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I . 1*VIRUS j u n i n : agente  e t i o l o g i c o  de la f ie b r e  hemorragica argen­

tina

El virus Junin es el agente etiológico de la Fiebre Hemo- 
rrágica Argentina (FHA) comúnmente conocida como "mal de los 
rastrojos". Esta enfermedad es endemo-epidémica y se cir­
cunscribe a la zona geográfica central de la República Argenti^ 
na.

Entre las manifestaciones clínicas de la enfermedad se 
describen un síndrome febril, con alteraciones hematológicas, 
cardiovasculares, renales, digestivas, neurológicas con una 
larga convalecencia. La severidad de las afecciones es varia­
ble? en la mayoría de los casos los pacientes se recuperan, 
pero en algunos otros, la enfermedad sigue un curso fatal.

Esta enfermedad se reconoce como "una nueva forma nosoló- 
gica", en el año 1955 cuando Arribalzaga, basándose en casos 
observados en las epidemias ocurridas en 1953 y 1954, en la 
zona de Bragado, la describe como "Una nueva enfermedad epide­
miológica y de gérmen desconocido" (Arribalzaga, 1955). Estas 
no parecen ser las primeras epidemias, ya que Martínez Pintos 
cita referencias que indicarían la existencia de brotes en la 
zona en el año 1943 (Martínez Pintos, 1962). Sin embargo, la 
etiología viral de la enfermedad no se estableció hasta que en 
1958, al producirse un nuevo brote, Parodi por un lado y Piros 
ky por otro, aislaron el virus a partir de sangre y órganos de 
pacientes internados en el hospital regional de Junin, de don­
de deriva el nombre del mismo (Parodi y col., 1958; Piroski y 
col., 1959) .

La mayoría de los pacientes son trabajadores del campo, 
empleados en la cosecha del maíz, girasol o sorgo. La época de



tales cosechas coincide con los picos epidémicos de la enfermedad, 
entre los meses de abril y julio, fecha que coincide también con 
el crecimiento numérico de los roedores, especialmente del género 
Calomis, en zonas rurales (Sabattini, 1966). Estudios de campo en 
las zonas endémicas han establecido que diversos roedores, cricé- 
tidos silvestres, actúan como reservorios naturales del virus Ju- 
nín (Parodi y col., 1959a; Sabattini y col., 1977), siendo el Calo- 
mis musculinus, aparentemente, el que tiene el papel epidemiológi­
co más importante (Sabattini y col., 1977). Estos roedores difícil­
mente invaden zonas urbanas, lo cual explica la mayor prevalencia 
de la enfermedad en la zona rural (Weissenbacher y Damonte, 1983).

La infección experimental del Calomis musculinus con una ce­
pa patógena del virus Junín provoca una infección permanente, con 
excreción de virus por orina y saliva, y con un alto título de vi­
rus en glándulas salivales, lo cual indica el importante rol que 
estos órganos juegan en la replicación, excreción y diseminación 
del virus (Martínez Peralta y col., 1979a, 1979b).

La región endémica representa un 3 a 4% de la superficie to­
tal del país. Sin embargo, en los últimos 20 años existió una cre­
ciente extensión territorial de la enfermedad (Maiztegui y Sabatti 
ni, 1977). Esto originó que el número de habitantes potencialmente 
expuesto a la infección con el virus Junín haya ascendido de 250.000 
en 1958, a más de un millón en la actualidad.



L.2.  VIRUS j u n i n : miembro de la f a m i l i a  a r en avir idae

En 1963, Mettler encontró que el virus Junin, aislado en 
1958 por Parodi, y el virus Tacaribe, aislado en Trinidad en 
1956-1958 (Downs y col., 1963), estaban emparentados serológi^ 
camente (Mettler y col., 1963). Ninguno de estos virus pare­
cía tener relación alguna con cualesquiera de los otros arbor 
virus conocidos hasta la fecha (Mettler y col., 1963) pese a 
'que en un comienzo se había clasificado tentativamente al vi­
rus Junin como arborvirus, por el hecho de haberse podido aiss 
lar a partir de ácaros y roedores (Parodi y col., 1959a, 
1959b)- Sin embargo, al no poder demostrarse experimentalmente 
la necesidad de un artrópodo como vector para transmitir el 
virus, esta clasificación debió ser reconsiderada.

En el año 1965 Johnson encontró que el virus de la Fie­
bre Hemorrágica Boliviana (FHB) o virus Machupo está relacio­
nado antigénicamente con el virus Junin y el virus Tacaribe 
(Johnson y col., 1965). Este y otros hallazgos, que indicaban 
relaciones antigénicas y similitud morfológica y biológica en 
tre estos y otros agentes virales hicieron que se propusiera 
la definición de un nuevo grupo de virus (Rowe y col., 1970; 
Pfau y col., 1974). El mismo fue oficialmente aceptado por el 
Comité Internacional de Taxonomía de Virus al instituirse la 
familia Arenaviridae, clasificación que se corroboró en la úl̂  
tima reunión de dicho Comité (Matthews, 1982) . Esta incluye, 
además de los tres virus ya citados, al virus tempranamente 
conocido de la coriomeningitis linfocitaria (LCM)(Armstrong y 
Lillie, 1934); otros aislados e identificados posteriormente 
al descubrimiento del virus Machupo: Amapari (Pinheiro y col., 
1966), Paraná (Webb y col., 1970), Tamiami (Calisher y col.,



 ̂1970), Pichindé (Trapido y Sanmartín, 1971), Latino (Johnson y 
col., 1973), Lassa (Buckley y Casals, 1970) y Mozambique 
(Wulff y col., 1978) y actualmente se consideran como miem­
bros probables a los virus Flexal y BeAN (293022)(Matthews, 
1982) .

Por inmunofluorescencia indirecta (Wulff y col., 1978) y 
por fijación de complemento (Casals y col., 1975) se pudieron 
establecer dos grandes grupos dentro de la familia; el de los 
virus del Viejo Mundo que comprende al virus LCM, diseminado 
universalmente y los virus Lassa y Mozambique originarios del 
Africa Occidental, y el grupo de los virus del Nuevo Mundo o 
Ccnplejo Tacaribe, integrado por los 8 virus restantes que se 
ubican en distintos lugares del continente americano.

Son patógenos para el hombre sólo los virus Junín (FHA), 
virus Machupo (FHB, clínicamente similar a la FHA), el virus 
Lassa, que produce en el hombre una enfermedad febril con al­
ta tasa de mortalidad, y el virus LCM, que habitualmente le 
produce al ser humano infecciones leves o inaparentes (Buch- 
meier y col., 1980).

1.2.1. Morfología

La característica fundamental que comparten todos estos 

virus es su peculiar morfología que es la que da origen al 

nombre de la familia. El término arenavirus deriva del latín 

"arenosus" y refleja la presencia de gránulos característi­

cos que se observan en el interior de los viriones al micros 

copio electrónico. Así, el interior de los viriones está 

constituido por una matriz amorfa, electrón - lúcida, que



contiene un número variable (2-10/viri6n) de gránulos electro- 
densos de 20 a 25 nm de diámetro, morfológica y bioquímicamen­
te indistinguibles de los ribosomas celulares (Murphy y col., 
1969, 1970; Ofodile y col., 1973; Lascano y Berría, 1969, 1977; 
Johnson y col., 1965; Abelson y col., 1969; Howard y Simpson,
1980). A partir del virus Pichindé pudieron aislarse los ribo- 
somas 80 S y sus subunidades 60 S y 40 S (Farber y Rawls, 1975), 
y a partir de las subunidades se aislaron los correspondientes 
rRNA, cuyas características son indistinguibles de las del rRNA 
celular (Cárter y col., 1973). También se demostró que pueden 
ser incorporados al virión ribosomas celulares preexistentes a 
la infección viral (Pedersen, 1973; Cárter y col., 1973). Tra­
bajos realizados con el virus Pichindé descartan la participa­
ción de estos ribosomas en la replicación viral (Howard y 
Simpson, 1980) y la necesidad de los mismos para que se esta­
blezca la infección viral (Leung y col., 1977).

Aparentemente, la variabilidad en el número de ribosomas 
incluidos depende del clon viral y el tipo de células huéspe­
des (Vezza y col., 1977, 1978).

Por observaciones en el microscopio electrónico, los vi- 
riones han sido descriptos como partículas redondas, ovales o 
pleomórficas con un diámetro promedio de 110-130 nm, pero con 
amplias variaciones individuales que oscilan desde 50 a 280 nm. 
Por técnicas de filtración a través de membranas se encontra­
ron resultados similares (Buckley y Casals, 1970; Coto y col., 
1972; Johnson y col., 1965; Mifune y col., 1971). Para el vi­
rus Junín, específicamente, mediante dichas técnicas se encon­
traron variaciones de tamaño de acuerdo con la fuente de virus 
empleada. Así, el tamaño estimado de la partícula infecciosa 
del virus Junín replicado en cerebro de ratón fue de 40-70 nm



de diámetro, en .tanto que para el virus proveniente de célu­
las Vero la infectividad era retenida por membranas de 100 nm 
(Coto y col., 1972). Ri tejidos obtenidos a partir de pacientes con 
FHA se hallé una gran proporción de partículas pequeñas, de 
tamaño uniforme de 60 nm de diámetro, con matriz densa, ade­
más de las clásicas partículas pleomérficas de mayor tamaño 
y con gránulos ribosomales (Maiztegui, 1975).

El genoma de los arenavirus está fragmentado. Cuando se 
trata a los virones con detergentes no iónicos se observan 
en el microscopio electrónico filamentos circulares, cerra­
dos, en forma de un collar de cuentas (Palmer y col., 1977? 
Vezza y col., 1977; Howard y Simpson, 1980).

La partícula viral se observa en el microscopio electró 
nico rodeada por una envoltura; los distintos autores la de£ 
criben como una estructura membranosa, espesada, a partir de 
la cual se resuelven proyecciones superficiales de 5-10 nm 
de longitud, regularmente espaciadas entre sí, llamadas esp_í 
culas (Murphy y col., 1970; 1975). Otros investigadores afir 
man que en cortes seleccionados por su estrema delgadez, las 
partículas del virus Junín no presentan ni proyecciones su­
perficiales, ni espesamiento de la envoltura, e interpretan 
que ambos elementos serían artefactos resultantes de la ob­
servación de cortes gruesos (Lascano y col., 1977? 1979). A 
pesar de esta discrepancia la presencia de espículas en la 
envoltura es actualmente considerada una característica es­
tructural taxonómica de todos los arenavirus (Matthews, 1982).

Por observaciones en el microscopio electrónico también 
se describe la envoltura viral como una membrana unitaria de 
características semejantes a la membrana plasmática celular 
y de aparente constitución lipoproteica.



1,2.2. Componentes bioquímicos

El genoma del virus Junín, así como el de los otros a- 
renavirus, está constituido por RNA. Esto se determinó indi 
rectamente al observar que los inhibidores de síntesis de 
DNA no afectaban el crecimiento viral (Martínez Segovia y 
Grazioli, 1969). Mediante el análisis directo por electrofo 
resis en geles de poliacrilamida se ha comprobado que los 
arenavirus, además de los RNAs ribosómicos 28 S, 18 S y 
4-6 S, poseen 2 o quizás 3 RNAs virales; 33-31 S llamado L 
(large) y 25-22 S llamado S (small) y quizás uno de 15 S 
(Abelson; 1969; Añón y col., 1976; Cárter y col., 1973; 
Farber y col., 1975; Grau, 1977; Pedersen, 1970, 1973; Vezza 
y col. , 1977,, 1978) .

Estudios realizados con el virus Pichindé parecían de­
mostrar que el mismo posee RNA de cadena negativa (Cárter, 
1974; Leung, 1977, 1978, 1979; Vezza, 1977). Sin embargo, 
experimentos recientes demuestran que una porción de la ca­
dena S es positiva y otra negativa (Auperin y col., 1984).

El peso molecular de la cadena L se estimó en 2,1 - 3,1 
x 10^ (Pedersen, 1973) y el de la cadena S como 1,1 - 1,6 x 
10^ (Dutko y col., 1981).

Se demostró que en el virus Pichindé la cadena S codi­
fica para las glipoproteínas G1 y G2 y para la nucleoproteí- 
na N (Leung y col., 1981; Vezza y col., 1980).

Se hallaron relaciones molares variables entre los RNAs 
S y L (Añón y col., 1976; Grau, 1977; Farber y col., 1975). 
Además, se describió la obtención de virus LCM diploides res 
pecto de uno de los segmentos de RNA (Romanowski y Bishop,1983).

Los a r e n a v iru s  poseen  un p o l ip é p t id o  m a y o r i ta r io  de PM



63-72 K, no glicosilado asociado a la nucleocápside y una 
glicoproteína asociada a la envoltura viral de PM = 34-44 K 
(Buchmeier y col., 1978; Gard y col., 1977; Grau y col., 
1981; Kiley y col., 1980; Martínez Segovia y De Mitri, 1977; 
Ramos y col., 1972; Romanowski, 1981; Vezza y col., 1977). 
Buchmeier demostró la existencia de otro glicopéptido para 
el virus LCM y Ramos para el virus Pichindé. Martínez Sego­
via describe otras cuatro proteínas para el virus Junín, 
una de ellas una glicoproteína de PM = 58 K.

La presencia de lípidos en la partícula viral se dedu­
ce de la sensibilidad que los arenavirus presentan frente a 
solventes orgánicos (Buckley y col., 1970; Calisher y col., 
1970; Coto y col., 1972; Downs y col., 1963; Johnson y col., 
1965; Mettler y col., 1961; Mifune y col., 1971; Pfau, 1974; 
Webb y col., 1967).

1.2.3. Ciclo replicativo y morfogénesis viral

No existe información detallada sobre la secuencia de 
eventos moleculares que ocurren dentro de la célula infecta 
da durante la infección y replicación viral.

La infección viral no altera la síntesis de proteínas 
y ácidos nucleicos de las células BHK-21 (Coto y col., 1970), 
pero sí la de las células Vero, sobre las que ejerce efecto 
citopático (Franze-Fernández, 1984) . La pres'encia de la 
RNA polimerasa II celular parece ser necesaria para la re­
plicación viral (Mersich y col., 1981).

Para los virus Junín, Tacaribe y Pichindé se determinó 
que el tiempo de generación viral es de 5 a 6 horas en la



fase estacionarla de crecimiento? y con el empleo de actino 
micina D como inhibidor se halló que no es necesaria la 
transcripción celular simultánea para la producción viral 
(López y col., 1983).

Utilizando inhibidores de la glicosilación se eviden­
ció la importancia biológica del componente glicosídico de 
la glicoproteína asociada a la envoltura viral como determi_ 
nante de la capacidad infectiva del virión (Daelli y Coto, 
1982; Padula y Martínez Segovia, 1983) .

Por experimentos de "pulse chase" se demuestra la exi£ 
tencia en los extractos de células infectadas con virus Ju- 
nín de una glicoproteína de PM = 58 K que sería la* precurso 
ra de la proteína viral madura de PM = 30-32 K (Rustici y 
col., 1982). Esto hace pensar que la glicoproteína de PM = 
58 K descripta por Martínez Segovia como viral y no hallada 
por Romanowski, sería en realidad el precursor de la de P M = 
30-32 K que podría a veces no ser procesada o ser arrastra 
da por los viriones y no eliminarse debido a una purifica­
ción insuficiente.

Por el hecho de observar a la actina, producto genéti­
co celular, firmemente asociada al virus se piensa que se 
debe reconsiderar la función del citoesqueleto en la madura 
ción viral (Pasian y col., 1983).

Pese a todo lo expuesto, la secuencia de pasos que con 
ducen a la maduración del virus es aún desconocida.

Estudios realizados por microscopía electrónica ten­
dentes a esclarecer la morfogénesis viral en células en 
cultivo de tejido, sugieren que el virus completa su madura 
ción liberándose al medio externo por un proceso de brota- 
ción a través de la membrana plasmática celular; muy rara



10

vez se ven partículas virales brotando de membranas intra- 
citoplasmáticas (Murphy y col., 1975; Lascano y Berría,
1977). De estas observaciones los distintos autores infie­
ren que la envoltura viral se origina a partir de la mem­
brana plasmática celular.



11

1 .3 . MEMBRANAS VIRALES: CONDICIONANTES DE LA INFECCION Y MADURACION 

VIRAL

Muchos virus animales, así como también algunos virus de 
plantas y de bacterias, poseen una envoltura lipoproteica que 
rodea a su nucleocápside.

Algunos de estos virus surgen de los cultivos celulares 
por un proceso de brotación a través de la membrana plasmáti­
ca celular, mediante el cual arrastrarían los componentes li­
pidíeos pero no los proteicos de esta membrana, por un meca­
nismo aún no bien conocido. Sin embargo, pese a ser éste el 
procedimiento más utilizado por los virus para adquirir su en 
voltura, no es el único. Así, existen virus que forman su en­
voltura introduciendo componentes de membranas internas y aún 
otros parecen tener una composición propia y definida diferen 
te de la de cualquier estructura celular, con una síntesis 
"a novo" de sus componentes.

En el caso de los virus animales, que son los que nos 
ocupan , y de los cuales se tienen más datos acerca de su en­
voltura, el Comité Internacional de Taxonomía de Virus recono 
ce 11 familias de virus envueltos; ellas son: arenaviridae, 
báculoviridae, bunyaviridae, coronaviridae, herpesviridae, 
orthomyxoviridae (o mixovirus), paramixoviridae, poxviridae, 
rhabdoviridae, retroviridae, togaviridae, y eventualmente al­
gunos de los miembros de la familia iridoviridae que presenta 
rían envolturas.

De la familia arenaviridae ya nos hemos ocupado y hemos 
dicho que es muy poco lo que se conoce acerca de la envoltura 
de los virus que la integran. En tanto, de la familia báculo­
viridae sólo se sabe que sus miembros poseen membrana que
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contiene lípidos, pues son sensibles a los solventes orgáni­
cos, pero se desconoce el origen de la misma (Matthews, 1982).

Trataremos seguidamente en detalle las demás familias de 
virus envueltos.

1.3.1. Bunyavirus

Son virus con RNA monocatenario, fragmentado, como ge- 
noma. Entre sus miembros más destacados se encuentran el a- 
gente etiológico de la fiebre hemorrágica de Crimea - Congo 
y los Uukuvirus.

La multiplicación viral parece realizarse en el cito­
plasma y la maduración, por gemación, a través de la membra 
na del complejo de Golgi, donde el virus se acumularía 
(Murphy y col., 1973; Matthews, 1979). Sin embargo, los foss 
folípidos del virus Uukuniemi se muestran virtualmente idén 
ticos a los del Semliki Forest Virus (SFV) cuando ambos son 
cultivados en células BHK-21. La proporción de las distin­
tas especies fosfolipídicas es semejante, a su vez, a la de 
la membrana plasmática de dichas células (Renkonen y col., 
1972b). Así, Renkonen sugiere que este virus adquiere su en 
voltura por brotación a través de la membrana plasmática ce 
lular, aunque no descarta que pueda ocurrir por otra vía, 
como proponen otros autores (Von Bonsdorff y col., 1970).

1.3.2. Coronavirus

El genoma de estos virus está constituido por un RNA
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monocatenario no segmentado? el virus tipo de esta familia 
es el de la bronquitis infecciosa aviar.

Estudios de microscopía electrónica de células infec­
tadas con coronavirus indican que el ensamblaje de los com 
ponentes virales ocurre de manera tal que éstos brotan a 
través de las membranas intracitoplasmáticas, incluyendo 
el complejo Golgi y el retículo endoplásmico (David Ferrey 
ra y Manaker, 1965; Oshiro, 1973). Los virones se acumula­
rían en gran cantidad dentro de las vacuolas y serían libe 
rados cuando la membrana vacuolar se fusiona con la membra 
na plasmática celular. En etapas posteriores se verían 
grandes zonas de la membrana plasmática celular con virus 
adheridos, pero esto no significaría que el virus brote a 
través de ella (Oshiro, 1973).

1.3.3. Herpesvirus

El genoma de estos virus es un DNA bicatenario; los 
miembros más destacados de esta familia son los herpes huma 
nos.

