único agrupamiento con similitud decreciente desde 
Parodi hasta Espíndola (Figuras 7.7 y 7.8).

También aparecen diferencias en la topología del linaje C. Cuando se compara el gen 
N, Oliveros y Latino se agrupan con el linaje B, mientras que cuando se analiza el gen GPC, 
estas dos especies virales aparecen asociados al linaje A. Es posible explicar este cambio 
de asociación por un fenómeno de recombinación entre virus de los linajes A y B, por el cual
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se habría originando un antecesor hipotético a partir del cual divergieron Oliveros y Latino. 
Sin embargo, el perfil filogenético generado con el programa PhylPro (Capítulo 8), presenta 
picos poco definidos sin una disminución significativa de la correlación filogenética que 
pudiera indicar claramente la presencia de recombinantes o de posibles sitios de 
recombinación. Los resultados de este último análisis podrían ser discutibles, dado que en 
los arenavirus de América del Norte, en los que se ha demostrado su origen recombinante, 
el perfil filogenético tampoco es muy definido. Es posible que, tanto en Oliveros y Latino 
como en los arenavirus norteamericanos, los procesos de recombinación se hayan 
producido en especies virales ancestrales que, durante la divergencia, acumularon cambios 
que de alguna forma enmascaran la detección in silico de eventos de recombinación. Por lo 
tanto, no es posible descartar esta hipótesis, dado que las similitudes globales de secuencia 
entre los diferentes genes GPC y N aún se conservan y se manifiestan en los 
agrupamientos.

La posición de Oliveros y Latino podría también ser explicada por la existencia de 
presiones selectivas diferenciales que podrían haber operado sobre los productos del gen 
GPC (expuestos en la superficie del virión) y no así sobre el producto del gen N, generando 
la divergencia antes mencionada. En este sentido, serían más relevantes desde el punto de 
vista filogenético, las conclusiones derivadas del análisis de la proteína N.

Los estudios sobre la filogenia del gen GPC son pocos. De hecho, la mayor parte de 
los análisis filogenéticos de arenavirus realizados hasta el momento están basados 
exclusivamente en comparaciones de secuencias del gen N, incluso muchos de ellos, en 
secuencias parciales de dicho gen (Bowen et al.] 1996b; Lozano et al., 1997; Clegg et al., 
2002; Fuihorst et al., 2002) o bien en análisis comparativo de los genes GPC y N, pero de un 
número reducido de especies virales (Bowen etal., 1997).

Estudios recientes, basados en secuencias parciales del gen de la polimerasa viral en 
algunas especies de arenavirus, comenzaron a ampliar el conocimiento de las relaciones 
filogenéticas dentro de la familia Arenaviridae (Charrel et al., 2003). La información 
disponible hasta el momento parecería confirmar los agrupamientos descriptos para la 
proteína N.

Para comprender la posición de los linajes A y C con respecto al resto de los
arenavirus, será necesario utilizar nuevos enfoques y/o incorporar nuevos datos de
secuencia antes que las filogenias resulten congruentes y puedan ser evaluadas 
adecuadamente. La comprensión de las relaciones filogenéticas de los arenavirus aumenta 
progresivamente con la incorporación de nuevos datos genómicos, en particular, cuando se 
utilizan secuencias génicas completas para el análisis. En este sentido, será sumamente 
importante la caracterización de los RNAs L de otros miembros de la familia, para confirmar 
o rechazar las hipótesis actuales y para investigar la posibilidad de existencia de
recombinación dentro de los RNAs S y/o L. Esto permitirá ampliar nuestro conocimiento
general sobre evolución viral, pero además posibilitará el desarrollo de nuevas metodologías 
de diagnóstico y herramientas terapéuticas y de prevención, de utilidad ante la aparición de 
infecciones por arenavirus.
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C a p ít u l o  8

C a r a c t e r iz a c ió n  d el  RNA S de  Río C a r c a r a ñ á

How many vain chimaras have you created?...
Go and take your place with the seekers after gold. 
Leonardo Da Vinci. The notebooks.

Recom binación  viral

La recombinación en los virus a RNA es un fenómeno ampliamente extendido y se 
considera que juega un papel muy importante en la generación de la variabilidad y por lo 
tanto de la evolución viral. Desde su descubrimiento, la recombinación viral ha sido 
ampliamente documentada y se ha podido demostrar que un número cada vez mayor de 
virus a RNA han sufrido algún proceso de recombinación, ya sea bajo condiciones naturales 
o experimentales. A pesar de haber transcurrido más de tres décadas desde su 
descubrimiento, recién están empezando a ser dilucidados los mecanismos por los cuales se 
produce la recombinación de RNA. Publicaciones recientes sugieren que la recombinación 
de RNA está ligada a la replicación viral y se han propuesto varios mecanismos posibles. Sin 
embargo, en contraste con lo que ocurre con la recombinación del DNA, no se han podido 
asociar genes específicos relacionados con la formación de recombinantes.

Debido a la alta tasa de error producida en la replicación RNA dependiente, los virus a 
RNA existen como poblaciones heterogéneas de moléculas conocidas como cuasiespecies 
(Domingo etal. 1996). La generación de cuasiespecies presenta una ventaja para el virus ya 
que, ante un cambio en la presión de selección, podría existir en la población de 
cuasiespecies un genoma ya adaptado o podría evolucionar rápidamente a partir de alguno 
de los miembros de la población. La desventaja de la alta tasa de error producida durante la 
replicación está asociada con la acumulación de un elevado número de mutaciones 
perjudiciales. Sin embargo, es posible rescatar estos defectos genéticos por recombinación 
con otras moléculas de la población de cuasiespecies que posean genes funcionales (Miller 
et al., 1998). Además, este mecanismo permite que un virus pueda adquirir súbitamente 
características nuevas (genes nuevos) en un solo paso.

La recombinación es común en los virus a RNA y podría ser más importante para un 
cambio evolutivo y de especiación que la acumulación de mutaciones puntuales. Virus tan 
diversos como los alfavirus, coronavirus y luteovirus contienen genes cercanamente 
relacionados a los de otros grupos, indicando eventos de recombinación recientes en su 
evolución (Hahn etal., 1988; Lai etal., 1996; Miller ef a/., 1995).

Los eventos de recombinación viral puede clasificarse en homóloga, homóloga 
aberrante y no homóloga (Lai, 1996). En la recombinación homóloga los recombinantes se 
originan a partir de RNAs que son muy similares, como en el caso de la recombinación 
intratípica, o menos similares, como en la recombinación intertípica. Los recombinantes 
homólogos fueron definidos como aquellos que no contienen alteraciones de secuencia (con 
excepción de las mutaciones marcadoras) cuando se los compara con las moléculas 
parentales; mientras que la recombinación homóloga aberrante contiene modificaciones 
como sustituciones {mismatch mutations), deleciones o inserciones, en o cerca del sitio de
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recombinación. La recombinación no homólogo se produce cuando ocurre recombinación 
entre genomas virales diferentes o entre genomas virales y moléculas RNAs de la célula 
hospedadora. Sin embargo, esta clasificación no contempla los mecanismos por los cuales 
se generan este tipo de recombinantes.

Entre los modelos más aceptados de recombinación de RNA se encuentra el modelo 
de selección de copia dirigido por la replicasa o modelo de cambio de molde {copy choice o 
témplate switching, Cooper et al., 1974; Duggal et al., 1997; Jarvis & Kirkegaard, 1992; 
Kirkegaard & Baltimore, 1986; Nagy & Bujarski, 1995, 1998; Nagy et al., 1998; Simón & 
Nagy, 1996; Nagy & Simón, 1997), el modelo de ruptura y ligación (transesterificación o 
breakage-induced témplate exchange\ Chetverin et al., 1997, 1999; Chetverina et al., 1999; 
Gmyl et al., 1999), el modelo de cambio de molde inducido por ruptura {breakage and 
ligation o dynamic copy cholee', Hajjar and Linial, 1993; Zhang and Sapp, 1999; Svarovskaia 
et al., 2000; Hwang et al., 2001) y el modelo de alineamiento de primer y extensión {primer 
alignment and extensión, Pierangeli et al., 1999). Dado que todos estos modelos pueden 
conducir a la formación de recombinantes de RNA similares, no es posible deducir el 
mecanismo particular a partir de la secuencia de los productos finales de recombinación.

En la recombinación viral por intercambio de molde, durante la síntesis de una cadena 
negativa, la RNA polimerasa empieza copiando el extremo 3’ de una cadena parental 
positiva, cambia el molde por una segunda cadena parental positiva y continúa copiando a 
partir de la posición en la que se había detenido. A este tipo de recombinación se lo conoce 
como modelo de selección de copia {copy choice). El mecanismo exacto de cómo se 
produce el intercambio de un molde por otro no se conoce, pero podría ser desencadenado 
por una pausa de la polimerasa durante la elongación de la cadena. Este proceso fue 
demostrado por primera vez en células infectadas con poliovirus (Cooper et al., 1974) y ha 
sido ampliamente estudiado en sistemas experimentales.

En el modelo de intercambio de cadena inducida por una ruptura {breakage-induced 
templete exchange) se postula que la ruptura del molde de RNA que está siendo copiado 
promueve el intercambio de un molde por otro. Un tercer modelo postula que los RNAs 
recombinantes se pueden formar por un mecanismo de ruptura y ligación {breakage and 
ligation) similar al que ocurre durante el procesamiento de los mRNAs o durante la 
recombinación de algunos DNAs. Un mecanismo adicional postulado es el de primer 
alignment and extensión. Este mecanismo implica la hibridación local entre una región de 
una hebra defectiva de RNA de polaridad positiva y una hebra de RNA de polaridad negativa 
que sirve como molde para la continuidad de la síntesis de la nueva hebra positiva.

C lonado  y  secuenciación  del RNA S viral

Como se describió en el Capítulo 7 (Desarrollo de un método de tipificación genética 
basado en RT-PCR-RFLP), se analizaron muestras de tejidos obtenidos de un roedor de la 
especie Necromys benefactus (capturado en la región al noroeste de la ciudad de San 
Lorenzo, cerca del Río Carcarañá en la provincia de Santa Fe). Este individuo fue 
aprehendido durante un programa de captura de roedores implementado por el INEVH para 
llevara cabo estudios epidemiológicos de FHA. Inicialmente, se realizó un análisis serológico
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aprehendido durante un programa de captura de roedores implementado por el INEVH para 
llevar a cabo estudios epidemiológicos de FHA. Inicialmente, se realizó un análisis 
serológico en el que las muestras de tejido de este roedor presentaron reacción cruzada al 
utilizar antisueros contra el virus Oliveros y contra el virus Junín. Los resultados de este 
análisis sugerían que este roedor estaba infectado con algún arenavirus de identidad 
incierta.

A partir de muestras de sangre se infectaron células Vero, se cosecharon a los 12 dpi 
a partir de ellas se aisló y purificó el RNA total. Éste se utilizó para sintetizar el cDNA, 
empleando la transcriptasa reversa modificada del virus de la Leucemia Murina de Moloney 
(SuperScript II, Invitrogen) y, posteriormente, se amplificaron por PCR regiones específicas 
del mismo (Figura 8.1; Capítulo 9, Materiales y Métodos).

3 4
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8 912 1112 13 14 15 1617 18
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3500 3647
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-4 30  pb -^4 0  pb

-12 0 0  pb 3V 6C '117 0  pb 16V IV ARE

ARE Tipo Junín 8V
-2 3 5  pb

Tipo Oliveros

Rec V Rec C

V
Figura 8.1
Estrategia de amplificación por RT- PCR del RNA S del virus Río Carcarañá
La barra representa el RNA S viral en orientación 5’-3’. Dentro de ésta, el rectángulo 
blanco de la izquierda representa el marco de lectura abierto del gen GPC (polaridad 
viral) y el rectángulo blanco de la derecha representa el marco de lectura abierto del gen 
N (polaridad viral complementaria). Los rectángulos grises corresponden a las 
secuencias no codificantes. La numeración corresponde al apilamiento de las 
secuencias de los arenavirus obtenido con el pileup. Las líneas naranja encima del RNA 
S (1 al 19) indican las posiciones de las regiones conservadas. Las barras de color azul 
y rojo representan los fragmentos amplificados por RT-PCR, utilizados para el clonado y 
la determinación de las secuencias nucleotídicas del RNA S. Cada uno de los 
fragmentos está identificado con números romanos. El color azul de los fragmentos 
representa regiones de alta homología con el virus Junín, el color rojo representa 
regiones de alta homología con el virus Oliveros. Los números sobre los fragmentos 
indican su tamaño aproximado en pares de bases. Los primers utilizados para la 
amplificación se indican con flechas de color negro. Por razones estrictamente gráficas, 
en los nombres de los primers se ha omitido el prefijo común ArS. Los primers ArSI y 
ArS19C son equivalentes al p rim er ARE (ver Capítulo 5) por lo que, para este caso en 
particular, se conservará esta nomenclatura.

El producto de amplificación con los primers ARE/ArS16V poseía el tamaño esperado 
para este fragmento en los arenavirus (alrededor de 600 pb), pero la digestión con Hinf I 
presentó un patrón de bandas diferente al del resto de la familia. Estos resultados sugirieron 
la presencia de un nuevo virus, el que recibió provisoriamente el nombre de Río Carcarañá 
(RCÑ; Capítulo 7).
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JUN
RCÑ
OLI
CON

ArS8V ^
UCCUCCUCAUAGAGCUUCCCAUCCAACACUGACUGAAACAUUAUGCAGUCUAGCAGAGCACAGUGUGGCUCACUGGAGGC 1780
------------------------------------------------------------- GUGUGGCUCACUGGAGGC 18
UCUAUGCUUGGCACAUUGCCCUCAAAUGCUGCUUGAAACAUGAGACAGUCAAGCAGUGCACAAUGAGGUUCACCUGA--  1908** ** **** **

JUN
RCÑ
OLI
CON

CAACUUAAAGGGAGCAUCCUUAUCUCUCUUUUUCUUACUGACAACCACUCCAUUGUGAUAUUUGCAUAGGUGACCAAAUU 1860 
CAACUUAAAGGGAGCAUCCÜUAÜCUCUCUUUUUCUUGCÜGACAACCACÜCCAUUGUGAUGUUUGCAUAGGUGGCCAAAUU 9 8
-------------- AUUGCCACCUUUCUUCUUUCUUGAAAGCACAACACCAUUGUGUUUAGUGCAAAGUGAUCCAAAUU 1973** * ** **** ** * * ** ** ******** * **** ** *******

JUN
RCÑ
OLI
CON

UCUCCCAGACCUGUUGAUCAAACUGCCUGGCUUGUUCAGAUGUAAGCCUAACAUCAACCAGCUUAAGAUCUCUUCUUCCA 1940 
UCUCCCAGACCUGÜUGGUCAAACÜGCCUGGCUUGÜUCÜGAUGÜAAGCCUAACAUCAACCAGCUUAAGAUCUCUUCUUCCA 178 
UCUCCCAAACAACACUCUCAUAGAAUCUUGCUUGGUCUGUUGGGAAGCUGAGAUCAAUUGUGGAGAUGUCAGGUCUUCCA 2053★ ★★★★★ ★★ ★ ★★ ★ ★★ ★ ★★★★★

JUN
RCÑ
OLI
CON

UGGAGGUCAAACAACUUCCUGAUGUCAUCGGACCCUUGAGUAGUCACAACCAUGUCCGGAGGCAGCAAGCCAAUCACGUA 2020 
UGGAGGUCAAACAACUUCCUGAUGUCAUCGGACCCUUGAGUGGUCACAACCAÜGUCCGGAGGCAGCAAGCCAAÜCACGÜA 258 
UUCAGUUCCAUUAGUUUUUUGAUGUCAUCAGAACCUUGACAUGUCAAAACUAAUUUUGAAGGCAGCUUGAUUAGAAUUCU 2133 * ** ** * * ** ********** ** ****** **** *** * * * ******* * * *

JUN
RCÑ
OLI
CON

ACUAAGAACUCCUGGCAUUGCAUCUUCUAUGUCCUUCAUUAAGAUGCCGUGAGAGUGUCUGCUACCAUUUUUAAACCCUU 2100 
ACUAAGAACÜCCUGGCAUUGCAUCÜUCUAUGUCÜUUCAUUAAGAUGCCGUGAGAGUGUCUGCUACCAUUUUUAAACCCUU 338 
GCUCAGCAGGCCUGAUCUUGCGUUCUCGAUGUCUCUCAGUAAAAUUCCAUGAGAGUAUUUGCUUCCAUUUUUGAAGCCCU 2213

JUN
RCÑ
OLI
CON

UCUCAUCAUGUGGUUUUCUGAAGCAGUGAAUAUACUGCUUACCUGCAGGCUGGAACAACGCCAUCUCAACAGGGUCAGUA 2180 
UCUCAUCAUGUGGÜÜÜUCUGAAGCAGUGAAUAUACUGCUUACCUGCAGGCUGGAACAACGCCAÜCUCAACAGGGUCAGUA 418 
UCUCAUCAUGUGGGAGUCUGAAGCAAUGUAUGUAGUAACCAGUUGUGGGCUGAUACAAAGCAAGCUCAACAGGGUCUGUU 2293 ************* ********* ** ** ** * * ** ***** **** ** * ************ **

JUN
RCÑ
OLI
CON

GCUGGUCCUUCAAUGUCGAGCCAAAGGGUAUUGGUGGGGUCGAGUUUCCCCACUGCCUCUCUGAUGACAGCUUCUUGUAU 2260 
GCUGGÜCCÜUCAAUGUCGAGCCAAAGGGUAUÜGGÜGGGGUCGAGUUUCCCCACUGCCUCUCUGAUGACAGCUUCÜUGUAU 498 
GGUGGGCCCUCAAUAUCCACCCAGAUGGUUUCAUCUGGAUUCAGCUUUGAGAUUGCUUCUUUGAUCACUGCUUCCUGUGU 2373 * *** ** ***** ** * *** * *** * ** * ** ** * *** *** **** ** ***** *** *

JUN
RCÑ
OLI
CON

CUCUGUCAAGUUAGCCAAUCUCAAAUUCUGACCGUUCUUUUCCGGUUGUCUAGGACCAGCAACUGGUUUCCUUGUCAGAU 2340 
CUCUGUCAAGÜÜAGCCAAUCUCAAAUUCÜGACCGUUCUUÜÜCCGGUÜGÜCÜAGGUCCAGCAACÜGGUUÜCCUUGUCAGAU 578 
GUCUGUCAAAGGAUUAAGUCUUAUGUUGCCACCAUUUUUGACAGGUGGGGGAGGACCAUACAUGACAUCUUUUGAGAAGU 2453

JUN
RCÑ
OLI
CON

CAAUACUUGUGUUGUCCCAUGACCUGCCUAUGAUUUGUGAUCUAGAACCAAUAUAAGGCCAACCAUCGCCAGAAAGACAA 2420 
CAAUACUÜGUGUUGUCCCAÜGACCUGCCUAUGAUUUGÜGAUCUGGAACCAAUAUAAGGCCAACCAUÜGCCAGAAAGGCAA 658 
CAAUAGUGGUGUUAUCCCAAGCUCUGCCUGUGAUCUGGGAUCUUGAGCCAAUGUAUGGCCAACCUUCACCAGAGAGGCAA 2533
ic -k "k 'k ic ★  ★ ★ ★ ★ ★  ★ ★ ★ ★ ★  ★  -k •k k  k  -k -k k  k  k  k  k  k  k  k  k  k  k  k  k  k  k  k  k  k  k  k  k k k k k k k k  k  k  k  k  k  k  k  k  k  k  k

JUN
RCÑ
OLI
CON

AGUUUGUACAAAAGGUUUUCAUAAGGAUUUCUAUUGCCUGGUUUCUCAUCAAUAAACAUGCCUUCUCUUCGUUUAACCUG 2500 
AGÜUUUAACAGAAGGUUUUCAUAAGGGUUÜCUAÜUGCCUGGUUUCUCAÜCAAÜAAACAUGCGUUCUCUÜCGÜUUAACACG 738 
AUCUUGUAAAGGAUGUUCUCAUAGGGAUUCCUCAUCCCUGGUUUUUCUGAGACAAACAUUCUUUCUUGAUGCUUCACCCU 2613
k  k  k  k  k  k  k  k  k  k  k  k  k  k  k  k  k  k  k  k  k  k k k k k k k k  k  k k  ★ ★ ★ ★ ★ ★  k  k  k  k  k k  k  k  k  k

JUN
RCÑ
OLI
CON

AAUGGUUGAUUUUAUGAGGGAAGAAAAGUUAUCUGGGGUGACUCUGAUUGUCUCCAACAUAUUUCCACCAUCAAGAAUGG 2580 
AAÜGGÜUGAUUUÜAUGAGGGAAGAAAAGUÜAUAUGGGGUGACÜCÜGAUUGUCUCCAACAUAUUUCCACCAUCAAGAAÜGG 818 
AAGGAGGGAUUUGAUGAUGUCAGCAAACACAUCUGGCUUAACAUAGAUUGUUUCCAACAUGUUUCCCCCAUCAACCAGAC 2693
*  *  *  *  * *  *  ★  *  k k  k k k  k  k k  k k k k k k  k k k k k k k k  k k k k k  k k k k k k k  k

JUN
RCÑ
OLI
CON
JUN
RCÑ
OLI
CON

AUGCACCAGCCUUUACUGCAGCUGAAAGACUAAAGUUGUAGCCAGAAAUGUUGAUGGAGCUUUCAUCCUUAGUCACAAUC
AUGCACCAGCCUUÜACUGCAGCÜGAAAGACUAAAGUUGUAGCCAGAAAUGUUGAUGGAGCUUUCAUCCUUAGUCACAAÜC
AUGCACCGGCUUUCACUGCAGCAGCAAGACUCAGAUUGUACCCAGAGAUGUUGUUAGCACUUUCCUCUCUUGUGAUGAAU

k  k  k  k  k k k k k k k k  k  k k k k k k  k  k k k k k  k k k k k  k k k k k k  k  k  k k k k k  k  k  k  k  k  k  k

