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Diego M. Posik Capitulo 1 - Virus con genoma de RNA

CAPiTULO 1

VIRUS CON GENOMA DE RNA Y VIRUS EMERGENTES

Ninguna cosa perdura, pero todas fluyen.
Fragmento a fragmento persisten y asi crecen
hasta que las conocemos por su nombre.
Entonces gradualmente cambian

y no son mas las cosas que conocemos.

Lucrecio (94-50 Ac)
LA DIVERSIDAD VIRAL

La adaptacion de los seres vivos a un ambiente cambiante se basa en un compromiso
entre la variacion genética y la seleccion fenotipica, generando a través de la evolucién la
gran diversidad existente hoy en dia. Los virus a RNA merecen la reputacion de ser los que
mas rapido evolucionan en la naturaleza. Sus altas tasas de mutaciéon y replicacién les
permiten moverse a un paso evolutivo en el que sus hospedadores con genoma de DNA
parecen congelados en el tiempo. En las ultimas dos décadas ha quedado claro que muchos
virus a RNA poseen, ademas, 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, ademas de producir extraordinarias cantidades de mutaciones,
materia prima de la evolucién, 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).

ORIGEN DE LA DIVERSIDAD EN VIRUS DE RNA

INCORPORACION DE NUCLEOTIDOS INCORRECTOS

Todas las polimerasas de acidos nucleicos generan errores durante la elongacion de
las cadenas, resultando en la insercidn de nucleétidos incorrectos. Las DNA polimerasas
DNA dependientes poseen la capacidad de correccién 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
correccién, resultando en frecuencias de error en la replicacion del orden de 1 cada 10° a
10* nucleétidos incorporados, mientras que la tasa de error en la replicacién del DNA es de
cien a mil veces menor considerando solamente la actividad exonucleasa 5'—3' (sin contar
los mecanismos de reparacién). El efecto de los errores en la polimerizacion sobre los
genomas virales es variable. Hay cambios que producen sustituciones de aminoacidos que
pueden determinar o no la pérdida de infectividad de los virus. El reemplazo de nucleétidos
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 observd que en realidad
éstas eran mezclas de diferentes secuencias genémicas a las que se denomin6
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cuasiespecies. Dado que los stocks virales son mezclas de virus genotipicamente
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).

REASOCIACION DE SEGMENTOS

En el caso de los virus con genomas segmentados pueden aparecer nuevas variantes
como consecuencias de un proceso conocido como reasociacion, que consiste en el
intercambio de una o mas moléculas discretas de RNA entre virus genéticamente
relacionados o entre variantes del mismo virus. El cambio de antigeno del virus de Influenza
A es el ejemplo clasico 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 gendémicos 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 reasociacién involucra el simple intercambio de segmentos de
RNA, la frecuencia con que se produce es alta. Por ejemplo, la reasociacién entre cepas de
influenza humanas y cepas animales produce la alta diversidad antigénica responsable de
que cada ano se produzcan nuevos brotes de la enfermedad (Li et al., 2003).

RECOMBINACION VIRAL

A diferencia de la reasociacion, la recombinacion, se produce cuando una secuencia
nucleotidica donante es introducida en una molécula aceptora Unica y continua de RNA para
producir un nuevo RNA que posee informacién de mas de una fuente. La recombinacion es
una caracteristica de muchos virus a RNA, es un mecanismo importante para la produccion
de nuevos genomas con ventajas selectivas de crecimiento y ha contribuido a la evolucién
de los virus a RNA por rearreglo de los genomas o por movimiento de partes funcionales de
moléculas de RNA entre diferentes virus.

La recombinacién en virus a RNA fue originalmente observada por Hirst (1962) y
Ledinko (1963) en cultivos celulares infectados con poliovirus. Desde entonces la
recombinacidn 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
recombinacion puede ser relativamente alta: se ha estimado que del 10 al 20% de los RNAs
gendmicos 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 replicacion en el tracto digestivo humano y por lo tanto poseen ventajas
adaptativas al compararlos con los virus parentales.

Los mecanismos de recombinacion 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 regidén homéloga de la secuencia aceptora, dejando su estructura sin
cambios. A este mecanismo se lo ha denominado recombinacion homdloga, ya que
involucra no s6lo RNAs parentales con un alto porcentaje de identidad nucleotidica, sino que
también se produce un entrecruzamiento entre sitios homédlogos. En otros virus, la
recombinacion es independiente del apareamiento de bases y se produce entre secuencias
nucleotidicas no relacionadas (recombinacion no homdloga).

PRODUCCION DE RNAS DEFECTIVOS INTERFERENTES POR RECOMBINACION VIRAL

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
subgenoémicos resultantes pueden replicar si esta presente la RNA polimerasa y si contienen
las sefnales adecuadas para la iniciacién de la sintesis de RNA.

Estos RNAs subgendémicos son mas cortos, se replican mas rapido y, por lo tanto,
compiten por los componentes de la maquinaria viral necesarios para la sintesis de RNA,
por eso es que son llamados RNAs defectivos interferentes. Estos RNAs carecen de uno o
mas de los genes virales, y son empaquetados en las particulas virales solo en presencia de
virus que les proporcionen las proteinas virales faltantes.

Los virus defectivos interferentes se acumulan durante la replicacion, tanto en virus de
cadenas positivas como negativas. La produccién de estos virus requiere de una alta
multiplicidad de infeccién, condicién que es facil de alcanzar en un laboratorio pero dificil en
la naturaleza. Adn no ha sido analizado en detalle el papel que juegan las particulas virales
interferentes en la patogénesis (Huang y Baltimore, 1977; Valdovinos y Gémez, 2003).

EDICION DE RNA

La diversidad de los genomas de RNA virales también se consigue por la ediciéon de
RNA. Los RNA mensajeros pueden ser editados, ya sea por insercion de nucleétidos sin
molde durante la sintesis de RNA o por modificacién de las bases posteriormente a la
sintesis. Ejemplos de edicion de RNA han sido documentados en por ejemplo en
Paramyxoviridae y Filoviridae (Hausmann et al., 1996; Sanchez et al., 1996; Volchkov et al.,
1995, 2001).

VIRUS EMERGENTES

Los virus emergentes han sido definidos como los causantes de enfermedades cuya
incidencia en humanos se ha incrementado en las ultimas décadas o que amenazan con
incrementarse en un futuro cercano. Estas enfermedades incluyen nuevas infecciones que
surgen por cambios o evolucién de organismos existentes, infecciones conocidas que se
extienden a nuevas areas geograficas o poblaciones, infecciones previamente no
reconocidas, que aparecen en areas que estan sufriendo una transformacion ecolégica 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 publica.

En la historia humana han emergido y reemergido numerosas enfermedades virales.
En los ultimos anos 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 zoonético 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 superacién de la barrera de
especie permitiendo que se infecten algunos individuos. A partir de alli la enfermedad puede
no avanzar y quedar probablemente sin ser detectada o puede llevar a la adaptacién del
microorganismo a este nuevo hospedador humano y, a partir de alli, originar una epidemia
con capacidad de expansion tanto en el tiempo como en el espacio.

Las especies reservorio habitualmente son infectadas subclinica o asintomaticamente
y la distribucién de la enfermedad normalmente refleja el rango y la dinamica de las
poblaciones de las especies hospedadoras que funcionan como reservonos.

Varios factores contribuyen a la emergencia y reemergencia de enfermedades virales,
pero la mayoria esta ligada al incremento de la poblacién 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 manipulacién y el
procesamiento de grandes cantidades de alimentos. También son importantes los cambios
de habitos de las especies reservorio y de los vectores (promovidos por factores como el
cambio climatico) que pueden facilitar su aproximacion a poblaciones humanas con el
consiguiente aumento progresivo del contacto con el hombre. Asi mismo, también
contribuyen el deterioro de la infraestructura de la salud publica, que es incapaz de contener
las demandas de la poblacién, y la aparicién de resistencia a los agentes antimicrobianos
ligados a su mal uso.

Muchos nuevos virus (o virus desconocidos anteriormente) han emergido, producto de
cambios ecolégicos, climaticos y socioculturales y, a su vez, han podido ser detectados de
forma mas eficiente gracias al perfeccionamiento de diversas técnicas, en particular de
aquellas provistas por la biologia molecular, que permiten la rapida caracterizacion e
identificacion de los diversos agentes patogenos. Una deteccion temprana es clave en el
control de las epidemias. Por lo tanto, la vigilancia clinica y epidemiolégica es a menudo la
forma mas efectiva de conseguir la identificacion temprana de los agentes infectivos.

Desde 1992 la Organizacién Mundial de la Salud ha organizado un programa de
supervision y control de enfermedades denominado Communicable Disease Surveillance
and Response (CSR) con el objeto de detectar rapidamente enfermedades reemergentes e
identificar nuevas enfermedades infecciosas para asi poder asegurar una respuesta efectiva
y dentro de los margenes de tiempo adecuados.
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CAPITULO 2

ARENAVIRUS

HISTORIA Y TAXONOMIA

La primera descripcion de una infeccién humana producida por arenavirus fue
realizada en 1925 por el médico sueco Arvid Wallgren, denominando a la enfermedad
meningitis aséptica aguda. Posteriormente, se la conocié como coriomeningitis linfocitaria y
recién en 1934 se aisl6 el primer virus asociado a esta enfermedad.

Varios grupos independientes realizaron el descubrimiento del virus casi
simultaneamente. Armstrong & Lillie, publicaron la primera descripcidon 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 inoculo viral, ya
que éste podria haber estado presente en el homogenado de cerebro humano o en alguno
de los monos utilizados. La naturaleza y procedencia de nuevos inéculos virales de LCM
fueron descriptas por Rivers & Scott en 1935 y por Traub, en el mismo afo.

Entre 1956 y 1963, se aislaron, en el continente americano, tres virus, denominados
Tacaribe (Trinidad), Junin (Argentina) y Machupo (Bolivia) que pronto demostraron compartir
caracteristicas serologicas y morfolégicas entre si (Mettler et al., 1963).

Inicialmente, el criterio para la clasificacion de estos virus dentro de un grupo fue
unicamente epidemiolégico. 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 asi por arthropod-borne-viruses, incluye virus de varias
familias (entre ellas las familias Reoviridae, Flaviviridae, Togaviridae, Bunyaviridae y
Rabdoviridae) y se replican dentro de artropodos hematéfagos, transmitiéndose a sus
hospedadores vertebrados mediante picaduras. No obstante, nunca pudo probarse que los
acaros fueran vectores de las enfermedades producidas por los virus antes mencionados y
se supone que la deteccion inicial fue casual y debida a los habitos hematofagos de los
artropodos ensayados.