En los herpesvirus se observa una interesante unión co 
valente entre las proteínas glicosiladas o no glicosiladas 
de la envoltura viral y los lípidos (Abodeely y col., 1971; 
Perdué y col., 1974). Aparentemente, los lípidos se acomoda 
rían en una bicapa, formando una membrana unitaria. La com­
posición lipídica de los herpesvirus es semejante a la de 
la membrana nuclear interna, a través de la cual se observa 
a los virus brotando, y es diferente de la de la membrana 
nuclear externa y de la de otras membranas intracitoplasmá-
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ticas (Ben Porat y Kaplan, 1972; Darlington y Moss, 1969; 
Epstein, 1962; Fong y col., 1973; Schwartz y Roizman,
1969). Aún cuando la mayoría de los lípidos virales pare­
cen ser sintetizados antes de la infección viral, los fo£

32folípidos marcados con P, sintetizados después de la in 
fección, parecen ser preferencialmente incorporados desde 
la membrana nuclear al virión (Ben Porat y Kaplan, 1971). 
Así, la incorporación de lípidos no sería un proceso al 
azar.

La membrana nuclear interna aparece engrosada en las 
regiones donde se ve el virus brotando, presumiblemente 
debido a la presencia de la glicoproteína viral (Bibor y 
col., 1982). En las células infectadas se vieron nucleo- 
cápsides virales en el nucleoplasma y prolongaciones ex­
trañas en la membrana nuclear; las zonas de la membrana 
nuclear que estaban distorsionadas, no presentaban poros 
(Haines y Baerwald, 1976). Se han observado partículas de 
virus envueltos, maduros, en vacuolas o canales citoplas- 
máticos, los que prepararían la salida del virus desde la 
membrana nuclear hasta la superficie celular (Morgan y 
col., 1959; Darlington y Moss, 1969; Schwarts y Roizman, 
1969), El aparato de Golgi sería importante no solo para 
el egreso del virus sino también para la maduración de la 
glicoproteína viral de envoltura (Johnson y Spear, 1982).

El rol esencial de los lípidos de la envoltura viral 
para la infectividad del virus fue demostrado mediante la 
inactivación del mismo con fosfolipasa C (Spring y Roiz­
man, 1968). Aparentemente, la infección viral comienza 
cuando la envoltura vírica se adsorbe a receptores de la 
membrana plasmática celular, se funde con ella y finalmente
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libera la cápside en el citoplasma de la célula (Matthews, 
1979) .

1.3.4. Myxovirus

El genoma de estos virus es un RNA monocatenario,
* fragmentado. Los virus más característicos de esta familia 

son los de la influenza (gripe).
En la envoltura de estos virus existen dos tipos de 

glicoproteínas: las hemoaglutininas y las neuroaminidasas, 
responsables ambas de las espículas (Laver y Valentine, 
1969; Webster y Darlington, 1969; Rott y col., 1970). Estu 
dios de microscopía electrónica mostraban que probablemen­
te la envoltura del virus de la influenza se adquiriera 
por brotación , a través de la membrana plasmática celular 
(Murphy y Bang, 1952), y que existiría una continuidad en­
tre la membrana unitaria de la superficie celular y la de 
la partícula de virus emergente (Báchi y col., 1969; Com- 
pans y Dimmock, 1969) . Se piensa que la envoltura viral ad 
quiere los lípidos de la membrana plasmática celular, y pa 
recería que el ordenamiento de los lípidos en una y otra 
membrana es semejante. Los primeros estudios demostraban 
que los lípidos celulares premarcados eran incorporados 
dentro del virus y que la composición de los lípidos vira­
les reflejaba la de los celulares (Wecker y col., 1957; 
Kates y col., 1961). Sin embargo, estudios más recientes 
indicarían que una parte de los lípidos virales podría sin 
tetizarse "a novo" luego de la infección viral (Blough, 
1974) .
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Se han encontrado diferencias en la composición de 
ácidos grasos de varias cepas del virus de la influenza, 
cultivados en huevo (Tiffany y Blough, 1969; Blough y 
tiffany, 1973). Debido a estas diferencias se ha propues­
to que son las proteínas de la envoltura viral las que de 
terminan la composición lipídica por asociación con lípi- 
dos específicos. Sin embargo, la mayoría de los estudios 
realizados indican que la composición lipídica refleja la 
de la membrana plasmática celular, y que ella puede ser 
variada por las proteínas virales sólo dentro de un estre 
cho margen. Se ha determinado que la proteína de la ma­
triz (M) del virus de la influenza, que es el componente 
estructural predominante, está firmemente unida a los lí- 
pidos de la envoltura viral; sólo una porción específica 
de la molécula proteica tiene una alta afinidad por la b_i 
capa lipídica, pero esta última puede ser de distintos o- 
rígenes (Gregoriades, 1980). Así, los virus obtenidos a 
partir de diferentes células huéspedes poseen la misma 
composición proteica, pero distinta composición en lípi- 
dos, la cual es siempre semejante a la de la membrana pías 
mática de la célula huésped (Compans y Klenk, 1979). Esta 
diferencia en la composición parece estar relacionada con 
la diferencia de fluidez observada con resonancia de spin 
electrónico. Así, los virus de la influenza cultivados en 
células MDBK poseen una bicapa lipídica más rígida que 
los cultivados en células BHK-21 (Landsberger y col., 1973) 
de la misma forma en que la membrana plasmática de las cé 
lulas MBDK es más rígida que la de las células BHK-21.
Por otro lado, se sabe que la distribución de lípidos en­
tre las capas interna y externa de la membrana viral es
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a s im é t r ic a  (T sa i y L enard , 1975; Rothman y c o l . ,  1 9 7 6 ), c a ­

r a c t e r í s t i c a  que tam bién  p re s e n ta  l a  membrana p la s m á tic a  ce 

l u l a r .

En c u a n to  a l a  forma en que e l  v i r u s  a d q u ie re  su  en ­

v o l t u r a ,  se  ha i n s i s t i d o  mucho en l a  im p o r ta n c ia  que t i e n e  

e l  c i t o e s q u e le to  c e l u l a r  p a ra  t r a n s p o r t a r  lo s  e lem en to s  cons 

t i t u t i v o s  de lo s  v i r io n e s  h a s ta  l a  s u p e r f i c i e  de l a  c é l u l a .  

S in  em bargo, re c ie n te m e n te  se  ha d em o strad o , p a ra  e l  v i r u s  

de l a  in f lu e n z a ,  que l a  p ro d u cc ió n  v i r a l  no se  ve a f e c ta d a  

con l a  r u p tu r a  d e l  c i to e s q u e le to  cuando no se  a l t e r a  e l  

t r a n s p o r te  de h exosas ( lo  que norm alm ente o c u r r i r í a  como un 

e f e c to  s e c u n d a r io  de l a  ru p tu ra  d e l  c i t o e s q u e l e t o ) . E sto  

m arca l a  g ran  im p o rta n c ia  que t i e n e  l a  p o rc ió n  g lu c íd ic a  en 

l a  m aduración  d e l  v i r u s  ( G r i f f in  y c o l . ,  1 9 8 3 ).

Las g l i c o p r o te ín a s  tam bién  ju g a r ía n  un r o l  im p o r ta n te  

en l a  in f e c c ió n  v i r a l .  La p e n e tra c ió n  de l a  n u c le o c á p s id e  

d e l  v i r u s  de l a  in f lu e n z a  d e n tro  de l a  c é lu l a  huésped  se  

h a r ía  p o r un mecanismo de fu s ió n , p a ra  e l  c u a l  se  n e c e s i t a ­

r í a  e l  co n cu rso  de l a s  g l i c o p r o te ín a s  v i r a l e s  (Huang y c o l . ,  

1980; Hosaka y c o l . ,  1983).

1 .3 .5 .  P a ra m ix o v iru s

E s to s  v i r u s  poseen  un £NA genóm ico m o n o c a te n a rio . Los 

m iembros más c a r a c t e r í s t i c o s  de l a  f a m i l ia  son lo s  v i r u s  de 

l a  p a r a in f lu e n z a ,  que p roducen  en ferm edades r e s p i r a t o r i a s  

en hom bres y m u je re s , e l  de l a  enferm edad de N ew castle  y 

e l  v i r u s  S e n d a !•

La e n v o l tu ra  de e s to s  v i r u s  p o see  g l i c o p r o t e ín a s  con



funciones de hemoaglutininas y neuroaminidasas, que serían 
responsables de las espículas del virus.

En el proceso de maduración estos virus adquieren los 
lípidos de la membrana plasmática celular (Klenk y Choppin, 
1969) . Todas las especies lipídicas observadas en la membra 
na plasmática celular se encuentran en la misma proporción 
en la envoltura viral, con la excepción de los gangliósi- 
dos, los que debido a la acción de las neuraminidasas no 
son incorporados al virión (Klenk y Choppin, 1969) .

Se sabe que para la maduración del virus es necesario 
el concurso del citoesqueleto celular (Bohn y col., 1983) y 
para la formación de la envoltura viral se postulan como 
precursores zonas discretas de la membrana plasmática celu­
lar o "parches". La idea de la formación de "parches" deri­
va de estudios de microscopía electrónica que muestran, por 
un lado, una capa con proyecciones (espículas) cubriendo la 
partícula viral naciente, pero ausente en la supeficie adya 
cente (Compans y col., 1966). Por otro lado, los anticuer­
pos virales marcados con ferritina se unen a la zona de la 
superficie celular, de donde se ve al virión brotando pero 
no las zonas adyacentes (Choppin y col., 1971). Además, se 
conoce cuál es la estructura de las proteínas virales en la 
membrana plasmática de las células infectadas (Brcwen y col., 1981), 
y por inmunofluorescencia se determinó que las cadenas de 
nucleoproteínas del virus Sendai se unían a la cara interna 
de la membrana plasmática de células infectadas (Büechi y 
Bachí, 1982). Reforzando la idea de los "parches", se han 
observado restos de ácido neuramínico sólo en las zonas de 
la membrana plasmática celular no alterada, pero ausente 
en las zonas donde se ve la partícula viral brotando (Klenk
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y Choppin, 1970).
Experimentos recientes muestran que las glicoproteínas 

virales formadoras de las espículas, poseen movilidad rota­
cional dentro de la envoltura viral. El grado de movilidad 
depende de la temperatura y se correlaciona con la capaci­
dad de fusión del virus, pero no con la capacidad de hemo- 
aglutinación (Lee y col., 1983).

Estudios con métodos de resonancia de spin electrónico 
han revelado modificaciones en la fluidez de la membrana 
plasmática celular durante la fusión virus-célula (Lyles y 
Landsberger, 1977). Por otro lado, en células de embrión de 
pollo infectadas con cepas virulentas del virus de la enfer 
medad de Newcastle se detectó un gran aumento en el total 
de los ácidos grasos no saturados. Este incremento no se ob 
servó en las células infectadas con virus avirulentos de la 
enfermedad de Newcastle, Sendai o influenza A. El virión de 
la cepa virulenta cosechado de la cavidad corioalantoidea, 
también tiene un alto contenido de ácidos grasos no satura­
dos. El aumento de ácidos grasos no saturados en células in 
fectadas con la cepa virulenta se correlaciona con el dato 
de la modificación de la permeabilidad y fluidez de la mem­
brana plasmática celular e indirectamente con la inhibición 
de la síntesis de proteínas y RNA que sufren estas células 
(Blenkharn y Apostolov, 1981). Todo esto hablaría de una 
gran dinámica dentro de la membrana plasmática celular y, 
por lo tanto, de la posibilidad de aceptación de la hipóte­
sis actualmente considerada, que propone que los "parches" 
no constituirían como se había pensado en un primer momento, 
estructuras rígidas.

La importancia de la envoltura viral en la penetración
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de la nucleocápside dentro de la célula huésped queda demos 
trada por el hecho que el virus Epstein Bar puede unirse a 
las células con receptor Epstein Bar negativo mediante la 
modificación que sobre estas células puede causar la envol­
tura aislada del virus Sendai (Ridha y Menezes, 1983).

1.3.6. Poxvirus

El genoma de estos virus es un DNA bicatenario. Entre 
los miembros más destacados de la familia se encuentran los 
virus de la viruela humana y la de otros animales, el vacci 
nia virus (virus de la vacuna).

El virus vaccinia posee una membrana estructuralmente 
semejante a la membrana plasmática celular, sin embargo, 
los lípidos de la misma no parecen derivar de la membrana 
plasmática celular; muy probablemente exista un proceso de 
autoensamblaje a través de "factores virales" citoplasmáti- 
cos (Dales y Mosbach, 1968). Como consecuencia de ello la 
composición lipídica del virus no se asemeja a la de la mem 
brana plasmática celular (Stern y Dales, 1974). Según demues 
tra estos autores, en el virus entrarían fosfolípidos pre­
formados y nacientes. El pasaje de fosfolípidos de liposo- 
mas al virus se demostró "in vitro", lo que podría indicar 
una transferencia "in vivo" de fosfolípidos del retículo en 
doplásmico al virus (Stern y Dales, 1974).

Existen evidencias de que la infección viral afecta el 
metabolismo de los lípidos de la célula huésped. Así, se ob 
servan cambios en los glicolípidos celulares (Anderson y 
Dales, 1978).
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Por otro lado, después de la infección con el poxvirus
de la viruela avian (FPV), el epitelio del pollo contiene
niveles altos de colesterol, ásteres del colesterol y escua
leño (White y col., 1968), mientras que en la membrana co-
rioalantoidea el FPV provoca una acumulación de ásteres del
colesterol y un incremento de la actividad de la 3-hidroxi-
-3-metilglutaril coenzima A reductasa (Lyles y col., 1975).
Esta enzima catalizaría el paso límite de la biosíntesis 

0

del colesterol (Brown y Goldstein, 1980). Así, la acumula­
ción de colesterol puede resultar de la colesterogénesis 
inducida. Esto es de considerable interés porque en algunos 
animales las lesiones arteriales, observadas después de la 
infección viral, se asemejan a las de la ateroesclerosis 
(Fabricant y col., 1973, 1978). Cuando se estudia el efecto 
de la infección viral en cultivos de tejido no se observa 
acumulación de escualeno en las células infectadas, de esto 
se deduce que el virus no necesita esos lípidos inusuales 
para formar su membrana. Además, se observa que el FPV pue­
de afectar el metabolismo de los lípidos de la célula hués­
ped de varias maneras, dependiendo del sistema hospedador 
(Buttke y Gafford, 1982) .

Se han observado modificaciones en los núcleos de las 
células infectadas con el virus Orf o con el de la estoma­
titis pustular, tanto "in vivo" como Min vitro". Sin embar­
go, mediante el empleo de anticuerpos fluorescentes, se de­
terminó que sólo existen antígenos específicos del poxvirus 
en el citoplasma celular (Pospischil y Bachmann, 1980).

La forma extracelular, envuelta del virus de la vacuna 
es generalmente una forma infecciosa activa, en tanto que 
la forma intracelular aún desnuda consiste fundamentalmente
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en virus no infecciosos. El virus envuelto parece ser el 
responsable de la diseminación en los sistemas Min vitro", 
lo cual hace sospechar que cumple un rol muy importante en 
la diseminación "in vivo" (Payne, 1980).

Se sabe que durante la diseminación el virus entra en 
contacto con las membranas de las vesículas de Golgi y con 
la cara protoplasmática de la membrana plasmática celular. 
Esto sugeriría que el virus extracelular debería su infec- 
tividad a la interacción con estas membranas. Hoy se sabe 
que inhibidores de la glicosilación, a nivel del complejo 
de Golgi, afectan la liberación del virus envuelto (Payne 
y Krisbensson, 1982). Además, se han podido activar virus 
no infecciosos mediante la incubación de los mismos con 
membranas plasmáticas celulares purificadas (Ichihashi y 
Oie, 1982). Esta activación estaría mediada por componen­
tes de la membrana, estables al calor (Ichihashi y Oie, 
1982) . Una suspensión de liposomas que contengan los lípi- 
dos extraídos de las membranas plasmáticas celulares, acti_ 
va los virus no infecciosos de la misma manera en que lo 
hacen las membranas plasmáticas celulares, purificadas y 
expuestas al calor. Los fosfolípidos, pero no los lípidos 
neutros ni los glicolípidos, tienen la habilidad de acti­
var estos virus. Los liposomas constituidos por fosfatidil^ 
serina (PS) activan los virus no infecciosos, mientras que 
la fosfatidiletanolamina (PE), fosfatidilinositol (PI), 
fosfatidilcolina (PC) y esfingomielina (Sph) no tienen e- 
fecto sobre la infectividad viral. La lisofosfatidilcolina 
(LPC) reduciría la infectividad. El tratamiento con membra 
na plasmática purificada o con liposomas aumenta ligeramen 
te la hidrofobicidad del virus pero no altera su densidad.
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El análisis de los virus activados y purificados mués 
tra que todas las especies fosfolipídicas contenidas en la 
membrana plasmática o liposomas de la incubación son tranís 
feridas al virus- El proceso es una transferencia neta y 
no una reacción de intercambio, y se produce rápidamente a 
37°C llegando a la saturación dentro de la hora de incuba­
ción. Cuando la mezcla se incuba a 8°C no se produce la ac 
tivación ni la transferencia de lípidos. De todo esto se 
deduce que el virus tiene una alta habilidad para extraer 
fosfolípidos de las membranas con bicapa lipídica, con las 
cuales se incuba y que la asociación con PS le otorga al 
virus una alta infectividad ( chihashi y Oie, 1983). Con 
esto queda en evidencia el rol de los fosfolípidos en la 
infectividad del virus ya que no sólo son un escenario iner 
te donde se asientan las proteínas sino que juegan un impor 
tante papel en la interacción virus-célula.

1.3.7. Rhabdovirus

El genoma de estos virus es un RNA monocatenario. El 
miembro más prominente de la familia por su peligrosidad 
para el hombre y para los animales es el de la rabia; otro 
miembro muy conocido y estudiado es el virus de la estoma­
titis vesicular (VSV).

La composición lipídica del VSV es semejante aunque 
no estrictamente igual a la de la membrana plasmática de 
la célula huésped. Cuando se analizan los lípidos de dos 
cepas distintas del VSV se observa que cimbas poseen la miis 
ma composición cuando son cultivados en la misma línea
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celular. Esta composición es semejante a su vez, a la de 
la membrana plasmática celular sugiriendo esto que los 
virus adquieren su envoltura a partir de la misma (Me 
Sharry y Wagner, 1971).

Sin embargo, pese a tener aprentemente una morfogéne 
sis muy diferente, los virus intra y extracelulares de la 
rabia poseen la misma composición lipídica, de lo que se 
deduce que la nucleocápside viral es capaz de dirigir la 
formación de su propia membrana sin el concurso de las 
membranas celulares, utilizando los fosfolípidos celulares 
y proteínas específicas del virus (Schlesinger y col., 1973).

Otros autores encuentran que la composición lipídica 
del virus de la rabia es intermedia entre la encontrada pa 
ra la membrana plasmática y el retículo endoplásmico de la 
célula huésped. Con este dato y con observaciones hechas 
en el microscopio electrónico proponen que la formación de 
la envoltura viral es un evento intracelular que no requie 
re de las membranas celulares. Así sugieren que el total 
de las partículas virales sería sintetizado "a novo" (Bloug 
y col., 1977).

Según otros autores, aparentemente la glicoproteína 
no es específica para la maduración del virus, pues la cáp 
side puede brotar a través de la membrana plasmática celu­
lar con glicoproteínas de otros virus; pero lo que sí re­
presenta un requisito esencial para que se produzca la ma­
duración del virus es que la relación entre la cantidad de 
proteínas de la matriz viral (M) y la nucleoproteína (N) 
sea constante, no así la relación de éstas con la glicopro 
teína (Lodish y Porte, 1980). Por otro lado, las células 
en cultivo infectadas con el VSV muestran una morfología
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similar a la observada en las células tratadas con citoca- 
lacina B. Sin embargo, los mutantes ts afectados en la ma­
duración de la proteína de envoltura no inducen estos cam­
bios morfológicos a temperatura no permisiva Estos hallaz^ 
gos indicarían que debe replantearse la hipótesis que sen­
taba la posibilidad de que el citoesqueleto interviniera 
en la reproducción del VSV (Genty y Bussenau, 1980).