Rec V ->
UGGAGGCAGUCAUGUUCCUGAGUCAAUCUGUCAAGGUCACUCAAGUUUGGAUACUUCACAGUGUAUAGAAGCCCAAGAGA
UGGAGGCAGÜCAUGUUCCÜGAGÜCAAIJCUGUCAAGGUCACUCAAGUUÜGGAUACUUCACAGUGUAÜAGAAGCCCAAGAGA
UGGAGACAAGUGUGUUCAGCAGACAGCUUUUCAAGAUCAUCAAGGUUGGGGUAUUUGACUGUGUAAAGGAGCCCAAGUGU

2660
898
2773

2740
978
2853

k k k k k  k  k k k k k k  k k  k k  k k k k k k  k k k  k  k k k  k k  k k  k k  k k  * * ★ ■ * ■ *  * ★  ■ *■ ★ **■ *•★ •*•★  ★

JUN
RCÑ
OLI
CON
JUN
RCÑ
OLI
CON
JUN
RCÑ
OLI
CON

GGUUAAAGCCUGUAUGACACUGUUCAUUGUCUCACCUCCUUGAACAGUCAUGCAUGCAAUUGUCAAUGCAGGAACAGAAC
GGUÜAAAGCCUGUAUGACACÜGUUCAUÜGUCUCACCUCCUUGAACAGÜCAUGCAÜGCAAUUGUCAAÜGCAGGAACAGAAC
GGUCAAACCUUGUACCACAUCAUUCAUCUGUUCAGCUCCUUGCACUGACAUGCAAGCAAUUGUCAAAGCAGGCAUUGAUC
★  ★ ★ ★  *  k  k  k k k k k  k k k k k  k k k  k k k k k k k  k  k  k  k k k k k k  k k k k k k k k k k k  k k k k k  k  k  k  k

ArS16V -> <- Rec C
CAAACUGAUUGUUAAGUUUUGAAGGAUCUUUAACAUCCCAUACCCUCACCACACCAUUUCCCCCAGUUCCUUGCUGUUGA
caaacugauuguuaag|aü|gcuucugauccuugaugucccaaauücucaccacaccguugüuuügacx:uugucüagacuga
CAAACUGAUUGAUCAAUUGCUUCUGAUCCUUAAUGUCCCAGAUCCUUACCACACCGUUGUUUUGACCUUGUCUGGACUGA
k k k k k k k k k k k  k k  k  ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★  k k k k k k  k k  k k k k k k k k  k k  k  k k  k k k

ArS16C
AAUCCCAGUGUUCUCAAUAUCUCUGAUCUUUUAGCAAGUUGUGACUGGGACAAAUUACCCAUGUAAACCCCUUGAGAGCC
aaüccaagagaucucaguauggcugagcgücugüccaauugagcagougugagguucccougauagacaccgggggugcü
AACCCAAGGGAUCUCAGUAUAGCUGAGCGCCUGUCCAGUUGAGCAGUUGUGAGAUUCCCUUGGUAAACACCAGGGGUGCU

2820
1058
2933

2900
1138
3013

2980
1218
3093

★ *  * *  k k  k  k k k k k  k k k  k k k k  k  k k k  k k k  k k  k  k k k k k k  k  k  k k  k  k k  k
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JUN UGUCUCUGCUCUUCUUAUCUUGUUUUUUAAUUUCUCAAGGUCAGACGCCAACUCCAUCAGUUCAUCCCUCCCCAGAUCUC 3060 
RCÑ CCUUUCGUUCAUGOUAAUCUUCCUCUUCAACUUUUCUAGGUCAGUUGCCAGCUCCAUGAGUUCGUCÜUUAGAAAGACCUC 1298 
OLI CCUUUCAUUCGUGUUGAUCUUCCUCUUCAGUUUUUCCAGAUCAGUUGCUAACUCCAUGAGUUCAUCCUUGGAAAGACCUC 3173

★ ★ ★  ★ ★ "k 'k "k "ie k  k  k  k  k  k  k  k  k  k  k  k  k  k  k  k  k  k  k  k  k  k  k  k  k  k  k  k  k  k  k  ★ ★ ★  ★ ★ ★

JUN CCACCUUGAAAACUGUGUUUCGUUGAACACUCCUCAUGGACAUAAGUCUGUCAACCUCUUUAUUCAGGUCCCUCAACUUA 3140 
RCÑ CAACCUUUAGCGAAACAUUGCUUUGÜUÜGÜUCCUCAUCAOCAUÜAGACCAUCGACACCCUUGUUGAGGUCÜCUGAGUUUC 1378 
OLI CAACCUUCAGUGAAACAUUGCUUUGUUUGUUUCUCAUCAUCAUCAAACCAUCAACUGCUUUGUUAAGAUCUCUGAGCUUC 3253 CON ******* ****** ****** **** * **** * * * * * * * * * * * *  **
JUN UUGAGGUCUUCUUCCCCCCUUUUAGUCUUUCUGAGUGCCCGCUGCACCUGUGCCACUUGGUUGAAGUCAAUGCUGUCAGC 3220 
RCÑ AGGAGGUCAUCAUCGGACCUCCUÜOCUUUUCUCAUGACOCGCUGGACCUGÜGAGACUUGACUAAAGUCAAGCCCAUCCAC 1458 
OLI AGGAGAUCAUCAUCAGACCUCCGUUCUUUCCUCAUCACUCGCUGAACUUGCGAGACUUGACUGAAGUCAAGUCCGUCCAC 3333 CON *** ** ** ** +** ** ** * * ***** ** ** * ***** * ******* * ** *
JUN AAUUAGCUUGGCGUCCUUCAAAACAUCUGACUUGACAGUCUGAGUGAAUUGACUCAAACCUCUCCUUAAGGACUGAGUCC 3300 
RCÑ CAGAGAOUUUGCAUCACGCAAAACGUCCCCUUUGGÜÜOGAGOGGUGUAGUGGCUCAAGCCUCGCCUCAGOGACUGAGUCC 1538 
OLI CAGAGACUUUGCAUCACGCAAGACAUCUCCUUUGGUUUGAGUGGUGUAGUGACUCAGGCCUCGCCUCAGUGACUGAGUCC 3413 CON * ** ** ** *** ** ** *** *** * ** **** **** *** * **********
JUN AUCUAAAGCUUGGAACCUC-CUUGGAGUGUGCCAUGCCAGAAGUUCUGGUGAU-- UUUGAUCUAGGAUAGAGUUGCUCA 3376
RCÑ AUCUGAAGCUGGGÜAUGUCACUUGCACCAGACAOUGÜGUAAAACAAUGGUGAGAAGUGUCGUAUGACAAAAGGUUUGUAA 1618 
OLI AUCUGAAGCUGGGUAUGUCACUUGCACCAGACAUUGUGCGAGACAAUGGUGAGAGGUGUCGUGUGACAAAAGGUUUGUAA 3493 CON ************ ******* * ** * ****** * *  * *  * *  *** * *
JUN GUGA-- AAGUGUUAGACACUAUGCCUAGGAUCCACUGUGCG 3415
RCÑ AAGAGCAAAGCGUUAÜCCUAUAUGCCUAGGAUCCACUGUGCG 1660 
OLI AAGAGCAAAGCGUUAUCCUAUAUGCCUAGGAUCCACUGUGCG 3535

★ ★  k  k  k  k  k  k  k  k  k k k k k k k k k k k k k k k k k k k k k k

Arena

Alineamiento 8.1
Análisis de la secuencia nucleotídica de la mitad 3’ del RNA S de Río Carcarañá.
La figura representa el alineamiento de la mitad 3’ del RNA S de Río Carcarañá 
(fragmento III; ArS16C-ArS8V y fragmento IV: ARE-ArS16V) con la región 
correspondiente de los virus Junín y Oliveros. Los primers que se usaron para amplificar 
los fragmentos del RNA S del arenavirus Río Carcarañá están resaltados en amarillo 
(polaridad viral) y en verde (polaridad viral complementaria). Las variaciones de la 
secuencia nucleotídica de Río Carcarañá con alguno o con los dos arenavirus con los 
que se la comparó, se encuentran resaltadas con color: aquellas secuencias que son 
idénticas a las del virus Junín se colorearon en azul, las idénticas al virus Oliveros en 
rojo, mientras que las que no tienen identidad con ninguno de estos dos virus, se 
colorearon en verde. El marco cuadrado (que encierra los nucleótidos AU) corresponde 
al sitio predicho de recombinación. La secuencia del virus Junín corresponde al 
consenso de las cepas secuenciadas de este virus.

Los primers diseñados sobre las secuencias conservadas de los arenavirus 
permitieron amplificar por RT-PCR a partir del RNA del virus Río Carcarañá, cuatro 
fragmentos (I a IV) que, solapados, abarcan casi la totalidad del RNA S del virus (Figura 
8.1). Dos de los fragmentos de amplificación por PCR (fragmentos II y IV) fueron clonados 
en el plásmido pZErO digerido con EcoR V. La secuencia nucleotídica de los clones se 
realizó según el método enzimático de terminación de cadenas utilizando dideoxinucleótidos 
(Sanger et al., 1977), según se describe en Materiales y Métodos. De cada uno de los 
fragmentos clonados se secuenciaron por lo menos tres clones. A partir de esta información 
se obtuvieron las secuencias consenso y se realizó la reconstrucción parcial del RNA S. A 
partir de los fragmentos I y II se obtuvieron, por secuencia directa, secuencias parciales de 
los extremos.

Al comparar las secuencias nucleotídicas de los RNAs S de los diferentes arenavirus 
con las obtenidas de Río Carcarañá, este virus presentó desde el extremo 5’ y a lo largo de 
la mayor parte su longitud una alta homología (96%) con el virus Junín (linaje A), mientras
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que en el extremo 3’ del RNA S la homología era alta (90%) con otros virus de la región 
pampeana (Oliveros y Pampa, linaje B; Figura 8.1; Alineamiento 8.1).

Dado que el solapamiento de los fragmentos de amplificación III y IV correspondientes 
a esta región no era completo y que era imprescindible confirmar la secuencia de la zona de 
recombinación, se diseñaron dos primers, denominados Rec V y el Rec C, que permitieron 
amplificar por RT-PCR el fragmento denominado V. El primer Rec V híbrida con la secuencia 
de Junín mientras que el Rec C híbrida con la secuencia de Oliveros. Con este par de 
primers se amplificó y se secuenció por secuencia directa un fragmento de 235 pb que 
abarca la zona de recombinación (Figura 8.1, Alineamiento 8.1).

El alineamiento 8.1 muestra el cambio en la homología relativa entre el arenavirus Río 
Carcarañá y los virus Junín y Oliveros: los caracteres en azul muestran la identidad de 
secuencia con Junín y los caracteres en rojo muestran la identidad de secuencia con 
Oliveros. Entre estas dos regiones existen dos nucleótidos, que no tienen homología ni con 
Junín ni con Oliveros que, como se discutirá más adelante, podrían corresponder al 
potencial sitio de recombinación. En la región upstream con respecto a estas bases, Río 
Carcarañá posee una muy elevada homología con la secuencia del virus Junín (98,1%). En 
cambio, en la región downstream al posible sitio de recombinación (las dos bases 
recuadradas), la homología de Río Carcarañá es mucho mayor con respecto a Oliveros 
(89,9%).

Perfil filogenético

Para explorar la posibilidad de recombinación se utilizó el programa PhylPro que 
aplica el algoritmo de perfil filogenético propuesto por Willer (1998). Este algoritmo permite 
mostrar gráficamente la coherencia de las relaciones a lo largo de un set de secuencias 
homólogas alineadas. En vez de utilizar la comparación de la topología de los árboles o 
matrices de compatibilidad, este programa utiliza la técnica de dos ventanas adyacentes que 
se desplazan a lo largo de las secuencias, determinando las distancias de a pares de todas 
las secuencias de la ventana y evalúa, para cada secuencia, el grado en que concuerdan los 
patrones de distancia de esas regiones.

Para determinar la correlación filogenética de una determinada secuencia en una 
posición particular, el método define dos ventas de secuencias, localizadas inmediatamente 
antes e inmediatamente después del sitio a ser analizado y se determinan las diferencias 
entre la secuencia a ser comparada con las otras secuencias de la ventana, resultando en 
datos de distancia (por comparación de a pares) de dos vectores. Si la secuencia a analizar 
es similar a las otras secuencias de las dos ventanas, los dos vectores exhibirán la misma 
tendencia y la correlación será buena. La correlación entre estos dos sets de datos de 
distancia se denomina correlación filogenética. Sin embargo, si la secuencia a ser 
comparada es producto de un proceso de recombinación, los fragmentos de secuencia de 
ambas ventanas tendrán diferentes historias filogenéticas y la correlación será baja. Cuando 
la ventana se mueve a través de una unión de recombinación, la correlación filogenética 
disminuye y adquiere el menor valor cuando la unión de recombinación está exactamente
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entre las dos ventanas. El gráfico de la correlación filogenéticas de una secuencia para cada 
posición se denomina perfil filogenético.

La figura 8.2 representa el perfil filogenético que se obtiene de la comparación de las 
secuencias nucleotídicas de los virus Junín, Oliveros y Río Carcarañá. Las señales de 
recombinación aparecen en el gráfico como áreas de baja correlación filogenética, 
visualizada por un único pico hacia abajo. Si la correlación filogenética de una posición 
particular de una secuencia determinada es muy baja (en este caso la correspondiente a Río 
Carcarañá), esa posición corresponde a un posible sitio de recombinación de esa secuencia. 
La precisión de la correlación filogenética disminuye ligeramente hacia los extremos del 
gráfico debido a la reducción en tamaño de una de las ventanas con respecto a la otra.

Figura 8.2
Perfil filogenético de Río Carcarañá.
La figura representa el perfil filogenético de las secuencias nucleotídicas de los virus 
Junín, Oliveros y Río Carcarañá. El eje X indica la posición en el alineamiento 
(nucleótidos 1762 al 3415 de la numeración correspondiente a Junín, 1890 al 3535 de la 
numeración de Oliveros). El eje Y representa la correlación filogenética con valores que 
van entre 1 y -1. La curva que presenta el menor valor de correlación filogenética 
(-0.25) corresponde al virus Río Carcarañá. La línea de color rojo indica la media de la 
correlación filogenética de todas las secuencias. Parámetros utilizados: matriz de 
identidad, ventana 10 diferencias, medida de correlación.

Mecanism os  de recom binacíón

Dado que todos los mecanismos de recombinación pueden conducir a la generación 
de moléculas de RNA similares, no es posible sustentar un mecanismo particular basado 
solamente en la secuencia de recombinación de los productos finales. Para poder precisar el 
mecanismo por el cual se originó una molécula recombinante es necesario la caracterización 
de los intermediarios de recombinación y de los componentes de la maquinaria de 
recombinación.

La figura 8.3 muestra una de las alternativas posibles de emergencia del nuevo 
arenavirus Río Carcarañá mediante recombinación en las regiones complementarias a 
secuencias codificantes para las proteínas N de los arenavirus Junín y Oliveros. En este
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caso particular, el mecanismo de copy choice permitiría explicar la generación de un RNA S 
viral complementario que codifica para los 166 aminoácidos de la proteína N de Oliveros y 
para los últimos 397 residuos de la proteína N de Junín.
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Figura 8.3
Generación de un recombinante interespecífico entre los arenavirus Junín y 
Oliveros mediante el mecanismo de copy choice.
Las secuencias en color azul corresponden al virus Junín, las secuencias en rojo al virus 
Oliveros. En la parte superior de la figura se representa la secuencia nucleotídica del 
híbrido parcial entre dos cadenas de RNAs S viral (de Oliveros y Junín) en la región 
codificante de la proteína N y la secuencia nucleotídica de la molécula recombinante. En 
la parte inferior se representa la secuencia aminoacídica y nucleotídica de la molécula 
recombinante resultante.

Según este mecanismo, la replicasa (RNA polimerasa RNA dependiente) comienza la 
replicación de la cadena de polaridad viral utilizando como molde a la cadena de polaridad 
complementaria del virus Junín, pero la presencia de un apareamiento entre la hebra VC del 
virus Junín y la hebra VC del virus Oliveros, con una estructura secundaria del tipo de tipo 
hairpin loop, produce una pausa en la replicación y, posiblemente, la liberación de la RNA 
polimerasa. Posteriormente, la polimerasa retoma la síntesis de la cadena naciente pero 
reemplazando la hebra molde por una molécula de polaridad viral complementaria del virus 
Oliveros, completando de esta forma la replicación de la molécula de RNA recombinante. El 
proceso de selección de molde está favorecido por la hibridación parcial entre los RNAs 
moldes, la presencia de estructuras secundarias, la disponibilidad de nucleótidos y/o la 
existencia de regiones promotoras próximas reconocidas por las RNA polimerasas (Nagy 
and Symon, 1997; Kim and Kao, 2001).

Una segunda alternativa para generar una molécula recombinante interespecífica es 
por medio del mecanismo de transesterificación (Figura 8.4). Inicialmente, se produce el 
apareamiento de una molécula abortiva de polaridad viral complementaria del virus Oliveros 
que presenta pequeños segmentos en los que existe complementariedad de bases con una 
molécula completa de RNA de polaridad viral complementaria del virus Junín. 
Posteriormente, se produce el ataque nucleofílico por parte del hidroxilo 3’ libre del virus
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Oliveros sobre una de las uniones fosfoéster de un nucleótido de la molécula de RNA de 
Junín, produciéndose el clivaje de esta última seguido de la ligación de las dos moléculas de 
RNA, generando así una molécula híbrida, por una reacción semejante a la que produce 
durante el spiicing de intrones del grupo II, en el procesamiento de los precursores de 
mRNAs celulares.

OLI ve 5 ' . . .UCUGGGACAUUAAGGAÜCAGAAGC-OH
l i l i l í  I I I  I I I  \
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Figura 8.4
Generación de un recombinante interespecífico entre los arenavirus Junín y 
Oliveros por el mecanismo de recombinación mediante transesterificacíón (no 
replicativa).
Las secuencias en color azul corresponden al virus Junín, las secuencias en rojo al virus 
Oliveros. En la parte superior de la figura se representa el apareamiento parcial entre 
una molécula defectiva del RNA S VC de Oliveros con el RNA S VC de Junín, en la 
región codificante de la proteína N. La transesterificación mediante el ataque 
nucleofílico por parte del hidroxilo 3’ libre del virus Oliveros en la posición indicada con 
la flecha, permitiría la formación de una molécula de RNA S recombinante. En la parte 
inferior se representa la secuencia aminoacídica y nucleotídica de la molécula 
recombinante resultante.

Por este mecanismo se podría generar un RNA S recombinante de 3420 nt de longitud 
derivado de la unión de 2836 nt correspondientes a la mayor parte del RNA S del virus Junín 
de polaridad viral complementaria con 584 nt de la región complementaria al marco de 
lectura para la proteína N de Oliveros más la región no codificante (extremo 5’). En este 
caso, el marco de lectura codificante para N de Junín queda en la misma fase que el 
correspondiente marco codificante para la proteína N de Oliveros, permitiendo la traducción 
de una proteína N híbrida.

Una tercera alternativa, que postula la generación de una molécula recombinante por 
medio del mecanismo de primer alignment and extensión, se muestra en la figura 8.5. 
Según este modelo, una hebra de RNA abortiva de polaridad viral con un extremo hidroxilo 
3’ libre del virus Junín híbrida con una cadena S de polaridad viral complementaria del virus 
Oliveros que servirá como molde para la continuidad de la síntesis de la hebra abortiva. Por 
este mecanismo se generaría una hebra recombinante de polaridad viral que codifica para 
los primeros aminoácidos de la proteína N de Oliveros y los últimos residuos de la proteína 
N de Junín.
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Figura 8.5
Generación de un recombinante interespecífico entre los arenavirus Junín y 
Oliveros mediante el mecanismo de primer alignment and extensión.
Las secuencias en color azul corresponden al virus Junín, las secuencias en rojo al virus 
Oliveros. En la parte superior de la figura se representa la secuencia nucleotídica del 
híbrido parcial entre dos cadenas de RNA S viral (Oliveros y Junín). En la parte inferior 
se representa la secuencia nucleotídica y aminoacídica de la molécula recombinante 
resultante.

D iscusión

La adaptación de los organismos vivos a los cambios ambientales por medio de la 
evolución requiere un compromiso entre la variación genética y la selección de fenotipos. En 
el caso particular de los virus a RNA, se observa una alta tasa de variabilidad como 
consecuencia de la intervención de tres fuerzas evolutivas: mutación, reasociación (en el 
caso de los virus con genoma segmentado) y recombinación. La replicación viral está 
caracterizada por una alta tasa de mutación, debido a la ausencia de actividad de lectura de 
prueba de las RNA polimerasas RNA dependientes. Esto, junto con los cortos tiempos de 
replicación y la alta multiplicidad conduce a una población mutante dinámica 
(cuasiespecies). Sin embargo, la divergencia está restringida por las presiones selectivas del 
ambiente y principalmente por la necesidad de mantener un genoma viral funcional. En este 
sentido, la recombinación permite rescatar genomas virales portadores de mutaciones 
deletéreas en genes virales esenciales o en estructuras que son necesarias para la 
replicación de RNA.