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

Desde la descripcion del virus LCM, se han ido descubriendo varios arenavirus,
especialmente en América, en un promedio de aproximadamente uno cada tres o cuatro
afnos, por lo que su nimero esta en permanente aumento. Actualmente, la familia esta
compuesta por 19 miembros reconocidos por el Comité Internacional para la Taxonomia
Viral (ICTV, International Committee for the Taxonomy of Viruses, Clegg et al., 2000).

El nombre de la familia (del latin arenosus) deriva del aspecto arenoso o granuloso
que presentan los viriones al ser observados con el microscopio electronico y esto esta
directamente asociado con los ribosomas presentes en el interior de los mismos.
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Los arenavirus causan infecciones crénicas en roedores de Europa, Africa y América.
Los animales con infecciones crénicas asintomaticas se mueven libremente en su habitat
natural y pueden invadir los ambitos 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 hemorragicas, en algunos casos severas, mientras que otros
son aparentemente no patégenos o raramente infectan al hombre.

En base al analisis filogenético del RNA viral, a la reactividad serolégica cruzada y al
sitio geografico de aislamiento, los arenavirus fueron clasificados en dos grandes grupos. La
division 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) (WuIff et al., 1978; Buchmeier et al., 1995). El criterio para esta agrupacioén fue
confirmado a partir de los datos obtenidos con el uso de anticuerpos monoclonales (Ruo et
al., 1991) y de la biologia molecular (Buchmeier y Oldstone, 1981; Compans et al., 1981,
Compans y Bishop, 1985; Ghiringhelli et al., 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
s6lo 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), Junin (JUN), Latino (LAT), Machupo (MAC), Oliveros (OLV), Parana
(PAR), Pichindé (PIC), Pirital (PIR), Sabia (SAB), Tacaribe (TCR), Tamiami (TAM) y
Whitewater Arroyo (WWA) (Clegg et al., 2000). Mas recientemente, los analisis filogenéticos
realizados con un segmento de la proteina N (nucleocapside) han permitido agrupar a los
arenavirus del Nuevo Mundo en tres linajes (Bowen et al., 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
mayoria de los casos. Este virus ha sido una herramienta de suma importancia en el
descubrimiento de los mecanismos inmunoldgicos relacionados con la infeccidbn por
arenavirus (Oldstone, 1987ay 1987b).

Ademas de LCM, los virus Lassa, Machupo, Junin y Guanarito son patégenos para
los humanos, produciendo la fiebre de Lassa, la fiebre hemorragica boliviana (FHB), la fiebre
hemorragica Argentina (FHA) y la fiebre hemorragica venezolana (FHV), respectivamente
(Monath, 1975; Mackenzie, 1965; Peters et al. 1974, McCormick, 1990; Salas et al., 1991).
Todas ellas producen fiebres hemorragicas severas, con caracteristicas endemo-
epidémicas. La fisiopatologia de las enfermedades producidas por los virus Junin y
Machupo son muy similares y, aunque aun no ha sido extensamente estudiada, la FHV
también posee una sintomatologia similar. El virus Sabia también produce una fiebre
hemorragica en humanos, pero el numero 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 infeccion
humana severa (CDC, 2000a).

El virus LCM es el Unico arenavirus de distribucion cosmopolita, mientras que el resto
de los arenavirus estan restringidos geograficamente, donde constituyen endemias. De
hecho, el virus LCM ha sido aislado también en el area endémica de la FHA (Maiztegui et
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al., 1972; Sabattini, 1977). Recientemente, en el area 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 aun no se ha descartado que sea una variedad del virus
Oliveros. Un tercer aislamiento, denominado Rio Carcarana, ha sido caracterizado en
nuestro laboratorio y en el presente trabajo se plantea la posibilidad de que sea un
recombinante natural entre los virus Junin y Oliveros.

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

ECOLOGIA Y EPIDEMIOLOGIA DE ARENAVIRUS

Los arenavirus se mantienen en la naturaleza debido a su capacidad de establecer
infecciones crénicas 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 frugivoros (Artibeus spp.), pero los intentos posteriores de recuperarlo a partir
de murciélagos o de algin otro hospedador potencial fueron infructuosos. A pesar de
aislamientos ocasionales de virus, no fue posible implicar a ningun artrépodo ni a ningin
otro intermediario. La mayoria de los virus producen una infeccién persistente,
frecuentemente asintomatica en los hospedadores reservonos, que presentan una viremia y
viruria cronica.

Es interesante notar que la distribucion geografica de los arenavirus se superpone total
o parcialmente con las areas de distribucién de los hospedadores primarios y es probable
que éste sea un factor determinante en la co-evolucién de los mismos. Debido a esto, se
supone que la diseminacion de un arenavirus ocurriria en paralelo con la dispersion
geografica de su hospedador. Probablemente no existan limites precisos para las areas
endémicas, salvo debido a la existencia de barreras geograficas importantes que limiten la
distribucién del reservorio natural.

La epidemiologia de las enfermedades producidas por los arenavirus depende de los
factores de infeccion en los hospedadores reservorio y en los factores que conducen al
hombre a entrar en contacto con los roedores que estan 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 titulos virales en casi todos los érganos y en
los fluidos corporales como la sangre y, en particular, la saliva del animal. En la mayoria de
los arenavirus, los roedores presentan infecciones crdnicas inaparentes, con eliminacion
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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 transmisién interhumana es rara, excepto para el virus Lassa. Se han registrado
algunas dispersiones intrahospitalarias a través de aerosoles en los virus Lassa, Machupo y
Junin. En algunos casos se piensa que puede existir transmision viral a través del contacto
sexual con individuos convalecientes (Frame et al., 1970).

Infecciones agudas en animales de laboratorio inoculados (como cobayos o monos)
pueden resultar en la liberacion 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
hemorragicas han sido definidos por el CDC como patdgenos de clase A, han sido listados
como patégenos de nivel de bioseguridad 4 y deben ser manipulados en laboratorios BSL4
(Biosafety Level 4) (CDC, 2000). También se han informado infecciones asintomaticas con
el virus Pichindé.

Las infecciones experimentales en animales de laboratorio (ratén, hamster, cobayo,
ratas, monos rhesus y titi) varian con las especies animales y los virus. En general, los virus
del Nuevo Mundo son patdgenos 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 mamiferos en cultivo.

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

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

La densidad de las poblaciones de Calomys fluctia ciclicamente en funciéon de la
proporcidén de virus que exista en el medio ambiente y que favorecen la generaciéon de
roedores de tipo A o tipo B. La relativa infertilidad de los roedores de tipo A infectados
cronicamente se traduce en una progresiva disminucién de este genotipo en la poblacion v,
consecuentemente, de la proporcion de virus existente en el medio ambiente.
Probablemente, los Calomys de tipo A poseen alguna ventaja competitiva sobre los de tipo
B en ausencia del virus Machupo, lo cual lleva a la recuperacién de la poblacion con este
genotipo y posibilita el comienzo de un nuevo ciclo (Johnson et al., 1965; Justines y
Johnson, 1969; Johnson et al., 1973; Peters et al.,, 1974, Webb et al., 1975; Murphy vy
Walker, 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.
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CAPITULO 3

BIOLOGIA DE LOS ARENAVIRUS

CARACTERISTICAS DE LOS VIRIONES

ULTRAESTRUCTURA

Los arenavirus son virus envueltos con genoma segmentado. Las particulas virales
son de forma variable, con un diametro aproximado de 50 a los 300 nm (Figura 3.1), siendo
las de pequefno y mediano tamafno generalmente esféricas, mientras que las mas grandes
son pleomérficas (Dalton et al., 1968; Murphy et al., 1970; Rowe et al., 1970b). En el caso
del virus Junin, los viriones son redondos u ovales con un diametro promedio de 110-130
nm (Lascano & Berria, 1970 y 1974). A partir de datos obtenidos mediante experimentos de
ultracentrifugacion se ha calculado un coeficiente de sedimentacion de aproximadamente
500 S para la particula viral de varios arenavirus.

T RO

R4

Figura 3.1

Micrografia electronica de Arenavirus.

a) Seccion mostrando viriones de LCM brotando en la superficie de células BHK-21. Se
observan particulas virales de 110 nm de didmetro conteniendo numerosos granulos
electrodensos de 20 nm de diametro. b) y c) Detalles de los viriones. Las flechas sefialan
a las glicoproteinas de membrana en forma de espiculas. (El aumento en b es de
167.100X y en ¢ de 232.750X, la barra representa 100 nm). Tomado de Burns &
Buchmeier, 1993.

Para el virus Junin suficientemente purificado, la densidad de flotacion en CsCl fue
calculada en 1,20 g/ml (Romanowski, 1981). Otros autores han obtenido valores ligeramente
diferentes, dependiendo del estado de purificacién de los viriones y de la composicion de la
solucién utilizada durante la centrifugacion (Martinez Segovia y Diaz, 1968; Help et al.,
1970).

En las microfotografias electrénicas, 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 espiculas aparecen dispuestas de manera dispersa en la envoltura
membranosa y, cuando se observan preparaciones por tincién 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 estan presentes en cantidad
variable, como granulos electrodensos de 20-25 nm de diametro (Figura 3.1). Su origen
celular fue demostrado tanto por métodos genéticos como bioquimicos (Pedersen, 1970,
1971 y 1973; Pedersen y Konigshofer, 1976; Carter et al., 1973, Farber y Rawls, 1975; Afidn
et al., 1976; Vezza et al., 1977, 1978) y su funcionalidad fue demostrada en sistemas de
traduccion in vitro (Chinault et al., 1981; Giménez y Compans, 1980; Buchmeier et al., 1981).

El significado y la posible funcién de los ribosomas en las particulas virales es
desconocida. Ha sido posible preparar particulas 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 brotacién debido a la
falta de especificidad en el proceso.

ESTRUCTURA DE LAS NUCLEOCAPSIDES

Ademas de la presencia de los ribosomas, es muy dificil observar otros detalles
estructurales internos en las particulas virales intactas. Sin embargo, con el tratamiento de
los viriones con detergentes no idnicos se logra la ruptura de la envoltura viral y se pueden
liberar las nucleocapsides. Estas son complejos de ribonucleoproteinas y estan compuestas
principalmente por la proteina N asociada a las moléculas de RNA genémicos S y L, lo que
explica los dos tamafos predominantes (Compans, 1993). Los RNAs virales se encuentran
asociados también con las proteinas L y Z, aunque en menor proporcion que con la proteina
N.