Diversos estudios permitieron conocer la estructura 
de la envoltura viral. Se ha demostrado que la glicoproteí^ 
na atraviesa la membrana viral en tanto que la proteína M 
estaría asociada a la membrana pero no la atravesaría pro­
fundamente (Zakowski y Wagner, 1980). Utilizando reactivos 
que reaccionan solamente con componentes superficiales de 
la membrana se determinó que en el VSV el 36% de la PE de 
la membrana viral se encuentra en la cara externa y el 64% 
restante en la interna (Fong y col., 1976). Como se indicó 
(1.3.4.), se sabe desde hace tiempo que este tipo de asime 
tría también existe en las membranas plasmáticas celulares. 
Si a la membrana viral se le quitan las proteínas igualmen 
te se mantiene la distribución anterior, pero si se soni- 
can reacciona el' 100% de la PE, lo que demostraría que la 
glicoproteína no sería la responsable de mantener la sime­
tría entre ambas capas de la membrana viral (Fong y col., 
1976).

Sin embargo, se ha probado que existe una estrecha re 
lación entre la glicoproteína y los lípidos de la envoltu­
ra viral. Cuando se ponen en contacto la glicoproteína (G) 
del VSV con vesículas de PC obtenidas a partir de huevo se 
observa que la relación de cantidades glicoproteína G/lípi^ 
do, en una vesícula reconstituida, es similar a la de la



envoltura de los virus intactos, y que además, al igual 
que los virus intactos, estas vesículas provocan aglutina­
ción de los glóbulos rojos y pegado a células BHK. Se ob­
servó también que la introducción de la glicoproteína G 
provoca un incremento en la rigidez de la membrana, lo que 
también hace pensar que la porción hidrofóbica de la glico 
proteína interacciona con la bicapa lipídica (Altstiel y 
Landsberger, 1981a). En este sentido, cuando se rompe la 
partícula viral por sonicación o por congelamientos y des­
congelamientos sucesivos y se separan los componentes sub­
virales por centrifugación isopícnica, se ha visto que en 
una de las fracciones de más baja densidad se encuentran 
los lípidos virales y la glicoprote n G. La purificación 
exhaustiva de dicho material demues a que el mismo consijs 
te en vesículas que contienen sólo la proteína G y la mis­
ma proporción de los distintos fosfolípidos que el virión 
intacto; además, en dichas vesículas se pueden observar 
las espículas características de la estructura viral (Taube 
y Rothfield, 1978).

Los lípidos de la estructura viral parecen jugar un 
papel muy importante en la interacción célula-virus cuando 
se produce la infección de la célula por el virus. El pega 
do del VSV a la membrana plasmática de las células BHK cau 
sa un incremento de la rigidez de la bicapa lipídica. Apa­
rentemente, al pegarse el virus produciría una redistribu­
ción lateral de los receptores específicos para él en la 
membrana plasmática celular (Altstiel y Landsberger, 1981b).

Se ha observado que la presencia de colesterol en la 
envoltura viral es esencial para la infectividad. Cuando 
se mezclan partículas virales infectivas con vesículas
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sintéticas de PC y se dejan interactuar, se observa que 
existe un fuerte descenso en la cantidad de colesterol y 
un aumento en la fluidez en la membrana viral, lo que cau­
sa una fuerte pérdida de la infectividad (Moore y col.,
1978).

1.3.8. Retrovirus

Estos virus poseen un RNA monocatenario como genoma. 
Los virus más destacados de estas familias son los del sar 
coma de Rous y otros virus que son agentes tumorales.

En su envoltura poseen por lo menos dos glicoproteí- 
nas y lípidos. La composición en lípidos de estos virus es 
semejante a la de la membrana plasmática de la célula hués 
ped. Además, se halló semejanza entre la envoltura de los 
miembros del grupo al ser cultivados en las mismas células 
huéspedes (Rao y col., 1966; Quigley y col., 1971). Sin em 
bargo, el contenido de PC fue más bajo y el de PE y Sph 
más alto que el de la membrana plasmática (Quigley y col., 
1972b). Esto sugiere que la diferencia de composición lipí- 
dica puede deberse a la brotación preferencial del virus a 
través de sitios específicos de la membrana plasmática ce­
lular.

Se han detectado glicoproteínas maduras en la membra­
na plasmática celular pero no los precursores de la misma. 
Estos fueron detectados en regiones intracitoplasmáticas 
(Witte y col., 1977). Se cree que el agregado postrasduc- 
cional de ácidos grasos es el mecanismo por el cual la pro 
teína viral se asocia a la membrana plasmática celular.

*
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Esta asociación jugaría un papel muy importante en la brota 
ción (Gallick y Arlinghaus, 1984).

La membrana plasmática de las células infectadas tiene 
la misma proporción de los distintos fosfolípidos que la de 
las células no infectadas; sin embargo, el contenido de ácî  
dos grasos no saturados y la fluidez de una y otra son dife 
rentes. El cambio de fluidez se debería tanto a la varia- 
qión de fosfolípidos como de proteínas (Maldonado y Blough, 
1980) .

Actualmente se sabe que los lípidos juegan un papel 
muy importante en las infecciones virales. La infección de 
una línea permisiva con un retrovirus no defectivo produce 
una línea celular que es productora crónica del virus y es 
resistente a la infección posterior con virus relacionados 
(interferencia). Estudios llevados a cabo con el virus de 
la leucocis aviar y virus de sarcomas (Rubin, 1960; Steck 
y Rubin, 1966a, 1966b; Vogt e Ishizaki, 1966) así como tam 
bién en un gran número de retrovirus de mamíferos (Sarma y 
col., 1967; Sarma y Log, 1971; Henderson y col., 1974) han 
indicado que una proteína viral de producción endógena se 
pega a la superficie celular donde se hallan los recepto­
res virales causando la interferencia (De Larco y Todaro, 
1976; Steck y Rubin, 1966a, 1966b). Se intentaron muchas 
técnicas para salvar este bloqueo a la superinfección. Se 
infectó con un seudotipo no relacionado o con virus produ­
cidos en presencia de inhibidores de la glicosilación, o 
se les transfirió una copia del DNA viral a las células.
Se viq que una alternativa más simple consiste en poner en 
contacto paquetes de los viriones en cuestión dentro de ve 
sículas lipídicas sintéticas. La fusión posterior de estas
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vesículas con las células resistentes puede producir una in 
fección eficiente. Se vio que el sistema introducía mejor a 
los viriones dentro de las células infectadas que dentro de 
las no infectadas (Douglas y Baltimore, 1984).

1.3.9. Togavirus

Estos virus poseen un genoma consistente en un RNA mo- 
nocatenario. Entre los miembros más destacados se hallan el 
Semliki Forest virus (SFV) y el virus Sindbis.

Estos virus también poseen glicoproteínas y lípidos en 
su envoltura. Los lípidos derivan de la célula huésped 
(Pfefferkorn y Hunter, 1963) y se asemejan a los de la mem 
brana plasmática celular (Renkonen y col., 1971, 1972c; 
Hirschberg y Robbins, 1974) cuando son cultivados en células 
de mamíferos. Por otro lado, cuando algunos de estos virus 
son cultivados en células de insectos (mosquitos) la madura 
ción parece ocurrir a través de membranas intracelulares 
con brotación dentro de vacuolas, a partir de las cuales la 
partícula viral se libera al medio por fusión con la membra 
na plasmática celular (Whitfiel y col., 1971; Gliedman y 
col., 1975).

La dependencia de la composición lipídica con la célu­
la huésped se pone en evidencia al comparar los lípidos del 
SFV crecidos en células BHK-21 con los crecidos en células 
de mosquitos (Luukkonen y col., 1976). Por otro lado, la ma 
yor o menor estabilidad del virión parece depender de la 
composición lipídica del mismo (Sly y col., 1976).

La bicapa lipídica de la envoltura viral muestra una
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marcada asimetría. El tratamiento del SFV cultivado en célu 
las de mosquito con reactivos de superficie, demuestra que 
la capa externa de la envoltura viral posee más ceramida y 
fosfoetanolamina y menos PE que la cara interna (Luukkonen 
y col., 1976).

La membrana viral parece tener menos fuidez que la mem 
brana plasmática celular. Sin embargo, esta diferencia no 
parece ser causada por los lípidos de la membrana viral si­
no por la alteración que en la bicapa lipídica provocan las 
proteínas virales. Los lípidos aislados extraídos del virus 
con cloroformo/metanol presentan más fluidez que los de la 
membrana plasmática celular, Además, la membrana viral se 
hace más fluida cuando se le provoca una digestión proteolí^ 
tica (Sefton y Gaffney, 1974).

Algunos autores han propuesto que el proceso de forma­
ción de la envoltura viral en células de mamífero se produ­
ciría mediante la incorporación de las proteínas del virus 
a la población no específica de fosfo y glicolípidos de la 
membrana plasmática celular (Hirschberg y Robbins, 1974).
Sin embargo^ ellos encuentran que el virus Sindbis siempre 
posee menor cantidad de PC y mayor de Sph y PS que la mem­
brana plasmática celular (Hirschberg y Robbins, 1974); lo 
mismo ocurriría con el SFV (Renkonen y col., 1971). Esto ha

i,

blar^ía de una migración diferencial de la proteína viral ha 
cia zonas específicas de la membrana plasmática celular. Se 
ha propuesto que existe una interacción transmembrana entre 
las glicoproteínas (formadoras de espículas) y ciertas zonas 
de la membrana plasmáctica celular en las que habría una re 
moción de las proteínas celulares que provocaría la forma­
ción de "parches" (Renkonen y col., 1971; Garoff y col. , 
1974) .

s
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Con experimentos de "pulso chase" se vio que las pro- 
teínas virales marcadas con H-Leu se forman en el retícu­
lo endoplásmico; luego de 4 horas posinfección se ubican en 
la membrana plasmática celular y a las 11 posinfección ya 
desaparecen en el virus libre (Richardson y Vanee, 1976). 
En células BHK-21 infectadas con el SFV tratadas con trip­
sina no se produce ningún efecto detectable; en cambio, 
cuando son infectadas con el virus Sindbis se observa un 
bloqueo irreversible en la producción de la progenie vi­
ral, aparentemente la tripsina no afecta la síntesis de 
proteínas ni el transporte de las mismas hacia la membrana 
plasmática celular pero sí el clivaje de una de las prote^ 
ñas de la envoltura viral (Adams y Brown , 1982).

No se sabe cuál puede ser la función que cumpla el nú 
cleo celular en la morfogénesis viral. Se observó que el 
virus Sindbis puede ser cultivado en células de mamíferos 
anucleadas pero no en células de insectos anucleadas, en 
tanto que el VSV puede ser cultivado satisfactoriamente en 
ambas (Erwin y Brown, 1983) .

En relación con la entrada del virus a la célula hué£ 
ped, trabajos realizados con el SFV demuestran que el mis­
mo entraría por endocitosis, quedando el virus secuestrado 
dentro de vacuolas y lisosomas celulares que podrían cum­
plir un importante papel en la liberación de la nucleocáp- 
side (Helenius y col., 1980). Sin embargo, la endocitosis 
no parece ser esencial para que se produzca la infección 
de un cultivo celular con el virus Sindbis (Coombs y col.,
1981).
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1.3.10. Iridoviridae

El Comité Internacional de Taxonomía de Virus describe 
a los miembros de esta familia como virus de genoma DNA bi- 
catenario, con una simetría aparentemente icosaédrica, sin 
envoltura. Sin embargo, esta familia incluye virus de insec 
tos y vertebrados con una estructura interna compleja rodea 
da de una membrana unitaria (Carrascosa y col., 1984). Los 
iridovirus que afectan vertebrados poseen una envoltura ex­
terna que aparentemente adquieren por brotación a través de 
la membrana plasmática (Breese y De Boer, 1966; Kelly, 1975) o 
del retículo endoplásmico (Matthews, 1982).

Uno de los miembros más estudiados del grupo es el de 
la peste porcina africana (ASF). El virus extracelular pare 
ce estar constituido por una serie de membranas. Una membra 
na externa que posee las características de la típica "mem­
brana unitaria" con que se describe a la membrana plasmáti­
ca celular. Esta membrana puede ser removida del virión por 
shock osmótico o detergentes no iónicos, lo que sugiere que 
estaría constituida por lípidos. La capa siguiente es más 
densa que la externa y presenta estriaciones radiales, se 
considera que esta capa es la cápside proteica del virus. 
Debajo de la cápside se observa otra membrana de caracterÍ£ 
ticas semejantes a la externa, que se supone posee lípidos. 
Por último, la estructura más interna correspondería al nú­
cleo viral (Carrascosa y col., 1984). Esta estructura no 
sería, exclusiva del ASF, pues otros virus tales como el vi­
rus extracelular de la rana 3, aparentemente también la po­
see. Se desconocen las funciones que cumplen dichas membra­
nas, descartándose la posibilidad de que la externa cumpla
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un rol importante en la infectividad de estos virus (Mat- 
thews, 1982).

\

1.3.11. Virus no envueltos: Necesidad de una envoltura a lo largo 
del ciclo replicativo

Los reovirus, virus con un RNA bicatenario como genoma, 
son considerados "virus desnudos" por el Comité Internacio­
nal de Taxonomía de Virus.

Los reovirus se encuentran normalmente en los tractos 
entérico y respiratorio de los vertebrados. Originariamente 
se catalogaron como no patógenos para el hombre; sin embar­
go, en 1973 se descubrió que los miembros de un nuevo grupo 
de reovirus, el de los rotavirus, son los agentes causales 
más importantes de las enteritis infantiles.

Por la resistencia de los viriones al éter y al cloro­
formo se infirió que los rotavirus al igual que los demás 
miembros de la familia, carecían de envoltura lipídica 
(Estes y col., 1979). Pero en lisados de células infectadas 
con el rotavirus de mono SA-11 se han encontrado partículas 
virales envueltas (Els y Lecatsas, 1972). Experimentos de 
diversos tipos realizados en los laboratorios de Espejo 
demuestran que la envoltura adquirida por los rotavirus en 
su estadio intracelular podría tener gran importancia en la 
morfogénesis viral. Por microscopía electrónica han demos­
trado que la mayoría de las partículas virales están asocia 
das a membranas en el homogenado de células infectadas y en 
el citoplasma de las células enteras se han observado virus 
totalmente envueltos. Por experimentos de "pulso chase" es­
tablecieron que la glicoproteína viral se asocia rápidamente
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a la membrana plasmática celular, mientras que la mayoría 
de las proteínas estructurales aparecen en la fracción so­
luble inmediatamente después del pulso de marcación. La 
inhibición de la glicosilación no afecta la asociación de 
las glicoproteínas con las membranas. Además, las membra­
nas plasmáticas aisladas de células infectadas poseen antí 
genos virales. A partir de estos datos los autores han su­
gerido que la cápside externa del virión puede derivar de 
la envoltura en que a veces se lo observa inserto (Soler y 
col., 1982).

El virus oncogénico SV40 es un papovavirus, por lo 
tanto se lo describe como no envuelto (Matthews, 1982).
Sin embargo, se lo ha encontrado rodeado de envoltura den­
tro de la célula huésped. Al analizar la ultraestructura 
de las células infectadas con el SV40 se hallaron partícu­
las virales envueltas en el citoplasma, retículo endoplás- 
mico rugoso, envoltura nuclear, lisosomas y mitocondrias. 
Aparentemente, al entrar a la célula el virión obtiene de 
la membrana plasmática celular una envoltura cerrada. La 
partícula viral sería liberada de la envoltura o introducá 
da dentro de especializaciones tubulares que forman
las membranas, antes de fusionarse con otras membranas ce­
lulares. La reconstrucción morfológica de secuencias y el 
hallazgo de virus en los distintos organelos celulares su­
gieren que la entrada del mismo en los diversos comparti­
mientos y eventualmente dentro de los sitios dondese produ 
ce la replicación propiamente dicha, está facilitada por 
su capacidad para ser envuelto por diferentes tipos de mem 
branas (especialmente por la plasmática y la nuclear) y 
por la secuencial fusión y fisión de las mismas (Maul y
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col., 1978).
El virus del polioma también es un papovavirus, por 

lo tanto se considera no envuelto (Matthews, 1982). Sin era 
bargo, mediante gradientes de densidad de sacarosa se han 
separado vesículas membranosas que contenían partículas vî  
rales, a partir del citoplasma de células infectadas. Do- 
sando enzimas marcadoras se ha determinado que las vesícu­
las derivan de la membrana plasmática celular. El virus 
marcado con I encerrado en la vesícula sedimenta mucho 
más lentamente en un gradiente de sacarosa que el virus ex 
tracelular. El tratamiento de las vesículas que contienen 
a los viriones con detergentes provoca la liberación de a- 
quéllos. Los virus liberados poseen las mismas propiedades 
de sedimentación y las mismas proteínas que el virus extra 
celular purificado. El estudio de las vesículas que contie 
nen viriones representa un paso futuro muy importante en 
la elucidación de los eventos tempranos de la infección 
con el virus del polioma (Griffith y Consigli, 1984).
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OBJETIVOS Y PRESENTACION DEL TRABAJO

Los estudios sobre el virus Junín y los demás miembros 
de la familia Arenaviridae han permitido dilucidar distintos 
aspectos de la composición, estructura, capacidad antigénica 
e infectiva de los mismos.

Así, como antes se expresara, desde el punto de vista 
de su composición bioquímica se han estudiado y se siguen es­
tudiando distintas características de las proteínas y ácidos 
nucleicos virales. Sin embargo, hasta la fecha de comenzarse 
este trabajo no se había encarado el estudio de los componen­
tes lipídicos de los viriones, no obstante existir evidencias 
que indican que los mismos juegan un rol importante en el es­
tablecimiento de las infecciones virales.

En este sentido, de la revisión bibliográfica preceden-
§te se desprende que en muchos casos al estudiar la composición 

lipídica de los virus en comparación con la composición lipídi 
ca de las diferentes fracciones celulares se pudo llegar a de­
terminar el modo en que algunos viriones adquieren su envoltu­
ra. Con estos conocimientos comenzaron a tener explicación al­
gunas de las etapas implicadas en la morfogénesis de los mis­
mos .

Por estas razones hemos encarado el estudio de los compo 
nentes fosfolipídicos de los arenavirus y de las diferentes 
fracciones de las células huéspedes.

Tratando de hacer un aporte útil a los conocimientos so­
bre fiebre hemorrágica argentina comenzamos estudiando particu 
larmente a la cepa patógena MC2 del virus Junín, pero luego an 
te los resultados obtenidos y la ausencia de datos para los de 
más miembros de la familia, los estudios se extendieron a la
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cepa atenuada XJCl^ del virus Junín y a los virus Tacaribe y 
Pichindé.

Los resultados obtenidos y las características de los 
sistemas utilizados se analizan a lo largo de cinco capítulos. 
En el primero se exponen las razones que llevaron a la elec­
ción de las técnicas de cromatografía mono y bidireccional en 
capa fina y la técnica de autorradiografía necesarias para el 
análisis de los fosfolípidos virales y celulares. Se descri­
ben además, las características que presentan al aplicarlas 
al presente sistema de estudio.

En el segundo capítulo se analizan estadísticamente los 
resultados logrados al estudiar comparativamente los fosfolí­
pidos de los arenavirus mencionados y las células huéspedes 
enteras, infectadas con ellos o falsamente infectadas, indi­
cándose cómo y por qué se aplica la metodología estadística 
elegida.

El tercer capítulo se discute la puesta a punto y la e- 
lección de las distintas técnicas destinadas a separar y ca­
racterizar membrana plasmática de retículo endoplásmico.

En el cuarto capítulo se analizan los resultados obteni 
dos al separar y caracterizar membrana plasmática y retículo 
endoplásmico de células infectadas con el virus Junín y de 
las células no infectadas.

En el quinto capítulo se analizan estadísticamente los 
resultados obtenidos al estudiar la composición fosfolipídica 
de la membrana plasmática y de retículo endoplásmico de las 
células infectadas con el virus Junín y de las células con­
trol no infectadas. Se analiza también la relación que existe 
entre los fosfolípidos virales y los de las distintas fraccio 
nes celulares.