Como se describió en el Capítulo 7, la técnica de RT-PCR-RFLP permitió la detección 
y caracterización inicial de dos arenavirus, hasta ese momento desconocidos. En estudios 
preliminares, uno de ellos, el virus denominado Río Carcarañá, presentó reactividad cruzada 
con dos arenavirus (Junín y Oliveros) cuyas áreas de distribución incluyen a la localidad en 
la que fue capturado el roedor portador de este virus. Con el objeto de determinar la 
identidad de este nuevo virus, se amplificó por RT-PCR el fragmento ARE-ArS16V, se digirió 
con la enzima Hinf\ y se analizó el patrón de restricción que resultó diferente al del resto de 
los arenavirus caracterizados hasta ese momento.

Los resultados de las comparaciones de secuencia nucleotídica del fragmento 
ARE/ArS16V (fragmento I) permitieron agrupar al nuevo virus con los virus Oliveros y 
Pampa. Sin embargo, las comparaciones de secuencia nucleotídica del fragmento 
amplificado con los prímers ArS8V/ArS16C (fragmento III) dieron como resultado la 
asociación de Río Carcarañá con los virus Junín y Tacaribe. El análisis parcial de las
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secuencias nucleotídicas de otras regiones del RNA del virus Río Carcarañá (fragmentos I y 
II), arrojó resultados análogos a los obtenidos del análisis del fragmento III.

Al analizar el perfil filogenético de los virus Río Carcarañá, Oliveros y Junín, surge 
claramente del gráfico que existe una única región con una muy baja correlación filogenética, 
visualizada como un pico hacia abajo en la curva correspondiente a Río Carcarañá. Esta 
región de baja correlación filogenética señala el posible sitio de recombinación. Los 
resultados obtenidos al analizar el resto de los arenavirus no muestran regiones en las 
cuales se evidencie tan claramente un cambio en los patrones de correlación entre las 
ventanas, que se refleje en una disminución importante en el perfil filogenético.

Es de destacar que, a diferencia de lo que ocurre con Río Carcarañá, en los arenavirus 
de América del Norte (Whitewater Arroyo, Tamiami y Bear Canyon) que fueron señalados 
como recombinantes, no existe un pico marcado en los perfiles, sino que hay una 
disminución de la correlación que abarca casi la totalidad de la región intergénica, indicando 
que en estos virus el posible sitio de recombinación estaría dentro de una región mucho más 
amplia de alrededor de 100 nucleótidos de longitud.

Al examinar la secuencia nucleotídica del RNA S de Río Carcarañá se evidencia que, 
hacia el extremo 5’ de la región indicada como posible sitio de recombinación, existe una 
muy elevada homología con la secuencia del virus Junín (98,1%, 1055 de 1075 nucleótidos). 
En esta zona, Río Carcarañá difiere de Junín solamente en 20 de 1075 nucleótidos, de los 
cuales solo 5 (el 25%) son idénticos a la secuencia de Oliveros. Este valor se corresponde 
con el que se esperaría de una variación producto del azar (25%). Si se analiza la homología 
entre Río Carcarañá y Oliveros, la identidad en esta región es del 64,6% (713 de 1075 nt).

En cambio, hacia el extremo 3’ del posible sitio de recombinación, la homología de Río 
Carcarañá es mucho mayor con respecto a Oliveros (89,9%, 526/585). Río Carcarañá difiere 
con respecto a Oliveros en 59 residuos de 585, de los cuales solo 17 corresponden a la 
secuencia de Junín (28,8 %), valor que se aproxima al 25% esperadle de variación al azar. 
En esta región hay un 58.1% (336/578) de identidad entre Río Carcarañá y Junín.

El sitio propuesto de recombinación quedaría restringido a solo dos nucleótidos que 
están indicados con un recuadro sobre la secuencia de Río Carcarañá en el alineamiento 
8.1. Las primeras 7 bases de este virus, leídas a partir del pr/mer ArS 16V, tienen mayor 
similitud con la secuencia de Junín (3 corresponden a Junín y las otras 4 están conservadas 
en los tres virus). Esta similitud es continua con la mayor homología del fragmento III con el 
virus Junín. A partir del décimo nucleótido hay un cambio en la homología hacia el virus 
Oliveros que continúa a lo largo del fragmento IV hasta el extremo 3’ viral (los nucleótidos 10 
al 15 son idénticos a los del virus Oliveros). Entre estas dos regiones, existe en Río 
Carcarañá, un dinucleótido cuya primera base (la número 8) es diferente tanto a Junín como 
a Oliveros, mientras que la base siguiente (la número 10) se encuentra conservada en los 
tres virus. La posición de este dinucleótido es coincidente con el pico de baja correlación 
filogenética que se observa en el perfil filogenético. Debido a la recombinación, se produce 
un cambio de codón que posibilita la aparición de un residuo de histidina (H), inexistente en 
esa posición en cualquiera de los virus párenteles. Curiosamente, solamente en la cepa 
MC2 del virus Junín existe en esta posición un codón que codifica para un residuo de 
histidina.
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Estos datos sugieren que el virus Río Carcarañá sería un recombinante natural entre 
dos arenavirus de distribución geográfica superpuesta aunque hospedados por diferentes 
roedores. Además, la posible región de recombinación, parece encontrarse dentro de una 
secuencia muy conservada y el sitio posible de recombinación, reducirse a sólo dos 
nucleótidos cercanos al pr/mer ArS16V del fragmento III.

La aparición de este virus sería posible debido a la alta tasa de adaptación que 
parecen tener los arenavirus a nuevas especies de hospedadores (Hugot et al., 2001). Por 
esto, es evidente la dificultad existente para establecer patrones claros de coevolución entre 
los virus y sus hospedadores roedores.

Para que pueda llevarse a cabo un evento de recombinación entre dos especies 
virales se debe producir la coinfección simultánea de un mismo individuo con los dos virus. 
La posibilidad de este evento ya ha sido demostrada para arenavirus simpátricos y una 
posibilidad de que esto suceda podría darse en individuos que padecen de una infección 
crónica por un virus (por ejemplo por exposición congénita) y sufren una superinfección 
como resultado del contacto (por ejemplo por pelea) con un roedor infectado por un segundo 
virus (Charrel et al., 2001).

Si bien el reservorio natural del virus Junín es Calomys musculinus, también ha sido 
encontrado en otras especies reservorio como Calomys laucha, Akodon azarae, Oryzomys 
flavescens, Bolomys obscurus, Mus musculus e incluso en el carnívoro Galictis cuja. El virus 
Oliveros tiene como hospedador conocido a Bolomys obscurus, pero también se lo ha 
aislado de unos pocos individuos de otras especies del área (Mills etal., 1996).

Con respecto al origen de Río Carcarañá en relación a sus hospedadores roedores, se 
puede especular que la coinfección y el evento de recombinación podría haberse producido 
en un individuo de la especie Bolomys obscurus (especie hospedadora de las dos especies 
virales; Salazar-Bravo et a/.; 2002) y posteriormente el recombinante, con un rango de 
hospedadores diferente al de los virus párenteles, habría sido capaz de infectar a Necromys 
benefactor.

La taxonomía del género Bolomys está actualmente en revisión. Massoia y Pardinas 
(1993) sugirieron que Necromys es un sinónimo más antiguo que Bolomys, y Galliari y 
Pardinas (2000) sugirieron recientemente que la especie que habita la Argentina es 
Necromys benefactus. Por otra parte, Ellis et al. (1997) encontraron que la especie B. 
benefactus es reportada con el nombre de B. obscurus. Una segunda interpretación acerca 
del origen de este recombinante podría ser explicada por la posibilidad de que tanto Junín 
como Oliveros serían capaces de infectar la misma especie de roedor (A/, benefactus = B. 
benefactus = B. obscurus), por lo cual el recombinante generado no habría tenido la 
necesidad de superar barrera de especie alguna ni adaptarse a un nuevo roedor 
hospedador.

Explicaciones más claras acerca del posible origen y las potenciales especies 
reservorio de este nuevo arenavirus deberán esperar estudios más abarcartivos sobre los 
rangos de hospedadores de las tres especies virales y sobre la taxonomía de este género de 
roedor.

La recombinación entre arenavirus ya fue descripta por Charrel et al. (2001, 2002) 
Charrel y Lamballerie (2003), y Archer y Rico-Hesse (2002). Sin embargo, si bien se han
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propuesto varios mecanismos que explican la ocurrencia de posibles eventos de 
recombinación (Ghiringhelli, 2002), estos se basan en casos hipotéticos. En este trabajo se 
caracterizó al arenavirus Río Carcarañá y se postularon posibles mecanismos por los cuales 
se podría haber generado este recombinante natural.

En diferentes sistemas virales se ha propuesto que los entrecruzamientos ocurren 
debido a interacciones locales entre secuencias presentes en el RNA naciente y el RNA 
aceptor. Posteriormente se han propuesto modelos más complejos, en los que se requieren 
otros elementos de secuencia (Nagy et al., 1999).

Ya ha sido propuesto que en el mecanismo de recombinación por copy cholee, las 
replicasas hacen una pausa en regiones de secuencia ricas en AL) (Nagy et al., 1999) y 
posteriormente cambian a una nueva molécula molde aceptora. En el mecanismo propuesto 
se encuentra esta región rica en AU, que se continúa con un segmento en el que la 
complementariedad de bases permite la formación de un apareamiento heterotípico (23 
pares de bases de 26 posibles, estabilizando la interacción entre los moldes) y de una 
estructura secundaria del tipo hairpin loop, las mismas colaboran con la detención de la 
polimerasa y, posiblemente, con el desprendimiento de ésta y el posterior cambio de molde.

Ha sido propuesto que la pausa de las RNA polimerasas y el cambio de molde se 
produce por la dificultad que encuentran las replicasas para desenrollar regiones de RNA 
dúplex, posiblemente por efecto de las mutaciones en los dominios de helicasa o por la poca 
procesividad de las RNA polimerasas (Nagy et al., 1999; Bujarski, 1996). Es posible que 
existan modos alternativos de saltos de polimerasas in vivo que podrían estar influenciadas 
por factores desconocidos y eventos asociados con la activa replicación viral. En este 
sentido, trabajos relativamente recientes responsabilizan a la concentración intracelular de 
RNA como un factor clave en el aumento de la frecuencia de recombinación (Raju et al., 
1995).

Es común que a partir de virus salvajes se originen partículas defectivas interferentes 
(DI), ya sea por delaciones espontáneas o por replicaciones incompletas causadas por la 
poca procesividad de las replicasas. Debido a las delaciones, las partículas DI tienen 
alterado o carecen de al menos uno de los genes virales, pudiéndose propagar solamente si 
la misma célula es coinfectada con un virus intacto que pueda proveer las proteínas faltantes 
en trans.

La generación de partículas defectivas interferentes, particularmente durante las 
infecciones virales con alta multiplicidad, produce altas concentraciones intracelulares de 
RNAs abortivos emparentados. La presencia de pequeños segmentos de 
complementariedad de bases entre estos RNAs y moléculas virales completas de la misma 
polaridad permiten que se formen pequeños segmentos heteroduplex. Precisamente, es en 
estas regiones en donde el extremo hidroxilo 3’ libre de la molécula abortiva produce el 
ataque nucleofílico sobre el RNA viral, produciendo la ruptura de una unión fosfoéster. La 
posterior ligación entre la moléculas de RNA permite la formación de la molécula 
recombinante.

Recientemente, se han llevado a cabo experimentos para explorar la posibilidad de 
recombinación en ausencia de replicasas (Chetverina et al. 1999). En estos ensayos, una 
mezcla de fragmentos de RNAs fue capaz de recombinar in vitro en presencia de un buffer
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salino y concentraciones milimolares de Mg"’". Los sitios de recombinación demostraron no 
ser dependientes de secuencia y no variaban cuando las secuencias eran alteradas, por lo 
que se descartó la posibilidad de existencia de estructuras crípticas del tipo de las ribozimas. 
Estos experimentos demostraron la posibilidad de recombinación no replicativa, en la que 
solamente es necesaria la presencia del RNA para producir un evento de recombinación. De 
hecho, este tipo de autorrecombinación pudo haber jugado un papel importante en el mundo 
prebiótico de RNA como en el mundo contemporáneo de DNA.

Existe una amplia evidencia experimental que demuestra que, durante las infecciones 
agudas o a partir de células persistentemente infectadas con arenavirus, se generan una alta 
proporción de partículas DI de tamaño subgenómico y de ambas polaridades (genómica y 
antigenómica; Southern, 1996; Romanowski y Bishop, resultados no publicados; Stocker et 
al., 1994). Es posible que la sola presencia de elevadas concentraciones intracelulares de 
estas moléculas de RNA defectivas sea suficiente para producir eventos de recombinación 
por transesterificación, sin descartar la participación de factores proteicos que puedan 
aumentar la frecuencia recombinogénica.

Cuando se analizan todas las posibles regiones de complementariedad entre el RNA S 
del virus Junín en polaridad viral versus el resto de los arenavirus del Nuevo y Viejo Mundo 
(incluido Oliveros) en polaridad viral complementaria aparecen un sinnúmero de regiones 
candidatos para posibles eventos de recombinación mediante el mecanismo de primer 
alignment and extensión (Ghiringhelli, 2002). Para que esto ocurra, es necesario que alguna 
de las hebras involucradas sea abortiva, presente un extremo 3’ complementario con una 
molécula de RNA viral y aporte un hidroxilo 3’ libre. La poca procesividad de las replicasas 
que permanentemente se liberan y reinician la replicación sobre extremos 3’ libres 
suministrados por alguna de las múltiples moléculas incompletas de RNA, permiten explicar 
fácilmente la posibilidad de formación de moléculas recombinantes por esto mecanismo.

Si bien estos modelos permiten explicar la formación de moléculas de arenavirus 
recombinantes, son hipótesis que deberían ser confirmadas con experimentos diseñados 
especialmente para ello. Además, quedan varios aspectos por elucidar con respecto a la 
recombinación de los arenavirus. Estos están relacionados principalmente con la 
identificación del mecanismo que efectivamente permite la generación de moléculas 
recombinantes y, asociado a esto, la determinación de elementos de secuencia que puedan 
ser requeridos para el proceso, la necesidad de factores proteicos celulares o virales, la 
cantidad relativa de replicasas con respecto a los RNAs moldes, la necesidad de formación 
de híbridos mixtos entre RNAs limitantes de sentido negativo y exceso de RNA de sentido 
positivo (o viceversa), la concentración intracelular de RNA como factor determinante del 
aumento de la frecuencia de recombinación o la influencia de otros factores desconocidos o 
eventos asociados con la replicación viral activa.

La recombinación puede ser un evento mucho más común de los que a menudo se 
asume, pero puede pasar indetectada por la acción de fuertes presiones de selección que 
eliminarán a las nuevas combinaciones deletéreas. Para cuantificar el número de eventos de 
recombinación se utiliza la frecuencia de recombinación (sin especificar unidades), pero ésta 
depende críticamente de si se evalúa la recombinación antes o después de que actúen los 
procesos de selección. Un virus puede producir híbridos de RNA bajo condiciones de
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laboratorio, pero puede ser que los genomas recombinantes no se encuentren o se 
encuentren rara vez en la naturaleza.

Aparentemente, el intercambio genético juega un rol importante en varios grupos de 
virus y esto está vinculado directamente con la diversidad viral antigua y reciente. Así, el 
conocimiento evolutivo de la recombinación tiene un amplio impacto sobre diferentes 
aspectos del estudio de los virus a RNA, desde la investigación taxonómica hasta los 
detalles de la epidemiología molecular y el diseño de vacunas. El flujo de datos de 
secuencias de genomas virales y la accesibilidad a nuevos y poderosos métodos 
filogenéticos hace que la detección y caracterización de la recombinación viral sea cada vez 
más fácil y la lista de virus que presentan recombinación sea cada vez más amplia. La 
evidencia de recombinación, no solo entre virus cercanamente relacionados sino también 
entre virus alejados filogenéticamente, virus de polaridad positiva y negativa, partículas DI de 
virus a RNA e incluso con RNAs del hospedador sugiere que casi cualquier material genético 
puede estar sometido a algún evento de recombinación.
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C a p ít u l o  9

M a t e r ia l e s  y  m é to d o s

Productos  q uím icos  y  enzimas

En la realización del presente trabajo fueron utilizados reactivos de grado analítico o 
grado biología molecular provistos por las empresas Merck (Darmstadt, Alemania), Sigma 
(St. Louis, USA), Bio Rad (Hercules, USA), Fluka (Suiza), Cario Erba (Milano, Italia) o 
Mallinckrodt (Phillipsburg, USA). Las enzimas utilizadas fueron abastecidas por las 
empresas Sigma (USA), Stratagene (La Jolla, USA), Promega (Madison, USA) USB 
Corporation (Cleveland, USA), Perkin Elmer (Cypress, USA) o New England Biolabs 
(Beverly, USA).

Los componentes de los medios de cultivo para bacterias utilizados fueron de Difeo 
(Detroit, USA). Los medios de cultivo de células eucariotas fueron suministradas por Gibeo 
BRL (Grand Island, USA) y los sueros fetales por Bioser (Buenos Aires, Argentina) o GEN 
(Buenos Aires, Argentina). Las cajas de Petri y los frascos de poliestireno, utilizados en el 
cultivo de células fueron provistos por Nunc (Kamstrup, Dinamarca) y Corning (USA).

Debido la necesidad del uso en los protocolos de biología molecular de una máxima 
calidad y pureza de los reactivos e incluso del agua, ésta fue destilada, desionizada y 
esterilizada por autoclave a 120°C.

Ma terial  radiactivo

La marcación de ácidos nucleicos para las reacciones de secuencia de nucleótidos fue 
realizada por incorporación de [a^^PjdATP. Éste nucleótido fue sintetizado en nuestro 
laboratorio a partir de [y^^PjATP, provisto por New England Nuclear (NEN, USA).

El dosaje de material radiactivo se realizó por medición con un contador Geiger 
(para ^^P) o por medio de un contador de centelleo líquido por efecto Cerenkov ó utilizando 
solución de centelleo.

Para autorradiografías se utilizaron películas X-Omat™ de Kodak (Rochester, USA) o 
Curix Ortho HT™ de Agfa (Mortsel, Bélgica). El revelado se realizó en forma manual de 
acuerdo a las especificaciones de los fabricantes.

Bacterias  y  plásm idos

Para el clonado de los productos de amplificación por RT-PCR se utilizaron los 
vectores pUC19 (Mesing, 1983), pBR322 (Bolívar et al. 1977), pBS II KS+ (Stratagene, 
USA), pGEM-T (Promega, USA) y pZErO-2 (Invitrogen, USA) y las cepas de E. coli DHSaF’, 
SUREyTOPIO.
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DHSceF' {endA1, hsdRI7(rk-, mk+), supE44, thi1, recA1, gyrA96, relA1, AlacU169 F'[(t)80 
lacZAM15]}. Hanahan (1983); BRL (1986).

SURE {mcrA, mcrB, mrr, endA1, supE44, recAI, T, thi, gyrA96, umuC::Tn5 (kan"̂ ), cbcC201, 
uvrC, lac, relAI, recB, recJ, D(hsdRMS), F'[proAB, lacl ’̂, lacZDMIS, TnlO (tet )̂]}. 
Stratagene^^ (1989).

TOP10 F', mcrA, A{mrr-hsd RMS-mcrBC), (j)80/acZAM15 A/acX74, deoR, recAI, araD139 
A(ara-/eiv)7697, galU, ga/K, rpsL(StrR), endAI, nupG. Invitrogen.

Medios de cultivo para bacterias: Medio LB (Luria Bertani, Sambrook et al., 1989)

Triptona
Extracto de levadura 
Cloruro de sodio 
Agua destilada

lOg 
5g 

10g 
1000 mi

Se ajustó el pH a 7,6 y se esterilizó en autoclave durante 15 minutos a 120°C.
Para medio sólido (LB/agar) se agregó antes de autoclavar 15 g de agar/litro.
La temperatura a la cual se cultivaron las E. coli fue de 37°C.

Medios de conservación

La conservación de las cepas bacterianas a largo plazo se realizó por congelación 
rápida de cultivos crecidos hasta la fase logarítmica tardía a los que se los suplementó con 
glicerol estéril como criopreservante hasta una concentración final de 15% (V/V). Los tubos 
se mantuvieron a -135°C, manteniendo la viabilidad durante varios años.

CÉLULAS Y VIRUS

La propagación de las distintas cepas del virus Junín se realizó infectando monocapas 
de células BHK-21 (C13) en cultivo (fibroblastos de riñón de hámster lactante, Stoker and 
McPherson, 1961; ATCC, CRL8544, C1008). Las titulaciones de arenavirus se realizaron 
sobre monocapas de células Vero (fibroblastos de riñón de mono verde africano 
Cercopithecus aegipticus, Yasumura and Kawakita, 1963; ATCC, CCL81).

La manipulación de las cepas virulentas se realizó en laboratorios de máxima 
bioseguridad biológica {BSL4, BioSafety Leve! 4). Para este fin se estableció un acuerdo de 
colaboración con los Centers for Disease Control (CDC, Atlanta, USA) para el cultivo de las 
cepas prototipo, las que fueron suministradas como un lisado de células infectadas 
inactivado con isotiocianato de guanidinio (Lozano et al., 1993a).
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SOLUCIONES PARA LA PURIFICACION Y EL ANALISIS DE LOS ACIDOS NUCLEICOS

P urificación  d e  RNA 

TCG2X
isotiocianato de guanidinio 8 M 
Citrato de sodio 50 mM
Sarkosyl 1 %
p-mercaptoetanol 180 mM

La solución de TCG 2X cristaliza a temperatura ambiente. Para disolverla se debe 
poner la botella en un baño maría (100°C) durante 15 minutos, aflojando la tapa. Cuando se 
observa que la solución se torna translúcida, se debe agitar la botella por rotación hasta que 
la solución quede homogénea.