Las nucleocapsides purificadas por centrifugacién en gradientes de CsCl pueden ser
observadas por microscopia electrénica (Young y Howard, 1983). En estas preparaciones,
aparecen como estructuras circulares cerradas de dos tamanos predominantes,
aproximadamente 640 nm y 1300 nm de longitud que se correlacionarian con los tamarnos
de ambos RNA virales (Vezza et al., 1977; Figura 3.2). Las formas circulares aparentes que
adoptan las nucleocapsides se atribuyen a la presencia de secuencias complementarias en
los extremos 5' y 3' de ambos RNA gendémicos (Young y Howard, 1983; Auperin et al.,
1984b; Romanowski et al., 1985; Bishop y Auperin, 1987).

ESTRUCTURA MOLECULAR

La particula viral posee una envoltura lipoproteica de origen celular adquirida durante
la brotacién de las células infectadas, arrastrando parte del citoplasma adyacente.
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Figura 3.2

Nucleocapsides del virus Tacaribe.

Micrografia electronica obtenida a partir de nucleocépsides purificadas en un gradiente
de CsCl (Palmer et al., 1977). En el recuadro se muestra una de las estructuras
circulares cerradas (110.000X).

Las espiculas de la envoltura viral estan formadas por los polipéptidos G1 y G2,
originados por el clivaje proteolitico del precursor de las glicoproteinas de la envoltura, GPC
(De Mitri y Martinez Segovia, 1985). Las moléculas del polipéptido G1 forman tetrameros
globulares en el exterior del viriobn mientras que los tetrameros del polipéptido G2 atraviesan
la bicapa lipidica (Figura 3.3a y b). El dominio N-terminal de G2 se encuentra en el exterior
del virién y el C-terminal en su interior. Ademas, esta proteina tetramérica transmembrana
(G2) se conecta en el exterior del viribn por enlaces no covalentes con los tetrameros
globulares (G1) y en el interior con las nucleocapsides virales (Figura 3.3b). De esta manera,
G1 y G2 constituirian las tipicas espiculas observadas por microscopia electrénica en la
cubierta viral.

Localizadas en el interior del virion se encuentran las otras proteinas del arenavirus.
La proteina mayoritaria N, estd asociada a los RNAs virales y forma las nucleocapsides
(Martinez Segovia y de Mitri, 1977; Gard et al., 1977; Grau et al., 1981; Romanowski, 1981;
Gonzalez et al, 1983; Clegg y Lloyd, 1983). Ademas, se encuentran, en cantidades
minoritarias, otras dos proteinas, la RNA polimerasa (replicasa), llamada proteina L y una
proteina pequefia denominada Z por contener motivos estructurales del tipo RING finger.
Junto con estas proteinas, son encapsidadas dentro de la particula viral algunas
ribonucleoproteinas celulares como los ribosomas antes mencionados.
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bicapa

N-RNA L

RNA polimerasa

Figura 3.3

Esquema de una particula viral de arenavirus.

a) Las particulas de los arenavirus son pleomorficas, envueltas en una bicapa
lipoproteica, con las glicoproteinas virales (G1 y G2) asociadas a la misma y
componentes internos que incluyen dos nucleocapsides circulares de aspecto de
cuentas de collar y ribosomas. Las nucleocapsides estan constituidas por RNA(So L)y
proteinas, una mayoritaria (N) y otras minoritarias (L y Z) (Bishop, 1990). b) Modelo de la
interaccion entre los componentes mayoritarios del virion. G2 forma un complejo
tetramérico, que posee tres dominios. El dominio transmembrana de unos 18
aminoacidos, conecta el dominio C-terminal interno (asociado con la nucleocapside) con
el dominio N-ternimal externo que forma un bastén asociado con un complejo tetramérico
de G1 mediante interacciones iénicas (Burns & Buchmeier, 1993).

ESTRUCTURA Y PROPIEDADES DEL GENOMA
GENOMA VIRAL

Los Arenavirus poseen un genoma segmentado, formado por dos tipos de RNA de
cadena simple. Estas especies de RNA presentan tamanos diferentes. EI RNA menor
(denominado S, small), tiene unos 3400 nucleétidos de longitud y un coeficiente de
sedimentacién de 22 a 25 S, mientras que el mayor (denominado L, /arge) posee unos 7200
nucleédtidos, con un coeficiente de 31 a 37 S. Por lo tanto, la capacidad génica codificante
potencial es de unos 11.000 nucleétidos (Martinez Segovia y Grazioli, 1969; Anf6n 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., 1984ay b;
Romanowski et al., 1985; Romanowski y Bishop, 1985; Bishop y Auperin, 1987; Franze-
Fernandez et al., 1987, lapalucci et al, 1989a, 1989b; Salvato et al., 1989; Salvato y
Shimomaye, 1989; Zhang et al., 2001; Vieth et al., 2004). La secuencia nucleotidica
completa del RNA S fue determinada, ademas, para los virus Junin (Ghiringhelli et al., 1989;
Ghiringhelli et al., 1991; Ghiringhelli et al., 1997), Mopeia (Wilson et al., 1991) Oliveros
(Bowen, et al., 1996a), Allpahuayo (Moncayo et al., 2001), Machupo, Sabia, Guanarito,
Cupixi, Amapari, Whitewater Arroyo, Tamiami, Bear Canyon, Pirital, Flexal, Parana y Latino

(Charrel et al. 2002).
12



Diego M. Posik Capitulo 3 - Biologia de los arenavirus

En todos los arenavirus estudiados, se ha observado que los RNAs no se hallan en
cantidades equimolares, encontrandose un exceso relativo de moléculas de RNA S con
respecto a la del RNA L. Sin embargo, para ser infectivas, las particulas virales deben
poseer al menos una molécula de cada tipo de RNA. Esta diferencia en las cantidades
relativas podria deberse a un mecanismo de empaquetamiento poco preciso que permite
empaquetar en los viriones un nimero variable de ribosomas, como también permite la
formaciéon de particulas genéticamente diploides, al menos para el RNA S (Romanowski y
Bishop, 1983).

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

Como ya se ha dicho, estos ribosomas no parecen tener funcion alguna en el ciclo
replicativo viral y su presencia dentro de los virus podria deberse a un sistema de
encapsidacion y brotacién poco especifico. Efectivamente, los arenavirus son capaces de
encapsidar también algunas de las especies de RNAs utilizadas como intermediarios en la
replicacion viral, tales como la forma antigendémica del RNA S, aunque su proporcién no
supera al 5% de la masa del RNA S gendmico. Ademas, en algunas preparaciones de
Pichindé, se ha detectado por Northern Blot un RNA 15S, que segun algunos autores
(Farber y Rawls, 1975; Dutko et al., 1976; Auperin et al., 1984a; Bishop, 1990), seria el
mRNA de la proteina 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
caracterizacion del mismo permiti6 comprobar que corresponde al mMRNA transcripto del gen
Z. Es probable que este RNA se encuentre asociado a los ribosomas en la particula viral y
pueda ser traducido en una etapa muy temprana de la replicacion del virus en una célula
infectada (lapalucci et al., 1989a; Salvato 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 proteinas. En ambos
casos, los mismos estan 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 (negative y
positive sense). La doble polaridad es una estrategia de codificacion que también presentan
algunos géneros de bunyavirus, una familia muy relacionada en este aspecto con los
arenavirus (Elliot, 1990).

ESTRATEGIA DE CODIFICACION

Cada uno de los RNAs genémicos S y L, posee dos marcos de lectura no solapados,

con orientaciones opuestas, que codifican para distintas proteinas (Vezza et al., 1978,
Leung et al., 1979 y 1981, Harnish et al., 1983). EIl RNA S codifica para la proteina de la
nucleocapside, N (polaridad antigenémica) y el precursor de las glicoproteinas externas,
GPC (polaridad gendémica), que es procesado proteoliticamente durante el ciclo replicativo
13
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viral, para producir las dos glicoproteinas de la envoltura del virion, G1 y G2 (Auperin et al.,
1984b; Romanowski et al., 1985; Auperin et al., 1986; Franze-Fernandez et al., 1987; Wilson
y Clegg, 1991; Ghiringhelli et al., 1991). EIl RNA L contiene la informacion para la RNA
polimerasa (replicasa) viral, L (polaridad antigendémica, lapalucci et al., 1989a; Salvato et al.,
1989) y una proteina denominada Z por contener estructuras del tipo RING finger sin funcién
biolégica asignada hasta el momento (polaridad genémica, lapalucci et al., 1989b; Salvato y
Shimomaye, 1989). Los genes se hallan separados por una regién no codificante que
contiene secuencias autocomplementarias (Figura 3.4). Esta caracteristica les confiere la
potencialidad de formar una estructura secundaria muy estable, compuesta por una o dos
horquillas, segun el virus, denominadas stem-loops (Romanowski, 1993; Salvato, 1993). De
esta manera, casi toda la capacidad codificante de los RNAs virales esta aprovechada,
presentando solamente secuencias no codificantes relativamente cortas en los extremos 3’y
5'y en la regién intergénica (Figura 3.4).

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

GPC

88

1628

o

WL U

N

Figura 3.4

Organizacion molecular en el RNA S del virus Junin.

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 region intergénica se muestran las
estructuras en horquilla. Las estructuras no estan dibujadas en escala (Romanowski,
1993).

Otra caracteristica comun 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. Asi, cuando se analiza la complementariedad en los extremos de los RNAs
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genoémicos, es posible formar complejos intramoleculares de tipo panhandle (Salvato et al.,
1989) que son consistentes con la conformacioén circular que presentan las nucleocapsides
observadas por microscopia electronica (Young et al, 1983). Cuando se analizan
secuencias particulares, se observa que la complementariedad entre los extremos §' y 3’ de
los RNAs S y L se extiende mas alla de la secuencia consenso en todos los arenavirus y, de
acuerdo a las energias libres calculadas, su formacién es altamente probable. La formacion
de esta estructura durante la replicacion del virus en la célula infectada podria ser la senal
que marca el comienzo de la encapsidacion viral.

MECANICA DE LA TRANSCRIPCION/REPLICACION

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

Si bien no se conocen con precision 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 deberan producirse durante la infecciéon, entre los que se incluyen: la
replicacion del genoma viral, la transcripcion y traduccion de las proteinas virales, el
ensamblado de las nucleocapsides y, finalmente, la brotacién de la particula viral. Por otra
parte, la interaccion del virus con la célula hospedadora puede derivar en una infeccion
persistente o litica, dependiendo de |a linea celular (lapalucci, 1994).