Finalmente se presenta una interpretación de los resul­
tados obtenidos.
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M a t e r i a l e s
\

M. 1. Productos químicos

En todos los casos se usaron drogas de BDH (Poole, 
Inglaterra), Fluka (Buchs, Suiza), Merck (Darmstadt, Repúbli­
ca Federal Alemana), Pharmacia (Uppsala, Suecia), Sigma (St.
Louis, USA), Cario Erba (Milán, Italia), pro análisis.

32 *El P04 "carrier free" fue obtenido de New England 
Nuclear (NEN) (Boston, M.A., USA) o en The Radiochemical 
Center (Amersham, Inglaterra).

Omnifluor: fue obtenido de NEN.
El tolueno grado nitración fue géntilmente donado por 

Petroquímica General Mosconi
Para las técnicas de cromatografía se utilizaron las si­

guientes drogas especiales: sílica gel H y SO^ÍNH^^/ Merck; 
cloroforma, BDH-Merck; ácido acético glacial, metanol, NH^OH 
y CaC^ anhidro, Mallinkrod (New York, USA); acetona, Cario 
Erba; florisil, Sigma.

Para los cultivos celulares y las titulaciones virales 
se utilizaron además:
TPB (Tryptose Phosphate Broth): Difeo (Detroit, USA).
Agarosa: Seakem (Rockland, M.E., USA).
Suero bovino fetal controlado para virus y micoplasma: Gibco 
(Grand Island, New York, USA).
Medio de cultivo para células Vero: 410-1500 Gibco.

Para la técnica de autorradiografía se utilizaron placas 
mamográficas Min-R y revelador y fijador para placas dentales 
de la firma Kodak (Rochester, New York, USA).



39

M. 2. Animales

Se utilizaron ratones albinos que fueron gentilmente do­
nados por Laboratorios Bagó y la Comisión Nacional de Energía 
Atómica.

M . 3r Células

Se utilizaron las líneas BHK-21(C-13), fibroblastos de 
riñón de hámster lactante (Stoker y Mac Pherson, 1961) dona 
das por los laboratorios Pfizer y cuyo origen es Laboratorios 
Flow (USA) y la línea Vero, fibroblastos de riñón de mono ver 
de africano cercopithecus (Yasumura y Kawatica, 1963) adquiri^ 
das en la American Type Culture Collection.

M.4. Virus

Se utilizaron las cepas MC2 y XJCl^ del virus Junín, el 
virus Tacaribe y el virus Pichindé. Ambas cepas del virus Ju- 
nín fueron provistas por el Instituto Nacional de Microbiolo­
gía "Carlos G. Malbrán". La cepa MC2 fue aislada de un roedor 
de la zona Monez Cazón (Vilches y col., 1965) y en el momento 
de recibirla había sufrido 3 pasajes en cerebro de ratón. La 
denominada XJCl^ es una cepa atenuada y proviene de la cepa 
prototipo XJ, aislada en 1958 de un enfermo de FHA (Parodi y 
col., 1958). En el momento en que la cepa XJ había sufrido 2 
pasajes por cobayo y 11 por ratón fue clonada en una línea 
celular heterodiploide de riñón de conejo, MA111; uno de los 
clones obtenidos dio origen a la cepa XJCl^ (Guerrero y col., 
1969) .

El virus Tacaribe cepa TRL.V 11573 pasaje L21 MKK3 L2,
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fue provisto por la Dra. M.C. Weissenbacher de la Cátedra de 
Microbiología, Parasitología e Inmunología de la Facultad de 
Medicina de la Universidad de Buenos Aires.

El virus Pichindé fue suministrado por el Dr. D.H.L. 
Bishop (Department of Microbiology, University of Alabama in 
Birmingham), el inóculo original proveniente de C. Pfau (Rens 
selaer Polytechnic Institute, Troy, N.Y.) fue clonado y pla­
queado en células Vero.

M.5. Medios y soluciones para el cultivo de células 
M.5.1. PBS

NaCl 6,40 g k h2p o4 0,16 g
KC1 0,16 g CaCl2.2H20 0,013 g
NaHPO.4 0,92 g MgCl2-6H20 0,010 g

H20 B.D. csp. 1 litro
Hank1s

NaCl 8,0 g S0.Mg.2H20 0,200 g
C1K 0,4 g Glucosa 1,0 g
P04HNa.2H20 0,06 g Rojo fenol 0,01 g
P0„HoK 4 2 0,06 g C03HNa 0,3 g
CaCl2.2H20 0,205 g H20 B.D. csp. 1 litro

Tripsina-EDTA C1,25%

Tripsina 2,5 g EDTA 0,2 g
NaCl 6,4 g Na2HP04 0,92 g
KC1 voO

g k h2p o4 0,16 g
H20 B.D. csp. 1 litro
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Medio de cultivo para células BHK (MEM-BHK)
a. Para frascos

mg/1 mg/1
C^2Ca2 anh* 200 L-treonina 48
po4h 2k 400 L-triptofano 10
SO^Mg anh. 97,67 L-tirosina (sal disódica) 51 ,9
NaCl 6800 L-valina 46
P04H2Na.H20 140 D-Ca pantotenato 1
D-glucosa 1000 Cloruro de colina 1
Rojo fenol 10 Acido fólico 1
L-arginina 126 i-inositol 2
L-cistina.2HC1 31,29 Nicotinamida 1
L-glutamina 292 Piridoxal HC1 1
L-histidina HC1 H20 42 Riboflavina 0,1
L-isoleucina 52 Tiamina-HCl 1
L-leucina 52 TPB (caldo triptosa fosfato) 3000
L-licina 72,5 C03HNa 350
L-metionina 15 Penicilina 200 u/ml 1 mi
L-fenilalanina 32 Estreptomicina 200 u/ml 1 mi

b. Para cajas: Idem a (M.5.4.a) más el agregado de 2050 mg/1
de C03HNa y 10 mi de HEPES 2,5 M.

M.5.5. Medio Vero (MEM-Vero)
a. Para frascos: Idem a MEM-BHK-fráseos más el agregado de:

mg/1 mg/1
L-alanina 8,9 Glicina 7,5
L-asparagina 15 L-prolina 11,5
L-ácido aspártico 13,30 L-serina 10,5

b. Para cajas: Idem a (M.5,5.a.) más el agregado de 2050 mg/1 
de C03HNa y 10 mi de HEPES 2,5 M.

Mac Pherson y Stoker (1962) ; Catalogo de Gibco (Grand Island Biological Coirpany) ; 
Eagle, H. (1959).
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M.6. PRODUCCION DE ARENAVIRUS 
M . 6.1. Propagación de los virus en animales

Los ratones lactantes son muy suceptibles a la infec­
ción con el virus Junín (Weissenbacher y col., 1975) o a la 
producida por los otros miembros del complejo Tacaribe (Mat 
thews, 1979). Por ello,el mantenimiento de las cepas utili­
zadas en el presente trabajo se efectuó a través de pasajes 
de las mismas en ratones de 24 a 72 horas de edad, no deste 
tados. La inoculación se efectuó por vía intracerebral, que 
es la que permite el mayor crecimiento viral.

Los animales inoculados con el virus Tacaribe recibie-
4ron 4 x 10 DLj-q def inóculo original, los inoculados con

cualquiera de las otras cepas en estudio recibieron aproxi-
4 *madamente 4 x 10 UFP del inóculo original correspondiente.

\
Entre los 7 y 10 días posinoculación, tiempo al que se 

produce el pico de máxima producción viral (Weissenbacher 
y col., 1975), se extrajeron los cerebros y se homogeneiza- 
ron en 5 veces su volumen de solución de Hank's suplementa- 
da con 5% de suero bovino inactivado, por calentamiento a 
57°C durante 30 minutos. Para ello se utilizó un homogeini- 
zador Omnimixer. Sendas suspensiones obtenidas se clarifica 
ron a 1000 g durante 30 minutos en centrífuga refrigerada. 
Los sobrenadantes se fraccionaron y congelaron a -80°C para 
ser utilizados posteriormente como inóculos.

Todas estas operaciones se realizaron en condiciones 
de esterilidad.

Los homogenados así obtenidos presentaron los siguien- 
*tes títulos :

★ Ver "Título de virus" (M.6.3.2)



Virus Junín - cepa MC2 = 5,2 x 10 UFP/ml
oVirus Junín - cepa XJCl^ = 1-1,4 x 10 UFP/ml

7Virus Tacaribe = 2,4 x 10 UFP/ml
7Virus Pichindé = 1-3 x 10 UFP/ml

En forma paralela se prepararon homogenados de cerebros de 
ratones no inoculados, para ser utilizados como control, en los 
que no se detectaron UFP ( <10 UFP/ml).

1.6 .2.Crecimiento de los virus en cultivos celulares

7

Para la producción de grandes cantidades de virus con una 
mayor pureza que el obtenido a partir del huésped ratón y 
para la marcación radiactiva de los mismos en forma eficaz y 
controlada, se utilizó la técnica de crecimiento viral en culti 
vo de tejido.

Los títulos de virus Junín alcanzados en diferentes célu­
las indican que las BHK son las más indicadas para ser utiliza 
das como fuente de virus (Martínez Segovia y Grazioli, 1967). 
Esta línea celular también es la más empleada para el estudio 
de los restantes arenavirus (Pedersen, 1979) .

M.6.2.1. Cultivo de células BHK

Las células BHK-21(C-13) en cultivo de tejido se crecie 
ron en superficie en medio mínimo esencial de Eagle, suple- 
mentado con TPB, con antibióticos (MEM-BHK) y con el agrega­
do de 10% de suero bovino inactivado.

El mantenimiento de la línea celular se realizó en fra^ 
eos de plástico.

En los casos en que se necesitó producir grandes canti­
dades de material — virus o células—  los cultivos se desarro 
liaron en frascos de vidrio para sistema rotatorio, Rollers.
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Los repiques se realizaron lavando las nonocapas con 
solución salina isotónica PBS, desprendiendo las células 
que las formaban con solución de tripsina y resuspendiéndo­
las en MEM-BHK suplementado con un 10% de suero bovino inac 
tivado,cada 48 horas, haciendo una dilución 1:6.

M.6.2.2. Cultivo de virus

Se efectuó siguiendo los procedimientos que asegura 
ran el mejor desarrollo viral (Martínez Segovia y col., 
1974) .

Monocapas de células BHK-21(C-13) con una saturación 
5 2de 10 células/cm se lavaron con PBS y se cubrieron con 

homogenados de cerebros de ratones inoculados con la cepa 
MC2 o la cepa XJCl^ del virus Junín, con el virus Tacaribe 
o con el virus Pichindé diluidos en solución salina de 
Hank's de manera tal que la infección se produjera con una 
multiplicidad de 1-4 UFP/célula; multiplicidades comprendí 
das entre 1 y 10 UFP/célula son las que permiten obtener 
mayores títulos (Remorini, comunicación personal; Vezza y 
col., 1977) .

En forma similar y paralelamente, otras monocapas 
se cubrieron con homogenado de cerebro de ratones no inocu 
lados, como controles no infectados.

Las células así tratadas se incubaron durante 2 ho­
ras a 37°C para permitir la adsorción del virus. Luego se 
les retiró el homogenado, se lavaron con solución PBS, se 
cubrieron con MEM-BHK suplementado con 1% de suero bovino 
inactivado y se dejaron incubar a 37°C para permitir el 
desarrollo del virus.
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El medio sobrenadante de los cultivos se cambió diaria 
mente. Para el estudio de los virus Tacaribe y Pichindé se 
utilizaron los medios sobrenadantes recogidos el segundo, 
tercero y cuarto día posinfección; para ambas cepas del vi­
rus Junín los de los tercero, cuarto y quinto día posinfec­
ción, de acuerdo con los datos que arrojan las curvas de 
crecimiento viral en células BHK (Remorini, comunicación 
personal; Vezza y col., 1977).

M.6.3. Titulación del virus

El método más exacto y reproducible de titulación de es­
tos virus se basa en su capacidad para producir la lisis y 
muerte de las células Vero, formando placas en las monocapas 
desarrolladas bajo agar nutritivo (Damonte y Coto, 1974) .

M.6.3.1. Cultivo de células Vero

La línea Vero se cultivó en monocapa en medio mínimo 
esencial de Eagle suplementado con aminoácidos no esencia­
les y antibióticos (MEM-Vero) con el agregado de 5% de sue 
ro fetal bovino inactivado.

El mantenimiento de la línea celular se realizó en 
frascos. Para la titulación de los virus las células se 
cultivaron en cajas de Petri incubadas en estufa con co­
rriente de CO2 utilizándose en este caso el medio MEM-Vero 
para cajas.

Los pasajes se efectuaron lavando las monocapas con 
PBS y desprendiendo las células con tripsina 0,25%. Estas 
se resuspendieron con el MEM-Vero, suplementado con 5% de 
suero fetal bovino inactivado. Luego de 4 a 6 días de in­
cubación a 37°C el número de células se triplicaba.
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M.6.3.2. Título de los virus

El método empleado se fundamenta en el tradicional- 
ment'e conocido Método Dulbecoo (Dulbeccoy Vogt, 1954).

Cuando las monocapas de las células Vero crecidas 
en cajas de Petri alcanzaron la confluencia, se les reti­
ró el medio y se les agregó el material a titular diluido 
convenientemente para obtener un número de placas sucepbi 
bles de ser contadas, en solución de Hank's suplementado 
con HEPES 10 mM y 2% de suero bovino fetal inactivado. Se 
las incubó a 37°C en atmósfera de CO2 durante una hora y 
se las cubrió con la solución que formaría la primer capa 
de agarosa nutritiva preparada de la siguiente manera:
Se fundió 1 g de agarosa Seakem M.E. en 50 mi de agua bi- 
destilada a la que se le agregó 50 mi de la siguiente mez 
cía, 46 mi de MEM-Vero x 2 (Idem MEM-Vero para cajas, pe­
ro volumen final 500 mi en vez de 1 litro), 0,4 mi de He- 
pes 2,5 M y 1 mi de penicilina-estreptomicina 200u c/u / 
mi. Se agitó bien y se esperó unos minutos a que la tempe 
ratura fuera de 40-45°C, justo antes de que la agarosa so 
lidificara.

Luego de 5 días se les agregó la solución que forma 
ría la segunda capa de agarosa nutritiva, para lo cual se 
fundió 1 g de agarosa Seakem M.E. en 50 mi de agua bides- 
tilada y se mezcló con una solución que contenía: 44 mi 
de MEM-Vero x 2, 0,4 mi de Hepes 2,5 M, 4 mi de rojo neu­
tro 1/3000 y 1 mi de penicilina-estreptomicina 200u c/u / 
mi.

Al cabo de 24-48 horas se determinaron las unidades 
formadoras de placas (UFP) contando el número de huecos
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producidos en las monocapas por efecto citopático de los 
virus.

M.7. MARCACION RADIACTIVA DE VIRUS Y CELULAS CON 32p

En los casos en que se pretendió obtener virus o célu­
las marcadas radiactivamente, los cultivos se efectuaron en 
cajas de Petri bajo atmósfera de CO2 , debido a que por su ba 
ja relación volumen de medio sobrenadante del cultivo/super- 
ficie de desarrollo de la monocapa, se logra marcar con una 
alta actividad específica.

Las monocapas de las células BHK-21(C-13) se infecta­
ron con cualesquiera de los arenavirus estudiados o se some­
tieron a una falsa infección en la forma indicada en (M.6.2. 
2). A las 24 horas de la infección con los virus Tacaribe o 
Pichindé y a las 36-38 horas de la infección con las cepas 
MC2 o XJCl^ del virus Junín o de la falsa infección, tenien­
do en cuenta los datos de las curvas de crecimiento viral,

32se comenzó la marcación con P. Para ello, las células fue­
ron lavadas con MEM-BHK para cajas carente de PO^ y luego se
cubrieron con dicho medio más el agregado de 0,2 mCi/ml de 32p°4
37 , 32 ,( P) libre de fosfatos no radiactivos (MEM-BHK- P), suple-

mentado con 1% de suero bovino inactivado. La marcación se 
continuó durante tres días con cambio diario de medio. Los 
medios sobrenadantes de los cultivos recogidos en cada cam­
bio se clarificaron y se congelaron a —80°C hasta el momento 
de la purificación.

Para el estudio de los fosfolípidos de las células Ve­
ro falsamente infectadas se procedió de la forma arriba
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indicada pero utilizando MEM-Vero- P suplementado con 1% de 
suero bovino inactivado.

32

M.8. CONCENTRACION DE CELULAS ENTERAS

Una vez efectuada la última cosecha del medio sobreña-
i*

dante de los cultivos celulares infectados o falsamente in­
fectados marcados radiactivamente o no según se indica en el 
párrafo anterior o en (M.6.2.2) respectivamente, las monoca- 
pas se lavaron con PBS y se levantaron con ayuda de un poli- 
ceman. Luego se resuspendieron en PBS y se concentraron por 
centrifugación a 2000 g durante 3 minutos en centrífuga re­
frigerada. Se desecharon los sobrenadantes y los sedimentos 
se lavaron con solución PBS, la suspensión se volvió a cen­
trifugar a 2000 g durante 3 minutos en frío. Las células así 
lavadas y concentradas se congelaron a -80°C hasta el momen­
to en que se les extrajeran los lípidos.

M.9. PURIFICACION DE LOS VIRUS

Los fluidos sobrenadantes de los cultivos BHK-21 infec 
tados o falsamente infectados se descongelaron y se clarifi- 
carón a baja velocidad. Los sobrenadantes de esta centrifuga 
ción se recogieron en tubos del rotor 30 de Spinco sobre un 
colchón de 5 mi de sacarosa al 20% en buffer borato 0,05 M, 
pH = 7,2; o en tubos del rotor 50 de Spinco con 2,5 mi de la 
misma solución. Se centrifugaron a 27.000 rpm durante tres 
horas en caso de usar el rotor 30 o a 45.000 rpm durante 70
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minutos al usar el rotor 50. Los precipitados se resuspendie 
ron con solución TE (EDTA 1 mM - Tris HC1 pH 7,2 lOmM) y se 
sonicaron sumergiendo los tubos durante 30 segundos en un re 
cipiente lavado ultrasónico de Heat Systems. Luego se clari­
ficaron por centrifugación a baja velocidad y los sobrenadan 
tes se sembraron en un doble colchón de 2 mi glicerol 10% +
+ tartrato de K+10%, en TE y 0,9 mi sacarosa 65% en TE en tu 
bos del rotor SW 60 Ti de Spinco. Se centrifugaron a 50.000 
rpm durante 55 minutos.

Los♦gradientes se fraccionaron por punción de los fon­
dos de los tubos. La posición del virus se estimó midiendo 
la radiactividad precipitable con TCA en cada fracción en un 
contador de centelleo líquido y por medida de su absorbencia 
a X = 280 nm. Las fracciones conteniendo una determinada ce­
pa viral se reunieron y después de ser diluidas conveniente­
mente con solución de TSE (EDTA 0,003 M ClNa 0,15 M, Tris 
HC1 0,05 M, pH 7,2) se sembraron en gradientes preformados 
por capas de 0,6 mi de soluciones de CICs en TSE, de densida

3des extremas 1,1 - 1,4 g/cm , en tubos del rotor SW 60 Ti de 
Spinco. Paralelamente, algunos gradientes se sembraron con 
el diluyente (TSE). Todos ellos se sometieron a una centrifu 
gación isopícnica de 55.000 rpm durante 3 horas. El fraccio­
namiento y el establecimiento de la posición de los virus se 
realizaron de la misma manera que en los gradientes anterio­
res. La densidad se determinó midiendo el índice de refrac­
ción de cada fracción del gradiente testigo, sembrado con 
TSE. Las fracciones conteniendo los virus se dejaron diali- 
zando durante 8 horas frente a un buffer borato 0,05M, pH
7,2. Al cabo de ese tiempo, este material se retiró de las 
bolsitas de diálisis y se sometió a los procedimientos



destinados a estudiar sus fosfolípidos.

.10. RUPTURA DE CELULAS CON HOMOGEINIZADOR

Se efectuó según la técnica descripta por Eylar (Eylar 
y Hagopian, 1971).