Fenol ácido

El fenol ácido es fenol equilibrado con agua bidestilada estéril. Para obtenerlo se 
fundió el fenol en un baño maría, se le agregó 0,3 volúmenes de agua, se lo agito hasta 
formar una emulsión y se lo dejó decantar las fases. La fase superior corresponde a la 
solución acuosa y la fase inferior al fenol. El pH de la solución acuosa debe estar alrededor 
de 4,5.

Cloroformo - alcohol isoamílico

Se mezclan 24 partes de cloroformo más 1 parte de alcohol isoamílico. El alcohol 
isoamílico no es esencial y se utiliza para mejorar la separación de fases.

NaAc3M

Se disuelven 408,1 g de acetato de sodio en 800 mi de H2O. Se ajusta el pH a 5,2 
con ácido acético glacial, se ajusta el volumen a 1 litro y se esteriliza por autoclave.

Alcoholes

Isopropanol y etanol 96% y 70 %.

Fenol básico (pH 8)

Fenol equilibrado con Tris:HCI pH 8. El fenol se fundió en un baño maría, se le agregó 
1 volumen de una solución de Tris base 1 M, se lo agitó hasta formar una emulsión y se dejo 
decantar las fases. La fase superior corresponde a la solución acuosa y la fase inferior al 
fenol. Se elimina la solución acuosa. Se repite el procedimiento hasta que el pH de la 
solución acuosa alcance el valor de 8,0.

Fenol- cloroformo - alcohol isoamílico

Se mezclan 24 partes de fenol, pH 8, 24 partes de cloroformo y 1 parte de alcohol 
isoamílico. El alcohol isoamílico no es esencial y se utiliza para definir mejor la interfase.
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Preservación  de muetras  de sangre  con tio cianato  de guanidin io

El tiocianato de guanidinio 8 M cristaliza inmediatamente al bajar la temperatura por lo 
que es necesario mantenerlo fundido a baño maría. Si fuera necesario se le agrega el p- 
mercaptoetanol. Considerando que también se cristaliza dentro de las pipetas, es necesario 
calentar las pipetas de vidrio sobre el mechero previo al fraccionamiento.

La sangre se extrajo sin anticoagulante o usando EDTA o citrato de sodio como 
anticoagulante. No se recomienda utilizar heparina ya que inhibe la polimerasa en las 
reacciones de PCR. Sin embargo, en algunas muestras de sangre de pacientes con FHA se 
utilizó heparina lo que requirió un tratamiento con Chelex 100 (Bio-Rad; Waish et al. 1991) 
para eliminarla.

Se mezclaron partes iguales de sangre y tiocianato de guanidinio 8 M fundido y se los 
mezcló por agitación vigorosa. En estas condiciones se han conservado muestras a 
temperatura ambiente durante varios meses sin observarse degradación de ácidos nucleicos 
al momento de su procesamiento.

Extracción  de RNA a  partir  de células  infectadas

El RNA total de células infectadas en cultivo se obtuvo desprendiendo la monocapa 
usando PBS sin Ca'’̂  ni Mg""̂ , a 4°C, y con 5 mM final de EDTA. La suspensión de células se 
centrifugó a baja velocidad en una centrífuga clínica, descartándose el sobrenadante. Se 
efectuó la lisis celular con solución TCG IX, usando un volumen equivalente a 20 veces el 
volumen de las células obtenido en el paso anterior. Esta solución se extrajo con fenol ácido 
(1 volumen) y cloroformo: alcohol isoamílico 24:1 v/v (0,2 volúmenes) y luego se precipitó 
con 2 volúmenes de isopropanol en presencia de acetato de sodio 0,2 M pH 5,2; de acuerdo 
a la técnica de Chomczynski y Sacchi (1987), con modificaciones menores.

En nuestros experimentos el pellet de RNA obtenido se resuspendió en 100 pl de 
agua libre de RNasas, se precipitó con 2,5 volúmenes de etanol en presencia de acetato de 
sodio 0,3 M, y se lavó con etanol 70%. El RNA así aislado, se secó, se resuspendió en 10 pl 
de agua libre de RNasas y se conservó congelado a -70°C. La calidad del RNA obtenido se 
analizó por electroforesis en geles de agarosa.

S íntesis de cDNA y  am plificació n  por  PCR

La síntesis y amplificación del cDNA se realizó según el método denominado RT- 
PCR {reverse transcriptase-polymerase chain reaction, Doherty et al., 1989). Por este 
método se sintetiza solamente la primera cadena del cDNA, a partir de la cual se amplifican 
regiones específicas de la misma por PCR.

Las muestras de RNA fueron calentadas a 95°C durante 5 minutos en presencia de un 
primer (2 pm, concentración final) antes de iniciar la transcripción reversa. La síntesis de 
cDNA de la primera cadena se llevó a cabo en un volumen de 10 pl conteniendo 60 mM de 
Cl, 25 mM de Tris-HCI (pH 8,0), 10 mM de MgCL, 1 mM de ditiotreitol, 0,5 mM de cada uno 
de los dideoxinucleósidos trifosfato (dNTPs), 7,5 u de RNasin (inhibidor de RNasa
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pancreático, Promega) y 4 u de transcriptasa reversa de AMV (virus de la mieloblastosis 
aviar, Promega). La muestra de reacción fue incubada durante 1 hora a 42°C. La primera 
cadena de la reacción de cDNA fue precipitada con etanol, acetato de sodio (100 mM final) y 
2,5 pg de poliacrilamida lineal (PAL).

Después de la síntesis de la primera cadena de cDNA, las reacciones de 
amplificación enzimática del cDNA por ciclado térmico se llevaron a cabo utilizando la DNA 
polimerasa termoestable de Pyrococcus furiosus {Pfu DNA pol, Stratagene, La Jolla, USA).

La Pfu DNApol posee, a diferencia de la Taq DNA polimerasa, la capacidad de 
lectura de prueba (actividad exonucleasa 3'-5'), que disminuye considerablemente la 
frecuencia de error (Doherty et al., 1989; Kunkel Eckert, 1989). Otra diferencia es que la Pfu 
genera extremos perfectamente romos que facilitan el posterior clonado, cosa que no ocurre 
con la Taq DNA polimerasa.

Las reacciones de amplificación se realizaron utilizando el buffer específico de la 
enzima (50 mM de KCI, 10 mM de Tris-HCI pH 8,3, 1,5 mM MgCl2 y 0,01% de gelatina) en 
un volumen final de 10 pl. Además, las reacciones contenían 1 a 4 pl de la reacción de 
cDNA (como molde), 1 pM de cada primer, 200 pM de cada uno de los dNTPs y 0,25 
unidades de Pfu DNA polimerasa. Después del agregado de todos los componentes, la 
reacción fue cubierta con una gota de aceite mineral y luego se inició el ciclado de 
temperaturas.

Las reacciones se llevaron a cabo en un ciclador térmico en base al siguiente 
programa:

Etapa Temperatura Tiempo Ciclos
(°C) (seg)

desnaturalización inicial 94° 60 1

desnaturalización 94° 30
hibridación (annealing) 48° 30 40
polimerización 72° 80

extensión final 72° 180 1

La etapa inicial favorece la desnaturalización de la muestra y la etapa final asegura la 
terminación de todas las moléculas sintetizadas. El perfil de ciclado fue modificado 
ligeramente de acuerdo a las características del los primera usados en cada reacción, el 
tamaño de los fragmentos esperados y tipo de ciclador usado.

Inicialmente, las amplificaciones por PCR se realizaron en un ciclador térmico Hybaid 
(Teddington, UK). A medida que se pudo disponer de otros equipos, las reacciones se 
realizaron alternativamente en un ciclador Air Thermo Cycler 1605 fldaho Technology, Sait 
Lake City, Utah, USA) y en un Mastercycler Gradient (Eppendorf, Hamburg, Alemania).

Los productos de las reacciones de amplificación se analizaron por electroforesis en 
geles de agarosa (1 a 2 %) en buffer TAE (40mM Tris, 0,114% de ácido acético, 1 mM EDTA 
pH 8,0) a 10 V/cm. Los geles fueron teñidos con bromuro de etidio (0,5 pg/ml) y la detección 
se realizó por transiluminación con luz UV. Las regiones conteniendo los fragmentos
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amplificados de interés se cortaron del gel con bisturí y se las conservó a -20°C. 
Posteriormente, el DNA fue separado de la agarosa con Geneclean II (Bio 101, La Jolla, 
USA), método basado en la adsorción-desorción de las moléculas de DNA sobre polvo de 
sílice. Básicamente, el método consiste en disolver el fragmento de agarosa en 1 volumen 
de una solución de Nal (6M) a 55°C, luego, se agrega la matriz de sílice, permitiendo la 
adsorción del DNA durante 5 min a temperatura ambiente. Posteriormente, la suspensión se 
centrifuga y se lava el sedimento 3 veces, con una solución concentrada de NaCI y Tris-HCI 
pH 8 en etanol (50%). Finalmente, el DNA se eluye en agua a 55°C durante 15 min. 
Después de la purificación se estimó el porcentaje de recuperación corriendo una alícuota 
en un gel de agarosa.

Dado que el rendimiento de las amplificaciones por PCR a partir de cDNA no fue muy 
bueno, antes de iniciar el clonado fue necesario generar una mayor cantidad de cada uno de 
los fragmentos de amplificación, sin la cual no se puede obtener una buena eficiencia en el 
clonado. Por lo tanto se realizaron reamplificaciones por PCR de varios de los fragmentos 
obtenidos.

Dichas reamplificaciones se efectuaron utilizando los mismos primers que se 
emplearon en la amplificación a partir del cDNA de simple cadena. Como molde se utilizaron 
diluciones 1/100 o 1/1000 de los fragmentos amplificados a partir del cDNA y se utilizó la 
polimerasa termoestable de Pyrococcus furiosus {Pfu DNA pol). Los productos de 
reamplificación fueron analizados en geles de agarosa teñidos con bromuro de etidio y, 
posteriormente, purificados con Geneclean II.

ANALISIS DE ACIDOS NUCLEICOS MEDIANTE ELECTROFORESIS EN GELES DE AGAROSA

Geles de Agarosa

Agarosa 0,7%, Agarosa 1%, Agarosa 2%, Agarosa 3%. Estas soluciones contienen TAE IX 
y Bromuro de etidio 0,16 mg/ml

Buffer de corrida: TAE 1X 
Tris-acetato 0,04 M
EDTA 0,001 M
El TAE se puede preparar como solución concentrada 50X.

Stock TAE 50X (para 1 litro)
Tris base 242 g
0,5MEDTA, pH8 100 mi
ácido acético glacial 57,1 mi

Bromuro de etidio

Se preparó una solución stock concentrada de 10 mg/ml de bromuro de etidio en 
agua que se conservó a temperatura ambiente, protegida de la acción de la luz natural. La 
concentración final utilizada en los buffers de corrida de geles de agarosa fue de 0,5 pg/ml
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Soluciones para la siembra de muestras

De acuerdo a la concentración del gel se utilizaron 2 soluciones diferentes: TAE 1X, 
glicerol 50%, xilencianol 0,2% (p/v) y azul de bromofenol 0,2% (p/v), para geles de agarosa 
0,7% o 1%; y TAE 1X, glicerol 50% y naranja G 0,2% (p/v), para geles de agarosa 2,5% o 
4%.

Técnicas de clonado de DNA

Digestión de DNA con enzimas de restricción

El número de unidades enzimáticas a utilizar en la digestión depende de la cantidad de 
DNA a digerir y del tiempo de digestión, tomándose como standard la siguiente proporción: 
1U enzimática/mg de DNA/hora de digestión. Para cada enzima existe un buffer específico 
que ha de tenerse en cuenta para cada reacción.

El siguiente corresponde a un protocolo típico:

DNA plasmídico 1 pg/pl 20 pl
Buffer de restricción 10X 5 jul
Enzima de restricción 10 U/pl 1 pl
Agua 24 pl
Incubar durante 2 horas a 37°C.

Las reacciones de digestión se analizaron por electroforesis en geles de agarosa 
nativos. La concentración de los fragmentos de DNA se estimó, en forma aproximada, por 
comparación con la intensidad de fluorescencia producida después de la electroforesis por 
los fragmentos presentes en patrones de peso molecular de concentración conocida.

Ligación de los productos de la digestión

La cantidad de los diferentes DNAs a utilizar en las reacciones de ligación debe 
guardar una relación molar que se aproxime a 1:1. Sin embargo, dependiendo del método 
de selección de clones recombinantes utilizado y del tipo de extremos a ser ligados, es 
posible que esa relación cambie por lo que debe ser ajustada experimentalmente.

Si uno de los fragmentos es un vector plasmídico, por regla general se utilizan 5 ng del 
mismo en la reacción frente a diferentes relaciones molares del otro fragmento.

El siguiente corresponde a un protocolo típico:

Fragmento A (X ng) 2 |liI
Fragmento B (Y ng) 2 pl
Buffer de ligación 10X 1 pl
ATP10mM(1 mM final) 1 Pl
Agua (para completar 10 pl) 3pl
DNA ligasa (0,1U Weiss/pl) 1 pl

Las reacciones de ligación se realizaron utilizando la ligasa del fago T4 (0,5 a 1 unidad 
por cada 20-40 ng de vector. Promega o USB) y el buffer suministrado por los fabricantes
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(condiciones finales de reacción: 30 mM Tris-HCI pH 7,8, 10 mM MgCI2, 10 mM DTT y 1 mM 
ATP). Las reacciones de ligación se realizaron a 14°C durante toda la noche o a 16°C 
durante una hora, en una proporción molar inserto:vector de 1 a 1 en el caso de ligaciones 
de extremos cohesivos y de 10 a 1 para los extremos romos. Para la ligación de extremos 
romos se utilizó ATP a una concentración final de 0,5 mM y 5 veces más de DNA ligasa.

Preparación de bacterias competentes (método de Hanahan)

Las bacterias pueden ser genéticamente transformadas por la entrada de un DNA 
exógeno, sin embargo, aún no fueron dilucidados el o los mecanismos moleculares que 
rigen dicho fenómeno. La transformación es posible gracias a tratamientos a los que se 
someten a las bacterias (en especial con soluciones de CaCb) que inducen un estado 
transitorio de competencia durante el cual son capaces de incorporar moléculas de DNA 
foráneo del medio circundante. La preparación de bacterias competentes se realizó de 
acuerdo al método de Hanahan (Sambrook etal., 1987).

Se realizo un cultivo a 37°C, con agitación durante toda la noche de la cepa de interés 
(DH5a) en medio LB. A partir de este cultivo se inició otro 1/100 en el mismo medio (100 mi) 
y se lo cultivó en las mismas condiciones hasta llegar a una DOeoo de alrededor de 0.6. Se 
enfrió durante 15 min a 0°C (en agua y hielo) y se centrifugó durante 10 min a 4000 X g y a 
4°C (todas las centrifugaciones se realizan a 4°C). Se descartó el sobrenadante y se 
resuspendió al peiletóe bacterias en 40 mi de la solución Tfb I (30 mM KAc, 100 mM KCI, 10 
mM CaCL, 50 mM Cl2Mn, 15% glicerol, pH a 5,8, a 0°C) incubando durante 15 min a 0°C.

Posteriormente se centrifugó nuevamente en las mismas condiciones y se resuspendió 
el pellet de bacterias en 4 mi de Tfb II (10 mM PIPES, 75 mM CaCb, 10 mM KCI, 15% 
glicerol, pH a 6,5, a 0°C). Se incubó durante 15 min en agua y hielo, y se fraccionó en 
alícuotas de 200 pl que se congelaron a -80°C para su preservación.

Transformación por shock térmico (Sambrook et al., 1989)

Por cada transformación se descongelaron 50 pl bacterias competentes obtenidas por 
el método químico y se incubaron a 0°C durante 10 min, se les agregó el DNA (de 1 a 10 ng 
de la mezcla de ligación) y se incubó la nuevamente a 0°C durante 30 min. Transcurrido 
éste tiempo, se sometió a las bacterias a un shock térmico (42°C durante no más 2 min), 
para incubarlas nuevamente durante 2 min a 0°C. Tras este tratamiento, se le adicionaron 
200 |il de LB, se las incubó durante una hora a 37°C sin antibiótico y se las plaqueó en 
medio LB sólido con el antibiótico de selección.

Preparación de bacterias electrocompetentes

La electroporación es un método de transformación en el cual se somete a las 
bacterias a un pulso eléctrico para conseguir la entrada de material del medio circundante al 
interior de la célula. Para la preparación de las bacterias electrocompetentes se siguió la 
técnica de Dower et al. (1988).

A un litro de medio de cultivo LB sin NaCI se lo inoculó con 1 mi de un cultivo saturado 
de bacterias y se lo cultivó a 37°C con agitación vigorosa. Cuando el cultivo alcanzó una
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DOeoo de 0,6, se lo enfrió y se lo centrifugó en frío (4°C) durante 15 min a 4000 x g. Se 
descartó el sobrenadante y se resuspendió el pellet resultante en 1 L de glicerol al 10% frío. 
Se repitió el procedimiento tres veces más resuspendiendo el pellet en 0,5 L, 20 mi y 
finalmente en 2 mi de glicerol 10% frío, se fraccionó en alícuotas de 100 pl y se las conservó 
a -80°C.

Electroporación

La electroporación, transformación bacteriana por shock eléctrico, se realizó en un 
equipo Gen Pulser (BioRad, California, USA) en cubetas de 0,2 mi, de acuerdo con las 
indicaciones del fabricante (25)liF: 2,2 kV y 200 Q).

Se mezclaron 100 \x\ de las bacterias electrocompetentes con 1 a 5 pl de la mezcla de 
ligación, se incubó durante un minuto, se efectuó el pulso eléctrico, se resuspendieron las 
bacterias en 400 pl de LB y se incubaron a 37°C durante 1 hora. Transcurrido este tiempo, 
se plaqueó en cajas de Petri con LB sólido y se incubó durante toda la noche a 37°C.

Medios para selección de recombinantes

Para la selección de los clones recombinantes se utiliza generalmente el medio LB al 
que se le adiciona el antibiótico adecuado (que depende del gen de resistencia que se 
exprese en el plásmido transformante). Los antibióticos fueron agregados a los medios de 
cultivo a partir de soluciones stock concentradas 1000 veces con respecto a la 
concentración final de los mismos. Los antibióticos utilizados y sus concentraciones se 
detallan en la tabla 9.1.

Antibiótico Solución stock Concentración final
Ampicilina sódica 100 mg/ml 100-200 pg/ml
Tetraciclina 5 mg/ml en 

etanol
10 |ig/m l para plásmidos de control estricto. 
50 pg/ml para plásmidos de control relajado

Cloranfenicol 34 mg/ml 30 pg/ml
Kanamicina 25 mg/ml 25-50 fig/m l

Tabla 9.1
Antibióticos utilizados para la selección de colonias recombinantes.
Para cada antibiótico se indica la concentración de las soluciones stock y la
concentración final en el medio de cultivo.

Las soluciones preparadas con agua fueron esterilizadas por filtración a través de 
filtros de nitrocelulosa de 0,2 pm de tamaño de poro. No es necesario esterilizar las 
soluciones preparadas con alcohol.

En algunos sistemas, la selección de colonias bacterianas que llevan plásmidos 
recombinantes se puede realizar por el ensayo de a-complementación. En estos sistemas, 
el sitio múltiple de clonado está dentro de la secuencia del gen que codifica para la porción 
amino terminal (péptido a) de la enzima p-galactosidasa (/acZ). Los vectores de este tipo se 
usan para transformar cepas bacterianas que codifican para el extremo carboxilo terminal de 
la proteína. La forma activa de la enzima surge por la asociación de los dos polipéptidos.
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Las bacterias que realizan a-complementación son reconocidas por formar colonias 
azules en presencia del sustrato cromogénico 5-Br-4-CI-3-indolil-p-D-galactósido (X-gal) (a- 
complementación positiva). Sin embargo, la inserción de un fragmento de DNA foráneo en el 
sitio de clonado múltiple del plásmido resulta, en casi la totalidad de los casos, en la 
producción de un fragmento amino terminal que no es capaz de realizar a-complementación 
(a-complementación negativa). Por lo tanto, las bacterias que llevan los plásmidos 
recombinantes forman colonias blancas.

En estos ensayos es necesario adicionar al medio de cultivo el inductor IPTG 
(isopropil-tio-p-D-galactósido) y el X-gal. Así, a las cajas de Petri preparadas con LB/agar y 
el antibiótico adecuado, se le agregan 40 pl de una solución de X-gal en N,N- 
dimetilformamida (20 mg/ml) y 4 pl de una solución acuosa de IPTG (200 mg/ml).

Como sistema alternativo para el clonado fue utilizado el vector pZErO (Invitrogen). 
Este plásmido permite disminuir el número de colonias que han sido transformadas con 
plásmidos sin inserto facilitando la selección de las colonias recombinantes. Este vector 
permite la selección directa y positiva de insertos por disrupción del gen letal ccdB (gen B de 
control de la muerte celular). El gen ccdB codifica para la proteína CcdB, que es altamente 
letal cuando se une a la enzima DNA girasa. La proteína CcdB permite a la girasa clivar su 
sustrato de DNA, pero inhibe su habilidad de resellar los cortes en el DNA.