Los mRNAs de las proteinas N y L son transcriptos utilizando como molde la regién 3'
de los RNAs virales S o L respectivamente (de polaridad negativa). En cambio, dado que la
regién 5’ viral es de polaridad positiva, los mMRNAs de GPC y Z son transcriptos utilizando
como molde la region 3’ del RNA viral complementario (antigendmico) S o L,
respectivamente. El RNA viral complementario (antigenémico) de longitud completa es un
intermediario obligado en la replicacién (Figura 3.5). Hasta el presente no se ha podido
demostrar que los genes codificados en la region &' de los RNAs virales, genémicos o
antigenémicos 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 regién intergénica no codificante tiene como caracteristica la capacidad de formar
una estructura secundaria muy estable en forma de horquilla (stem loop) cuya funcién seria
la de actuar como terminador de la transcripcion (Romanowski et al., 1985; Franze
Fernandez 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 Junin, Tacaribe y Mopeia (Southern, 1996). Los
mecanismos de transcripciéon y replicacion viral que se encuentran esquematizados en la
Figura 3.5 han sido estudiados con mayor detalle para el RNA S. Se supone que el RNA L
sigue una estrategia similar.
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RNA S genomico (V)
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Figura 3.5

Estrategia de transcripcién/replicacién del RNA S de los arenavirus.

El esquema muestra la codificacién ambisense en el RNA S del virus Junin. El gen GPC
(flecha negra) esta codificado en sentido gendémico y el gen N (flecha blanca) en sentido
antigenémico. Las especies de RNA con polaridad genémica o viral se indica como V y
las de polaridad antigenémica o viral complementario como VC. También, se muestran
los mRNAs subgenomicos y se indica la direccion de traduccion por los extremos de
flecha. Las flechas curvadas indican explicitamente, las relaciones entre las diferentes
especies de RNA,

Tanto la transcripcidn como la replicacién estan confinadas al citoplasma de la célula
infectada aunque la informacién acerca de la existencia de un componente nuclear que
pudiera facilitar la replicacién de los arenavirus es aun contradictoria. El nlcleo podria ser
requerido para suministrar los mRNAs celulares provistos de cap que actuarian como
primers en la transcripcién y/o la membrana nuclear podria ser el soporte estructural de la
replicacién y transcripcion (Southern, 1996).

Una vez que el virus infecta a una célula, la RNA polimerasa que ingresa con las
nucleocapsides comienza la transcripcion de la regién 3'. Cuando la polimerasa alcanza las
estructuras intergénicas en horquilla se disocia del RNA molde, dando origen a una especie
subgendmica que es el mMRNA de la proteina N.

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

Los anélisis de secuencias de los RNAs L y S gendmicos y antigendmicos del virus
LCM, revelaron una gran heterogeneidad en los extremos S’ y 3’ con bases no codificadas
agregadas. También en los extremos, se observé un patrén caracteristico de deleciones
cortas, generadas y acumuladas durante la infeccion natural (Meyer & Southern, 1994 y
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1997). Estas moléculas de RNA gendémico podrian cumplir un papel importante en la
determinacion de la persistencia viral (Meyer & Southern, 1997).

El extremo 3" de los mMRNAs de N, en los virus Tacaribe (lapalucci et al., 1991) y Junin
(Rivera Pomar et al., 1993), contiene la copia de la primera estructura en horquilla de la
region intergénica que encuentra la RNA polimerasa en la direccion de la transcripcion. Si la
RNA polimerasa no se detiene en la region intergénica, el resultado es una copia completa
del RNA S. Esta nueva especie, de secuencia antigenémica, sirve como molde para la
transcripcién de las dos especies de RNA S de secuencia gendmica: el mMRNA de la proteina
GPC y el RNA S gendmico viral de longitud completa.

Por ofra parte, si la sintesis proteica se encuentra inhibida, el mMRNA de N es la unica
especie que puede ser sintetizada, producto de la transcripcion del RNA S (Franze
Fernandez et al., 1987). La aparicion de las otras especies de RNA virales es dependiente
de la sintesis proteica, lo cual implica necesariamente que el mecanismo de antiterminacién
de la transcripcién del RNA S depende de la sintesis proteica. Este efecto de antiterminacion
podria ser llevado a cabo por la proteina N, alguna otra proteina viral o algin polipéptido
celular con una alta velocidad de recambio. Experimentos recientes en los que se estudiaron
los eventos tempranos de la replicacion y transcripcion del RNA S del virus Junin (Lee et al.,
2000; Tortorici et al., 2001) indican que una de las principales responsables de la accion
antiterminadora in vivo es la proteina N.

PROTEINAS VIRALES

En las particulas virales purificadas de los distintos arenavirus sobre los cuales se ha
trabajado hasta el momento, se han detectado tres proteinas mayoritarias. Estas son la
proteina de la nucleocapside viral, N y las glicoproteinas estructurales G1 y G2, originadas a
partir del precursor de las glicoproteinas, GPC (Ramos et al., 1972; Gard et al, 1977,
Martinez Segovia y De Mitri, 1977; Vezza et al., 1977; Buchmeier et al., 1977, 1978, 1981,
Buchmeier y Oldstone, 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 proteinas
estructurales mas importantes del virion.

Ademas, se han identificado otras dos proteinas, la proteina L (identificada como la
RNA polimerasa RNA dependiente o replicasa) y Z (una proteina que une zinc) que
finalmente resultan encapsidadas en proporcion variable dentro de la particula viral
(lapalucci et al., 1989 a y b; Salvato y Shimomaye, 1989).

PROTEINA DE LA NUCLEOCAPSIDE (N)

La proteina N es el constituyente principal de la nucleocapside y es la mas abundante
del viriébn, representando un 70% de la masa proteica viral. En el virus Pichindé se ha
estimado que hay unas 1500 moléculas de proteina N por viridbn (Vezza et al., 1977), la
mayor parte de las cuales esta asociada a los RNAs virales, por lo cual es indudable que la
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funcion principal de la proteina N es netamente estructural. El conocimiento de las
secuencias aminoacidicas de diferentes proteinas N permite estimar una longitud promedio
de 564 aminoacidos y un peso molecular promedio de aproximadamente 63 kDa. Ademas,
permiti6 reconocer la presencia de varios sitios potenciales de N-glicosilacion y de
fosforilacion asi como probables dominios de uniébn a RNA. La responsabilidad o
participacion de la proteina N en otra u otras funciones virales no es muy clara hasta el
momento.

El ensayo de fijacion de complemento fue utilizado para establecer relaciones entre los
distintos arenavirus (Rowe 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 fijacién de complemento estaba
asociada con una fraccién soluble obtenida a partir de células infectadas con LCM.
Posteriormente, Buchmeier et al. (1977) y De Mitri y Martinez Segovia (1980) demostraron
que la proteina N o productos de menor peso molecular, supuestamente generados por
protedlisis intracelular, son los antigenos responsables de la fijacién de complemento.

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

Ademas, se ha descripto la existencia de al menos un epitope de N en la superficie del
viriéon de LCM, asi como en la superficie de células infectadas (Bruns et al., 1986; Zeller et
al., 1986 y 1988). Esta observacién estd soportada, en teoria, por el hecho de que N
presenta regiones hidrofébicas que podrian anclarla en la membrana celular. La proteina N
ha sido localizada en el citoplasma de las células infectadas ya sea por inmunomicroscopia
optica o electronica. Young et al. (1987) describieron que la proteina N estaba presente en
el nacleo de las células infectadas con Pichindé, aspecto no demostrado en los demas
arenavirus.

Hay algunos indicios de modificaciones postraduccionales en la proteina N pero la
forma no modificada es la especie mas abundante. Un analisis detallado de las secuencias
aminoacidicas de las proteinas N permite reconocer la presencia de varios sitios potenciales
de N-glicosilaciéon y de fosforilacion por proteinquinasas, caseinquinasas y tirosinquinasas.
Todos los estudios sobre proteinas virales glicosiladas demuestran que estos sitios
potenciales en la proteina N no son utilizados in vivo.

Al menos en LCM, Tacaribe y Pichindé, se ha detectado una forma fosforilada de la
proteina a tiempos largos en infecciones agudas y en mayor abundancia en células
persistentemente infectadas. Esto sugiere que la fosforilacion de N podria estar involucrada
en la atenuacion de la expresidn génica viral que marca la progresion desde una infeccién
aguda a una persistente (Boersma y Compans, 1985; Bruns et al, 1986 y 1988). Esta
fosforilacion depende de una actividad de proteinquinasa asociada al virion que utiliza como
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sustrato a la proteina N (Howard y Buchmeier, 1983). Esta actividad aun no ha sido
asignada a ninguna proteina del virion.

En experimentos recientes se estudiaron los eventos tempranos de la replicacion y
transcripcion del RNA S del virus Junin. Los resultados experimentales indican que la
proteina N es la principal responsable de la acciéon antiterminadora in vivo (Tortorici et al.,
2001). Estos datos estan fuertemente apoyados por el hallazgo de Lee et al. (2000) que
confirma que la proteina N junto con la proteina L, constituyen los factores minimos
requeridos en trans para la sintesis de RNA mediada por la polimerasa del virus LCM.

PRECURSOR DE LAS GLICOPROTEINAS (GPC)

Las glicoproteinas G1 (45 a 48 kDa) y G2 (36-38 kDa) se generan por el
procesamiento proteolitico del precursor GPC (70-80 kDa). El conocimiento de la secuencia
aminoacidica de varios precursores de las glicoproteinas permiti6 estimar una longitud
promedio de 494 aminoacidos y un peso molecular promedio aproximado de 56 kDa en su
forma no glicosilada. Este precursor esta constituido por tres regiones: un péptido senal y las
glicoproteinas G1y G2.

La sintesis de la proteina GPC ocurre en polirribosomas asociados a la membrana del
reticulo endoplasmico rugoso, como sucede en otros virus envueltos (Stephens y Compans,
1988). El procesamiento de éste ocurre en dos etapas (Burns & Buchmeier, 1993). El
péptido sefal es procesado en el reticulo endoplasmico, probablemente por la accién de la
peptidasa senal celular, antes de que la glicoproteina 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 proteolitico en los virus Lassa y LCM de una proteasa subtilasa SKiI-
1/S1P (Lenz et al., 2001; Beyer et al., 2003), enzima involucrada en el metabolismo del
colesterol. De esta forma se producen las proteinas G1 y G2, con 5 y 2 oligosacaridos
complejos, respectivamente, unidos a asparagina (Wrigth et al., 1990). EI movimiento final
de las glicoproteinas hacia la membrana plasmatica es mediado por un proceso de
transporte vesicular. Recientemente, York et al. (2004) determinaron que el péptido senal se
miristoila, forma parte de la estructura de las espiculas y es necesario para la actividad
fusogénica dependiente del pH que posee el complejo de glicoproteinas maduro.