Las células provenientes de monocapas confluentes se 
levantaron con ayuda de un policeman y se resuspendieron en 
5 volúmenes de Tris HC1 50 mM, pH 7,4. Se tomó una alícuota 
de la suspensión y se coloreó con azul de Tripón para deter­
minar el número de células viables en cámara de Neubauer. El 
resto de las células en suspensión se rompieron en un homo- 
genizador Dounce. Cada 5 golpes de émbolo se tomaron alícuo­
tas para establecer el número de células viables, repitiendo 
la operación hasta que el mismo fue de un 5 a un 10% del nú­
mero original. El homogenado así obtenido se guardó a -80°C 
hasta su uso.

11. AISLAMIENTO DE MEMBRANAS CELULARES

Por las razones que se expondrán en el Capítulo III 
de Resultados y Discusión, el aislamiento de las membranas 
de las células BHK-21(C-13) se efectuó por el método de
Graham (1972).
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M.ll.l. Cosecha y homogeinización celular

Se partió de células infectadas con la cepa MC2 del 
virus Junín o células no infectadas cultivadas en 20 fras­
cos Roller de la manera indicada en (M.6.2.2.2.). Al quinto 
día posinfección o al haber llegado al 100% de saturación 
las células no infectadas, se retiró el medio sobrenadante 
de cultivo y se levantaron las monocapas.

En los casos en que se estudiaron los fosfolípidos de
estas membranas celulares, paralelamente al cultivo de las
células en frascos Roller, se prepararon células marcadas 

32con P. Para ello las células infectadas o no infectadas 
se cultivaron en cinco cajas de Petri de la manera indicada 
en (M.7.). Al tercer día de marcación, las monocapas se le­
vantaron.

La cosecha de las células marcadas y no marcadas se 
hizo en forma conjunta. Para ello las monocapas se lavaron 
con buffer PO^ 0,01 M y CINa 0,15 M, pH = 7,4, operando a 
0°C, se levantaron con ayuda de un policeman y se resuspen­
dieron en el buffer anterior.

La suspensión se centrifugó a 1300 rpm durante 15 mi­
nutos en un rotor SS34 de Sorvall. El sedimento se resuspen 
dió en 40 mi de buffer (sacarosa 0,25 M, Tris-HCl 5 mM y 
SO^Mg 0,2 mM, pH = 7,4) tomándose una alícuota para conteo 
celular. El resto se centrifugó a 1500 rpm durante 15 minu­
tos en un rotor SS34 de Sorvall. Esta operación se repitió 
dos veces más. El sedimento de la última centrifugación se 
resuspendió en 30 mi del buffer anterior y nuevamente se 
tomaron alícuotas para efectuar el conteo de células via­
bles. La ruptura celular se efectuó en el material restan­
te, colocando la suspensión de células bajo una presión de 
nitrógeno de 58 atm, en un reactor para hidrogenación, con
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agitación permanente y siempre en baño de hielo. A los 20 
minutos se llevó a cabo una descompresión rápida. El conte 
nido del reactor se volcó en un vaso de precipitado de bo­
ca ancha conteniendo EDTA para llegar a concentración fi­
nal 1 mM. Se agitó suavemente para eliminar la espuma. Se 
tomaron alícuotas de este homogenado para dosar las dis­
tintas enzimas y además para verificar el grado de ruptura.

El número de células viables se determinó tratando 
las células con Azul de Tripán y contándolas en cámara de 
Newbauer. En todos los casos se comprobó una ruptura celu­
lar eficiente, lo que permitió continuar con la purifica­
ción.

M.11.2. Purificación de membrana plasmática y retículo endoplásmico

S^pa/iacidn de £o¿> nHc£co¿: Los núcleos se eliminaron del homoge
nado celular por centrifugación a 4600 rpm durante 5 minu­
tos en rotor SS34 de Sorvall. El sedimento se lavó con 10 mi 
de buffer sacarosa 0,25 M, Tris-HCl 5 mM, EDTA 1 mM, pH = 
7,4.

Los sobrenadantes combinados fueron llamados sobrena­
dante citoplasmático.

SzpaACLCsLñn efe mLtocondJvicub: El sobrenadante citoplasmático fue
sembrado en tres gradientes preformados en tubos de rotor 
SW-25,2 de Spinco. Los gradientes estaban constituidos por 
una zona de variación de la concentración de sacarosa desde 
60% P/P a 30% P/P; un colchón de sacarosa 30% P/P y otra zo 
na de variación de la concentración de sacarosa desde 30% 
P/P a 10% P/P. Todas las soluciones de sacarosa estaban en 
buffer Tris-HCl 5 mM, EDTA 1 mM, pH = 7,4.

Una vez sembrados los gradientes, se centrifugaron en



el rotor SW-25,2 de Spinco a 22000 rpm durante 2 horas.
La concentración de proteínas a lo largo de cada gradien­

te se determinó por lectura de la absorbencia a A = 280 nm 
de cada fracción y la radiactividad de las mismas mediante 
el método de Cherenkof en un contador de centelleo líquido.

Las fracciones correspondientes a mitocondrias y a 
proteínas solubles se congelaron a -80°C. El material micro 
somal se diluyó con un volumen igual al propio en buffer 
Tris-HCl 5 mM, pH = 7,4 y se centrifugó a 36500 rpm durante 
90 minutos en rotor 50 de Spinco.

'R.eAohicÁán de, mcuteA¿aJt micAo¿omaZ: El sedimento de la centrifuga­
ción anterior se resuspendió en 10 mi de buffer Tris-HCl 
10 mM, pH = 8,6 y se centrifugó a 41000 rpm durante 30 minu 
tos en rotor 50 de Spinco.

A este sedimento se lo resuspendió en 10 mi de buffer 
Tris-HCl 1 mM, pH = 8,6 y se lo centrifugó a 41000 rpm du­
rante 30 minutos en rotor 50 de Spinco.

Se desechó el sobrenadante y el sedimento se tomó con 
1,5 mi de buffer (Tris-HCl 1 mM, SO^Mg 2 mM, pH = 8,6) y se 
dejó, dializando durante 90 minutos contra el mismo buffer.

El material dializado se sembró sobre un gradiente pre 
formado por capas de dextrán de 25% P/P a 5% P/P, en el mis 
mo buffer. El gradiente se centrifugó a 26000 rpm durante 
16 horas en rotor SW-41 de Spinco y se fraccionó perforando 
el fondo del tubo. La concentración de proteínas en cada 
fracción se determinó por lectura de la absorbencia a A= 280nm 
y la radiactividad mediante el método de Cherenkof.

Se unieron las fracciones de cada pico, se diluyeron 
con 20 volúmenes del último buffer y se centrifugaron a 41000 
rpm en rotor 50 de Spinco durante 90 minutos. El sedimento 
de la centrifugación se tomó con 1 mi del mismo buffer y 
allí se dosaron las distintas enzimas y fosfolípidos.
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M. 11.3.Caracterización de las membranas aisladas

Se efectuó dosando las enzimas marcadoras de las dis­
tintas membranas. La concentración de proteínas se determinó 
por el método de Lowry (Lowry y col., 1951) adaptado a un vo 
lumen final de 200 y1.

El fósforo inorgánico (Pi) se dosó por el método de 
Fiske y Subarow (1925) adaptado a volúmenes finales de 200 yl.

M.11.3.1. ATPasa activada por sodio y potasio

Se determinó siguiendo el método de Wallach y Kamat 
'(1966). Se incubaron en paralelo 2 series conteniendo, 
una: CINa 0,25 M, SO^Mg 1,38 mM, Na-ATP 1,25 mM, en buffer 
Tris-Hcl 6,25 mM, pH = 8,6 con EDTA 0,312 mM; y la otra 
tenía además, C1K 12,5 mM. El volumen final fue de 80 yl 
y la reacción comenzó con el agregado de la muestra proble 
ma conteniendo entre 35-70 yg de proteína del homogenado o 
el equivalente de las otras fracciones, en base a la esti­
mación de la actividad de la enzima en ellas. La incuba­
ción se realizó a 37°C durante una hora. La reacción se de 
tuvo por el agregado de TCA al 30%. El Pi liberado se de­
terminó por el método arriba indicado.

La actividad enzimática se estableció hallando la dî  
ferencia entre la cantidad de Pi liberado por mg de proteí 
na por hora a 37°C en presencia de K+ con respecto a la 
producida en su ausencia.



M.11.3.2. Glucosa-6-fosfatasa

Se siguió la técnica usada por Moré (1971). Se incu 
barón durante 15 minutos a 37°C series conteniendo distin 
tas cantidades de proteínas celulares de acuerdo a la ac­
tividad esperada. El medio de incubación contenía glucosa­
s-fosfato 11 mM en buffer Tris-HCl 55 mM, pH 6,6, con (3- 

mercaptoetanol 11 mM y tartrato de sodio y potasio 11 mM. 
Además, para inhibir a la fosfatasa alcalina se le intro­
dujo EDTA 4 mil (Brotherus y Renkonen, 19 77; Swanson, 19 55). 
El volumen final de la reacción fue de 80 yl y comenzó 
con el agregado de la muestra problema en la misma forma 
que para la ATPasa (Na+-K+). La reacción se detuvo por el 
agregado de TCA al 30%. El Pi liberado se dosó por el mé­
todo arriba descripto.

La actividad enzimática se expresó como la cantidad 
de Pi liberado en 1 hora a 37°C por miligramo de proteína.

M.11.3.3. Fosfatasa ácida

Fue dosada por el método de Gianetto y de Duve (1955).
Por el método ya descripto medimos la cantidad de 

Pi liberado por la enzima a partir de 8-glicerol fosfato 
50 mM en acetato de sodio 50 mM, Tritón X-100 0,1%, pH = 5. 
El volumen final de la reacción fue de 80 yl; la misma 
comenzó con la muestra problema que contenía de 35 a 70 yg 
de proteína de homogenado o su equivalente en las demás 
fracciones. Se incubó a 37°C durante 10 minutos.

También aquí la actividad enzimática se expresó
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como la cantidad de Pi liberado en una hora a 37°C por mi 
ligramo de proteína.

M.ll.3.4. Succinato deshidrogenasa

Se determinó por el método de Arrigoni y Singer 
(1962), según la modificación hecha por Boveris (Boveris 
y col., 1976).

La mezcla de reacción contenía 0,52 mM de metasulfa 
to de fenazina (MSF), 55 yM de 2-6-diclorofenolindofenol 
(DCFI), 1 mM de KCN, 7 mM de succinato de sodio en buffer 
fosfato 1 mM, pH = 7,4.

La reacción se inició con el agregado de 50 yg de 
proteína de homogenado o su equivalente en las otras frac 
ciones celulares. El volumen final fue de 300 yl y la tem 
peratura 30°C.

La reducción del DCFI se siguió mediante la lectura 
de la absorbencia a X = 600 nm; en los accesorios Tm (tem 
peratura de desnaturalización del DNA) de un espectrofotó 
metro DU-8 de Beckman.

Cada punto de la curva surge como el resultado de 
la absorbencia medida en las condiciones descriptas a la 
que se le resta la absorbencia medida en las mismas condi_ 
ciones en una mezcla que no poseía DCFI. El sistema fue 
programado para efectuar en forma simultánea ambas medi­
das .

El Ae = 20,5 mM  ̂ cm  ̂mM
La actividad enzimática se expresó como la canti­

dad de sustrato transformado a 30°C por miligramo de pro­
teína por hora.
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M.12. ANALISIS DE LOS FOSFOLIPIDOS 
M.12.1.Obtención de los extractos lipidióos

Los lípidos de los virus purificados, las células en­
teras y las distintas fracciones celulares aisladas se extra 
jeron por el método de Folch con cloroformo/metanol (2:1).
La extracción se realizó en tres pasos y según las indicado 
nes de los autores del método los extractos crudos fueron la 
vados con 1/5 de su volumen de agua bidestilada.

Los extractos orgánicos lavados fueron puestos a secar 
bajo corriente de y los lípidos redisueltos en cloroformo/ 
metanol (2:1).

M. 12.2.Separación de las distintas especies fosfolipídicas por cro­
matografía bidimensional en capa fina. Puesta a punto del 
método

Debido a que las distintas especies que integran esta 
clase de lípidos poseen propiedades químicas y físicas seme­
jantes, las mejores separaciones se logran utilizando las 
técnicas de cromatografías bidireccionales en capa fina. La 
sílica gel H carente de fraguante es el adsorbente elegido 
para la separación de fosfolípidos. Sin embargo, el agregado 
de un 10% de silicato de magnesio (florisil) permite obtener 
manchas más compactas y bien definidas, en particular para 
los fosfolípidos ácidos (Rouser y col., 1966).

En la literatura se describe una gran variedad de com­
binaciones de sistemas de solventes. Los mejores resultados 
se obtienen cuando se utilizan mezclas contrastantes, por



ejemplo, una mezcla ácida en la primera d ?' i • • -ión seguida de 

una básica y/o que contenga acetona en la segunda, para re­

tardar la migración de los fosfolípidos respecto de los gli- 

colípidos. El sistema predilecto es el de Rouser (Christie, 

1973).
El análisis mediante este sistema de una mezcla de fos 

folípidos patrones (comerciales) mostraba, en un principio, 

una buena resolución entre las especies PC, PE y C. En cam­

bio, entre S p h , P I , PS y LPC no existía una buena separación.

Un lisoderivado de PE, designado como LPE, se ubica 

cercano a Sph, PI y LPC, estableciendo una especie de "puen­

te" entre estos compuestos en este sistema c r o m a t o g r á f i c o .

Se trató de determinar cuál era la causa de la baja re 

solución y para ello se cromatografiaron b i d i m e n s i o n a l m e n t e , 

en forma individual, cada uno de los patrones. Sph, PI, LPC, 

PC y C daban una sola mancha en la placa c r o m a t o g r á f i c a , p e ­

ro PS y PE se resolvían en dos manchas cada uno, lo que indi_ 

caba la existencia de otros componentes (posibles lisoderi- 

v a d o s ) .

Cuando se cromatografiaron bidireccionalmente nuevos 

patrones recientemente preparados, se encontró que cada uno 

se presentaba como un solo compuesto. Por lo tanto, no p o ­

seían lisoderivados ni ningún otro contaminante. La c r o m a t o ­

grafía bidireccional en capa fina de la mezcla completa m o s ­

traba separadas todas y cada una de las especies sembradas.

Sin embargo, esto no era suficiente, pues al analizar 

los fosfolípidos de los materiales en estudio que s e g u r a m e n ­

te tendrían LPE, se volvería a presentar el mismo problema.

Por ello íue necesario optimizar las condiciones para o b t e ­

ner cromatografías bien resolutivas aún al analizar muestras



q u e  c o n t e n í a n  1 i s o d e r i v a d o s .

M.12.2

Después de muchas experiencias en las que se efectuaron 
una serie de modificaciones, algunas de ellas indicadas en la 
literatura destinadas a la técnica de cromatografía (Browning, 
1971; Christie, 1973; Randerath, 1970) y otras que surgieron 
de la observación de los resultados obtenidos, se lograron 
buenas resoluciones. Por una parte, mejoró la calidad de las 
placas de sílica gel al utilizar soportes de vidrio cortados 
a partir de una sola tira. Por otra parte, se optimizaron las 
condiciones de desarrollo del cromatograma; se controló la 
temperatura de las cubas durante el desarrollo del cromatogra 
ma, la calidad, las proporciones y, fundamentalmente, el gra­
do de hidratación de los solventes, las cantidades y tipo de 
material a sembrar y el tratamiento de las placas entre ambas 
corridas.

.1. Separación de los fosfolípidos virales y de las diferentes 
fracciones celulares

Los extractos conteniendo los lípidos marcados con
32 =PO^ fueron analizados por cromatografía bidimensional so­
bre placas de sílica gel H + 10 de silicato de Mg (Florisilj 
de 0,25 mm de espesor, preparadas en el laboratorio, con un 
extensor Desaga de acuerdo a Christie (1973). Estas placas, 
activadas durante 1 hora a 120°C, se dejaron enfriar dentro 
de un desecador. Una vez frías se sembraron con el material 
marcado unido o no a cantidades determinadas de portadores 
no marcados radiactivamente.

El desarrollo del cromatograma se hizo en forma



ascendente, en las dos direcciones. Para la primera direc 
ción la mezcla de solventes fue: Cl^CH/MeOH/NH^OH (13:7:5) 
y el tiempo empleado: 80 minutos.

La segunda dirección se resuelve en aproximadamente 
45 minutos con el siguiente sistema de solventes: Cl^CH/ 
Acetona/MeOH/AcH/H20 (25:10:5:5:2) .

Entre ambas corridas las placas fueron secadas du­
rante 20 minutos con una pistola secadora. Las zonas con­
teniendo los distintos fosfolípidos fueron reveladas por 
exposición de las placas a vapores de iodo y/o por carbo­
nización de la materia orgánica y/o por coloración con 
ninhidrina o por la técnica de Dragendorff y en la mayo­
ría de los casos por autorradiografía.

Las manchas que impresionaron la película radiográ­
fica fueron levantadas cuidadosamente, puestas en viales 
conteniendo 10 mi de Tolueno + 4% de omnifluor y contadas 
en un contador de centelleo líauido.

M.12.3. Técnicas para el revelado de los fosfolípidos cromatografjados

Revelado c o n l p: Las placas se expusieron a los vapores de I2
bisublimado, apareciendo manchas pardas o amarillas según la 
cantidad de lípido presente.

CaAbonizacÁún: Según Christie (1973), se disolvió Cr2O^K2 en
SO^H2 (1:1) y se aplicó en forma de aerosol sobre la cromato 
grafía. Se colocó luego la placa a 180°C durante 1 hora. Las 
zonas de la placa conteniendo compuestos orgánicos aparecie­
ron negras por la carbonización de los mismos.
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hU.nlu.d'-LÍ na' Según P.anderath (1970) se disolvió el colorante 
ninhidrina al 0,2% en butanol saturado con agua y se rocia­
ron las placas con esta solución. Luego se llevaron a una 
estufa a 100-105°C en atmósfera saturada en agua. Los lípi- 
dos con grupos aminos libres dieron color violáceo.

Vsiage.ndoA¿ú: (modificación de Murnier y Macheboeuf, según
Randerath, 1970) .
Solución 1: 1,7 g de nitrato básico de bismuto en 100 mi 

de ácido acético 20%.
Solución 2: 40 g de KI en 100 mi de t^O.
Se tomaron 20 mi de solución 1 y 5 mi de solución 2, más 
70 mi de I^O. Se aplicó la mezcla en la placa en forma de 
aerosol y aparecienron anaranjadas las zonas conteniendo 
PC, LPC y Sph.

12.3.1. Reconocimiento de las manchas correspondientes a esfingo- 
mielina y fosfatidilinositol y lisofosfatidiletanolamina 
por cromatografía unidireccional en capa fina

Las manchas correspondientes a las especies Sph, PI 
y LPE se levantaron de las cromatografías bidimensionales. 
Los lípidos que contenían se extrajeron de la sílica gel 
con metanol y luego con solventes de Folch, cloroformo/me 
tanol (2:1). Los extractos orgánicos se llevaron a seque­
dad bajo corriente de ^  y los lípidos se redisolvieron 
en solvente de Folch. Luego se sembraron en una placa ero 
matográfica preparada de acuerdo a Christie (1973), con 
sílica gel H + 0,04% de SO^ÍNH^)^ activadas a 120°C y
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enfriadas en desecador. Como patrones se usaron fosfolípi 
dos comerciales no marcados. El cromatograma se desarro­
lló en forma ascendente en la siguiente mezcla de solven­
tes: Cl3CH/Me0H/AcH/N20 (50:25:8:1).

Las placas obtenidas se revelaron por autorradiogra 
fía y por exposición a vapores de I2»

M.12.3.2. Autorradiografía (puesta a punto)

El sistema pudo usarse satisfactoriamente merced a 
varios ensayos que permitieron encontrar:
- la manera de fijar la sílica gel al vidrio soporte pa­

ra que no se desprendiera al apoyar la placa autorradio 
gráfica. Entre las distintas sustancias usadas se encon 
tró que la más conveniente es el fijador para cabellos 
aplicado en forma de aerosol.

' - El tipo de placa radiográfica, pantalla intensificadora
más conveniente que es la que se cita en (M.l.)

- El tiempo y cantidad de radiactividad necesarios para 
impresionar convenientemente la placa autorradiográfica. 
Las placas sembradas con 100.000 cpm pueden ser revela­
das a las 72-96 horas de exposición.