El vector pZErO expresa la proteína CcdB, causando un gran daño al DNA celular 
conduciendo finalmente a la muerte celular. Sin embargo, cuando un inserto es clonado en 
el vector pZErO, se produce una disrupción en el gen letal CcdB y solo pueden crecer los 
recombinantes. El vector fue digerido con la enzima de restricción EcoR V, que deja 
extremos romos. La transformación se realizó por electroporación de bacterias E. coli 
TOP10 electrocompetentes. Esta cepa es la recomendada para el vector pZErO, dado que 
no contiene el gen /acl, por lo que el gen ccdB es expresado constitutivamente sin 
necesidad de inducción con IPTG.

Para confirmar si el fragmento clonado estaba presente en las colonias seleccionadas, 
se realizó sobre cada una de ellas una reacción de PCR. Al material proveniente de cada 
colonia se lo resuspendió en 20 pl de agua, se lo lisó por calor (10 minutos a 100 °C) y se 
utilizó una alícuota (en general 1 pl) como molde en la reacción. Los primers utilizados T7 y 
SP6 (correspondientes a las secuencias promotoras de los fagos T7 y SP6) o los primers 
universales de M I3 (directos: -20, -40 y reversos: -24 o -48) hibridan con secuencias del 
vector que flanquean a la región de clonado múltiple {polylinker). Los productos de 
amplificación poseen, además del fragmento clonado, las regiones flanqueantes del vector. 
Aquellos clones en los cuales no se amplificaba la banda correspondiente fueron 
descartados.

Eventualmente, podría suceder que durante el proceso de clonado se introduzca un 
fragmento de DNA que, al secuenciarlo, resulta no ser el fragmento que se intentó clonar. 
Dichos fragmentos aparecen como artefactos o contaminaciones durante las reacciones de 
amplificación por PCR o de purificación del DNA. Debido a esto, sobre cada clon positivo en 
la reacción de PCR con los primers que hibridan a los lados del sitio múltiple de clonado, se 
realizó una nueva reacción utilizando primers específicos que hibridan en los extremos o 
dentro del fragmento clonado. En la mayor parte de los casos se utilizó el mismo par de

125



Diego M. Posik Capítulo 9 - Materiales y métodos

primers con el que se amplificó el fragmento a partir del cDNA. En casi la totalidad de las 
reacciones realizadas, se pudo comprobar la presencia de los fragmentos clonados ya sea 
utilizando los primers que hibridan en el vector como los primers que hibridan en el 
fragmento clonado.

Extracción de DNA plasmidico por el método de la lisis alcalina

Los plásmidos recombinantes fueron amplificados en E. col! DH5a F’ y E. co//TOP10 
F’, y purificados por lisis alcalina (Sambrook et al., 1989). Este método permite separar el 
DNA plasmidico del resto de los componentes bacterianos (entre los que se incluye el DNA 
cromosómico). Esto es posible gracias a que los plásmidos son moléculas circulares 
covalentemente cerradas y a que su tamaño es relativamente pequeño.

La purificación se realiza a partir de un cultivo bacteriano saturado en medio LB al que 
se le adicionó la cantidad apropiada de antibiótico para selección de los recombinantes. Se 
centrifuga 1,5 mi del cultivo a 10.000 g durante 1 min. Se descarta el sobrenadante y se 
repite la operación dos veces más. Posteriormente se resuspende el pellet de bacterias 
resultante en 200 pl de la solución I (50 mM glucosa, 25 mM Tris-HCI pH 8,0, 10 mM EDTA 
pH 8,0). Se le agregan 300 pl de la solución II (0,2 N NaOH, 1% SDS). Esta solución genera 
una condición de alcalinidad tal (pH 12,0 a 12,6) que se produce la desnaturalización del 
DNA cromosómico de la bacteria sin afectar al DNA plasmidico. Posteriormente se 
neutraliza el pH alcalino con el agregado de 300 \i\ de una solución de acetato de potasio 3 
M pH 4,8 (solución III). El agregado de una solución rica en sales y el bajo pH generan las 
condiciones para que precipiten los ácidos nucleicos y las proteínas bacterianas. El DNA 
cromosómico junto con los restos celulares y las proteínas son eliminados después de 
centrifugar durante 15 min a 14.000 x g.

Al sobrenadante se le extraen las proteínas con volumen de fenol/cloroformo/ 
isoamílico (25:24:1) y se precipita el DNA plasmidico presente en la fase acuosa con el 
agregado de 2,5 volúmenes de etanol. Se centrifuga a 14.000 x g durante 20 min. Al pellet 
resultante se lo lava con etanol 70%, se lo seca al vacío y se lo resuspende en agua 
bidestilada estéril.

Método de lisis alcalina y precipitación con PEG

Uno de los factores determinantes en el éxito de las reacciones de secuenciación por 
el método de terminación de cadena utilizando dideoxinucleótidos es la calidad del DNA 
molde. Por lo tanto, las preparaciones de DNA plasmidico utilizadas se realizaron por una 
modificación del protocolo de lisis alcalina que incluye un paso de precipitación con 
polietilenglicolsooo (PEGsooo), según está descripto en el manual de instrucciones del 
secuenciador automático modelo 373A de Applied Biosystems.

Para aumentar el número de bacterias por mililitro de medio, que se traduce en un 
mayor rendimiento de plásmido, el protocolo propone cultivar las bacterias el medio TB 
{Terrific Broth) ya que es más nutritivo que el LB {Luria Broth).

Al sobrenadante obtenido después de precipitar el DNA cromosomal y los restos 
celulares se lo trata con RNasa A (20 pg/ml, durante 20 min a 37°C) para eliminar el RNA
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bacteriano que interfiere con las reacciones de secuenciación. Posteriormente se extrae la 
enzima con un volumen de cloroformo (este procedimiento se repite dos veces).

Una vez precipitado el DNA plasmídico y resuspendido el pellet en agua bidestilada se 
realiza una segunda precipitación con NaCI (0,4 M) y PEGaooo (6,5%) incubando a 0°C 
durante 20 min. Posteriormente se centrifuga durante 20 min, a 4°C y 10.000 x g. El 
precipitado resultante se lava con etanol 70%, se seca y se resuspende en agua bidestilada 
estéril.

Secuenciación de DNA

La secuenciación del DNA se realizó según el método enzimático de terminación de 
cadenas utilizando dideoxinucleótidos (Sanger et al., 1977). Éste método consiste la síntesis 
in vitro de una cadena de DNA usando una DNA polimerasa. La síntesis es iniciada en el 
único lugar donde híbrida un primer con la cadena molde. La terminación de la síntesis se 
logra por la incorporación de un análogo de nucleótido (2’,3’-deoxinucleósido 5’-trifosfato; 
ddNTP) que impide la continuación de la cadena. En un primer momento las reacciones de 
secuenciación se realizaron usando una forma modificada de la DNA polimerasa del fago T7 
(Sequenase , USB, Cleveland, USA). Posteriormente las reacciones se realizaron por 
ciclado térmico utilizando una polimerasa termoestable (AmpliTaq DNA polimerasa FS).

A partir de colonias en la que se confirmó la presencia del fragmento clonado, se inició 
un cultivo líquido y se realizó una purificación de DNA plasmídico por lisis alcalina y 
precipitación con PEG, según fue descripto anteriormente. En aquellos casos en que se 
utilizaron fragmentos de PCR como molde en las reacciones de secuencia, se cortaron las 
bandas de los geles de agarosa y se purificaron con Geneclean II, utilizando el producto final 
como molde en las reacciones. Alternativamente, los productos de amplificación fueron 
purificados por precipitación con PEGeooo y cloruro de sodio.

Secuenciación con Sequenasa

La secuenciación con Sequenasa® 2.0 utiliza una variante de la DNA polimerasa del 
fago T7 que carece de actividad exonucleasa 3’->5’. Además, se incluye en las reacciones 
de síntesis un oligonucleótido marcado radiactivamente de forma de poder visualizar por 
autorradiografía las cadenas de diferentes longitudes una vez realizada la separación por 
electroforesis de alta resolución.

Para ello, el DNA plasmídico (5 pg, en 20 pl de TE) se desnaturalizó con el agregado 
de 1 pl de 10M NaOH y se incubó durante 10 minutos a temperatura ambiente. 
Posteriormente, se purificó la muestra por cromatografía en columna utilizando la resina de 
exclusión molecular Sepharosa CL-4B (Miniprep Spun Column, Pharmacia, Suecia). A la 
fracción resultante se la concentró por evaporación al vacío en speed-vac hasta llegar a un 
volumen final de 7 pl los que se mezclaron con 2 pl del buffer de anneaiing 5X (200 mM Tris- 
HCI pH 7,5, 100 mM MgCL, 250 mM NaCI) y 1pl del primer utilizado como cebador (20 
ng/pl). A esta mezcla se la incubó durante 1 hora a temperatura ambiente para permitir el 
anneaiing.
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Para la marcación con dATP se tomaron 5 |il de la mezcla de annealing y a los 
que se les agregó los siguientes reactivos:

mezcla de annealing 5,0 jil
0.1 M DTT (ditiotreitol) 0,5 ]x\
Labeling mix (7,5 |j.M de cada dNTP) 0,2 |il
a^^PdATP (4 |iCi/reacción) 1,05 jal
Sequenasa 0,125 |il
Buffer de dilución de la enzima (iomM Tris-HCi 0,875 |liI

pH7,5; 5 mM DTT; 0,5 mg/ml BSA) _____________

7,75 |Lil

Después de incubar la mezcla de reacción a temperatura ambiente entre 30 segundos 
y 1 minuto, se la separó en alícuotas de 1,75 pl en cuatro tubos conteniendo 1,25 \i\ de cada 
solución de terminación. Cada una de estas soluciones contienen: uno de los 2’3’- 
dideoxinucleótidos (ddATP, ddGTP, ddCTP o ddTTP; 8 pM), los cuatro dNTPs (80 pM de 
cada uno) y 50 mM de NaCI. Estos tubos se incubaron a 37°C durante 5 a 8 min. 
Posteriormente se le agregó a cada tubo 4 pl de la solución de terminación (95 % 
formamida, 20 mM EDTA, 0,05 % azul de bromofenol y 0,05 % xilen cyanol).

El análisis de las secuencias se realizó por electroforesis en geles desnaturalizantes 
de poliacrilamida (6% acrilamida (38:2), 50% urea, IX  TBE). Las corridas electroforéticas se 
realizaron a una potencia constante de 80 watts para geles de 60 cm (largo) x 30 cm (ancho) 
y 0,4 mm de espesor. Las secuencias se detectaron por autorradiografía.

Secuenciación automática

Las reacciones de secuenciación automática se realizaron utilizando una DNA 
polimerasa termoestable, forma modificada de la Taq DNA polimerasa (AmpliTaq DNA 
polimerasa FS, Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) que carece totalmente de 
actividad exonucleasa 5’̂ 3 ’. El sistema utiliza el ciclado térmico para realizar una 
amplificación lineal in vitro del producto a secuenciar utilizando la polimerasa termoestable y 
un programa de ciclado en un ciclador térmico. Además, la enzima fue desarrollada 
específicamente para la secuenciación con terminadores (ddNTPs) marcados con moléculas 
fluorescentes (fluoróforos) que permiten la visualización de las cadenas de diferente tamaño 
a medida que son resueltas en un gel de poliacrilamida de alta resolución. Además, el uso 
de dideoxinucleótidos terminadores marcados con cuatro colorantes fluorescentes diferentes 
permite analizar la secuencia completa en una sola calle durante la corrida en el 
secuenciador automático.

En estas reacciones, la polimerasa termoestable, agrega deoxinucleótidos a partir de 
un primer que hibrida sobre la cadena de DNA utilizada como molde, hasta que se incorpora 
un dideoxinucleótido (marcado con un colorante fluorescente) que actúa como nucleótido 
terminador de la cadena {ABI PrismTM Dye Terminator Cycle Sequencing Reaction Kit, 
Perkin Elmer, Cypress, CA, USA).
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La secuenciación se realizó utilizando como molde DNA plasmídico de doble cadena 
conteniendo los fragmentos clonados (aproximadamente 350 ng de un plásmido de 4000 pb 
por reacción) y sobre moléculas de DNA obtenidas por PCR (30 ng de un producto de 
amplificación de aproximadamente 400 pb precipitado con PEGeooo por reacción).

Cada reacción incluyó el DNA molde, el primer (1 mM), 8 mi de la mezcla comercial de 
reacción (que incluye la DNA polimerasa termoestable, los dNTPs, los ddNTPs marcados 
con fluoróforos y el buffer de reacción) y agua bidestilada estéril hasta alcanzar un volumen 
final de 20 pl. El ciclado térmico se realizó en un ciclador Perkin Elmer Gene Amp 2400 
utilizando el siguiente programa:

Etapa Temperatura
(°C)

Tiempo
(seg)

Ciclos

Desnaturalización 96° 10
Hibridación (annealing) 50° 5 25
Polimerización 60° 240

Para iniciar las reacciones de secuenciación se emplearon los primers directo y 
reverso de M13 (-20 directo y -24 reverso), los primers T7 y SP6 como también primers de 
secuencia específica para distintas regiones del RNA S del virus Junín.

Posteriormente al ciclado, las reacciones de secuencia fueron purificadas a través de 
columnas de exclusión molecular (Sephadex G50, Pharmacia) para eliminar los nucleótidos 
no incorporados, se secaron y se desnaturalizaron por calor en presencia de formamida 
desionizada. Inmediatamente después, los productos purificados se resolvieron en un gel 
desnaturalizante de poliacrilamida (6% poliacrilamida, 7 M urea) en un secuenciador 
automático (Applied Biosystems Model 373A DNA Sequencing System). Generalmente se 
obtuvieron datos de secuencia legible que rondaron entre 250 y 400 bases por corrida. Los 
datos crudos de corrida fueron analizados por un software que automáticamente extrae las 
secuencias y permite almacenar la información de la corrida en un electroferograma.

TÉCNICA DE SSCP

Para los ensayos de la técnica de SSCP (Single Strain Conformation Polymorphism, 
Polimorfismo de conformación de simple cadena), se utilizaron aproximadamente 10 ng de 
los fragmentos amplificados por PCR. A estos fragmentos se les agregó formamida 
desionizada (95% concentración final), 0.5 M EDTA (20 mM final), se los desnaturalizó por 
calor a 96°C durante 10 minutos, se los transfirió a un baño con agua y hielo (0°C) durante 4 
minutos y se los sometió a electroforesis en geles nativos de poliacrilamida de distintas 
concentraciones (12%, 15% y 18% de una solución de acrilamida-bisacrilamida 30:1). Para 
asegurarse de mantener una temperatura constante durante la corrida, se utilizó una cuba 
de electroforesis Mighty Small II (Hoeffer) que posee una cámara cuyas paredes están en 
contacto con el buffer de corrida y por la que circula agua proveniente de un baño de 
temperatura controlada (0° a 100°C).
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La temperatura seteada en el baño fue de 14°C, pero la temperatura medida dentro 
del buffer era de 22°C (temperatura considerada como efectiva durante la electroforesis y 
que fue seleccionada como óptima según los análisis predictivos de plegamiento 
intracatenario). Las corridas se efectuaron a 200 V, durante tres horas y media. Los 
patrones de migración de los confórmeros correspondientes a ambas hebras de cada 
fragmento de PCR fueron visualizados mediante tinción con plata. Los geles de acrilamida al 
15% fueron los que mostraron una mejor resolución de los confórmeros.

Para evitar distorsiones en el patrón de corrida es necesario que la acrilamida esté 
completamente desionizada. Para ello se la trató con la resina AG 501-X8 (D) Resin 20-50 
mesh (BioRad) la que se utiliza para desionizar y desalar agua y sustancias no iónicas. Esta 
resina posee un colorante que vira de color azul verdoso a amarillo cuando la capacidad de 
intercambio está agotada.

El buffer de electroforesis utilizado fue TBE IX  (0.089 M Tris base, 0.089 M ácido 
bórico, 2 mM EDTA). Los geles pueden prepararse con 5-10% de glicerol, que retarda el 
tiempo de electroforesis. Para estimar el tiempo de la corrida electroforética se debe 
considerar que las moléculas migran de forma similar a una molécula de DNA de doble 
cadena con un tamaño de 10 veces mayor. Cualquier variación mínima de las condiciones 
de electroforesis: temperatura, voltaje, % de la acrilamida, buffer, adición de otras 
sustancias, etc. puede variar drásticamente la SSCP.

Síntesis de cDNA a partir de muestras de pacientes

Las muestras de sangre utilizadas para realizar la extracción de RNA viral y la 
posterior síntesis del cDNA, provienen de muestras de sangre de pacientes con FHA 
hospitalizados en el Instituto Nacional de Enfermedades Virales Humanas (INEVH), 
Pergamino, Argentina. Esos pacientes adquirieron la enfermedad durante el año 1991. Las 
muestras fueron tomadas dentro de los primeros días de admisión al hospital.

La extracción se realizó en presencia de heparina (14,6 u/ml). Posteriormente, la 
sangre se mezcló en partes iguales con una solución 8 M de tiocianato de guanidinio (GTC) 
(8 M isotiocianato de guanidinio, 1% sarkosyl, 50 mM citrato de sodio, 200 mM b- 
mercaptoetanol. Lozano etal., 1993).

Para la obtención del RNA, a las muestras de sangre en GTC se les realizó una 
extracción con fenol ácido (pH 4.00), cloroformo y alcohol isoamílico y se las precipitó con 
etanol. Los pellets de RNA se resuspendieron en agua bidestilada estéril. Para la obtención 
de la primera cadena del cDNA, se utilizó la transcriptasa reversa del virus de la 
mieloblastosis aviar (AMV, Promega), en presencia de un inhibidor de ribonucleasas 
(RNAsin, Promega), utilizando un oligonucleótido específico como primer. El cDNA se 
precipitó con etanol y se utilizó como molde para PCR.

A partir de una dilución (1/100 o 1/1000) del cDNA de cada uno de los pacientes, se 
logró amplificar por PCR, solamente en algunas muestras, el fragmento de 217 pb esperado 
utilizando el par de primers JS863V y JS1079VC. Las amplificaciones fueron realizadas en 
un ciclador térmico Idaho Technology, utilizando el siguiente ciclado:
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Etapa Temperatura
( X )

Tiempo
(seg)

Ciclos

desnaturalización inicial 94° 15 1

desnaturalización 94° 3
hibridación (annealing) 54° 5 40
polimerización 72° 20

extensión final 72° 60 1

Los productos de amplificación fueron analizados por electroforesis en gel de agarosa 
2% con bromuro de etidio. Las bandas correspondientes a los productos de amplificación 
fueron cortadas del gel y purificadas con Geneclean II (Bio 101).

Debido al bajo rendimiento obtenido en las amplificaciones por PCR a partir del cDNA, 
los fragmentos amplificados fueron sometidos a una nueva ronda de amplificación utilizando 
como molde una dilución 1/1000 del fragmento original. Una alícuota de estas reacciones 
fue analizada mediante electroforesis en agarosa 2% y el resto se conservó a -20°C para 
utilizarlo posteriormente para el SSCP.

Tinción de geles de acrilamida con plata

Para la obtención de buenos resultados en la técnica de tinción con plata es 
indispensable el uso de agua destilada ultrapura (MiliQ o similar) para el lavado de los 
recipientes plásticos y para la preparación de las soluciones.

Al gel de poliacrilamida se colocó en un recipiente plástico (previamente enjuagado 
con agua destilada ultrapura) y se le agregó una solución de fijación (acético 10%). Se agitó 
en agitador orbital durante 20 min. Se descartó la solución de fijación y posteriormente se 
realizaron 3 lavados (de dos minutos cada uno) con agua ultrapura y agitación. Después del 
último lavado, se dejó drenar el agua de 10 a 20 seg.

A continuación se realizó impregnación con plata con 100 mi de una solución de nitrato 
de plata (1,5 g/L nitrato de plata, 0,056% formaldehído en agua ultrapura) y se incubó con 
agitación durante 30 min. Se descartó la solución de nitrato de plata y agregó 
aproximadamente 100 mi de agua ultrapura. Se lavó el gel durante 5 a 10 segundos y se 
escurrió rápidamente. A continuación se adicionaron 100 mi de la solución reveladora (30 
g/L de carbonato de sodio, 0,056% de formaldehído, 400 pg/L de tiosulfato de sodio) 
preenfriada a 10“C. Se agitó bien durante 1 a 2 minutos, se descartó la solución de 
carbonato y agregó nuevamente 100 mi de la solución de revelado preenfriada. Se continuó 
el revelado hasta que las bandas fueron visibles. Se descartó la solución de revelado y se 
detuvo la reacción con 100 mi de la solución de stop (10% de ácido acético) y se incubó con 
agitación durante 2-3 minutos.

131



Diego M. Posik Capítulo 9 - Materiales y métodos

Métodos computacionales

Perfiles de hidrofobicidad

Los perfiles de hidrofobicidad son generados usando el método general de Kyte y 
Doolittie (1982). El método compila un set de valores de hidropatía para los 20 aminoácidos 
basados en la compilación de datos experimentales de la literatura. Una ventana de tamaño 
definido se mueve a lo largo de la secuencia, se suman los valores de hidropatía a lo largo 
de la ventana y se obtiene el promedio (la suma dividida el tamaño de la ventana) para cada 
posición en la secuencia. Los valores de hidrofobicidad media se grafican para el residuo del 
centro de la ventana.

Gráficos cartesianos de homología

El alineamiento múltiple se realizó utilizando el paquete de rutinas Clustal V {Múltiple 
Sequence Alignments] Higgins and Sharp, 1988, 1989). El archivo de salida del alineamiento 
generado por el Clustal V está formado por las secuencias y una línea con caracteres 
gráficos. En el caso de las secuencias nucleotídicas, se indica la identidad de nucleótidos 
con un asterisco (*) y la no identidad con un espacio en blanco ( ). En el caso de las 
secuencias aminoacídicas la línea de caracteres gráficos indica identidad de aminoácidos 
con un asterisco (*), posiciones fuertemente conservadas con dos puntos (:), posiciones 
débilmente conservadas con un punto (.) y posiciones no conservadas con un espacio en 
blanco ( )  de acuerdo a la matriz de sustitución Gonnet Pam250.