El uso de anticuerpos monoclonales en el mapeo de epitopes y la microsecuenciacion
de las glicoproteinas de LCM, han permitido establecer que G1 proviene de la regiéon amino
terminal del precursor (Buchmeier et al., 1987; Burns et al., 1990). Esta proteina parece ser
la responsable principal de la reactividad inmunoldgica especifica de cada virus. Ademas, tal
como se desprende del andlisis de secuencias aminoacidicas, es la region mas variable de
las glicoproteinas. En cambio, la proteina G2, formada a partir de la mitad carboxilo terminal,
es mas conservada y muestra reactividad inmunolégica cruzada.

Las glicoproteinas G1 y G2, se hallan en cantidades equimolares en el virion y son
proteinas de superficie, observables al microscopio electrénico como espiculas claviformes
de 5 a 10 nm. G1 es una proteina periférica, mientras que G2 es una proteina integral de
membrana. Burns & Buchmeier (1991) propusieron el siguiente modelo para la estructura de
las tipicas espiculas observadas por microscopia electronica en la cubierta del virus LCM: la
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proteina G1 formaria tetrameros globulares asociandose no covalentemente con tetrameros
de la proteina G2. La proteina G2 en el interior del viribn se conectaria con la nucleocapside
viral y como se mencionb anteriormente, las evidencias experimentales indican que la
glicoproteina G1 mediaria la interaccién con el receptor celular (Figura 3.3; Borrow &
Oldstone, 1994; Cao et al., 1998).

RNA POLIMERASA VIRAL (L)

La proteina L es un polipéptido no glicosilado con una longitud promedio de 2200
aminoacidos 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 (replicasa) analoga
a la proteina L de rhabdovirus y paramyxovirus.

Esta proteina se halla asociada a la nucleocapside viral formando un complejo
ribonucleoproteico. Como ya se menciond, Lee et al. (2000) mostraron que esta proteina,
junto a la proteina de nucleocapside, constituyen los factores minimos necesarios (que
actian en trans) para permitir la sintesis de RNA.

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

Asi, la replicasa del virus de la estomatitis vesicular (VSV) presenta mayor homologia
con la proteina N del virus LCM que con la replicasa misma. Otro aspecto destacable es la
escasa homologia (identidad y cambios conservativos) que se encuentra cuando se
efectian alineamientos, muitiples o de a pares, de las secuencias nucleotidicas o
aminoacidicas entre las RNA polimerasas de los arenavirus.

PROTEINA Z

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

Se ha sugerido que la proteina Z es un componente estructural de las nucleocapsides
(Salvato et al., 1992) y que actia como cofactor en la replicacién viral y/o la transcripcion
(Garcin et al., 1993). Sin embargo, Lee et al. (2000) demostraron que mientras que las
proteinas N y L constituyen los factores minimos necesarios para que exista sintesis de
RNA, la proteina Z tendria un efecto inhibitorio en la replicaciéon y transcripcién de los
minigenomas construidos artificialmente del virus LCM.

Esta aparente discrepancia posiblemente se deba a diferencias en las funciones de la
proteina Z de los virus Tacaribe y LCM. También es posible que los anticuerpos anti-
proteina Z de Tacaribe usados en los estudios pudieran afectar a factores celulares
requeridos para la sintesis de RNA. Por otra parte, como la proteina Z es un componente
estructural del virién, la eliminacion con anticuerpos de proteina Z podria causar también la
eliminacién de la proteina N. Sin embargo, cuando al virus LCM se lo trata con detergentes
no iénicos, la proteina Z particiona en la fase hidrofébica en lugar de permanecer asociada a
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la nucleocapside viral. Este hallazgo llevd a proponer que la proteina Z de los arenavirus
seria la contraparte de las proteinas de matriz halladas en otros virus RNA negativos (Lee y
de la Torre, 2002; Eichler et al., 2004).

Por otro lado, Borden et al. (1998) mostraron que la proteina Z interactua con la
fraccion nuclear de la proteina PO ribosomal y relocaliza los cuerpos nucleares denominados
(PML) al citoplasma. Estos datos motivaron estudios para tratar de determinar si la proteina
Z podria tener algin efecto en la traduccién celular.

Los resultados publicados por Campbell-Dwyer et al. (2000) demostraron que la
proteina Z del virus LCM inhibe la sintesis de proteinas a través de interacciones con la
maquinaria de traduccion celular. Esta accién de la proteina Z es dependiente de la
integridad de su motivo RING finger y podria explicar la disminucién del crecimiento
observado en las células infectadas. Ademas, quizas representa una estrategia viral para
establecer la infeccién cronica (Campbell-Dwyer et al. 2000).

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

PATOGENESIS VIRAL
INFECCION

El ciclo de infeccion viral comienza con la unién de los viriones a la membrana de la
célula blanco. Esta unién depende de la interaccion entre las proteinas de la superficie del
virion y una proteina de la membrana plasmatica que actia como receptor viral. La segunda
etapa es el ingreso del virus dentro de la célula ocurre por un proceso de fusion de
membranas (Chopin y Scheid, 1980; Marsh y Helenius, 1989; Helenius et al., 1989).

Ese ha descripto que el virus LCM penetra a la célula blanco a través de un
mecanismo de endocitosis mediada por receptor y fusion dependiente de pH (Borrow y
Oldstone, 1994). En este sistema, la glicoproteina G1 es la unica responsable de la
interaccién inicial. Recientemente, se identific6 a la proteina periférica de membrana
denominada a-dystroglycano como el receptor celular de los virus LCM y Lassa, (Cao et al.,
1998). Esta proteina esta codificada por un unico gen y se procesa para dar origen a dos
cadenas a y 3 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 vesiculas de paredes lisas y
no asociadas con clatrina o microfilamentos. Posteriormente, la progresiva acidificacion del
endosoma que contiene al virién hace que a pH 5,3-5,5 (endosoma tardio) se produzca la
fusion de la envoltura viral con la membrana endosomal, un cambio de conformacion
irreversible en G1 que lleva a la disociaciéon del complejo G1-G2, la formacién de un poro (Di
Simone et al.,1994; Di Simone y Buchmeier, 1995) y la liberacién de las nucleocapsides y
las proteinas asociadas (Z y L) al interior de la célula. Posteriormente, se produce la
disociaciéon del complejo proteina N-RNA y se inicia una serie de eventos en la célula
infectada que incluye: |a transcripcién de los genes virales, la traduccién de los mRNAs y la
replicacibn del RNA gendmico. Estos llevan, finalmente, al ensamblado de Ilas
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nucleocapsides, a la encapsidacion (mecanismo del cual se conoce poco) y la brotacién de
los nuevos virus.

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

Es posible que las glicoproteinas G1 (externa) y G2 (transmembrana) se dispongan
en la membrana plasmatica en grupos (rafts), excluyendo a las proteinas de membrana
celulares (York et al., 2004). Las nucleocapsides podrian interactuar con el dominio
citoplasmico de G2, con (Salvato et al., 1992) o sin (Bruns et al., 1986) la intervencion de la
proteina Z. Una vez concretadas estas interacciones moleculares, se produce la brotacion
de las particulas virales a nivel de la membrana plasmatica de la célula infectada, que es la
Unica etapa de la morfogénesis viral que ha sido observada por microscopia electrénica
(Figura 3.1; Dalton et al., 1968; Murphy et al., 1970).

PARTICULAS DEFECTIVAS E INTERFERENCIA VIRAL

Las infecciones virales, en animales o en células en cultivo, normalmente, se
caracterizan por la generacién de una proporcién variable de la progenie con algun tipo de
alteracion en su genoma que afectan a una o mas de las funciones necesarias para su
replicacién autbnoma. Las modificaciones van desde un simple cambio en la RNA replicasa
(Inokuchi y Hirashima, 1987) hasta formas incompletas, con deleciones mas o menos
importantes o con rearreglos en su genoma (Whitaker-Dowling y Younger, 1987). Estas
particulas 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 particulas defectivas interferentes (DI), para
diferenciarlos de los virus infectivos.

Estas particulas interferentes fueron definidas en base a la pérdida de parte de su
genoma, la presencia de las proteinas normales de los virus infectivos, la replicacién sélo en
presencia de virus infectivos homélogos o muy relacionados y la interferencia con la
replicacion de las particulas infectivas (Huang y Baltimore, 1977).

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

En particular, las particulas DI de los arenavirus se generan en una alta proporcion
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 tamafno que los infectivos, igual composicién proteica, aunque
con una estequiometria diferente y la existencia de formas de RNA S y L de tamaio
subgendémico y de ambas polaridades (gendmica y antigendmica), que evidenciarian algun
tipo de delecién (Romanowski y Bishop, resultados no publicados; Stocker et al., 1994).

Las particulas DI de los arenavirus se generan en una alta proporcién durante las
infecciones agudas y a partir de células persistentemente infectadas. Este fenédmeno, se
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manifiesta en las infecciones por arenavirus cuando se utilizan multiplicidades de infeccion
(mdi) mayores que una unidad formadora de placas por célula (ufp/cel). En estos casos, se
observa una disminucién del nivel de lisis celular y de los titulos de los sobrenadantes. Este
inconveniente se puede solucionar utilizando diluciones sucesivas del mismo inéculo. Por
este motivo, cuando se amplifica un inéculo viral en cultivos de células, se utiliza una mdi de
0,1 a 0,01 ufp/cel para evitar la infeccion simultanea de particulas virales funcionales con
particulas interferentes defectivas (Rivera Pomar, 1991; Lozano, 1995).

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

INFECCIONES PERSISTENTES

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

Las infecciones virales persistentes pueden resultar en una enfermedad crénica 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 infeccion persistente es una condicion necesaria para el
mantenimiento del virus en la poblacién de reservonos naturales.

Los mecanismos moleculares utilizados por los virus para persistir incluyen la
anulacion de la respuesta inmune primaria y la interferencia directa con la respuesta inmune.
La primera estrategia esta ejemplificada con los virus que restringen la expresion de sus
genes cuando estan latentes. Por ejemplo, el virus herpes simplex expresa sélo un
transcripto asociado a la latencia, los citomegalovirus expresan solamente genes
inmediatamente tempranos y los arenavirus y paramyxovirus reducen la expresion de las
glicoproteinas virales. En cambio, algunos adenovirus interfieren en la expresion del
antigeno de histocompatibilidad clase |. 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 citopatico que causa excede la capacidad regenerativa del sistema inmune.