/
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CAPITULO I : SEPARACION E IDENTIFICACION DE FOSFOLIPIDOS



R.l.l. CROMATOGRAFIA BIDIMENSIONAL EN CAPA FINA

Las envolturas virales poseen como componentes lipidí­
eos mavoritarios a los fosfolípidos.

El estudio cuali y cuantitativo de los lípidos de un 
sistema biológico obliga a la separación e identificación de 
las diferentes especies individuales que componen a la mez­
cla compleja. Para poder cumplir con estos requisitos, al 
analizar los fosfolípidos de los arenavirus y sus células 
huéspedes, se utilizó la técnica de cromatografía bidimensio 
nal en capa fina. La puesta a punto de dicha técnica se rea­
lizó utilizando fosfolípidos patrones comerciales y los deta 
lies de la misma se describen en (M.12.2.).

Una vez que se encontraron las condiciones adecuadas 
se obtuvieron placas como la que se muestra en la Figura 1.
En ella se puede observar una buena resolución entre todas 
las especies sembradas, aún entre PI, Sph y LPE que normal­
mente no se separan en forma correcta (Renkonen y col., 1971, 
1972a). En la placa de la Figura 1, entre LPE y Sph aparece 
una mancha muy tenue que la fotografía no puede captar y que 
como se demostrará en (R.1.3.) corresponde a LPE. Esta espe­
cie no fue agregada a la mezcla de fosfolípidos con que se 
sembró la cromatoplaca sino que surge como producto de degra 
dación, de allí que su masa sea muy pequeña. Cuando se halla 
en mayor proporción, no solo se visualiza mejor sino que tam 
bién se separa mejor de Sph, como veremos más adelante (fi­
guras 4 y 7) .
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Figura 1 : Cromatografía bidimensional en capa fina de fosfolípidos patrones

En la placa fueron sembrados los siguientes patrones comerciales: 30 pg de 
LPC, PI y S y 40 pg de PS, PE y PC.
La cromatoplaca fue revelada por exposición a los vapores de I^- 
1D: primera dirección del desarrollo del cromatograma 
2D: segunda dirección del desarrollo del cromatograma 
M : punto de siembra



R.1.2. DETECCION DE FOSFOLIPIDOS POR AUTORRADIOGRAFIA

La posición de cada especie en la placa cromatográfica 
normalmente se revela mediante la exposición de la misma a 
los vapores de I2 o por carbonización de la materia orgánica 
contenida en cada mancha.

Este método es más sensible, ya que permite revelar fá 
cilmente 10 yg de cada especie y extremando los cuidados has_ 
ta 1 yg de las mismas (Christie, 1973).

Para algunos virus de envoltura se halló que la rela­
ción en masa entre fosfolípidos y proteínas es de 0,24/1 
(Pfefferkorn y Hunter, 1963; Renkonen y col., 1971). Si los 
arenavirus se comportaran en forma similar a estos virus, se 
esperaría tener aproximadamente 48 yg de fosfolípidos vira­
les a partir de los 900 mi del medio sobrenadante que se re­
colecta en tres días del cultivo de células infectadas en 10 
frascos roller ya que dicho medio sobrenadante contiene 0,2 
mg de proteína viral. Esta masa de fosfolípidos se reparti­
ría en por lo menos 10 especies diferentes, pero al no ha­
llarse todas en la misma proporción, los lípidos minoritarios 
no se podrían detectar ni aún por el método de carbonización.

Dada la dificultad de tener cantidades de arenavirus 
adecuadas para el análisis de sus fosfolípidos por métodos 
que detectan la masa de los mismos, fue necesario utilizar 
otros más sensibles. Así se empleó la técnica de autorradio- 
grafía aplicada a la cromatografía. Los detalles de la pues­
ta a punto de la misma se describen en (M.12.3.2.).

El sistema pudo usarse satisfactoriamente y así se de­
tectaron fosfolípidos que están en una proporción menor que 
el 1% del total, a partir de la masa de virus contenida en



sólo 40 mi de medio sobrenadante del cultivo de células in­
fectadas, lo que implica haber detectado correctamente, como 
se mostrará en las figuras 4 y 7, fosfolípidos cuya masa en 
la cromatoplaca se calcula sería inferior a 0,02 pg.

R.1.3. IDENTIFICACION DE FOSFOLIPIDOS

La identificación de las manchas obtenidas en los ero- 
matogramas se efectuó por las técnicas que habitualmente se 
utilizan y que se detallan en (M.12.3.).

En los casos en que quedaban dudas se cromatografiaron
32los extractos de los fosfolípidos marcados con P de célu­

las o de virus, con el agregado del patrón fosfolipídico en 
cuestión como portador frío. De esta manera, se establecie­
ron por autorradiografía las posiciones de todas las espe­
cies fosfolipídicas que componían al extracto, en tanto que 
por exposición a los vapores de I2 sólo se reveló la posi­
ción de la especie considerada.

Para asegurarnos la identificación de Sph, LPE y PI se 
desarrollaron cromatografías bidimensionales en capa fina de 
muestras intencionalmente degradadas, en las que la concen­
tración de LPE estaba aumentada respecto a los controles sem 
brados con material no degradado.

Por otra parte, se recromatografiaron individualmente 
en una dimensión los fosfolípidos contenidos en cada una de 
las manchas correspondientes a estas tres especies en la ero 
matografía bidimensional. Los resultados obtenidos se repre­
sentan en la Figura 2. En la misma se observa que la mancha 
que en la cromatografía bidimensional se ubica por encima de



Figura 2 ; Cromatografía unidireccional en capá fina del material separado en 
una cromatografía bidimensional

El sector A representa la distribución de los distintos fosfolípidos virales en 
una cromatografía bidimensional en capa fina y revelada por autorradiografía.
En el sector B se esquematiza la cromatografía unidireccional sembrada de iz­
quierda a derecha con 30 ug de Sph y 30 ug de PI el primer canal; el segundo 
con el material extraído de la mancha Y, el tercero con el de la mancha X y el 
cuarto con el de la mancha H de la primer cromatografía. La placa fue revelada 
por autorradiografía.
M: punto de siembra
D: dirección de desarrollo del cromatograma
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las otras dos coincide en movilidad con Sph y la inferior 
con PI, en este sistema unidireccional que las separa mejor, 

quedando entre ellas, lo que se presume correspondería a LPE. 
Estos resultados coincidirían con las observaciones anterio­
res. Por ello se concluye que quedaron bien separadas e iden 
tificadas todas las especies fosfolipídicas estudiadas.



CAPITULO I I : ESTUDIO COMPARATIVO DE LAS PROPORCIONES RELATIVAS 

DE LOS FOSFOLIPIDOS DE LOS ARENAVIRUS Y SUS CELU­

LAS HUESPEDES
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r.2.1. .ASPECTOS PRELIMINARES
r.2.1.1. Separación e identificación de fosfolípidos celulares

De acuerdo con lo expresado en el capítulo precedente 
(R.I.2.), la escasa masa de virus producida en cultivos ce­
lulares hace que sea imprescindible el empleo de isótopos 
radiactivos para estudiar la proporción relativa de las di£ 
tintas especies fosfolipídicas de los arenavirus. En tanto 
que la masa de fosfolípidos proveniente de las células de 
aquellos cultivos es suficientemente grande para que las 
distintas especies que los constituyen puedan ser identifi­
cadas y dosadas por métodos químicos (Brotherus y Renkonen, 
1977; Gallaher y Blough, 1975; Klenk y Choppin, 1969; Ren­
konen y col., 1972a; Schlesinger y col., 1973). Sin embar­
go, al pretender estudiar en forma comparativa la proporción
relativa de los distintos fosfolípidos virales y celulares

32resulta conveniente emplear también la marcación con P pa 
ra el análisis de los últimos.

Las células infectadas por los arenavirus o las falsa
32mente infectadas se marcaron con P y fueron procesadas de 

acuerdo con el esquema de la Figura 3; a continuación los 
extractos lipídicos obtenidos fueron analizados por cromato 
grafía bidimensional en capa fina. En un comienzo las pla­
cas cromatográficas fueron sembradas con extractos lipídi­
cos celulares unidos a una mezcla de fosfolípidos patrones. 
Esta técnica permitiría tener la cantidad de material nece­
saria para revelar y establecer correctamente mediante dis­
tintos reactivos químicos, la identidad de cada mancha cro­
matográf ica. Esto último se logró porque los mapas obteni­
dos por autorradiografía se superponían perfectamente con
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CULTIVOS CELULARES EN MONOCAPA
INFECTADOS CON ARENAVIRUS 

O FALSAMENTE INFECTADOS

MARCACION CON
32

PO4

CELULAS

RESUSPENSION DE MONOCAPAS

LAVADO Y CENTRIFUGACION

MEDIO SOBRENADANTE 

DE LOS CULTIVOS CELULARES

CONCENTRACION + LAVADO EN SACAROSA

LAVADO EN GLICEROL TARTRATO

SEDIMENTO CELULAR

EQUILIBRIO DE SEDIMENTACION EN ClCs

DIALISIS

ANALISIS DE FOSFOLIPIDOS POR CROMATOGRAFIA B1DIMENSIONAL EN CAPA FINA

Figura 3: Esquema experimental de la marcación y extracción de 
fosfolípidos virales y celulares.

EXTRACCION DE FOSFOLIPIDOS (METODO DE FOLCH)

CLARIFICACION



aquéllos alcanzados por revelado químico. Por otro lado,
debido a que la cuantificación se realizó dosando la canti 

32dad de P contenida en cada mancha, la presencia de los
portadores fríos no interfirió con las determinaciones.

Las proporciones relativas de los distintos fosfolí-
pidos en cada placa se estableció calculando el porcentaje 

32de P de la mancha correspondiente respecto del total de 
cuentas recuperadas.

Los resultados así obtenidos han permitido estable­
cer cuáles son las especies fosfolipídicas mayoritarias y 
minoritarias y qué porcentaje aproximado de las primeras 
existe.

Luego de numerosos ensayos en los cuales se fueron 
haciendo distintas modificaciones tendentes a mejorar el 
método, se observó que las manchas eran más compactas, y 
que por lo tanto se separaban mejor, cuando los extractos 
lipídicos celulares eran cromatografiados sin el agregado 
de portadores fríos. Al introducir esta modificación, se 
lograron cromatografías tales como las mostradas en la Fi­
gura 4 con manchas bien definidas y bordes nítidos.

Además, con la repetición de los ensayos, se fue ad­
quiriendo una mayor habilidad manual para levantar las zo­
nas del cromatograma que contenían las distintas especies 
fosfolipídicas. Los porcentajes de recuperación de la ra­
diactividad sembrada fueron del 71% al 97%. En estas con­
diciones se obtuvieron resultados que se analizarán más a-
delante•



12

Figura 4 : Fosfolípidos celulares

Autorradiografía de una cromatografía tridimensional en capa fina del extracto 
lipídico de células BHK-21(C-13) falsamente infectadas. Se analizaron, como 
Be indica en Materiales y Métodos, 100.000 cpm de P. El .tiempo de exposición 
de la placa radiográfica fue de 96 horas. Las manchas correspondientes a LPC y 
PA se observan en la aurorradiografía pero, por se muy tenues, no se registra­
ron en la copia en papel. Las manchas que no tienen identificaci&n son las que 
se computan como fosfolípidos desconocidos.



R.2.1.2. Purificación del virus Junín y otros arenavirus

El estudio bioquímico de los agentes virales requiere 
que los análisis correspondientes se realicen sobre virus 
"altamente purificados.

En la literatura específica aparecen muchos sistemas 
referidos a la purificación del virus Junín. Los primeros 
que se utilizaron están basados en la separación mediante 
un sistema bifásico (Martínez Segovia y Díaz, 1968), la pre 
cipitación con sulfato de protamina (Coto y Parodi, 1968) o 
con sulfato de amonio (Help y col., 1970). Estos sistemas, 
que logran una muy buena recuperación de la infectividad, 
sirven en realidad, más para concentrar que para purificar 
el virus. Posteriormente, al estudiar los componentes es­
tructurales del mismo, los métodos de purificación se basa­
ron en centrifugaciones a través de gradientes de sacarosa 
(Añón y col., 1976; Coto y col., 1972; Martínez Segovia y 
De Mitri, 1977). Este sistema permitía obtener material con 
un alto grado de pureza para el análisis de los ácidos nu­
cleicos virales (Añón y col., 1976); sin embargo, no logra­
ba eliminar totalmente las proteínas contaminantes (Roma- 
nowski, 1981).

La técnica esquematizada en la Figura 3, que se basa 
en la centrifugación a través de soluciones de sacarosa, 
glicerol-tartrato y CICs brindaba la posibilidad de obtener 
virus libres de proteínas contaminantes (Romanowski, 1981).

Las experiencias que se describen a continuación tie­
nen por objeto estudiar si mediante la aplicación de esta 
última técnica se podrían obtener virus que cumplieran con 
las condiciones de no contener fosfolípidos marcados de
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origen no viral y de mantener su viabilidad.
Los medios sobrenadantes de los cultivos de células 

infectadas o falsamente infectadas fueron centrifugados a 
baja velocidad para separar los restos celulares o células 
desprendidas de la monocapa, y luego la operación fue repe 
tida a alta velocidad para sedimentar el material particu­
lado pasándolo a través de una solución de sacarosa. Se ob 
tuvo así un precipitado cuyos componentes, que debían po­
seer un alto coeficiente de sedimentación, habían sido la­
vados por la solución de sacarosa. Seguidamente se efectuó 
un lavado del material sedimentado pasándolo a través de 
una solución de alta fuerza iónica (glicerol-tartrato) y 
se lo recogió sobre una capa de sacarosa de alta densidad.

La Figura 5 muestra la distribución de la radiactivi 
32dad del P proveniente del medio sobrenadante de un culti_ 

vo infectado y de un control falsamente infectado, ambos 
sometidos a los procedimientos descriptos en el párrafo an 
terior. Puede observarse que es muy poco el material marca 
do proveniente del cultivo no infectado que sedimentó en 
la interfase de sacarosa/glicerol-tartrato, mientras que 
la mayor parte de la radiactividad proveniente del cultivo 
infectado se encontró sobre el colchón de sacarosa, posi­
ción en la que se encuentran los virus (Romanowski, 1981). 
En cambio, se verificó la ausencia de material marcado en 
la parte superior del tubo, lugar en el que podrían hallar 
se los compuestos de bajo peso molecular.

El material depositado en la interfase fue sometido
a una centrifugación isopícnica en CICs. Se separaron así
de los viriones los materiales de distinta densidad. En la

32Figura 6 se puede observar que la mayor parte del P se
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Figura 5 : Purificación de la cepa MC^ del virus Junín. Lavado en glicerol-tar- 
trato

Cultivos de células BHK-21(C-13) en monocapa, en cajas de Petri de 8,5 cm de diâ7metro (1,5 x 10 células) se infectaron con una mdi = 2 del virus Junín MC . Al
 ̂ 32 ^segundo día post-infección se marcaron con P (0,2 mCi/ml, libre de portadores).

El medio sobrenadante de dichos cultivos fue centrifugado a baja velocidad, para 
eliminar células desprendidas y restos celulares. La operación se repitió a alta 
velocidad para sedimentar el material particulado, pasándolo por un colchón de 
sacarosa 20% P/V. El precipitado se sembró sobre un doble colchón de glicerol- 
tartrato/sacarosa y se centrifugó a 50.000 rpm durante 55 minutos en un rotor 
SW-60 Ti de Spinco. Se recogieron fracciones desde el fondo del tubo y se deter­
minó la radiactividad en alícuotas de 2 Pl de cada una de las mismas precipitan­
do con TCA 5% (---).
El medio sobrenadante de células BHK-21 falsamente infectadas se trató de igual 
manera (---).



Figura 6 : Purificación de la cepa MC2 del virus Junín por centrifugación iso- 
pícnica en CICs.

Las fracciones de máxima radiactividad de la Figura 5 se diluyeron y se sembra 
ron sobre un gradiente preformado por capas de CICs. Este fue sometido luego 
a una ultracentrifugación a 55.000 rpm durante tres horas en el rotor 
SW 60Ti de Spinco. El gradiente se fraccionó por punción del fondo del tubo y 
se determinó la radiactividad en alícuotas de 2 1/100 del volumen) de ca
da fracción El mismo procedimiento se efectuó con el material prove­
niente del control falsamente infectado (.... ). En experiencias similares a
las anteriores se partió de 300 mi de medio sobrenadante de cultivos de célu­
las BHK-21 infectadas con la cepa MC^ del virus Junín, crecidas en frascos 
Roux y con medio no marcado, determinándose la absorbencia a X = 260 nm de ca­
da fracción del gradiente d e  ICs (----- ) y la densidad de cada una por refra£
tometría (-----) .
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' 3recogió en las fracciones de densidad 1,2 g/cm , donde ñor
malmente se ubican los arenavirus (Mifune y col., 1971;
Webb y col., 1967; Johnson y col., 1973; Romanowski, 1981;

3Palmer y col., 1977) y a la densidad 1,3 g/cm se halló ma 
terial no marcado, descripto como proteínas contaminantes 
(Romanowski, 1981). En tanto que en el gradiente sembrado 
con el material proveniente de los cultivos falsamente in­
fectados no se encontró prácticamente radiactividad a den-

3sidad 1,2 g/cm . Esto indicaría que es muy poco probable
32que existieran fosfolípidos contaminantes marcados con P 

que cosedimentaran con el virus.
Los viriones así purificados poseían una actividad 

específica, medida como UFP/mg de proteínas, 1500 veces su 
perior a la que presentaban en el medio sobrenadante del 
cultivo. Por estas razones, este sistema fue el elegido pa 
ra obtener virus purificado para el análisis de fosfolípi­
dos .

Con el fin de efectuar un estudio comparativo, se a- 
plicó la misma metodología para la purificación de la cepa 
XJCl^ del virus Junín y a los virus Tacaribe y Pichindé. 
Los resultados obtenidos fueron similares.

R.2.1.3. Separación de fosfolípidos virales

Lo expuesto en el capítulo previo (R.1.2.) indica 
que la escasa masa de fosfolípidos que se obtiene a partir 
del cultivo de los arenavirus no es un impedimento para 
que una vez separadas las distintas especies que los cons­
tituyen, se puedan revelar las posiciones de las mismas en
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el cromatograma mediante el empleo de la técnica de auto- 
rradiografía.

Sin embargo, la poca cantidad de material representa 
un inconveniente para la buena resolución de las distintas 
especies fosfolipídicas en las cromatografías bidimensiona 
les en capa fina. Para conseguir buenas separaciones, es 
necesario el agregado de portadores fríos a los extractos 
lipidíeos de los viriones purificados. Los mejores resulta 
dos se obtuvieron al emplear como tales,extractos fosfoli- 
pídicos de células BHK no marcadas.

La Figura 7 nos muestra la copia en papel de una au- 
torradiografía de una cromatoplaca obtenida de esa manera. 
En ella se puede observar una buena resolución entre los 
diversos compuestos debido a que las manchas son compactas 
y con bordes nítidos.

Los resultados que consignaremos a continuación pro­
vienen de cromatoplacas similares de las cuales se raspa­
ron y recogieron las zonas que impresionaban la película 
radiográfica para luego determinar la radiactividad conte­
nida en las mismas, por medio de un contador de centelleo 
líquido. Las proporciones de las distintas especies fosfo­
lipídicas se calcularon con el procedimiento adoptado para 
el caso de los fosfolípidos celulares (R.2.1.1.).

R.2.2. CUANTIFICACION DE FOSFOLIPIDOS DE VIRUS Y CELULAS ENTERAS 
R.2.2.1.Elección de las técnicas estadísticas adecuadas a las ca- 

racterísticas del sistema experimental utilizado

Se estudiaron los fosfolípidos de distintos materia 
les: cepas MC2 y XJCl^ del virus Junín, virus Tacaribe,
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Figura 7 : Fosfolípidos virales

Autorradiografía de una cromatografía bidimensional en capa fina del extracto 
lipídico de la cepa MC del virus Junín. Se analizaron, como se indica en Ma- ̂  ̂ 32feriales y Métodos, 100.000 cmp de P. El tiempo de exposición de la placa 
radiográfica fue de 96 horas. Las manchas correspondientes a LPC, C y PA se 
observan en la autorradiografía, pero por ser muy tenues no se registraron en 
la copia en papel. Las manchas que no tienen identificación son las que se 
computan ocmo fosfolípidos desconocidos.



virus Pichindé, células enteras falsamente infectadas o in 
fectadas con algunos de los arenavirus mencionados.