Con las líneas de datos correspondientes a los caracteres gráficos se generó un 
archivo ASCII independiente, carente de cualquier formato. Este archivo se procesó con la 
rutina homgraph (Ghiringhelli, 2002), para generar un archivo ASCII numérico con valores de 
homología relativos.

El archivo ASCII con la tabla de datos de homología relativa fue importado en el 
programa SigmaPlot para Windows v. 1.01 (Jandel Corporation), con el cual se confeccionó 
el gráfico definitivo.

Búsqueda de regiones codificantes

Existen diversos métodos que permiten predecir la capacidad de codificación de una 
determinada secuencia nucleotídica. La mayor parte de estos métodos corresponden a una 
de dos categorías: los métodos que buscan las señales que delimitan las regiones 
codificantes (búsqueda por señales) y los métodos que analizan el contenido informativo de 
las potenciales regiones (búsqueda por contenido) (Rice et al, 1991).

En las secuencias eucariotas las señales que se buscan son, principalmente, codones 
de iniciación en un entorno adecuado, codones de terminación, sitios de spiicing, señales de 
poliadenilación, etc.

Respecto de los codones de iniciación, Kozak (1983, 1984) ha demostrado que la 
eficiencia de traducción in vitro está en directa función del entorno nucleotídico del AUG. En 
función de esto, Kozak y otros autores han compilado y analizado el entorno de muchos 
AUGs eucariotas, construyendo una secuencia consenso y matrices de pesos logarítmicos 
que posibilitan la predicción de los codones de iniciación. Sin embargo, no debemos
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olvidarnos que estas predicciones deben concordar de alguna manera con los datos 
experimentales existentes.

Abundancia relativa de oligonucleótidos

En el análisis global, se trabajó sobre las secuencias individuales completas 
utilizando las ecuaciones diseñadas por Ghiringhelli (2002). A continuación, los resultados 
se tabularon y/o graficaron para el análisis comparativo.

En el análisis asociado con la posición, se trabajo con ventanas de longitud definida 
por el usuario y se utilizaron las mismas ecuaciones anteriores para calcular las 
abundancias relativas para cada conjunto de residuos coincidente con la longitud de la 
ventana. Como se utilizó un esquema de ventanas adyacentes, este análisis permitió 
obtener un total de datos equivalente a Longsecuenda/1-ongventana-

Para minimizar los sesgos derivados del análisis de un número pequeño de datos, las 
ventanas deben ser grandes y guardar alguna relación con la longitud total de la secuencia; 
por ejemplo: para las secuencias de los RNAs S de arenavirus (longitud promedio -3500 nt.) 
las ventanas a utilizar deberían ser > 200 nucleótidos.

Como archivos de entrada se utilizaron las secuencias nucleotídicas en texto ASCII sin 
formato. En el análisis global, se procesaron las secuencias individuales completas con la 
rutina abrlolig (Ghiringhelli, 2002). Los resultados se tabularon y/o graficaron para el 
análisis comparativo.

En el análisis asociado con la posición, se trabajo con ventanas de longitud definida 
por el usuario y se utilizó la misma rutina anterior para calcular las abundancias relativas 
para cada conjunto de residuos coincidente con la longitud de la ventana.

Por último, también se realizó el cálculo de abundancia relativa de dinucleótidos en 
regiones codificantes y no codificantes, por separado, utilizando la rutina abrdinI 
(Ghiringhelli, 2002). Los resultados se tabularon y/o graficaron para el análisis comparativo.

Los datos de abundancia relativa de di-, tri- y tetranucleótidos de cada secuencia se 
guardaron en un archivo ASCII (que puede ser importado con diversos programas de 
graficación). Todos los valores generados son positivos. Sin embargo, para facilitar la 
discriminación rápida entre sub- y sobre-representaciones y la visualización gráfica, el 
archivo original se modificó, llevando a 0 todos los valores comprendidos entre 0,78 y 1,23, 
asignando valor positivo a la diferencia: valor >1,23 -  1,23 y valor negativo a la diferencia: 
0,78 - valor <0,78.

Análisis comparativo de estructuras secundarias de RNA (óptimas y subóptimas) y 
determinación de la estructura más frecuente

La predicción de estructuras secundarias de RNA consiste en el cálculo de todos los 
posibles apareamientos de bases (G-C, A-U y G-U), sujetos a algunas reglas simples.

Las predicciones se realizaron utilizando el programa mfold versión 3.1 (Zuker, 2003) 
(http://www.bioinfo.rpi.edu/~zukerm/). Para predecir la estructura óptima, este programa 
emplea una estrategia basada en minimizar la energía libre, utilizando las reglas 
desarrolladas por Turner eí a/. (1987, 1988, Mathews et al. 1999). Además, el mfold permite 
obtener una serie de estructuras subóptimas (Zuker, 1989; Zuker et al., 1991).
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Cuando se analizan las predicciones de estructura secundaria de RNAs relacionados 
filogenéticamente, es esperadle encontrar una conservación de algunos motivos 
estructurales. En el caso de los arenavirus, estos motivos podrían estar relacionados con 
funciones regulatorias: señales de encapsidación, controles de replicación/transcripción, 
controles de traducción, etc.

El análisis comparativo de un conjunto de estructuras secundarias, la óptima (de 
mínima energía libre) y las subóptimas (hasta un 5% de disminución en la energía libre), 
debería permitir la detección de la estructura más frecuente. Esto último, junto con 
información adicional (datos experimentales, similitud con otros RNAs de la misma familia, 
etc.) avalaría la decisión de considerar una estructura subóptima como la potencialmente 
existente.

Perfil filogenético

Los potenciales sitios de recombinación fueron analizados con el programa PhylPro 
(Weiller, 1998). El algoritmo que utiliza el programa permite mostrar el grado de 
concordancia de un set de secuencias alineadas denominado perfil filogenético.

El perfil filogenético constituye una forma de mostrar gráficamente la coherencia de 
las relaciones de secuencia a lo largo de la totalidad de un set de secuencias homólogas 
alineadas. Utilizando la técnica de ventanas deslizantes, el método determina las distancias 
de a pares de todas las secuencias de las ventanas y evalúa, para cada secuencia, el grado 
de concordancia de los patrones de distancia de esas regiones. En base a los resultados, 
este método permite detectar posibles sitios de recombinación entre las secuencias 
analizadas. Las variables utilizadas en la construcción del perfil filogenético fueron: matriz de 
identidad, ventana 10 diferencias y medida de correlación.

Detección de puntos potenciales de recombinación en moléculas de RNA, construcción y 
selección de las moléculas recombinantes basado en criterios de presencia de marcos de 
lectura abiertos y variaciones en la longitud de las proteínas codificadas

Existen varios programas que permiten evaluar la región potencial de entrecruza­
miento entre dos moléculas parentales desconocidas que generaron un recombinante 
detectado en la naturaleza. Uno de estos programas es el rdp (Martin and Rybicki, 2000), el 
cual trabaja sobre un alineamiento múltiple de secuencias y, basado en un esquema de 
ventanas, realiza un análisis de tipo filogenético {bootstrapping) para evaluar la posible 
región de recombinación. La precisión de la predicción está acotada a la longitud de la 
ventana definida por el usuario.

Sin embargo, ninguno de los programas disponibles académicamente permite predecir 
la generación de recombinantes basado en el análisis de datos de homología local entre dos 
copias de una misma molécula o entre dos moléculas independientes.

La detección de repeticiones, perfectas o imperfectas, sirve como base para construir 
in silico potenciales recombinantes que, en la naturaleza, puedan ser generados por los 
mecanismos de copy cholee, transesterificación o primer alignment and extensión. El 
análisis simultáneo de la presencia de marcos de lectura abiertos y las variaciones en la
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longitud de las proteínas codificadas habilitan la predicción de recombinantes que podrían 
dar lugar a virus emergentes.

La predicción se realizó con un paquete de rutinas diseñadas por Ghiringhelli (2002). 
El punto de partida es la búsqueda de regiones de homología, total o parcial, entre dos 
secuencias utilizando una versión para PC del programa blast 2 sequences (Karlin y 
AltschuI, 1990, 1993; AltschuI etal., 1997; Zhang etal., 1998).

De esta manera, se detectan todas las regiones de homología existentes, con una 
longitud mínima de 7 residuos y 100 % de homología hasta la longitud máxima posible, 
acotada por la condición de que la homología debe ser igual o mayor a 60%.

El archivo de salida obtenido con el programa BI2seq se puede utilizar como archivo 
de entrada para diversas rutinas. Algunas de ellas tienen por finalidad analizar el archivo 
para seleccionar los recombinantes potencialmente viables y construir las moléculas de RNA 
S recombinantes, mientras que otras tienen por finalidad la visualización gráfica de todos los 
posibles puntos de recombinación.

En el caso de la selección y construcción de recombinantes, los datos deben ser 
procesados secuencialmente con las rutinas a n p a r c o d , a r m a r e c 4 y r e v t a b 3. El archivo de 
salida obtenido con la rutina a n p a r c o d  sirve de base para representar el mecanismo de 
generación del recombinante. Los archivos generados con la rutina a r m a r e c 4 sirven de base 
para evaluar la continuidad de marcos de lectura y obtener los productos de traducción 
recombinantes, en el caso en que los puntos de entrecruzamiento correspondan a regiones 
codificantes; mientras que permite obtener las moléculas híbridas para efectuar predicciones 
de estructura, etc., en el caso en que los puntos de entrecruzamiento correspondan a 
regiones no codificantes. El archivo generado con la rutina r e v t a b 3 presenta sintéticamente 
todos los recombinantes encontrados, potencialmente viables.

En el caso de la visualización gráfica, los datos deben ser procesados 
secuencialmente con las rutinas divide, ana2-1, procesa, procesaI ,  procesa2, juntaI, junta2,
JUNTA y MISTO.

Dado que los datos mostrados corresponden a dos moléculas de RNA S en polaridad 
viral, todos los posibles puntos de entrecruzamiento detectados pueden ser utilizados para 
la generación de recombinantes mediante los mecanismos de copy choice o 
transesterificación. Para la evaluación de generación de recombinantes mediante el 
mecanismo de primer alignment and extensión, el análisis debería realizarse entre una 
molécula en polaridad viral y la otra en polaridad viral complementaria.
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C o n c l u s io n e s  G e n e r a le s

En el presente trabajo de tesis se describieron diversos aspectos moleculares sobre el 
RNA S de las cepas prototipo de los tres patrones clínicos típicos de FHA (Espíndola, 
Ledesma y Romero) y se realizaron comparaciones con el resto de las cepas del virus 
Junín.

Se purificó el RNA, se sintetizó el cDNA, se amplificó por PCR la totalidad del RNA S de 
las cepas Espíndola, Ledesma y Romero del virus Junín. Los fragmentos amplificados 
fueron clonados y se determinó la secuencia nucleotídica del RNA S completo de las tres 
cepas.

Los tres RNAs poseen una longitud de 3411 nucleótidos. En ellos se identificaron dos 
marcos de lectura, uno en polaridad viral, que codifica para el precursor de las 
glicoproteínas virales (GPC), y uno en polaridad viral complementaria, que codifica para 
la proteína de la nucleocápside (N).

En base al estudio bioinformático de los ácidos nucleicos se determinó la estructura 
secundaria potencial de los RNAs S de las cepas Espíndola, Ledesma y Romero.

La predicción de la estructura secundaria de la región intergénica indicó la existencia de 
regiones autocomplementarias que forman tres estructuras tipo hairpin-loop. Los cambios 
nucleotídicos dentro de esta región están ubicados en los extremos de los hairpins, sin 
afectar la estabilidad de los mismos. La conservación de la estructura secundaria estaría 
relacionada con la función de terminador de la transcripción propuesta para la misma.

Las regiones no codificantes de los extremos 5’ y 3’ del RNA S forman estructuras 
autocomplementarias tipo panhandie. La formación de esta estructura podría estar 
implicada en la regulación de la iniciación de los eventos de replicación y transcripción.

El análisis de las abundancias relativas de secuencias de oligonucleótidos cortos (di- tri y 
tetranucleótidos) de los RNAs S de las diferentes cepas del virus Junín, permitió 
determinar un perfil que constituye su firma genómica {genomic signatura). Además, fue 
posible correlacionar la abundancia relativa de los trinucleótidos identificados como 
diferenciales (sub y sobre-representaciones) con el grado de virulencia de las cepas.

En las secuencias aminoacídicas deducidas, no se han encontrado diferencias en el 
péptido señal ni en el potencial sitio de clivaje proteolítico de las glicoproteínas de las 
cepas prototipo que puedan ser relacionadas con el comportamiento biológico diferencial 
de las mismas.

Los análisis de homología relativa de aminoácidos entre distintos aislamientos del virus 
Junín mostraron diferentes regiones en la proteína GPC que podrían correlacionarse con 
los cambios en el patrón clínico.

La sustitución de residuos aminoacídicos en el péptido fusogénico del extremo amino 
terminal de G2 y la zona adyacente a éste, podrían afectar el proceso de fusión de 
membranas y, por lo tanto, la infectividad de las cepas. Estos cambios también podrían
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modificar la estructura tipo coiled-coil responsable de la interacción proteína-proteína que 
mantiene estabilizado al tetrámero formado por la proteína G2.

Para poder llegar a conclusiones definitivas, los cambios de secuencia identificados en el 
presente proyecto deberán ser introducidos en forma dirigida en el genoma viral mediante 
genética reversa. Analizando las propiedades de los virus recombinantes generados 
podrán identificarse las regiones del genoma asociadas a los cambios de virulencia.

Se construyeron patrones de homología relativa correspondientes al marco de lectura y a 
la proteína GPC. En base a éstos, se seleccionó una región altamente variable entre las 
cepas para utilizar como marcador molecular asociado al patrón clínico de la enfermedad.

Se diseñaron primers para amplificar esta región por RT-PCR y se utilizaron los 
productos de amplificación para diseñar un sistema de identificación de las cepas por 
SSCP.

Los patrones de SSCP de las cepas prototipo se compararon con aquellos obtenidos de 
pacientes con síndromes clínicos equivalentes, observándose una buena correlación 
entre el patrón clínico y el patrón de bandas de SSCP.

Esta metodología puede ser de utilidad para analizar un gran número de muestras en 
estudios epidemiológicos y permite seleccionar aquellas muestras de mayor interés para 
un análisis más detallado por secuenciación nucleotídica.

A partir de las secuencias nucleotídicas de los RNAs S de varios arenavirus, se realizaron 
alineamientos múltiples y sobre éstos, se identificaron regiones conservadas a partir de 
las cuales se sintetizaron primers generalizados para la familia Arenaviridae.

Estos primers pueden utilizarse para amplificar por RT-PCR fragmentos que, solapados, 
abarcan la totalidad del RNA S. Esta metodología posibilita un rápido clonado y 
secuenciación del RNA S completo de cualquiera de los miembros de la familia.

A partir de las secuencias disponibles en los bancos de datos para cada uno de los 
arenavirus, se determinó la secuencia de los posibles fragmentos de amplificación por 
RT-PCR utilizando el par de primers ARE/ARS16V. Para dichos fragmentos se calcularon 
los tamaños esperados por digestión con Hinf\, resultando en patrones de bandas únicos 
que permitieron distinguir a todos aquellos arenavirus cuya secuencia se encontraba 
disponible. Incluso fue posible diferenciar cepas dentro de las especies virales.

Este ensayo de RT-PCR-RFLP fue probado sobre algunas muestras de RNA virales, 
resultando patrones idénticos a los predichos a partir de las secuencias nucleotídicas.

El ensayo de RT-PCR-RFLP fue utilizado sobre muestras de tejidos obtenidos en un 
programa de captura de roedores que forma parte de estudios epidemiológicos de FHA 
llevados a cabo por el INEVH. Esta técnica permitió identificar a los arenavirus ya 
descriptos como también a dos aislamientos de arenavirus desconocidos, que 
presentaron patrones de restricción diferentes a los ya conocidos.
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Las comparaciones de secuencias parciales del aislamiento denominado Pampa 
mostraron valores altos de homología con el virus Oliveros (93,7% de identidad 
aminoacídica), por lo que probablemente corresponda a una variante de éste último.

Se determinó la secuencia nucleotídica de gran parte del RNA S del segundo aislamiento, 
denominado Río Carcarañá, a partir de fragmentos amplificados por RT-PCR y clonados.

De acuerdo con comparaciones realizadas con el resto de los arenavirus, la mayor parte 
del RNA S resultó altamente homólogo con el virus Junín, mientras que los 585 
nucleótidos del extremo 3’ exhiben una alta homología con el virus Oliveros.

En base al estudio bioinformático se determinó que Río Carcarañá es un recombinante 
interespecífico natural entre los virus Oliveros y Junín, con un sitio de recombinación 
ubicado dentro del marco de lectura que codifica para la proteína de la nucleocápside. 
Este sitio ha sido circunscripto a solamente dos nucleótidos.

Se postularon los diferentes mecanismos moleculares {copy choice, recombinación por 
transesterificación y primer alignment and extensión) por los cuales se podría haber 
generado la recombinación en el virus Río Carcarañá. Estas hipótesis deberán ser 
confirmadas con experimentos diseñados especialmente para ello.

El análisis filogenético de la familia Arenaviridae permitió observar las relaciones de 
parentesco de los diferentes miembros de la familia y su agrupación en linajes, 
evidenciándose los cambios de agrupamiento que se producen con los virus 
recombinantes al analizar las proteínas GPC y N en forma independiente.

La filogenia de la proteína N no muestra discrepancias con los análisis basados en datos 
serológicos y de biología molecular. En cambio, para la proteína GPC, los linajes A y C 
del Nuevo Mundo se encuentran asociados a los virus del Viejo Mundo y separados de 
los linajes B y R del nuevo Mundo.

Esta discrepancia podría deberse a fenómenos de recombinación en especies virales 
ancestrales y la posterior acumulación de cambios durante la divergencia, que 
enmascaran su detección in silico.
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10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
Esp UGCAGUAAGGGGAUCCUAGGCGAUUUUGGUAACGCUAUAAUUGUGACUGUUUACUGUUUGGACAACAUCAAAACAUCUAUUGCACAAUGGGGCAAUUCAU
Led UGCAGUAAGGGGAUCCUAGGCGAUUUUGGüCACGCUAUAAUUGAGACUGUUUUCUGUUUGGACAACAUCAAAAAAUCUGUUGCACAAUGGGGCAGUUCAU
Rom UGCAGUAAGGGGAUCCUAGGCGAUUUUGGUCACGCUAUAAUUGUGACUAUUUUCUGUUUGGACAACCUGAAAACAUCUAUUGCACAAUGGGGCAGUUCAU

★ ★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★•ir ★★★★ ★★★ ★ ★★★★ ★★★★ ★★★★★★★★★★★★★★★ ★★★★★

lio 120 130 140 150 160 170 180 190 200
Esp UAGCUUCAUGCAAGAAAUACCAACUUUUUUGCAGGAGGCUCUGAACAUUGCUCUUGUAGCAGUCAGUCUCAUUGCCAÜCAUUAAGGGGAUAGUGAACUUG
Led UAGUUUCAUGCAAGAAAUACCAACCUUUUUGCAGGAGGCUCUGAACAUUGCUCUUGUUGCAGUCAGUCUUAUUGCCAUCAUUAAAGGUGUGGUGAACUUG
Rom UAGCUUCAUGCAAGAAAUACCAACCUUUUUGCAGGAGGCUCUGAACAUUGCUCUUGUUGCAGUCAGUCUCAUUGCCAUCAUUAAGGGUAUAGUGAAUUUG* ★ ★ *★******■*•★***★*★★■*:★■*■ *■*■*★★★★•*•■*•**■*•**★*•*••*:★★★*■*•★★ + ★ + •*•*■*:★ •*•**•*•★*•*•★•*★★

210 220 230 240 250 260 270 280 290 300
Esp UACAAAAGUGGUUUAUUCCAAUUCUUUGUAUUCCUAGCGCUUGCAGGAAGAUCCUGCACAGAAGAAGCUUUCAAAAUCGGACUGCAUACUGAGUUCCAGA
Led UACAAAAGUGGUUUAUUCCAAUUCUUUGUAUUCCUAGCGCUUGCAGGAAGGUCCUGCACAGAAGAAGCUUUCAAAAUCGGGCUGCACACUGAGUUCCAGA
Rom UACAAAAGUGGUUUAUUCCAGUUGUUUGUAUUCUUAGCGCUUGCAGGAAGAUCCUGCACAGAAGAAGCUUUUAAAAUCGGACüGCACACUGAGUUCCAGA★ ★★ ★★★★★★★★ *★•*:*★

310 320 330 340 350 360 370 380 390 400
Esp CUGUGUCCUUCUCAAUGGUGGGUCUCUUUUCCAACAAUCCACAUGACCUACCUUUGUUGUGUACCUUAAACAAGAGCCAUCUUUACAUUAAGGGGGGCAA
Led CUGUGUCCUUCUCAAUGGUGGGUCUCUUUUCUAACAAUCCACAUGACCUACCUUUGUUAUGCACCUUAAACAAGAGCCAUCÜUUACAUUAAGGGGGGCAA
Rom CUGUGUCCUUCUCAAUGGUGGGUCUCUUUUCCAACAAUCCACAUGACCUACCUUUGUUGUGUACCUUAAACAAGAGCCAUCUUUACAUUAAGGGGGGCAA