En los arenavirus, la interaccién con las células en cultivo puede producir tanto
infecciones estandar, con o sin efecto citopatico, como infecciones persistentes. En los
sistemas animales estudiados, las infecciones producen patrones de enfermedad variados,
dependiendo de la via 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; Oldstone et al., 1988).

En este sentido, los estudios sobre la persistencia en el virus LCM, han permitido
colectar una gran cantidad de datos relacionados con este fenébmeno. 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 acciéon de los virus (Zinkernagel y Doherty,
1974; 1977; Welsh y Oldstone, 1977; Zinkernagel et al., 1982; Oldstone, 1987b; Whitton et
al., 1988 ay b).

En LCM, la presencia o ausencia de la respuesta inmune mediada por los linfocitos T
citotéxicos (CTL) determina si una infeccion es o no disipada. En este contexto, Salvato et
al. (1991) mostraron que el simple cambio de un aminoacido en la proteina GPC de LCM
(ARM) (Phejo—Leu,s) es responsable de una seleccion clonal érgano-especifica, de la
capacidad para infectar macréfagos selectivamente y necesario, pero no suficiente, para
eliminar la respuesta citotoxica (CTL). Sin embargo, el mecanismo molecular por el cual una
mutacién en la glicoproteina lleva a esta supresién aun no esta claro. Otro cambio, hallado
en la RNA polimerasa viral (Lysig7e—>GlInqo7e, Clon 13 0 Lysso79—>AsSn 079, Clon 28b), esta
asociado con el fenotipo CTL-, el tropismo hacia los macréfagos 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 citotoxica mediante cambios en el epitope
T.

Un hallazgo muy importante fue realizado por Klenerman et al. (1997). Este grupo de
investigacion mostrd que secuencias especificas del virus LCM persisten en forma de DNA
en ratones infectados. Esto resultados estarian revelando una nueva via de interaccién entre
virus a RNA exdgenos, retrovirus endogenos (que aportarian la transcriptasa reversa) vy,
quizas, componentes celulares que conducirian a una forma de persistencia viral.

La persistencia a nivel celular es demostrable in vitro a partir de células que
sobreviven a infecciones liticas de arenavirus y que pueden subcultivarse indefinidamente.
Estas células se caracterizan por tener una morfologia y crecimiento igual a las no
infectadas, por presentar una mayor expresion de la proteina N con una drastica
disminucién de la expresion de la GPC y ser resistentes a infecciones con virus homélogos,
no asi, con heterdlogos (Oldstone y Buchmeier, 1982; Francis et al., 1987). Como punto
destacable, el establecimiento in vitro de una infeccibn persistente, trae aparejada la
produccion ciclica de particulas Dl e infectivas (Popescu y Lehmann Grube, 1977).

EFECTOS DE LA INFECCION A NIVEL CELULAR. CITOPAGENICIDAD

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

La propagaciéon de los arenavirus en cultivo de células puede provocar un efecto
citopatico o infecciones persistentes, dependiendo de la linea celular y del tipo de inéculo
utilizado (lapalucci et al., 1994).
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El efecto citopatico se observa en las primeras etapas de infeccién y se caracteriza por
la presencia en el citoplasma celular de numerosos cuerpos de inclusiéon y vacuolas, por la
destruccion celular y una alta produccién de viriones. Las células que sobreviven a esta
etapa de la infecciéon son capaces de sobrevivir, reconstituyen la monocapa con involucién
del efecto citopatico visible al microscopio y resultan en una linea celular infectada
persistentemente que puede ser cultivada en forma indefinida (Welsh & Buchmeier, 1979).

El efecto citopatico mas marcado en las infecciones de arenavirus es el cambio de
morfologia celular. Este conduce a la lisis en lineas susceptibles como Vero, CV-1, MDCK y
HelLa. En cambio, células como la linea BHK-21 no presentan un efecto citopatico marcado.
En este sentido, la susceptibilidad diferencial de las lineas celulares se puede aprovechar
para la propagacion de los virus y la titulacién de los in6culos virales. Durante el desarrollo
de este estudio, el virus Junin 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 morfolégicos en etapas agudas a alta
multiplicidad de infeccién con el virus LCM (Romanowski, comunicacion personal) o
Tacaribe (Garcin y Kolakofsky, 1990). Este efecto se caracteriza por una extensa
vacuolizaciéon del citoplasma y la aparicion de cuerpos de inclusién polimoérficos baséfilos
irregularmente distribuidos en el citoplasma o cerca de la membrana nuclear (Tkaczevski y
Correa, 1972). Estos cuerpos de inclusién, vistos al microscopio electronico, son estructuras
membranosas que incluyen particulas de aspecto ribosomal o ribonucleoproteicas (Murphy
et al.,, 1970 y 1973) o solamente estructuras multilamelares como se observé en LCM
(Mannweiler y Lehman Grube, 1973). Frecuentemente, aparecen células gigantes de
nucleolo marcadamente distinguible (Tkaczevski y Boxaca, 1970).

A nivel bioquimico se han descripto como efectos citopaticos la disminucién en el nivel
de acetilcolinesterasa en células de neuroblastoma infectadas con el virus LCM (Oldstone,
1977) o modificaciones en los niveles de transcripcién de genes (como por ejemplo la
disminucién en el nivel de expresiéon de la hormona de crecimiento, Klavinskis & Oldstone,
1989), aunque sin alterar las funciones de mantenimiento celular o house-keeping
(Klavinskis y Oldstone, 1989), ni la bomba de Ca*" y Na*/K* sensible a la ouabaina (Rey et
al., 1988, Rey, 1990). Por otra parte, Teng et al. (1996) mostraron que el cambio de un Unico
aminoacido en la glicoproteina G1 del virus LCM podria causar el cambio de tropismo viral
asociado a la deficiencia de hormona de crecimiento.
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CAPiTULO 4

VIRUS JUNIN

EL VIRUS JUNIN Y LA FIEBRE HEMORRAGICA ARGENTINA
EPIDEMIOLOGIA DE LA FIEBRE HEMORRAGICA ARGENTINA

El virus Junin es el agente etioldgico de la fiebre hemorragica argentina (FHA), cuyos
sintomas clinicos incluyen alteraciones hematoldgicas, neurolégicas, cardiovasculares,
renales e inmunolégicas (Maiztegui, 1975). Su mortalidad puede ser de hasta 30%, pero el
tratamiento temprano con plasma inmune la reduce a menos del 2% (Enria et al., 1986).

Los primeros casos registrados aparecieron a mediados de |la década del 50 y, desde
entonces, cada afo se ha informado un numero variable de casos, entre 100 y 4000. A partir
del affo 1991 las cifras se redujeron a un numero de casos anuales de entre 60 y 170 como
consecuencia de la aplicaciéon de la vacuna especifica Candid #1 (Enria et al., 2002).

La etiologia viral de la infeccion fue establecida en 1958 por dos grupos en forma
independiente (Parodi et al., 1958; Pirosky et al., 1959). Ellos aislaron un agente viral a partir
de sangre u érganos obtenidos a partir de necropsias en el Hospital Regional de la ciudad
de Junin, en la Provincia de Buenos Aires. El agente etiolégico fue llamado virus Junin
debido al nombre de la ciudad donde se efectud su primer aislamiento.

En estudios de captura de roedores en el area endémica de FHA se encontré que el
principal reservorio en la naturaleza del virus Junin es Calomys musculinus, un ratén de
campo de la familia Cricétidae con habitos rurales, pero también se encontraron infectadas
otras especies de cricétidos como Calomys laucha, Akodon azarae (Maiztegui, 1975,
Martinez Peralta et al.,, 1993), Oryzomys flavescens y Bolomys obscurus, asi como el
carnivoro predador Galictis cuja (Mills et al., 1994). Ocasionalmente, se ha encontrado la
infeccién en otros roedores con habitos urbanos como Mus musculus (Sabattini et al., 1977).
Otros arenavirus poseen diferentes reservonos; en particular, Mus musculus es el reservorio
natural mas importante para el virus LCM, el otro arenavirus que fue aislado dentro del area
endémica del virus Junin.

La distribucion geografica del virus se puede inferir de la distribucion de casos que se
ha extendido progresivamente desde un foco inicial alrededor de la ciudad de Junin hasta el
area endémica actual de mas de 150.000 km?, con una poblacién cercana a los 5 millones
de habitantes (Maiztegui et al., 1977, Enria y Feuillade, 1998, Feuillade et al., 2004).

Esta regidon corresponde a la zona agricola-ganadera mas importante de la
Argentina, y la poblacion mas expuesta esta constituida por los trabajadores rurales. Por
ello, la enfermedad, a pesar de no poseer una casuistica importante, ha tenido un
considerable impacto en la salud y en la economia de la Argentina. Consecuentemente, se
ha estimulado la investigacion sobre FHA y su agente etiolégico para resolver este problema
sanitario.

Esta extensién progresiva todavia no ha podido ser explicada ni tampoco ha
alcanzado los limites de la poblacién de Calomys musculinus, su hospedador reservorio. Sin

embargo, el virus no esta completamente ausente fuera del area 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). Asi, no esta 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 interacciéon entre
los dos que conducen a una diseminacion de la enfermedad.

La via de entrada del virus Junin en humanos es a través de las mucosas
(conjuntiva, inhalatoria u orofaringea) o por cortes o raspaduras de la piel, por contacto con
semillas, tallos de malezas o por inhalacibn 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 al.,1964; Weissenbacher et al., 1987; Johnson
et al., 1965; Peters et al, 1974). En muy pocos casos se ha demostrado el contagio
interhumano, observandose en todos ellos la existencia de un contacto muy intimo con el
enfermo.

Aunque se detectan casos de FHA durante cualquier época del afo, esta
enfermedad tiene una distribucién estacional que abarca desde marzo hasta julio, con un
numero maximo de casos durante el mes de mayo (Weissenbacher & Damonte, 1983). Este
hecho esta relacionado con el nUmero de roedores dentro del area endémica. La poblacion
de Calomys aumenta considerablemente durante estos meses del afo, probablemente
debido a un cambio en las condiciones ambientales que favorecen su desarrollo. En ese
sentido, se han hecho especulaciones epidemioldgicas, que vinculan el cambio en el tipo y
las condiciones de cultivo en la pampa humeda 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 poblaciéon rural esta también estrechamente
relacionada con los habitos de sus reservorios y con la relacidbn ocupacional de la
exposicién. Durante el primer brote de FHA, la enfermedad afect6 principalmente a personas
que trabajaban en la cosecha de cereales. En los campos sembrados con cereales se
encontré una mayor densidad de roedores asi como oportunidades para la transmisién del
virus entre el roedor y el hombre durante la cosecha. En efecto, es comun encontrar en la
piel de los trabajadores rurales cortes o abrasiones que constituyen la principal via de
entrada del virus.