Para cuantificar estos fosfolípidos se efectuaron va 
rias preparaciones de cada uno de los materiales en estu­
dio. En sendas preparaciones se procedió de acuerdo con lo 
esquematizado en la Figura 3, lavando o purificando el ma­
terial de partida según se tratase de células o de virus.
.Con cada uno de los extractos lipídicos obtenidos se desa­
rrollaron todas las cromatografías posibles, de las cuales 
se computaron sólo aquéllas en las que se podían identifi­
car claramente cada una de las distintas especies fosfoli- 
pídicas. Esto se logró cuando las cromatoplacas presenta­
ban una resolución semejante a la que se observa en las fî  
guras 4 y 7. Las proporciones de las distintas especies 
fosfolipídicas en cada una de las placas analizadas, que 
se establecieron de la manera indicada al comienzo del ca­
pítulo (R.2.1.1.) se listan en la Tabla I. En ella se pue­
de apreciar que en general, para un material determinado 
los datos provenientes de placas correspondientes a una 
misma preparación son altamente repetitivos. Sin embargo, 
aquéllos alcanzados a partir de placas sembradas con ex­
tractos lipídicos provecientes de dos preparaciones dife­
rentes del mismo material no siempre son iguales. Esto in­
dicó que antes de hacer ningún otro tipo de análisis se de 
bía investigar si la preparación ejercía algún efecto so­
bre las proporciones de las distintas especies fosfolipídi^ 
cas. Para ello analizamos, mediante el test de Student, si 
las distintas preparaciones de cada uno de los materiales 
estudiados pertenecían a la misma población.

En la Tabla II se presentan los resultados obtenidos
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Leyenda Tabla II

a Media aritmética de los datos obtenidos en la preparación corres 
pondiente.

b Número de ensayos realizados dentro de la preparación 

c Varianza de los datos de la preparación

d Grados de libertad; ng = (n^-l)+ (n^-1)+ (n^-1)+ (ng-1) 

e Varianza combinada

p = preparaciones

f "t" calculado (te) para comparar las medias de las preparacio­
nes indicadas con los números anotados como subíndices.

Indica que te > t (ne, a) cuando el a (de las tablas "t" de 2 oolas) = 
0,05

* ★ Indica que te > t (ne,a) cuando el a (de las tablas "t" de 2 colas) =
0,02

Indica que te > t (ne, a) cuando el a (de las tablas "t" de 2 colas) =
0,01

Cuando no aparecen asteriscos en las "comparaciones de medias " signi­
fica que te ^ t (ne r(x) cuando a (de las tablas "t" de 2 colas) = 
0,05.
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al analizar los datos correspondientes a las células falsa­
mente infectadas. En ella se consignan las razones "t" que 
permiten comparar las medias (x) de la proporción que posee 
cada fosfolípido estudiado en las distintas preparaciones.

Los resultados obtenidos indican que por ejemplo, no 
existen diferencias significativas entre los valores medios 
obtenidos para la especie PC en las preparaciones 3 y 5.
Sin embargo, cuando comparamos las medias obtenidas para e£ 
ta especie en las preparaciones 3 y 7 vemos que sí existen 
y con un grado de significación de P <: 0,01. Esta diferen­
cia es altamente significativa, por ello se dice que en es­
te último caso existe un fuerte "efecto preparado". Como se 
desprende de la observación de.la Tabla II, estos resulta­
dos erráticos se repiten al considerar las otras especies 
fosfolipídicas de este material. Lo mismo ocurre cuando se 
analizan las distintas especies fosfolipídicas de los mate­
riales restantes (datos aquí no presentados). Así conclui­
mos que no es lícito suponer que las distintas preparacio­
nes de un mismo material pertenecen a una misma población.

Por otro lado, el muestreo efectuado fue heterogéneo, 
esto significa que la cantidad de cromatografías que se pu 
dieron desarrollar con los extractos lipídicos de un mate­
rial determinado difería de una preparación a otra. Además, 
y pese a que después de los ensayos preliminares los exper:L 
mentos fueron diagramados de manera tal que los extractos 
fosfolipídicos de los 9 materiales en estudio pudieran ser 
preparados en paralelo, esto no siempre se logró.

Por ello sólo es lícito comparar la proporción de ca­
da especie fosfolipídica en los distintos materiales si és­
tos pertenecen a la misma preparación.



R.2.2.2. Relación entre la proporción relativa de los ío^íolípicos 
de los distintos arenavirus, las distintas células y los 
distintos arenavirus con las distintas células

Por lo expuesto en el párrafo anterior, comparamos 
la composición fosfolipídica de los distintos materiales 
estudiados preparación por preparación. El análisis se e- 
fectuó mediante una de las variantes del test de Student 
para comparaciones múltiples. En el conjunto de tablas III 
se consignan los resultados obtenidos con los datos de la 
preparación 8. Al analizar las otras preparaciones obtuvi­
mos resultados similares, por ello las conclusiones que se 
extraen son generales.

La simple observación de las tablas III nos indica 
que podemos dividirlas en tres sectores en los que se com­
para la proporción de cada especie fosfolipídica en los 
distintos materiales. Estos sectores son el izquierdo, don 
de se cotejan las distintas células entre sí; el superior 
derecho, donde se comparan las células con los virus, y el 
derecho inferior, donde se comparan los virus con los vi­
rus .

A simple vista también podemos apreciar que para las 
distintas especies fosfolipídicas no se observan diferen­
cias, y si las hubieran no tienen significación, en los 
sectores izquierdo y derecho inferior. En tanto, en el sec 
tor derecho superior, para algunas especies fosfolipídicas 
existen diferencias altamente significativas.

A priori esto nos estaría indicando que no existen 
grandes diferencias de composición fosfolipídica entre los 
distintos virus o entre las distintas células, pero sí en­
tre virus y células.
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Levenda Tabla III

2n y S : definidos en Tabla II

b número de grados de libertad: n = (n--l) + (n~-l) ... (n -1)e 1 ¿ q

* Indica que te > t ( a , ng) para a (de las tablas ti ^ H de 1 cola) = 0,025
** Indica que te > t {a, ng) para a (de las tablas "t" de 1 cola)= 0,01
***Indica que te > t ( a , n ) para e a (de las tablas .i t" de 1 cola)= 0,005
****Indica que te > t (a,ng) para a (de las tablas "t" de 1 cola)= 0,0005
Cuando no se marca con ningún asterisco significa te t (a,ne) para
a (de las tablas ti t" de 1 cola) = 0,025
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Analizaremos ahora detenidamente estos datos. Para 
ello consideraremos que un material posee una significati 
vamente mayor o significativamente menor proporción de un 
determinado fosfolípido que el otro material con el cual 
se compara cuando presenten una razón t:

de las tablas t de una cola, al ser a = 0,0005. Esto impli 
ca que en nuestro sistema de múltiples comparaciones el 
grado de significación será: P = a x número de comparacio­
nes = 0,0005 x 36 = 0,018 P = 0,02.

A continuación describiremos para cada especie fosfo 
lipídica las conclusiones que se desprenden del análisis 
de las tablas III, indicando además las que provienen de 
tablas similares que aquí no se presentan y que se obtuvie 
ron al analizar los datos de las otras preparaciones.

Fo¿{¡cutidLitcoLina: no existen motivos para pensar que los dis­
tintos tipos de células analizadas difieran entre sí en la 
proporción de esta especie lipídica. Tampoco existen moti­
vos para pensar que los distintos arenavirus estudiados po 
sean una proporción diferente de este fosfolípido. En cam­
bio, los virus poseen una proporción significativamente me 
ñor (P ^ 0,02) de PC que las células.

Fó¿¿cUZd¿íeXano¿amina: no existen motivos para pensar que las 
distintas células estudiadas posean una proporción diferen 
te de este fosfolípido. Tampoco existen motivos para pen­
sar que los distintos virus tengan proporciones diferentes

, mayor que t (n0 , a)

j
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de PE ni que las células tengan proporciones diferentes de 
las de los virus.

Fo¿úat¿d¿¿&QJbim.: no existen motivos para pensar que las dife
rentes células posean proporciones diferentes de PS. Tampo

\

co existen motivos para suponer que los distintos virus di_ 
fieran entre sí en la proporción de PS. El virus Junín ce­
pa MC2 muestra, aparentemente en la preparación 8, diferen 
cias con los otros virus. Sin embargo, el grado de signifi 
cación de estas diferencias sería a lo sumo P ^ 0,2. Ade­
más, esta anomalía no se presenta al analizar otras prepa­
raciones, por ello concluimos que no existen evidencias pa 
ra afirmar que la cepa MC2 del virus Junín posea una pro­
porción de PS diferente de la de los otros arenavirus. Pe­
ro, los virus tienen una proporción significativamente ma­
yor de PS que las células ~(P < 0,02) .

¿¿ngom¿dLina: no existen motivos para pensar que las distin 
tas células posean distintas proporciones de Sph. Tampoco 
existen motivos para pensar que los distintos virus posean 
diferentes proporciones de Sph. El virus Tacaribe mostra­
ría, en la preparación 8, una proporción mayor de Sph que 
el resto de los arenavirus, pero P 0,2. Además, en otros 
preparados no se observa que este virus presente diferen­
cias en la proporción de Sph con el resto de los de la fa­
milia ni aún para P 0,4. Por ello se concluye que no hay 
motivos para pensar que ninguno de estos virus difieran en 
tre sí en la proporción de Sph.

Sin embargo, los virus poseen una proporción signifi 
cativamente mayor CP 4 0,02) de Sph que las células.
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LL&o£c¿ fia^cUZeXano¿cunína: no existen motivos para pensar que los 
distintos tipos de células analizadas difieran entre sí en 
la proporción de LPE. Tampoco existen motivos para pensar 
que los distintos virus posean-entre sí una proporción dife­
rente de LPE. Sin embargo, los virus poseen una proporción 
significativamente mayor de LPE que las células (P ^ 0,02). 
Las células infectadas con el virus Junín cepa XJCl^ y con 
el virus Tacaribe se presentarían según los datos de la Ta­
bla III,-como excepción ya que al ser comparadas con los vi­
rus parecerían no mostrar diferencias significativas en la 
proporción de LPE. Sin embargo, como en la preparación 8 
existe un solo ensayo para cada una de ellas en el que se de 
termina la proporción de LPE en forma aislada, el resultado 
no es contundente. Pero considerando lo que ocurre con la 
proporción de LPE en estas células en otras preparaciones, 
se concluye que los virus poseen mayor proporción de LPE que 
las délulas.

Fa¿{¡a£LdUJU.no¿ÁXo¿: no existen motivos para pensar que las dis­
tintas células posean diferente proporción de PI. Los distin 
tos virus tampoco poseerían distinta proporción de PI. En 
cambio, algunos virus parecen tener distinta proporción de 
PI que algunas células: el grado de significación de estas 
diferencias es de 0,02 < P ^ 0,2; por lo cual además de ser 
erráticas, éstas tienen un grado de significación muy bajo.

Cabe aclarar que la proporción de PI para el SFV y las 
células BHK que aparecen en la literatura, también son varia 
bles (Renkonen y col., 1971).

L¿60{¡06laXÁ,dÁJicjotÍYWi: con un grado de significación de P ^ 0,02
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existirían motivos para pensar que algunas células de la 
preparación 8 difieren de otras, que algunos virus difie­
ren de otros y que algunos virus difieren de algunas célu­
las en la proporción de LPC. Sin embargo, cuando se anali­
zan otras preparaciones ocurre que también algunos de estos 
materiales difieren de otros en la proporción de LPC, pero 
aquí P 4 0,2. Además, los pares que presentan estas dife­
rencias no son los mismos que los que la presentan en el 
preparado 8. Por lo tanto, se puede concluir que no exis­
ten evidencias para decir que los virus difieran entre sí, 
ni que las células difieran entre sí, ni que los virus di­
fieran de las células en la proporción de LPC.

♦
Ácido ja U d ic o: no existen motivos para pensar que las di£5
tintas células posean distinta proporción de PA. Tampoco 
los hay para pensar que los distintos virus difieran entre 
sí ni que las distintas células difieran de los distintos 
virus en la proporción de PA. La aparente diferencia entre 
las cepas XJCl^ del virus Junín con la célula huésped en 
la preparación 8, carece de significación (P < 0,2).

Candió Lipiria: no existen motivos para pensar que las célu­
las difieran entre sí, ni los virus difieran entre sí, ni 
las células difieran de los virus en la proporción de C.

Sumcutotiia de. Lo6 ^oá joüpidoÁ  de¿ conocidos [V]: no existen motivos 
para pensar que las células infectadas con cualesquiera de
é

los arenavirus estudiados posean entre sí diferente propor 
ción de estos fosfolípidos. Tampoco existen motivos para 
pensar que los diferentes virus posean diferente proporción
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de los mismos. Sin embargo, las células falsamente infecta 
das de la preparación 8 poseen una mayor proporción de es­
tos fosfolípidos que las otras células y virus. Pero, como 
el grado de significación no siempre es P ^ 0,02 y además 
en otras preparaciones no se ve este efecto, no existen e- 
videncias firmes para pensar que las células falsamente in 
fectadas difieran jen la proporción de los fosfolípidos de£ 
conocidos de las demás células y virus.

Todo¿> JLoá oJi£mx)ÁJwu> poÁQ,eSbLan ¿a míóma composición ^olyipZdLica 

y no a££eAaA¿an ¿a ptiopoticiion de. ¿o¿ ^o¿f)Ollp¿do¿ de toó ct¿uZcu> 

hu&Ape.de¿

Sintetizando lo recientemente expuesto, sin nece­
sidad de hacer ningún tipo de extrapolación, podemos a- 
firmar que no hay evidencias que indiquen que las cepas 
MC2 y XJCl^ del virus Junín, el virus Tacaribe y el vi­
rus Pichindé cultivados en células BHK-21(C-13) posean 
una composición fosfolipídica diferente. Además, no hay 
motivos para pensar que las células infectadas con cua­
lesquiera de los arenavirus mencionados difieran entre 
sí en su composición fosfolipídica. Tampoco existen mo­
tivos para pensar que estas células tengan una composi­
ción fosfolipídica diferente de la composición fosfoli­
pídica de las células falsamente infectadas. Sin embar­
go, los resultados obtenidos muestran que:
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poseen
navirus
los are

mucha mayor proporción de PS 
mucha mayor proporción de Sph 
mucha mayor proporción de LPE 
mucha menor proporción de PC

que las células infec
tadas o falsamente in
fectadas (P 0,02)

Estas diferencias son tan notorias que se perciben al com 
parar las autorradiografías de las cromatoplacas sembradas con 
extracto lipídico de células con aquéllas sembradas con la mis­
ma cantidad de marca radiactiva de extractos lipídicos de virus 
(comparar figuras 4 y 7).

El hecho de que la infección viral no provoque alteracio­
nes en la composición fosfolipídica de las células huéspedes no 
sería una cualidad privativa de los arenavirus. Otros autores 
han determinado que la infección con el virus de la enfermedad 
del Newcastle no induce a modificación alguna en los fosfolípi- 
dos de la célula huésped entera (Diringer y Rott, 1976). Las 
células persistentemente infectadas con el virus del sarampión 
no tendrían diferente proporción de los distintos fosfolípidos 
que las células no infectadas, pero estos últimos estarían inte 
grados por ácidos grasos de diferente calidad (Anderton y col.,
1982). Tampoco el virus del sarcoma de Rous modifica la propor­
ción de los distintos lípidos de las células huéspedes enteras 
(Maldonado y Blough, 1980). Sin embargo, los herpesvirus, que 
como vimos adquieren su envoltura en la membrana nuclear, alte­
ran la proporción de los distintos glicolípidos de la célula 
huésped (Schroder y Merrick, 1979).

5.2.3. Composición fosfolipídica de las células BHK-21(C-13) infecta­
das con arenavirus y falsamente infectadas

La relación: átomos de fósforo inorgánico (Pi) /



moléculas de compuesto, es constante para cada especie 
fosfolipídica, 2 para la cardiolipina y 1 para el resto 
de los fosfolípidos estudiados. Este hecho permite deter­
minar la proporción de los diferentes fosfolípidos de una 
cromatoplaca midiendo la cantidad del Pi contenido en las 
distintas manchas. Procediendo de esta manera diversos au 
tores han establecido la composición fosfolipídica de di£ 
tintos clones de la célula BHK-21 (Brotherus y Renkonen, 
1977; Klenk y Choppin, 1969; Renkonen y col., 1971, 
1972a, 1972b; Schlesinger y col., 1973).

De acuerdo con lo indicado precedentemente (R.2.1.1.),
nosotros no determinamos la cantidad de Pi mediante méto-

32dos químicos sino que medimos la radiactividad de P de 
cada mancha de la cromatoplaca. Sin embargo, existen diver 
sas razones que indicarían que utilizando esta última téc 
nica se puede establecer la proporción de las distintas 
especies fosfolipídicas.

Las células BHK-21(C-13) sintetizarían "a novo" sus 
fosfolípidos, no incorporarían ni moléculas de fosfolípi­
dos intactas, ni lípidos fosforados del suero, puesto que 
las cantidades de los mismos en el medio de cultivo se 
mantienen constantes durante el aumento de fosfolípidos 
celulares (Renkonen y col., 1972b). Este parece ser un he 
cho general ya que en otras líneas celulares ocurriría lo 
mismo (Quigley y col., 1971). Así los fosfolípidos que se
forman lo harían a partir de precursores orgánicos senci-

32líos y de Pi y en nuestro sistema el P, libre de porta­
dores fríos, es la única fuente de Pi.

Por otro lado, después de un pasaje de células BHK-21
32en medio marcado con P, las proporciones de marca radiac 

tiva halladas para las distintas especies fosfolipídicas 
no serían muy diferentes de las obtenidas después de
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sucesivos pasajes (hasta 4 inclusive) de las células por 
dicho medio, ni muy diferentes a las proporciones halla­
das al medir la masa de los distintos fosfolípidos (Renko- 
nen y col., 1972b).

Como entre dos pasajes sucesivos transcurren de 36 a
3248 horas, después de 48 horas en un medio con P las célu

las BHK-21 cultivadas en monocapas habrían llegado a un e-
32quilibrio de marcación de sus fosfolípidos con P. Para

el presente trabajo se crecieron células en medio marcado 
32con P durante 72 horas, pero a partir del tercer día de 

haber sido repicadas. Pese a que en este estadio el creci­
miento celular es diferente del que presentan las células
inmediatamente después del repique, igual se estima que en

3272 horas se llega a un equilibrio en la marcación con P, 
pues marcando a partir del tercer día posrepique con dife­
rentes precursores orgánicos radiactivos se determinó que 
la velocidad de recambio de los distintos fosfolípidos en 
las células BHK-21 es: rápida (t^/2 ^  ̂ horas) para PA y 
PC; intermedia (t^^ = ^oras  ̂ para PE y lenta ^

15 horas) para PI, PS y Sph (Gallaher y Blough, 1975). He­
cho que también se verifica en otras líneas celulares, las 
que en dos días de marcación logran alcanzar una actividad 
específica constante para todas las especies fosfolipídi- 
cas (Quigley y col., 1972a).

Así el tiempo en el que para este trabajo se marca­
ron los cultivos celulares en las condiciones experimenta­
les descriptas sería más que suficiente para llegar a un

32equilibrio en la distribución de marca radiactiva ( P) de 
los distintos fosfolípidos. Esto implica que podemos esti­
mar la proporción de los distintos fosfolípidos midiendo
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la cantidad de P existente en cada una de las manchas de 
los cromatogramas obtenidos.

32

R.2.2.3.1. Proporción de los distintos fosfolípidos en la célula 
huésped

La composición fosfolipídica de las distintas célu 
las estudiadas se estableció a partir del total de los 
datos obtenidos para cada una de ellas (Tabla I).