410 420 430 440 450 460 470 480 490 500
Esp UGCUUCAUUUAUGAUCAGCUUUGAUGAUAUUGCAGUGUUGUUACCACAGUAUGAUGUUAUAAUACAACAUCCGGCAGAUAUGAGCUGGUGUUCUAAAAGU
Led UGCUUCAUUUAUGAUCAGCUUUGAUGAUAUUGCAGUAUUGUUGCCACAGUAUGAUGUUAUAAUACAACAUCCGGCAGAUAUGAGCUGGUGUUCUAAAAGU
Rom UGCUUCAUUUAUGAUCAGCUUUGAUGAUAUUGAAGUACUGUUGCCACAGUAUGAUGUUAUAAUACAACAUCCAGCAGACAUGAGCUGGUGUUCCAAAAGü

★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ■ i r  ★ ★ ★  * ★ ★ ★  ★ ★ ★ ★ ★  ★ +

510 520 530 540 550 560 570 580 590 600
Esp GAUGAUCAAAUUUGGUUGUCUCAAUGGUUCAUGAAUGCUGUGGGACAUGAUUGGCAUCUAGACCCACCAUUUCUGUGUAGGAACCGUACAAAGACAGAAG
Led GAUGAUCAAAÜUUGGUUGUCUCAAUGGUUCAUGAAUGCUGUGGGACAUGAUUGGCAUCUAGACCCACCAUUCCUGUGUAGGAACCGUACAAAGACAGAAG
Rom GAUGAUCAAAUUUGGUUGUCUCAAUGGUUCAUGAAUGCUGUGGGACAUGAUUGGCAUCUAGACCCACCAUUUCUGUGUAGGAACCGUACAAAGACAGAAG

610 620 630 640 650 660 670 680 690 700
Esp GCUUCAUCUUUCAAGUCAACACCUCCAAGACüGGUGUUAAUGAAAACUAUGCUAAGAAGUUUAAGACUGGCAUGCAUCAUUUAUAUAGAGAAUAUUCUGA
Led GCUUCAUCUUUCAAGUUAACACCUCCAAGAUUGGUGUUAAUGAAAACUAUGCUAAGAAGUUUAAGACUGGCAUGCAUCAUUUGUAUAGAGAAUAUCCUGA
Rom GCUUCAUCUUCCAAGUUAACACCUCCAAGACUGGUGUUAAUGAAAACUAUGCUAAGAAGUUUAAGACUGGCAUGCAUCAUUUAUAUAGAGAAUAUCCUGA★ ★★★★★★★★★ ★★★★★ ★★★★★★★★★★★★ ★★★★

710 720 730 740 750 760 770 780 790 800
Esp CUCUUGCUUGAAUGGCAAACUGUGUUUAAUGAAGGCACAACCCACCAGUUGGCCUCÜCCAAUGUCCACUCGACCAUGUUAACACAUUACAUUUCCUUACA
Led CUCUUGCUUGAAUGGCAAACUGUGCUUAAUGAAGGCACAACCCACCAGUUGGCCUCUCCAAUGUCCACUCGACCAUGUUAACACAUUACAUUUCCUUACA
Rom CUCUUGCUUGAAUGGCAAACUGUGUUUAAUGAAGGCACAACCCACAAGUUGGCCUCUCCAAUGUCCACUCGACCAUGUUAACACAUUACAUUUCCUUACA★ *•*•*★•**★★★★*★★★★*★★•*•■* ★★★♦★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★♦★★★★★•ir*’*-**

810 820 830 840 850 860 870 880 890 900
Esp AGAGGCAAAAAUAUUCAACUUCCAAGGAGGUCCUUGAAAGCAUUCUUCUCCUGGUCUUUGACAGACUCAUCCGGCAAGGGUACCCCUGGAGGCUAUUGUG
Led AGAGGCAAAAACAUCCAACUUCCAAGGAGGUCCUUGAAAGCAUUCUUCUCCUGGUCUUUGACAGACUCAUCCGGCAAGGAUACCCCUGGAGGCUAUUGUC
Rom AGAGGCAAAAACAUUCAACUUCCAAGGAGGUCCUUGAAAGCAUUCUUCUCCUGGUCUCUGACAGACUCAUCCGGCAAGGAUACCCCUGGAGGCUAUUGUC★ ★★**■*•★★★★★ ★★ ■*•★*★**★★*•*■*★***★**•*•★*★★★★•*★★★■*•*•★★•*•**★★★•*■*★ *•*★★**★★*★★★•*■★★★*★*

910 920 930 940 950 960 970 980 990 1000
Esp UGGAAGAGUGGAUGCUCGUGGCAGCCAAAAUGAAGUGUUUUGGCAAUACUGCUGUAGCAAAAUGCAAUUUGAAUCAUGACUCUGAAUUCUGUGACAUGUU
Led UAGAGGAGUGGAUGCUCGUAGCAGCCAAAAUGAAGUGUUUUGGCAAUACUGCUGUAGCAAAAUGCAAUUUGAACCAUGACÜCUGAAUUCUGUGACAUGUU
Rom UAGAAGAGUGGAUGCUCGUAGCAGCCAAAAUUAAGUGUUUUGGCAAUACUGCUGUAGCAAAGUGCAAUUUGAAUCAUGACUCUGAAUUCUGUGACAUGUU•k +★ ★★★★★★★★★★★

1010 1020 1030 1040 1050 1060 1070 1080 1090 1100
Esp GAGGCUUUUUGAUUACCACCAAAAUGCCAUCAAAACCCUAAAUGAUGAAACAAAGAAACAAGUAAAUCUGAUGGGGCAGACAAUCAAUGCCUUGAUAUCU
Led GAGGCUUUUUGAUUACAACAAGAAUCCCAUCAAAACCCUAAAUGAUGAAACUAAGAAACAAGUAAAUCUGAUGGGGCAGACAAUCAAUGCCUUGAUAUCU
Rom GAGACUUUUUGAUUACAACAAAAUUGCCAUCAAAACCCUAAAUGAUGAAACUAAGAAACAAGUAAAUCUGAUGGGGCAGACAAUCAAUGCCUUGAUAUCU★ ★★ *★*★★*•*'★★★★★ ★★ * * ★ ★***■*★★*★★★★*★★•*•*★*★★*★** *★★★*★★★★**•*■*★★*★*•*•★★★★★★*★★*****★★•*■*★•*•*★★*★★★★★

1110 1120 1130 1140 1150 1160 1170 1180 1190 1200
Esp GACAAUUUAUÜGAUGAAAAACAAAAUUAGGGAACUGAUGAGUGÜCCCCUACUGCAAUUACACAAAAUUUUGGUAUGUCAACCACACACUUUCAGGACAAC
Led GACAAUUUAUUGAUGAAAAACAAAAUUAGGGAACUGAUGAGCGUCCCCUACUGCAAUUACACACCAUUUUGGUAUGUCAACCACACACUUUCAGGACAAC
Rom GACAAUUUAUUGAUGAAAAACAAAAUUAGGGAACUGAUGAGUGUCCCCUACUGCAAUUACACAAAAUUUUGGUAUGUUAAUCACACACUUUCAGGACAAC★ ★★★★★★★★★★★★ ★★

1210 1220 1230 1240 1250 1260 1270 1280 1290 1300
Esp ACUCAUUACCAAGGUGCUGGUUAAUAAAAAACAACAGCUAUUUGAACAUCUCUGACUUCCGUAAUGACUGGAUAUUGGAGAGUGACUUCUUAAUUUCUGA
Led ACUCAUUACCAAGGUGCUGGUUAACAAAAAACAACAGCUAUUUGAACAUCUCUGACUUCCGUAAUGACUGGAUAUUAGAGAGUGACUUCUUAAUUUCUGA
Rom ACUCAUUACCAAGGUGCUGGUUAAUAAAAAACAACAGCÜAUUUGAACAUCUCUGAUUUCCGUAAUGACUGGAUAUUGGAGAGUGACUUCUUGAUUUCUGA

1310 1320 1330 1340 1350 1360 1370 1380 1390 1400
Esp AAUGCUAAGCAAAGAGUAUUCGGACAGACAGGGÜAAAACUCCUUUGACUUUAGUUGACAUCUGUUUUUGGAGCACAGUAUUUUUCACAGCGUCACUCUUC
Led AAUGCUAAGCAAAGAGUAUUCGGACAGGCAGGGUAAAACUCCUUUGACUUUAGUUGACAUCUGUUUUUGGAGCACAGUAUUCUUCACAGCGUCACUAUUC
Rom AAUGCUAAGCAAAGAGUAUUCGGACAGACAGGGCAAAACUCCUUUGACUUUAGUUGACAUCUGUUUUUGGAGCACAGUAUUCÜUCACAGCGUCACUCUUC
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2810 2820 2830 2840 2850 2860 2870 2880 2890 2900
Esp AAUGCAGGAACAGAGCCAAAUUGAUUGUUUAGCUUUGAAGGGUCUUUAACAUCCCAUACCCUCACCACACCACUUCCUCCAUUCCCUUGCUGUUGAAAUC
Led AAUGCAGGAACAGAACCAAACUGAUUGUUAAGUUUUGAAGGAUCUUUAACAUCCCAUACCCUCACCACACCAUUUCCCCCAGUUCCUUGCUGUUGAAAUC
Rom AAUGCAGGAACAGAGCCAAACUGAUUGUUUAGCUUUGAAGGGUCUUUAACAUCCCAUAUCCUCACCACACCAUUUCCUCCAGUCCCUUGCUGUUGAAAUC★ ★★★★★ ★★★★★★★★ ★★ ★★★ ★

2910 2920 2930 2940 2950 2960 2970 2980 2990 3000
Esp CCAGUGUUCUCAAUAUCUCUGAUCUUUUAGCAAGUUGUGACUGGGACAAAUUACCCAUGUAAACCCCUUGAGAGCCUGUCUCUGCUCUUCUUAUCUUGUU
Led CCAGUGUUCUCAAUAUCUCUGAUCUUUUAGCAAGUUGUGACUGGGACAAAUUGCCCAUGUAAACCCCCUGAGAGCCUGUCUCUGCUCUUCUUAUCUUGUU
Rom CCAGUGUUCUCAAUAUCUCUGAUCUUUUAGCAAGUUGUGACUGGGACAAAUUACCCAUGUAAACCCCUUGAGAGCCUGUCUCUGCUCUUCÜUAUCUUGUU★ ★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★♦★★★★★★•Ir*

3010 3020 3030 3040 3050 3060 3070 3080 3090 3100
Esp UUUUAAUUUCUCAAGGUCAGACGCCAACUCCAUCAGUUCAUCCCUCCCCAGAUCUCCCACCUUGAAAACUGUGUUUCGUUGAACACUCCUCAUGGACAUA
Led UUUUAAUUUCUCAAGGUCAGAUGCCAACUCCAUCAGUUCAUCCCUCCCCAGAUCUCCUACUUUGAAAACUGUGUUUCGUUGAACACUCCUCAUGGACAUA
Rom UUUUAAUUUCUCAAGGUCAGACGCUAACUCCAUCAGUUCAUCCCUCCCCAGAUCUCCCACCUUGAAAACUGUGUUUCGUUGAACACUCUUCAUGGACAUA★ ★★ ★★ ★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★ ★★★★★★★★★★★

3110 3120 3130 3140 3150 3160 3170 3180 3190 3200
Esp AGUCUGUCAACCUCUUUGUUCAGAUCCCUCAACUUAUUGAGGUCUUCUUCCCCCCUUUUGGUCUUUCUGAGUGCCCGCUGCACCUGUGCCACUUGGUUGA
Led AGUCUGUCAACCUCUUUAUUCAGGUCCCUCAACÜUAUUGAGGUCUUCUUCCCCCCUUUUGGUCUUUCÜGAGUGCCCGCUGCACCUGUGCCACUUGGUUGA
Rom AGUCUGUCAACCUCUUUAUUCAGGUCCCUCAACUUAUUGAGGUCUUCUUCUCCCCUUUUGGCCUUÜCUGAGUGCCCGCUGCACCUGUGCCACUUGGUUGA★ ★★★★★ ★ +

3210 3220 3230 3240 3250 3260 3270 3280 3290 3300
Esp AGUCAAUGCÜGUCAGCAAUUAGCUÜGGCGUCCUUCAAAACAUCUGACUUGACAGUCUGAGUGAAUUGACUCAAACCUCUCCUUAAGGACUGAGUCCAUCU
Led AGUCAAUGCUGUCAGCAAUUAGCUUGGCGUCCUUCAAAACAUCUGACUUGACAGUCUGAGUGAAUUGACUCAAACCUCUCCUCAAGGACUGAGUCCAUCU
Rom AGUCAAUGCUGUCAGCAAÜCAGCUUGGCGUCCUUCAGAACAUCUGACUUGACAGUCUGAGUGAAUUGACUCAAACCUCUCCUUAAGGACUGAGUCCAUCU

3310 3320 3330 3340 3350 3360 3370 3380 3390 3400
Esp AAAGCUUGGAACCUCCUUGGAGUGUGCCAUGCCAGAAGUUCUAGUGAUUUUGAUCUAGGGUAGAGUUGCUCAGUGAAAGUGUUAGACACUAUGCCUAGGA
Led AAAGCUUGGAACCUCCUUGGAGUGUGCCAUGCCAGAAGUUCUGGUGAUUUUGAUCUGGGAUAGAGÜUGCUCAGUGAAAGUGUUAGACACUAUGCCUAGGA
Rom AAAGCUUGGGACCUCCUUGGAGUGUGCCAUGCCAGAAGUUCUGGUGAUUUUGAUCUGGGGUAGAGUUGCUCAGUGAAAGUGUUAGACACUAUGCCUAGGA

Esp
Led
Rom

3410
UCCACUGUGCG
UCCACUGUGCG
UCCACUGUGCG

Apéndice 1
Alineamiento múltiple de los RNA S de las cepas prototipo del virus Junin.
El alineamiento fue realizado con el programa ClustalX. Los asteriscos representan 
identidad de nucleótidos entre las secuencias. Los codones de iniciación y terminación 
del gen GPC, así como los tripletos complementarios a los codones de iniciación y 
terminación del gen N están sombreados en amarillo. Las regiones autocomplementarias 
correspondientes a los hairpins están sombreadas: en verde el primero; en rojo el 
segundo y en azul el tercero. Esp, cepa Espíndola; Led cepa Ledesma; Rom, cepa 
Romero del virus Junin.
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Esp
Led
Rom
Par
XJ44
Can

1 90 100 
-UGCAGUAAG GGGAUCCUAG GCGAUUUUGG UAACGCUAUA A-UUGUGACU GUUUACUGUU UGGACAACAU C-AAAACAUC UAUUGCACAA UGGGGCAAUU 
-................................ C......... -...A........ U................. -___ A... .G............... G..

• C.........-......
• U.........-____A.
■ U.........U.GUAA.
......G.. .G___ U.

.C. G-. 

... .A. 

... .A.

101 200
Esp
Led
Rom
Par
XJ44
Can

CAUUAGCUUC AUGCAAGAAA UACCAACUUU UUUGCAGGAG GCUCUGAACA UUGCUCUUGU AGCAGUCAGU CUCAUUGCCA UCAUUAAGGG GAUAGUGAAC
.A.. UG.G. 
___ ü___

.. .c........... .....................u. .c..... .....A ___ ____U...... ..........  u............................... .............. UG. .. .A,

.. .c........... .......... u. .c..... .....A ___ ....U...... ..........  u............................... .............. ÜG. .. .A
201 300

Esp UUGUACAAAA GUGGUUUAUU CCAAUUCUUU GUAUUCCUAG CGCUUGCAGG AAGAUCCUGC ACAGAAGAAG CUUUCAAAAU CGGACUGCAU ACUGAGUUCC
Led ......................................................... G............................... G.... C .........
Rom ........................ G..G......... U........................................ U.............. C .........
Par C................. G.........................A..C................................U.............. C ..A......
XJ44 C................. G.........................A..C................................U.............. C ..A......
Can C................. G.........................A. .C................................U.............. C ..A......

Esp
Led
Rom
Par
XJ44
Can

301 400
AGACUGUGUC CUUCUCAAUG GUGGGUCUCU UUUCCAACAA UCCACAUGAC CUACCUUUGU UGUGUACCUU AAACAAGAGC CAUCUUUACA UUAAGGGGGG 
.................................... U............................ A. .C.....................................

.G...C. 

.G...C. 

.G...C.

Esp
Led
Rom
Par
XJ44
Can

401 500
CAAUGCUUCA UUUAUGAUCA GCUUUGAUGA UAUUGCAGUG UUGUUACCAC AGUAUGAUGU UAUAAUACAA CAUCCGGCAG AUAUGAGCUG GUGUUCUAAA
......................................... A .... G..........................................................
..................................... A. . .A C___ G............................... A ..... C.............. C. . .
............C.A...............  C..C............... G .A.... C........ U . . G ...............................

.C.A. 
■ C.A.

C. .C. 
C. .C.

• G .A.
.G .A.

Esp
Led
Rom
Par
XJ4 4
Can

501 600
AGUGAUGAUC AAAUUUGGUU GUCUCAAUGG UUCAUGAAUG CUGUGGGACA UGAUUGGCAU CUAGACCCAC CAUUUCUGUG UAGGAACCGU ACAAAGACAG 
................................................................................ C..........................

• U.
601 700

Esp AAGGCUUCAU CUUUCAAGUC AACACCUCCA AGACUGGUGU UAAUGAAAAC UAUGCUAAGA AGUUUAAGAC UGGCAUGCAU CAUUUAÜAUA GAGAAUAUUC
Led ................. .
Rom ............. C. . . ,
Par .................
XJ44 ................. .
Can ................. .

. . 0 ............ .............. A. C..................... c ................... .................. u . . .,. .c .................................. cc
C....... .............. c ................. ................... u . . .,. .c ................ .................. cc

. . u ............ .............. A. c .............. .............. c ................. ................... u . . ... .c .................................. cc

701 800
Esp UGACUCUUGC UUGAAUGGCA AACUGUGUUU AAUGAAGGCA CAACCCACCA GUUGGCCUCU CCAAUGUCCA CUCGACCAUG UUAACACAUU ACAUUUCCUU
Led ............................ C..............................................................................
Rom ................................................... A .......................................................
Par C............ G................  G............................................ U........ C................. C
XJ44 C............ G................  G............................ G.............. U........ C................. C
Can C............ G................ G............................................. U........ C................. C

801 900
Esp ACAAGAGGCA AAAAUAUUCA ACUUCCAAGG AGGUCCUUGA AAGCAUUCUU CUCCUGGUCU UÜGACAGACU CAUCCGGCAA GGGUACCCCU GGAGGCUAUU
Led .............. C..C...................................................................... A .................
Rom .............. C................................................  C...................... A .................
Par ...........G..C....  G.................................................................. A .................
XJ44 ........... G..C.... G............... U..A........... U.........  C......................AC................
Can ...........G..C....  G..............U..A........... U.........  C...................... AC................

901 1000
Esp GUGUGGAAGA GUGGAUGCUC GUGGCAGCCA AAAUGAAGUG UUUUGGCAAU ACUGCUGUAG CAAAAUGCAA UUUGAAUCAU GACUCUGAAU UCUGUGACAU
Led ..C.A..G............... A ......................................................... C........................
Rom ..C.A.................. A ........... U ............................... G.....................................
Par ..C.A.................. A ...................................................................................
XJ44 ..C.A.................. U.................................................... C.............................
Can ..C.A.................. U.................................................... C.............................

1001 1100 
Esp GUUGAGGCUU UUUGAUUACC ACCAAAAUGC CAUCAAAACC CUAAAUGAUG AAACAAAGAA ACAAGUAAAU CUGAUGGGGC AGACAAUCAA UGCCUUGAUA
Led ................... A . .A.G. . .C........................... U................................................
Rom .....A ............ A . .A. . .U............................. U................................................
Par ................... A ..A......  U........................ U.......................................... C....
XJ44 .C................. A ..A......  U........  U............. U........................ A ............... GC....
Can .C................. A ..A......  U........  U............. U........................ A ............... GC....
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1101 1200 
Esp UCUGACAAUU UAUUGAUGAA AAACAAAAUU AGGGAACUGA UGAGUGUCCC CUACUGCAAU UACACAAAAU UUUGGUAUGU CAACCACACA CUUUCAGGAC
Led ............................................... C ...................... CC..................................
Rom .............................................................. ........................U. .U.................
Par ..................................................... U.....................................................
XJ44 ...................................... U.............  U....................................................
Can .....................................................  U....................................................

1201 1300
Esp AACACUCAUU ACCAAGGüGC UGGUUAAÜAA AAAACAACAG CUAUUUGAAC AUCUCUGACU UCCGUAAUGA CUGGAUAUUG GAGAGUGACU UCUUAAUUUC
Led ............................ C....................................................... A ....................
Rom .............................................................. U...................................... G....
Par ..................................................................................... A . .A.................
XJ44 ........................................................ U......................... C.A . .A.................
Can ..................................................................................... A . .A.................

1301 1400
Esp UGAAAUGCUA AGCAAAGAGU AUUCGGACAG ACAGGGUAAA ACUCCUUUGA CUUUAGUUGA CAÜCUGUUUU UGGAGCACAG UAUUUUUCAC AGCGUCACUC
Led ............................... G.......................................................... C.............. A
Rom ...................................... C................................................... C...............
Par ............................... G.......................................................... C...............
XJ44 ............................... G..... C........ C......................................... C........... C...
Can ............................... G....................................... A ................. C...............

1401 1500
Esp UUCCUUCAUU UGGUGGGCAU ACCUACCCAC AGACACAUCA GGGGCGAAGC AUGCCCUUUG CCACACAGGU UGAACAGCUU GGGUGGUUGC AGAUGUGGUA

.C. .A..A........ C.................. A ............................................................ C.
.........U..................................................................