El mantenimiento y la dispersion de la infeccion en los roedores presenta patrones
complejos. La dispersion 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 mas eficiente para la infeccién es por mordida (Vitullo et
al., 1987 y 1988).

Las hembras infectadas neonatalmente son virtualmente estériles cuando son
adultas, minimizando su rol de produccién de descendencia virémica cronicamente. Los
machos portadores pueden simultdneamente inseminar e infectar hembras no infectadas,
conduciendo a la produccion 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 situacion, que
hipotéticamente conduce a una interaccién fluctuante ciclica entre infeccion y densidad de
poblacion de roedores, los datos de un estudio de dos afios dentro el area endémica de
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Argentina sugieren que durante este periodo existe una considerable transmisién de virus
entre los roedores a través de encuentros agresivos entre machos adultos. Esto esta
facilitado por la concentracién de la especie reservorio del virus Junin Calomys musculinus a
lo largo de los alambrados y de los terrenos a los lados de las rutas que terminan siendo
areas localizadas con una alta densidad de poblacién (Mills, 1991 y 1994).

FISIOPATOLOGIA DE LA INFECCION POR VIRUS JUNIN

La fisiopatologia de las enfermedades producidas por los arenavirus sudamericanos,
Junin, Machupo y Guanarito (FHV, fiebre hemorragica Venezolana), es muy similar,
diferenciandose en este aspecto de la fiebre producida por el virus de Lassa, un arenavirus
originario de Africa.

El conocimiento actual sobre la patogénesis de la FHA proviene principalmente de la
experimentacion con ratones lactantes y cobayos (Bruno Lobo et al., 1968; Coto et al., 1972;
Garay, 1975). Muchas de las alteraciones fisiologicas y patolégicas observadas en estos
animales luego de la inoculacion con el virus Junin no se correlacionan con las
manifestaciones de la FHA en el hombre. Estas limitaciones fueron superadas mas adelante
usando Macaca mulatta como modelo de la infeccion del hombre con el virus Junin (McKee
et al., 1987).

Se ha demostrado que en la fase aguda de la infeccién, el virus Junin se replica
activamente en linfomonocitos de sangre periférica, sugiriendo que éste es el sitio primario
de replicacion viral (Ambrosio et al.,, 1986). Aunque aun no se han realizado estudios
definitivos, la evolucion de la enfermedad parece estar relacionada con el titulo del virus en
sangre o en tejidos. Los estudios de microscopia electrobnica mostraron inclusiones
citoplasmaticas y un dafo celular inespecifico en todos los érganos examinados. Los
estudios de inmunofluorescencia sugieren que los dafos celulares podrian estar
relacionados con antigenos virales pero no con inmunoglobulinas o fracciones del
complemento. Los estudios clinicos revelan la activacién del sistema de complemento, pero
no existe evidencia de la formacion del complejo inmune (de Bracco et al., 1978).
Probablemente, el daio celular sea causado directamente por la replicaciéon viral mas que
por la respuesta inmune (Maiztegui, 1975; Maiztegui et al., 1975). En ese sentido, se ha
encontrado que la presencia de la nucleoproteina viral en el citoplasma de células en cultivo
mimetiza el efecto citopatico producido por la infeccién con el virus Junin (Rivera Pomar et
al., 1991).

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

DIAGNOSTICO Y TRATAMIENTO
CARACTERISTICAS CLINICAS

La fiebre hemorragica argentina (FHA) comienza insidiosamente con fiebre y
malestar general. Son comunes el dolor de cabeza, mialgia, dolor epigastrico y anorexia. El
periodo de incubacion dura entre 6 y 14 dias, mientras que en los primeros 4 dias (periodo
de invasidén) aparecen los sintomas clinicos tempranos mas caracteristicos como una
postraciobn mas severa, nauseas, vomitos, desvanecimientos e indicadores tempranos de
dafio vascular. Esta sintomatologia fue descripta a partir de una epidemia ocurrida en los
afos 1953 y 1955 en Bragado, provincia de Buenos Aires (Aribalzaga, 1955).

Después de un periodo de estado (desde que comienzan los sintomas) de 6 a 11
dias, se puede producir, en los pacientes con fiebre hemorragica, la remisién espontanea de
la enfermedad. En caso contrario, aparece un conjunto de sintomas poco especificos, que
caracterizan el comienzo de la segunda etapa de la enfermedad. En esta etapa, la
enfermedad puede aparecer como un sindrome hemorragico agudo, cuyas manifestaciones
mas comunes son epistaxis y hematemesis (Melcon & Herskovits, 1981), o como un
sindrome neurolégico agudo (Rugiero et al.,, 1960). Los informes acerca de infecciones
subclinicas son raros. Después del comienzo de los sintomas hasta que se produce la
curacion o muerte transcurre un periodo de entre 12 y 15 dias.

En la etapa aguda de la enfermedad, contindan los sintomas de malestar, fiebre
elevada, mialgia severa, anorexia, y aparecen, ademas, dolor lumbar, sensibilidad
abdominal, conjuntivitis, dolor retroorbital, generalmente, con fotofobia y constipacion.
Después de los dos o tres primeros dias de la enfermedad, frecuentemente, ocurren
nauseas y voémitos. La temperatura es alta, generalmente alrededor de 40°C, con muy pocas
fluctuaciones. En el examen fisico, el paciente aparece como intoxicado, y los signos mas
comunes en la primer semana de la enfermedad son inyeccién conjuntival, edema palpebral
discreto y exantema eritematoso de cara, cuello y tercio superior del tronco. Después del
cuarto o quinto dia de la enfermedad es muy comun encontrar petequias, aunque en
general, en escasa cantidad y circunscriptas a las regiones axilares y al tercio superior de
los brazos. Ademas, aunque la faringitis es poco comun, el enantema bucofaringeo es una
de las manifestaciones mas caracteristicas de la enfermedad aguda. Las manifestaciones
hemorragicas que aparecen en casi la mitad de los enfermos, presentan la mayoria de los
signos clinicos tempranos, mas caracteristicos de la FHA. En particular, después de una
semana de infeccién, las encias se presentan tumefactas, congestivas y, en algunos casos
con hemorragias. Ademas, en la mayoria de los pacientes aparece una linea de
enrojecimiento en la encia, a nivel de la insercién dentaria, denominada ribete gingival, cuya
presencia es un indicador clinico importante de la enfermedad. En ese sentido, en la mujer,
se presenta una metrorragia precoz, que es generalmente escasa, pero constante y se
constituye en un signo de gran valor para la sospecha de diagndstico de FHA.
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En general, a nivel del aparato cardiovascular, se observa una bradicardia relativa e
hipotension postural. Ademas, pueden presentarse arritmias que son transitorias y benignas.
Hay diferentes grados de deshidratacién y oliguria.

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

Al comienzo de la segunda semana de evolucion, entre el dia noveno y undécimo, en
la mayoria de los casos se produce una franca mejoria, desaparecen o disminuyen las
manifestaciones hemorragicas y neurolégicas, y se restablece la diuresis. A nivel del
laboratorio, comienzan a subir los glébulos blancos y las plaquetas y desaparece la
proteinuria. En estos casos, se inicia un periodo de convalecencia, que puede prolongarse
mas de un mes. Aunque esta enfermedad cura, generalmente, sin secuelas, es frecuente
observar transitoriamente durante este periodo, diferentes manifestaciones como
hipoacusia, irritabilidad, inestabilidad emocional y caida del cabello.

Se reconocen varias formas clinicas de FHA: leves o comunes y graves. Las formas
graves, a su vez, se clasifican en predominantemente hemorragicas, predominantemente
neurolégicas 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 sindrome neurolégico
agudo. En general, durante los primeros 4 o 5 dias el examen cuidadoso sélo permite
detectar temblores en los dedos de las manos y en la lengua. Después de los primeros 7
dias de evolucién de la FHA es comun observar un decaimiento general en los pacientes,
incluyendo la somnolencia y cierto grado de lentitud y desorientacién mental. También, hay
hiperestesia cutanea, hipotonia muscular e hiporreflexia osteotendinosa. En los casos
graves se intensifican el estado de confusion mental y los temblores, con excitacion
psicomotriz marcada, delirium tremens, convulsiones generalizadas y, finalmente, coma. Sin
embargo, la complicacién del sistema nervioso central permanece oscura, no existiendo,
hasta el presente, evidencia de infeccién directa de los tejidos nerviosos. Ademas, los
sintomas meningeos y las alteraciones del fluido cerebroespinal son raras. Por otra parte, en
los convalecientes de FHA que han recibido inmunoterapia se ha descripto un sindrome
neurolégico tardio que se caracteriza por sintomas cerebelares (Melcom y Heskovits, 1981;
Maiztegui et al., 1979; Enria et al. 1986).

Casi la mitad de los pacientes con FHA presenta manifestaciones hemorragicas 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). Ademas, en esta etapa, se
mantiene la presencia de eritema en la cara, cuello y térax, asi como también petequias en
las encias. Sin embargo, la hemorragia no es la causa del shock y de la muerte. Por otra
parte, no se presentan linfadenopatias ni espleno ni hepatomegalia y la ictericia es poco
frecuente en los estadios terminales de algunas formas graves. En los casos severos
aparece, ademas, el compromiso de los sistemas gastrointestinal y nervioso, con nausea,
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vomitos, temblores y convulsiones. Los sintomas son acompafiados generalmente, por
uremia, proteinuria, hematuria y oliguria. El dafno renal se localiza principalmente en las
células tubulares distales y en los conductos colectores, y en pocas ocasiones afecta los
glomérulos o los tabulos proximales (Cossio et al., 1975). Esta localizacién fue confirmada
mediante la observacién de valores normales tanto para la velocidad de filtraciéon glomerular,
como para el flujo de plasma renal y la eliminacién de creatinina (Maiztegui, 1975). Sélo en
pocos casos se describié la existencia de falla renal (Agrest et al., 1969).

En los casos fatales se demostré 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 dano de la funcién
endotelial y a la pérdida de fluido dentro de los espacios extravasculares. Las observaciones
clinicas llevan a la conclusién que la falla circulatoria, asociada con la pérdida de funcién
endotelial es importante (Ruggiero et al., 1964a). En el examen microscépico se puede
observar una alteracién general en las células endoteliales y un edema leve de las paredes
vasculares, junto con engrosamiento capilar y hemorragia perivascular (Child et al., 1967;
Elsner et al., 1973). Generalmente, se observan grandes areas de hemorragia intraalveolar
o bronquial, sin evidencia de la existencia de algun proceso inflamatorio. Ademas, en la
mitad de los casos, aparece una neumonia asociada con bronquitis necrotizante o embolia
pulmonar. También existe hemorragia y un infiltrado linfocitario del pericardio junto con
alguna evidencia electrocardiografica de miocarditis intersticial (Ruggiero et al., 1964b). Los
nédulos linfaticos estan agrandados y obturados mostrando una hiperplasia de las células
reticulares. Ademas, la hemorragia esplénica y la congestion medular con hemorragia
pélvica y pericapsular son comunes.

A pesar de que en un unico caso se encontraron evidencias de productos de
degradacion del fibrinbgeno y ausencia de fibrinolisis (Agrest et al., 1969), la coagulacion
intravascular diseminada, descripta en algunos casos, no parece ser un rasgo caracteristico
de esta patologia (Molinas y Maiztegui, 1981; Weissenbacher et al., 1987).

Otras complicaciones, que se observan frecuentemente, sobre todo en el caso de
pacientes que no han sido tratados con plasma de convaleciente, son las infecciones
bacterianas micéticas agregadas, que pueden producir una sepsis generalizada. En estos
pacientes, la tasa de mortalidad llega hasta un 30%.

Los primeros signos son la inyeccién conjuntival, enrojecimiento en la cabeza y a
veces sobre el torso, petequias e hipotensibn moderada. Son comunes el temblor de la
lengua y de las manos pudiendo imitar una enfermedad cerebelar. En los casos mas
severos se desarrollan hemorragias en las membranas de mucosas y moretones en los
sitios de puncidén con agujas. La aparicion de shock junto con las hemorragias, indica un
pronéstico malo. En algunos casos hay signos neurologicos extensos que incluyen coma y
convulsiones y presentandose en estos casos una alta mortalidad. Usualmente alrededor de
los dias 10 al 13 los pacientes empiezan a mejorar y la aparicion de anticuerpos
neutralizantes sefiala el comienzo de la respuesta inmune. La convalecencia a menudo dura
varias semanas con fatiga, desvanecimientos y pérdida del cabello.
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DIAGNOSTICO CLINICO

El diagnoéstico de FHA es primariamente establecido por examen clinico, analisis
generales de laboratorio bioquimico y anamnesis del paciente.

Los sintomas y signos iniciales de la FHA son similares a los de muchas otras
enfermedades infecciosas. Sin embargo, la velocidad de eritrosedimentacion, que es normal
o estd disminuida, y la leucopenia permiten descartar la mayoria de las infecciones
bacterianas. Ademas, el recuento de plaquetas es por debajo de 100.000 y los tiempos de
sangria y de retraccién de coagulo estan concordantemente prolongados. También, se ha
descripto la presencia de un inhibidor de la agregacién de plaquetas circulante (Cummins et
al., 1990) junto con niveles disminuidos de los factores de coagulacién I, V, VII, VIl y X y de
fibrinégeno. A pesar de ello, las alteraciones en las funciones de coagulacién son menores.

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

DIAGNOSTICO ETIOLOGICO

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

El ensayo de ELISA es el mas comiunmente utilizado para la deteccion de
anticuerpos en estudios clinicos y en investigaciones seroepidemiolégicas (Meegan et al.,
1986; Barrera Oro et al., 1990). Incluso se ha podido detectar la persistencia de anticuerpos
después de mas de 30 anos (Peters et al., 1996).

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

También se utilizan técnicas de inmunofluorescencia indirecta (analoga a la
desarrollada para la fiebre hemorragica boliviana, Peters et al., 1973) o de neutralizacion
(Webb et al., 1969). Estos ensayos utilizan antigenos virales obtenidos por medio de cultivo
de tejidos infectados. La técnica de fijacibn 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 conversion serolégica ocurre tardiamente durante el transcurso de la
infeccién, estos ensayos no pueden ser usados como marcadores sensibles en las etapas
tempranas de la enfermedad. Debido al riesgo intrinseco, derivado de la manipulaciéon de
virus vivos, se estan desarrollando inmunoensayos que utilizan antigenos producidos en el
laboratorio, por medio de la tecnologia del DNA recombinante (Ghiringhelli et al., resultados

no publicados).
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Es posible la deteccién de antigenos virales por ELISA a partir de sangre, suero u
homogenados de tejido. Estos ensayos pueden ser usados en el diagnéstico de pacientes
sospechados de FHA y son a menudo los primeros resultados obtenidos en casos fatales
rapidos en los que el paciente muere antes de la apariciéon de anticuerpos. La deteccion de
antigenos es también posible durante estudios ecolégicos 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 dia 2 hasta 10 o 12 dias después, por inoculacion de
hamster o ratones recién nacidos. También se pueden aislar de muestras bucales o
faringeas en la etapa aguda, de leche materna (Maiztegui et al., 1973) y necropsias. La
inoculacion de cultivos (BHK-21, Vero) es mas segura y mas facil de realizar en laboratorios
BSL-4. El co-cultivo de células mononucleares de sangre periférica con células Vero parece
ser un método mas sensible que los ratones lactantes o la inoculacién de células Vero con
aislamientos de virus Junin a partir de pacientes (Ambrosio et al., 1986), sin embargo el
procedimiento es lento y de manipulacién compleja, por lo que sélo sirve para confirmar el
diagnéstico clinico. En estudios de roedores, el virus se puede aislar de sangre, orina,
hisopados de garganta y tejidos de autopsia.

Por ultimo, es importante tener en cuenta que las manipulaciones con virus Junin, ya
sea para su deteccidbn o para la obtencibn de antigenos virales para los ensayos
serolégicos, poseen una complicacidon adicional ya que requieren la utilizacion de
condiciones de seguridad especiales (laboratorios BSL-3 o BSL-4).

Sin embargo, los bajos titulos de virus Junin en las etapas tempranas de la FHA
requieren la puesta a punto de un sistema diagnéstico con una sensibilidad de deteccién
directa muy alta o con una capacidad de amplificacién suficiente para obtener una sefal
detectable.

Los ensayos de diagnéstico basados en la deteccion de los acidos nucleicos ofrecen
la posibilidad de trabajar con el agente patégeno inactivado en una etapa temprana después
de la extraccion de la muestra, disminuyendo, de esta manera, los riesgos a los que se
expone el personal de laboratorio encargado de llevar a cabo el analisis. Ademas, estos
ensayos son, en general, mas sensibles y tempranos que los que se basan en la deteccion
de antigenos o de anticuerpos de respuesta, por medio de técnicas inmunolégicas.

El procedimiento permite inactivar el agente patdgeno después de la extraccion de
sangre y disminuye notablemente los riesgos de la manipulacién (Lozano et al., 1993). La
deteccién de los acidos nucleicos del virus se logra con una reaccién de RT-PCR
(transcripcion reversa - reaccion en cadena de la polimerasa). Esta técnica ha sido validada
exitosamente para la deteccidn del virus Junin en muestras de sangre extraidas durante la
fase aguda de la FHA, en el marco de un proyecto de colaboracién entre el IBBM y el INEVH
(Lozano et al., 1995).
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TERAPEUTICA Y PREVENCION

Por ensayos realizados en modelos animales, se ha demostrado que la
administracion pasiva de anticuerpos de origen humano, fue suficiente para alcanzar la
proteccion de los monos contra el virus Machupo (Eddy, 1975). El resultado de esta
investigacion sugiri6 la posible utilizaciéon de esta terapia en pacientes humanos con fiebre
hemorragica 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 sedacion
suave Y alivio del dolor con dosis conservativas de narcéticos, precauciones generales para
los pacientes con diatesis hemorragica (por ejemplo, evitando Ilas inyecciones
intramusculares o el acido acetilsalicilico), asi como el cuidadoso mantenimiento de la
hidratacion. Para compensar las pérdidas por el sangrado deben suministrarse transfusiones
de plaquetas y factores de coagulacién, como esta indicado segun el juicio clinico 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 sindrome pulmonar por hantavirus. Sin embargo, una infusion
vigorosa de cristaloides conduce a un alto riesgo de edema pulmonar.

Aunque se ha probado la eficacia de varias drogas antivirales in vitro, sélo la
ribavirina, un analogo de la guanosina, ha mostrado una aplicaciéon practica. 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
Junin, 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 liquido cerebroespinal en los casos agudos por lo tanto, no existe una
terapia antiviral practica para infecciones del SNC.

Por otra parte, ha sido estudiada cuidadosamente la terapia de las infecciones del
virus Junin con plasma de convalecientes en humanos y en modelos animales en los que
resulté bastante eficaz con reduccion de la mortalidad del 15 al 30% al 1 o 2% cuando se
inici6 dentro de los ocho primeros dias de la infeccion. El tratamiento de eleccién es la
administracion de 2-3 unidades (dependiendo del titulo) de plasma de convaleciente. Cerca
del 10% de los pacientes retornan 3 a 6 semanas después con signos neurolégicos como
fiebre, cefaleas, temblor cerebelar y paralisis de los nervios craneanos. Este sindrome
neurologico tardio es a menudo autolimitado. La erradicacion tardia del virus por los
linfocitos T puede ser un factor en su patogénesis (Enria et al., 1985).

Con respecto a la prevencion de la enfermedad, se ha desarrollado una vacuna
mediante un proyecto de colaboracion entre el Ministerio de Salud Publica de la Republica
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 Junin Candid #1 (Candidate 1) presenta un alto grado de
atenuacion de la virulencia y se administra como vacuna a virus vivos, para inducir la
respuesta inmune de los pacientes. La vacuna no mostré efectos adversos en primates y ha

pasado exitosamente una serie de pruebas clinicas muy rigurosas en EE.UU y en Argentina.
34



Diego M. Posik Capitulo 4 - Virus Junin

De hecho, se han vacunado mas de 230.000 personas viviendo o trabajando en zonas
endémicas de FHA, produciéndose una reduccién importante en el numero de casos
documentados durante los Gltimos anos (Maiztegui, 1990; Maiztegui et al.,1998; Feuillade et
al., 2004).

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

Sin embargo, la alta frecuencia de mutacion de los virus cuyo genoma esta
constituido por RNA (Holland et al., 1982), es un argumento a ser tenido en cuenta en la
evaluacion del riesgo que implica el uso de una vacuna a virus vivos, toda vez que no se
conocen los determinantes de la atenuacién de la virulencia a nivel molecular. A ello deben
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