Led
Rom
Par
XJ44
Can

. 0 .
.C. . 
.C. .
• C. .
• CU.

• U .A. .A..U.
■ U.

1501 1545 ^ ^ ^ ^ 1500
Esp AGUACCCCAA UCUAAAGAAA CCAACAGUUU GGCGUAGAAG ACACUAAGAC CÜCCUGAGGG UCCCCACCAG CCCGGGCACU GCCCGGGCUG GUGUGGCCCC
Led ........................................ G ................ C................................................
Rom ......U............................ C...G................ C..A..................... U......................
Par ........................................ G..................................................................
XJ44 ........................................ G..................................................................
Can ........................................ G ..................................................................

1601 1639 1700
Esp CCAGUCCGCG GCCUAGCCGC GGACUGGGGA GGCACUGCUU ACAGUGCAUA GGCUGCCUUC GGGAGGAACA GCAAGCUUGA UGGCAAUAGA GGUGUAAGUU
Led .............. G.................................................................... C.G . . .ü................
Rom .............. G................................................................... C..... U.... G .... G___
Par .............. G ....................... -.......................................... C.G ...U................
XJ44 .............. G.................................................................... C.G ...U................
Can .............. G.................................................................... C.G ...U................

1701 1800
Esp CCUCCUCAUA GAGUUUCCCA UCCAACACUG ACUGAAACAU UAUGCAGUCU AGCAGAGCAC AGUGUGGUUC ACUAGAGGCC AACUUGAAGG GAGUGUCCUU
Led ............. C........ U...................................................... G...........................
Rom ............. C........ U........................... C ........................ G...............
Par .U..U.........C......................................................... C..... G........... A...
XJ44 .U..U.........C......................................................... C..... G........... A...
Can .U..U.........C......................................................... C..... G........... A...

. .A. 

.CA. 

.CA. 

.CA.

.U.

1801 1900
Esp AUCUCUCUUU UUCUUAUUGA CAACCACUCC AUUGUGAUAU UUGCAUAGGU GACCAUAUUU CUCCCAGACC UGUUGAUCAA ACUGCCUGGC UUGUUCAGAU
Led ...C.................................. G.................................. U ...............................
Rom ... C......................................................... C.............................................
Par ............... GC.......................G............ G...A..................... G.....................U. . .
XJ44 ............... GC.......................G............ G...A..................... G.....................ü. . .
Can ............... GC.......................G............ G...A..................... G.....................U. . .

1901 2000
Esp GUAAGCCUAA CAUCAACCAG UUUAAGAUCU CÜUCUUCCAU GGAGGUCAAA CAGCUUCCUG AUGUCAUCGG AUCCCUGAGU AGUCACAACC AUGUCUGGAG
Led ........................ G...........................  U........................ U..........................
Rom ....................  C......................................................... U..........................
Par ....................  C................................. A .................... C..U.... G..............C___
XJ44 ....................  C.................................A .................... C..U.... G..............C___
Can ....................  C.................................A .................... C..U.... G..............C___

2001 2100
Esp GCAGUAAGCC GAUCACAUAA CUAAGAACUC CUGGCAUUGC AUCUUCUAUG UCCUUCAUUA AGAUGCCGUG AGAGUGUCUG CUACCAUUUU UAAACCCUUU
Led ................ G..........................................................................................
Rom ................ G..........................................................................................
Par ___C.... A..... G...................................... U..................................................
XJ44 ___C.... A..... G...................................... U..................................................
Can ___C.... A..... G...................................... U..................................................

2101 2200 
Esp CUCAUCAUGU GGUUUUCUGA AGCAGUGAAU GUACUGCUUA CCUGCAGGUU GGAACAAUGC CAUCUCAACA GGGUCAGUGG CUGGUCCUUC AAUGUCAAGC
Led ...................................... U . . G ............................................................ G...

....................................................................................................... G. . .Rom
Par
XJ44
Can
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2201 2300
Esp CAAAGGGUAU UGGUGGGGUC GAGUUÜCCCC ACUGCCUCUC UGAUGACAGC UUCUUGUAUC UCUGUCAAGU UAGCCAAUCU CAAAUUCUGA CCGUUUUUUU
Led ................................................................................ U................... C.....
Rom ............................................................................................................
Par ....................................................................................................... C....
XJ44 ....................................................................................................... C ___
Can ....................................................................................................... C. . . .

2301 2400 
Esp CCGGUUGUCU AGGACCAGCA ACUGGUUUCC UUGUCAGAUC AAUACUUGUG UUGUCCCAUG ACCUGCCUGU GAUUUGGGAU CUAGAACCAA UAUAAGGCCA 
Led .............................................. G .................................. C........................
Rom
Par
XJ44
Can

2401 2500
Esp ACCAUCGCCA GAAAGACAAA GUUUGUACAA AAGGUUUUCA UAAGGAUUUC UAUUGCCUGG UUUCUCAUCA AUAAACAUGC CUUCUCUUCG UUÜAACCUGA
Led ........................................................................................................ U...
Rom ............................................................................................................
Par .......... .....G.... .........G .....G.... .......... .......... .......... .......... ..........
XJ44 ............... G............. G ............... G..........................................................
Can .......... .....G.... .........G .......... .....G.... .......... .......... .......... .......... ..........

2501 2600
Esp AUGGUUGAUU UUAUGAGGGA AGAGAAGUUU UCUGGGGUGA CUCUGAUUGU UUCCAACAUG UUUCCACCAU CAAGAAUAGA UGCUCCAGCC UUUACUGCAG
Led
Rom
Par
XJ44
Can

Esp
Led
Rom
Par
XJ44
Can

2601 2700
CUGAGAGACU GAAGUUGUAA CCAGAAAUGU ÜGAUGGAGCU UUCAUCCUUA GUCACAAUCU GAAGGCAGUC AUGUUCCUGA GUCAGUCUGU CAAGGUCACU

2701 2800
Esp Ui
Led C
Rom
Par c
XJ4 4 c
Can c

2801
Esp
Led
Rom
Par
XJ4 4
Can

2900
GUCAAUGCAG GAACAGAGCC AAAUUGAUUG UUUAGCUUUG AAGGGUCUUU AACAUCCCAU ACCCUCACCA CACCACUUCC UCCAUUCCCU UGCUGUUGAA

u.. ,,. c.,. .G,,U

u.. ,,. c.., .G..U
2901 3000

Esp AUCCCAGUGU UCUCAAUAUC UCUGAUCUUU UAGCAAGUUG UGACUGGGAC AAAUUACCCA UGUAAACCCC UUGAGAGCCU GUCUCUGCUC UUCUUAUCUU
Led ........................................................... G..............  C..............................
Rom ............................................................................................................
Par
XJ44
Can .U.

3001 3100
Esp GUUUUUUAAU UUCUCAAGGU CAGACGCCAA CUCCAUCAGU UCAUCCCUCC CCAGAÜCUCC CACCUUGAAA ACUGUGUUUC GUUGAACACU CCUCAUGGAC
Led ......................... U..................................... U..U.......................................
Rom ............................ U..................................................................... U.......
Par ............................................................................................................
XJ44 ......................................... C ...................... G........................................
Can .G....................................... C ...................... G........................................

3101 3200
Esp AUAAGUCUGU CAACCUCUUU GUUCAGAUCC CUCAACUUAU UGAGGUCUUC UUCCCCCCUU UUGGUCUUUC UGAGUGCCCG CUGCACCUGU GCCACÜUGGU
Led .................... A ..... G...............................................................................
Rom .................... A ..... G............................ U.......... C.....................................
Par . .G................. A ..... G................................ U. . . .A.......................................
XJ44 . .G................. A ..... G...................................... A .......................................
Can . .G................. A ..... G...................................... A ................................ U.....

Esp
Led
Rom
Par
XJ44
Can

3201 3300
UGAAGUCAAU GCUGUCAGCA AUUAGCUUGG CGUCCUUCAA AACAUCUGAC UUGACAGUCU GAGUGAAUUG ACUCAAACCU CUCCUUAAGG ACUGAGUCCA 
............................................................................................ C..............
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3301 3331 3400
Esp UCUAAAGCUU GGAACCUCCU UGGAGUGUGC CAUGCCAGAA GUUCUAGUGA UUUUGAUCUA GGGUAGAGUU GCUCAGUGAA AGUGUUAGAC ACUAUGCCUA
Led ................................................ G ............. G ..A.......................................
Roiti .......... . . G . .......... .....G...........••G .......... .......... ..........
Par ................................................ G ................ AA.......................................
XJ44 .................. U ............................ G................ AA.......................................
Can .................. U........................ A...G...G ........ G A.AA.A.A..................................

3401 3414
Esp
Led
Rom
Par
XJ44
Can

GGAUCCACUG UGCG

Apéndice 2
Alineamiento múltiple de los RNA S de las diferentes cepas del virus Junín.
El alineamiento fue realizado con el programa Clustal V. Los puntos representan identidad de 
secuencia con respecto a la secuencia de la cepa Espíndola tomada como referencia. Los codones 
de iniciación y terminación del gen GPC así como los tripletos complementarios a los codones de 
iniciación y terminación del gen N están sombreados en amarillo. Las regiones autocomplementarias 
correspondientes a los hairpins están sombreadas e indicadas con flechas: en verde el primero; en 
rojo el segundo y en azul el tercero. En color salmón está indicada la región de 217 pb utilizada para 
el SSCP. Esp, cepa Espíndola; Led cepa Ledesma; Rom, cepa Romero; Par, cepa Parodi; XJ44, cepa 
XJ44; Can, cepa Gandid #1 del virus Junín.
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Esp
Led
Rom
Par
XJ4 4
Can

P é p tid o  s eñ a l 80

....................................I.......... L............

MGQFISFMQE IPTFLQEALN lALVAVSLIA IIKGVVNLYK SGLFQFFVFL ALAGRSCT 5E AFKIGLHTEF QTVSFSMVGL*•★ ***★ *★ ** * * * * * * * * * *  * * * * * * * * * *  * * * * * * * * * *  * * * * * * * * * *  * * * * * * * * * *  * * * * * * * * * *  * * * * * * * * * *
81 G lic o p ro te ín a  G1

M Q
M . Q

160
Esp ......................
Led .......................
Rom ................... • M ......E . .  ̂ Q
Par .................... . . . . K ...........E
XJ4 4 .............................K ...........  E
Can ............................ K ......... E
Con FSNNPHDLPL LCTLNKSHLY IKGGNASF-I SFDDIAVLLP -YDVIIQHPA DMSWCSKSDD QIWLSQWFMN AVGHDW-LDP

********** ********** ******** ******* **** ********** ********** ********** **********

Esp
Led
Rom
Par
XJ4 4
Can
Con

Esp
Led
Rom
Par
XJ4 4
Can
Con

Esp
Led
Rom
Par
XJ44
Can
Con

Esp
Led
Rom
Par
XJ44
Can
Con

161 240.....S. . N .................................
......... N .................................
..........N .................................
..........D.................................

........................I......................... D............... V ................

........................ I......................... D.................................
PFLCRNRTKT EGFIFQVNTS KTG~NENYAK KFKTGMHHLY REYPDSCL-G KLCLMKAQPT SWPLQCPLDH VNTLHFLTRG

. .V. 
IV . 
. V. 
. . I .

********** ********** * ******** ********** *** ****** ********** ********** **********

241 Péptido fusogénico I Péptido fusogénico II
G ......V.....  .....

320
HQ. .
. . .P 
. .1 . .

KNIQLPRRSL KjAFFSWSLTD SSGKDTPGGY CLEEWMLVAA KMKCFGNTAV AKCNLNHDSE FCDMLRLEDY NKNAIKTLND ********** ********** **** ***** ********** ********** ********** ********** •• ******
321 Péptido fusogénico G lic o p ro te ín a  G 2 400

ETKKQVNl^lG QTINALI8DN LUIKNKIREL MSVPYCNYTK FWYVNHTLSG QHSLPRCWLI KNNSYLNISD FRNDWILESD ********** ********** ********** ********* ********** ********* ********** **********
Señal de dimerización

401 Hélice transmembrana 480

...........................I................... S .............  .................
FLISEMLSKE YSDRQGKTPL TLVDICFWST VFFTASLFLH LVGIPTHRHI RGEACPLPHR LNSLGGCRCG KYPNLKKPTV ********** ********** ********** ********** ********** ********** ********** **********

481
Esp ...R
Led 
Rom 
Par 
GXJ44 
Can
Con WRRGH

* * * *

Apéndice 3
Comparación de las secuencias aminoacídicas del gen GPC de variantes 
del virus Junín.
Los alineamientos corresponden a las secuencias aminoacídicas del gen de la proteína 
GPC de distintas cepas del virus Junín. La secuencia consenso se indica en la línea 
inferior del alineamiento. El símbolo (~) indica falta de consenso. En cada una de las 
secuencias alineadas sólo se muestran los residuos de aminoácidos que difieren de la 
secuencia consenso.

Por debajo de la secuencia consenso, los asteriscos (*) representan identidad de aminoácidos, los dos puntos (:) 
posiciones fuertemente conservadas, los puntos (.) posiciones débilmente conservadas y los espacios en blanco 
{) posiciones no conservadas de acuerdo a la matriz de sustitución Gonnet Pam250.
La flecha y la línea roja indica el sitio de clivaje del péptido señal. El sombreado en amarillo indica las dos 
argininas adyacentes próximas al posible sitio de clivaje proteolítico, indicado con la flecha y la línea verde. En 
lila se resaltan los sitios altamente variables del fragmento de 217 pb analizado en el capítulo 6.
Sombreado en colores celeste, verde y rosa se indican los potenciales péptidos fusogénicos I, II y III. El recuadro 
color rojo, señala la posible señal de dimerización. La secuencia resaltada en color azul corresponde a la hélice 
de la proteína G2 que participa del coiled-coil, con los aminoácidos hidrofóbicos repetidos cada siete residuos 
{heptad repeats) resaltados en color fucsia. En color naranja pálido está señalada la secuencia de la hélice 
transmembrana.
Esp, cepa Espíndola; Led cepa Ledesma; Rom, cepa Romero; Par, cepa XJ-Parodi; XJ44, cepa XJ44; Cdl, cepa 
Gandid #1 del virus Junín.
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80
Esp
Led
Rom
Par
XJ44
Can
Con

Esp
Led
Rom
Par
XJ44
Can
Con

Esp
Led
Rom
Par
XJ44
Can
Con

Esp
Led
Rom
Par
XJ44
Can
Con

Esp
Led
Rom
Par
XJ44
Can
Con

E s p

Led
Rom
Par
XJ44

E s p
Led
Rom
Par
XJ44
Can
Con

MAHSKEVPSF RWTQSLRRGL SQFTQTVKSD VLKDAKLIAD SIDFNQVAQV QRALRKTKRG EEDLNKLRDL NKEVDRLMSM ★ ★★★★★★★*★ ★★★★★★★**★ ★** ★★★★★★★★★★
81 160

.N ..S.
K.
......... A ..........................................................................
......... A ...................  T ....................................................
RSVQRNTVFK VGDLGRDELM ELASDLEKLK NKIRRAETGS QGVYMGNLSQ SQLAKRSEIL RTLGFQQQGT GGNGWRVWD • ★★★★★★★★* ★★★★★★★★★* ★★★★★★★★★ ★★★★★★★★*★ ★★★★★★★*★* ★★★★★★★★★ ★★ ★★★★•★*
161 240
................................. N ...................................................

VKDPSKLNNQ FGSVPALTIA CMTVQGGETM NSVIQALTSL GLLYTVKYPN LSDLDRLTQE HDCLQIVTKD ESSINISGYN ★ **★★**★★★ ★★★*★★★**★ *★★★★★★★★* ★ ★*★★★*★★ **★***★★★* ★**★★★★★★★ ★★★★★★*★★* ★*★★★*★★**
241 320

FSLSAAVKAG ASILDGGNML ETIRVTPDNF SSLIKSTIQV KRREGMFIDE KPGNRNPYEN LLYKLCLSGD GWPYIGSRSQ ★ ★★★★★★★★* **★*★★★.★★ *★★★•★★★★* ★★★★★★*★★★ ★★★★★★★★★★ ★★★★★★★★*★
321 400
,T....................................................................................
T ......................... S ..........................................................
,T....................................................................................
.1 ............................................................................................................................................................................
• I....................................................................................
.1 .............................................................................................................................................................................
I-GRSWDNTS IDLTRKPVAG PRQPEKNGQN LRLANLTEIQ EAVIREAVGK LDPTNTLWLD lEGPATDPVE MALFQPAGKQ
★  ★ ★ ★ *★ ★ ★ ★  ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★  ★ ★ ★ ★ *★  ★ ★ *★ ★ ★ ★ ★ ★ ★  ★ ★ ★ ★ ★ ★ **** ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★  ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ *★  ★ ★ ★ *★ *★ ★ ★ ★
401 480

Con YIHCFRKPHD EKGFKNGSRH SHGILMKDIE DAMPGVLSYV IGLLPPDMW TTQGSDDIRK LFDLHGRRDL KLVDVRLTSE
481

★ ★★★★★★★★★ ★ ★**★★**★★ *★***★★*★★
560

Esp ..Y..,. . . Y. ....N,... . . ,T..... • S .......
Led
Rom . .Y, . . .Y. ....N.,,. . , .T..... ■ S .......
Par .,F.... . -H. ....S.... . . .A.....
XJ44 ..F..., . .H. ....S.... . . -A.....
Can ,.F..,. . .H. ....,S.... . . .A.....
Con QARQFDQQVW EK-GHLCK-H NGVW-KKKR DKD-PFKLAS SEPHCALLDC IMFQSVLDGK LYEEELTPLL PPSLLFLPKA★ ★★★★★★★★★ ★ ★★★★ *★★★ ★ ★★ • ★★★★★★ ★ ★*★★★★*★

561

AYAL ★ ★ ★ ★

A p é n d ic e  4
C o m p a r a c ió n  d e  la s  s e c u e n c ia s  a m in o a c íd ic a s  d e l g e n  N  d e  d is t in ta s  
v a r ia n t e s  d e l v ir u s  J u n ín .
Los alineamientos corresponden a las secuencias aminoacídicas del gen de la proteína N 
de distintas cepas del virus Junín. Las comparaciones se hicieron utilizando el programa 
PRETTY del paquete de programas del GCG. La secuencia consenso se indica en la línea 
inferior del alineamiento. El símbolo (-) indica falta de consenso. Solamente están 
representados los cambios de aminoácidos que difieren de la secuencia consenso. Por 
debajo de la secuencia consenso, los asteriscos (*) representan identidad de aminoácidos, 
los dos puntos (:) posiciones fuertemente conservadas, los puntos (.) posiciones débilmente 
conservadas y los espacios en blanco ( )  posiciones no conservadas de acuerdo a la matriz 
de sustitución Gonnet Pam250. Esp, cepa Espíndola; Led cepa Ledesma; Rom, cepa 
Romero: Par, cepa XJ-Parodi; XJ44, cepa XJ44; Cd1, cepa Gandid #1 del virus Junín. 1 6 9
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Denominación Secuencia Posición

ARE (ArSIV-ArS19C) 5' CGCACAGTGGATCCTAGGC 3' 1 y 3647

ArS3V (G_AR1.V) 5' CATGACKMTGAATTYTGTGACA 3' 1117

ArS3C (G_AR3.C) 5' TCAAAKAGCCKCAGCRTGTC 3’ 1154

ArS4C 5' ATAGCATTYTTGTTGWAATC 3' 1172

ArS5V 5’ AAYTACACMAARTTTTGGTA 3’ 1297

ArSeV 5' RAGAGRCAGGGGARAACICC 3' 1465

ArSeC (G_AR2.C) 5’ AATGGAGTGYTRCCCTGCCT 3' 1487

ArS7V 5’ ATACCAACTCAYAGRCACAT 3’ 1558

ArS7C 5' ATGTGYCTRTGAGTTGG 3* 1577

ArS8V 5' ATRCAGTCWAKCAGTGCACA 3’ 1918

ArSSCI 5’ CTGMTGGACTGCATMATGTT 3’ 1931

ArS8C2 5’ GTTGMCCCTCACTGTGCWYT 3’ 1949

ArS9V 5' CTGATGTCATCWGAMCCTTG 3’ 2134

ArSIOC 5’ GCTSCCTCMGRARATGGT 3’ 2181

ArS13V 5’ TCMACWATHGTGTTTTCCCA 3’ 2546

ArS14C 5’ AKAGRAAYCCTTATGAAAA 3’ 2650

ArS16V 5' GGCATWGANCCAAACTGATT 3' 3007

ArSieC 5' CAAYTKAACAATCARTTTGG 3' 3035

ArS17V 5' TCCCAKAYCCTYACCACACC 3' 3051

ArS17C 5’ GGTGTTGTRAGRGTKTGGGA 3’ 3071

A p é n d ic e  5
P r im e r s  c o n s e r v a d o s  p a r a  e l R N A  S  d e  A r e n a v ir u s
El número indica la ubicación del extremo 5' del primer, en el alineamiento múltiple de 
secuencias del RNA S de diferentes arenavirus. El primer ARE es totalmente 
complementario con el extremo 3' de la secuencia genómica del RNA S y parcialmente 
complementario al extremo 3' de la forma antigenómica del RNA S. Los siguientes 
símbolos fueron usados para mezcla de bases: Y=C/T, R=A/G, S=C/G, M=A/C, W=A/T, 
K=G/T, H=A/C/T, N=A/C/G/T

Biblioteca Cantrai 

U.N.LP

•#«A C ien

F»cti« • • •

inw. K... .......•
170



Diego M. Posik Anotaciones



Diego M. Posik Anotaciones