Como en nuestro sistema experimental existe un 
fuerte "efecto preparado" y el número de ensayos efectúa 
dos varía de acuerdo con la preparación considerada (R.2. 
2.1.), para estimar el valor medio que represente a estos 
datos se los debió agrupar previamente por preparación.

Se halló el promedio de todas las determinaciones 
efectuadas para cada especie fosfolipídica de cada mate­
rial en cada preparación. Estos promedios son representa 
tivos de la proporción en que el fosfolípido considerado 
se encuentra en el material en cuestión en la preparación 
correspondiente, puesto que dentro de la misma los datos 
son altamente repetitivos. Por ello la media de estos 
promedios será el mejor estimador de la proporción de di_ 
cha especie en tal material. Los resultados obtenidos, 
para las distintas células estudiadas al efectuar los 
cálculos de la manera indicada en el párrafo anterior, 
se representan en la Figura 8. Los datos presentados en 
esta figura nos permiten conocer que PC y PE son las es­
pecies mayoritarias; PA, LPE, C, D y Sph las minoritarias 
y LPE, PS y PI se hallan en una proporción intermedia.
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Figura 8: Composición fosfolípidica de células BHK-21(C-13)

Los extractos lipídicos de células BHK-21(C-13) , falsamente infectadas (FALS.- 
INF.), infectadas con la cepa MC^ de virus Junín (INF.-V.J.-MC^), con la cepa
XJC1 de virus Junín (INF.-V.J.-XJC1 ), con el virus Tacaribe (INF.TACARIBE) o

 ̂ ^ 3 2con el virus Pichinde (INF.PICHINDE), marcadas con P, se obtuvieron de acuer
do con el esquema de la Figura 3. Luego se analizaron por cromatografía bidi- 
reccional en capa fina. Las manchas conteniendo cada especie fosfolipídica fuê  
ron raspadas de la cromatoplaca correspondiente y puestas en viales contenien­
do tolueno-omniflúor. La radiactividad se midió en un contador de centelleo l_í 
quido. Se estableció la proporción de las distintas especies fosfolipídicas en 
cada placa, calculando el porcentaje de radiactividad que las mismas poseían 
respecto al total de marca recuperada. Se promediaron los valores obtenidos pâ  
ra cada especie fosfolipídica de cada tipo de células en cada preparación. La 
media de dichos promedios son los datos que se representan en esta figura. Se 
computaron todos los datos de la Tabla I y las barras indican el error estan- 
dard. Los símbolos de las absisas representan a los distintos fosfolípidos.
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Además, la Figura 8 nos indica dentro de qué límites 
varían las proporciones de cada fosfolípido en cada célu 
la. Sin embargo, no debemos pretender extraer de la figu 
ra más información que ésta. Así, no podemos determinar 
qué semejanzas y diferencias existen entre la composi­
ción fosfolipídica de las distintas células mediante la 
comparación de los distintos histogramas. De haberlo he­
cho, la conclusión hubiera sido que las células infecta­
das poseen una mayor proporción de PC y una menor propor 
ción de PE que las falsamente infectadas. Si las compara 
ciones las hubiésemos realizado mediante el test de Stu- 
dent, pero sobre el total de los datos y no preparación 
por preparación, la conclusión hubiera sido la misma. Co 
mo vimos precedentemente (R.2.2.2.) esto no es cierto.
La conclusión a que se llegaría por análisis de las ta­
blas o de los datos totales resultaría falsa porque en 
estos casos no se tendría en cuenta el "efecto preparado" 
característico del presente sistema en estudio.

Insistimos en esto porque en varios trabajos en 
que se investiga la proporción de los lípidos virales y 
celulares se establece la relación que existe entre los 
datos obtenidos para los distintos materiales comparando 
visualmente los promedios de los mismos sin indicar en 
qué forma se obtienen dichos promedios.

Este tipo de comparaciones se puede realizar sólo 
si en el sistema en estudio no existe "efecto preparado" 
o si pese a ello todos los ensayos se han realizado en 
forma paralela y con muestreo homogéneo. De otra manera, 
debe indicarse claramente dentro de qué límites es váli­
da la conclusión a la cual se arriba.
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R.2.2.3.2. Comparación con los datos bibliográficos

Hasta el presente no se ha realizado ningún trabajo 
destinado a estudiar la composición fosfolipídica de las 
células infectadas con arenavirus pero sí existen varios 
trabajos en los que se analizan los fosfolípidos de las 
células BHK-21 de diversos clones.

En la Tabla IV se reproducen los resultados halla­
dos por otros autores para las células BHK-21(C-13) y los 
que nosotros obtuvimos cuando estudiamos a las mismas lúe 
go de someterlas a una falsa infección.

La observación de la tabla permite apreciar que en 
general nuestros resultados son semejantes a los obteni­
dos por Gallaher y Renkonen al revelar los fosfolípidos y 
al dosar el Pi mediante métodos químicos (Gallaher y 
Blough, 1975; Renkonen y col., 1971, 1972a) y son prácti­
camente iguales a los que los últimos autores establecen 
al utilizar métodos radioquímicos (Renkonen y col., 1972b). 
El valor que ellos obtienen para Sph es superior al que 
nosotros determinamos. Sin embargo, Renkonen indica que 
no puede separar a esta especie de la LPE; Gallaher no 
menciona LPE, pero de acuerdo a lo expuesto en el item (R. 
1.1.), este compuesto no se separa fácilmente de Sph, por 
lo cual presumiblemente Gallaher podría obtener Sph conta 
minada con LPE. La sumatoria de los porcentajes que noso­
tros hemos hallado para Sph y LPE concuerda perfectamente 
con el que Renkonen encuentra para la Sph contaminada con 
LPE.

La semejanza de nuestros datos con los bibliográfi­
cos resulta interesante porque los hallados en la
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TABLA IV
Proporción de las especies fosfolipídicas de células BHK-21(C-13)

Origen de
N. los datos Gallaher Renkonen Renkonen Figura 8

EspecieV
y Blough 

(1975)
y col., 
(1971, 1972a)

y col., 
(1972b)

del pre­
sente

fosfolipídicav trabajo

PS 6,3 2,6 5,3 4,8 - 0,1

LPC — 1,3 0,8 1,3 - 0,2

Sph 9,7 ★ ★11,0 **6,3 2,3 - 0,4

LPE * — — 4,3 - 0,3

PI 5,1 ***1,1 6,8 5,8 í 0,5

PC 4 7,6 55,0 53,5 50,0 Í 2,0

PE 25,1 23,0 21,1 24,0 - 2,0

C — — 3,4 1,0 - 0,2

D 5,4 — — 2,8 - 0,7

PA 0,6 2,1 0,5 0,08±0,04

* No lo contempla
**Incluye LPE 
★★★ Los autores indican que el valor no es confiable



bibliografía sobre composición fosfolipídica de otros 
clones de células BHK-21 son sumamente variables. Así, 
por ejemplo, para el clon Wi-2 que parece ser el más es 
tudiado, se encuentran resultados distintos en los dis­
tintos trabajos, aún habiendo sido realizados en el mi£ 
mo laboratorio (Brotherus y Renkonen, 1977; Renkonen y 
col., 1971).

.2.2.4.Composición fosfolipídica de los arenavirus

La proporción de las diferentes especies fosfolipí- 
dicas de los distintos arenavirus se estableció hallando 
la media de los promedios de los datos obtenidos para ca­
da especie en cada preparación, de la misma manera que se 
hizo para las células. Los resultados obtenidos se repre­
sentan en la Figura 9. Ellos nos indican que PC y PE son 
las especies mayoritarias; D, C, LPC, PA las minoritarias, 
en tanto que LPE, PS Sph y PI se encuentran en una propor 
ción intermedia, relativamente alta. La observación de la 
Figura 9 podría hacernos pensar que la cepa XJCl^ del vi­
rus Junín tendría una composición fosfolipídica ligeramen 
te diferente de la de los otros arenavirus. Sin embargo, 
los análisis estadísticos efectuados indican que esto no 
es real. La aparente discrepancia se debe a que en la pre 
paración 6 no se analizaron los fosfolípidos de la cepa 
XJCl^ del virus Junín (ver Tabla I).
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Figura 9: Composición fosfolípidica de arenavirus

Loé extractos lipídicos de las cepas MC^ de virus Junín (V.J.-MC )̂, XJCl^ de
virus Junín (V.J.-XJC1 ), de los virus Tacaribe (V.TACARIBE) y virus Pichinde

32(V.PICHINDE), marcadas con P, se obtuvieron de acuerdo con el esquema de la 
Figura 3. Luego se analizaron por cromatografía bidireccional en capa fina.
Las manchas conteniendo cada especie fueron raspadas de la cromatoplaca corres 
pondiente y puesta en viales conteniendo tolueno-omnifluor. La radiactividad 
se midió en un contador de centelleo líquido. Se estableció la proporción de 
las especies fosfolipídicas en cada placa calculando el porcentaje de radiacti 
vidad que las mismas poseían respecto al total de marca recuperada. Se prome­
diaron los valores obtenidos para cada especie fosfolipídica de cada tipo de 
virus en cada preparación. La media de dichos promedios son los datos represen 
tados en esta figura. Se computaron todos los datos de la Tabla X. Las barras 
indican el error estandard. Los símbolos de las absisas representan a los dis­
tintos fosfolípidos.
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R.2.2.4.1. Relación con la composición fosfolipídica de otros virus

En la bibliografía no existen datos respecto de la 
composición fosfolipídica de los arenavirus, pero sí 
existen para virus de otras familias. Al comparar con 
estos datos encontramos que los arenavirus cultivados 
en las células BHK-21(C-13) tienen una composición fos­
folipídica semejante a la que presentan el SFV (Renkonen 
y col., 1972a) y el virus Uukuniemi (Renkonen y col., 
1972b) al ser cultivados en este mismo clon celular. Eŝ  
ta composición también es semejante, aunque no tan es­
trechamente, a la descripta en la bibliografía para la 
membrana plasmática de las células huéspedes no infecta 
das, pero diferente a la de las demás fracciones célula 
res (Renkonen y col., 1971, 1972a).

Cabe aclarar aquí que ya en los primeros ensayos 
que se hicieron sólo con la cepa MC2 del virus Junín se 
detectaron estas semejanzas, por ello resultó interesan 
te extender los estudios a los otros arenavirus.

R.2.2.5. Interpretación de los resultados obtenidos y programación 
de nuevos experimentos

Los resultados hasta aquí descriptos sugieren que 
es probable que se cumpla la hipótesis que propone que 
los arenavirus forman su envoltura tomando componentes de 
la membrana plasmática celular, teniendo en cuenta los da 
tos de microscopía electrónica (Lascano y col., 1969,1971, 
1974, 1977; Murphy y col., 1970, 1975. Estas observaciones



al microscopio electrónico mostrarían además, cambios mor­
fológicos en las zonas de la membrana plasmática celular 
de las cuales los virus brotarían. Sin embargo, no descar­
tarían la posibilidad de que los arenavirus completaran su 
maduración interaccionando con membranas intracitoplasmá- 
ticas.

Para tratar de esclarecer si la envoltura viral es­
tá relacionada con la membrana plasmática o la membrana 
del retículo endoplásmico celular, se hizo necesario inves  ̂
tigar la composición fosfolipídicas de las mismas. Esto 
nos llevó a seleccionar y poner a punto las técnicas de se 
paración y caracterización de membranas celulares.

Otro enfoque para establecer si la composición fos- 
folipídica de los arenavirus es función de la de las célu­
las huéspedes consistiría en estudiar la composición fosfo 
lipídica de los virus producidos en células cuyas membra­
nas poseyeran una,diferente de las de las células BHK-21 
(C-13).

Como primera aproximación mucho más simple de reali^ 
zar, se podría analizar la composición fosfolipídica del 
total de otras células en las cuales desarrollen los arena 
virus. Los dosajes que se hicieron de células Vero enteras 
demostraron que su composición fosfolipídica es muy seme­
jante al de las células BHK-21(C-13) enteras, resultado 
que hacía prever que también sus membranas plasmáticas po­
drían ser semejantes. Por ello se decidió continuar con 
los experimentos destinados a preparar y estudiar las carac 
terísticas de la membrana plasmática y de retículo endoplas- 
mico de las células BHK-21(C-13) infectadas con los arena- 
virus en cuestión y como control las de las células no
infectadas.



CAPITULO I I I :  ELECCION Y OPTIMIZACION DE LOS METODOS DE SEPA­

RACION Y CARACTERIZACION DE MEMBRANAS CELULARES
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R.3.1. AISLAMIENTO DE MEMBRANAS CELULARES

El primer paso en la preparación de las distintas frac 
ciones celulares lo constituye la ruptura de la membrana de 
la célula. Para lograrlo se han diseñado un gran número de 
métodos. El objetivo de todos ellos es provocar la ruptura 
de la mayor cantidad de células posibles, manteniendo intac­
tas las propiedades biológicas y estructurales de las dife­
rentes membranas y organelos. Sin embargo, la mayoría de los 
métodos conocidos permiten conservar bien unas merced al de­
trimento de las otras.

La técnica, más utilizada en la separación de membranas 
plasmáticas de células en cultivo consiste en modificaciones 
de las descriptas originariamente para separar membranas 
plasmáticas de células de hígado de rata (Neville, 1960; Em- 
melot y col., 1964) y de ratón (Herzenberg y Hérzenberg, 1961). 
La eficiencia del fraccionamiento de las células hepáticas 
reside en la presencia de desmosomas que conectan superfi­
cies adyacentes de las mismas, esto permite el mantenimiento 
de las membranas como bloques enteros durante la homogeini- 
zación.

f  t

Al intentar aplicar esta técnica para aislar membrana
fplasmática de células en cultivo fue necesario utilizar agen 

tes estabilizantes como Zn++ para endurecer las superficies 
celulares, logrando mantener de esta manera su estructura du 
rante la homogeinización; este método produce "fantasmas" ce 
lulares (Warren y col., 1966). Estos "fantasmas" también se 
han obtenido por choque hiposmótico (Bosman y col., 1968).

El empleo de agentes estabilizantes tiene la desventa­
ja de que la membrana pierde actividad funcional. En tanto

i
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que con la lisis hiposmótica se pueden llegar a romper mito- 
condrias y lisosomas liberando al medio enzimas líticas que 
producirían efectos indeseados.

La ruptura mediante un homogenizador Dounce de célu­
las HeLa o de mieloma en cultivo y la posterior separación 
de las distintas fracciones mediante el empleo de gradientes 
de sacarosa brinda, aparentemente, la posibilidad de obtener 
a las membranas de las mismas altamente purificadas y sin 
pérdida de su actividad biológica ni de su estructura (Eylar 
y Hagopian, 1971). Sin embargo, los autores insisten en que 
el número de golpes de émbolo en la homogeinización, que es 
crucial para lograr reproducibilidad de las separaciones, de 
pende del tipo celular. Ellos trabajan con células crecidas 
en suspensión e indican que el trabajo se complica con las 
células cultivadas en superficie, pues por las interacciones 
que existen entre las mismas se produce una agregación de 
las membranas que dificulta la ruptura y posterior separa­
ción (Eylar y Hagopian, 1971).

Se intentó encontrar las condiciones en las que se pu­
diera separar membrana plasmática de células BHK-21 crecidas 
en monocapa y se comprobó que las mismas debían variar de 
una preparación a la otra para poder obtener el grado óptimo 
de ruptura. De acuerdo a lo expresado (r .2.2.5.) la separación 
de las membranas celulares no constituye un fin en el presen 
te trabajo sino un medio, por ello es imprescindible contar 
con un método de aislamiento estandarizado, condición que és 
te no cumple.

Otro tipo de técnicas actualmente difundidas para el 
aislamiento de membranas de células en cultivo se fundamen­
tan en el método desarrollado por Wallach y Kamat (1964)
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para células de tumor ascítico de Ehrlich. Ella se basa en 
la conversión de las membranas plasmática y de retículo en- 
doplámico de las células en pequeñas vesículas mediante la 
cavitación con ^ . Estas vesículas luego son fraccionadas 
mediante el empleo como paso final, de un gradiente de fi- 
coll en Mg++ (Wallach y Kamat, 1964) .

Posteriormente, el método se empleó para aislar mem­
brana de adipocitos, pero el paso final en este caso consis 
tía en un gradiente de dextrano en Mg++ (Avruch y Wallach, 
1971) ; también se ha utilizado satisfactoriamente para sepa 
rar las membranas plasmáticas y de retículo endoplásmico de 
células BHK-21 en cultivo de tejido (Gahmberg y Simons,1970; 
Makita y Seyama, 1971). La ventaja de este método es que 
las fracciones membrana plasmática, retículo endoplásmico y 
mitocondrial se recuperan funcionalmente activas y por lo 
tanto se supone, conteniendo todos sus componentes bioquínvi 
eos. Sin embargo, con esta metodología se observaba contami 
nación cruzada entre las fracciones retículo endoplásmico y 
membrana plasmática. Así, en la fracción membrana plasmáti­
ca existe aproximadamente un 30% de contaminación con retí­
culo endoplásmico, en tanto que en la fracción retículo en­
doplásmico encuentran un 20% de contaminación con membrana 
plasmática (Gahmberg y Simons, 1970). Además, ambas fraccio 
nes presentan actividad de succinato deshidrogenasa, enzi 
ma que sólo se halla presente en mitocondrias (Graham, 1972) . 
Este último autor demuestra la necesidad de eliminar total­
mente las mitocondrias de la fracción microsomal, pues si 
ello no ocurre las mitocondrias podrían establecer una espe 
cié de "puente" entre los microsomas de retículo endoplásnú 
co y membrana plasmática, impidiendo una correcta separación
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posterior entre estas dos últimas. Para ello propone separar 
la fracción mitocondrial mediante un gradiente zonal de saca 
rosa, en vez de hacerlo con centrifugaciones diferenciales. 
De esta manera obtiene membrana plasmática y retículo endo- 
plásmico de células BHK-21 altamente purificados. Por ello 
se intentó preparar ambas membranas con este método. Luego 
de algunos ajustes tales como establecer la cantidad de mate 
rial necesario para lograr una buena ruptura, velocidad de 
agitación durante la cavitación, velocidad de descompresión, 
construcción de los gradientes zonales, el método pudo em­
plearse satisfactoriamente como se demuestra en el capítulo 
siguiente.

Cabe aclarar que posteriormente Gotlib propuso un méto 
do sencillísimo con el cual, aparentemente, se obtiene mem­
brana plasmática con un alto grado de pureza (Gotlib, 1982). 
Para ello se hacen crecer células sobre bolitas de vidrio y 
luego se provoca la lisis celular. De esta manera las membra 
ñas plasmáticas quedan adheridas a las bolitas de las que 
posteriormente son despegadas.

En este trabajo no se ha ensayado esta metodología 
pues en el momento en que aquel trabajo se publicó ya estaba 
funcionando con buenos resultados la separación de membrana 
plasmática y retículo endoplásmico por el método de Graham 
(1972) .

R.3.2. PUREZA DE LAS MEMBRANAS AISLADAS

Existen diversos métodos que permiten establecer el 
grado de pureza de las distintas membranas celulares aisladas.



120

En el caso de células de mamíferos, los métodos más difundi­
dos son aquéllos que se basan, en la determinación de la actî  
vidad de los marcadores biológicos específicos de la membrana 
en cuestión y de las otras fracciones celulares que podrían 
estar contaminándola.

De acuerdo con lo ya expresado (R.2.2.5.), para el pre­
sente trabajo se pretendía preparar membrana plasmática y de 
retículo endoplásmico. Para establecer el grado de pureza de 
estas fracciones se debía investigar cuál era la actividad es 
pecífica en cada una de ellas de las enzimas marcadoras de 
membrana plasmática, de retículo endoplásmico, y por lo ex­
puesto (R.3.1.) de mitocondrias y lisosomas, que son los orga 
nelos que podrían estar impurificándolas.

Teniendo en cuenta los resultados de otros autores. 
(Gahmber y Simons, 1970) se puede estimar que para medir la 
actividad específica de estas enzimas en las distintas frac­
ciones por los métodos convencionales se hubiera necesitado 
partir de cantidades de células muy difíciles de obtener. Por 
ello fue necesario modificar estos métodos.

Seguidamente se explicarán las razones que llevaron a 
la selección de las enzimas marcadoras empleadas y se detalla 
rá la puesta a punto de las técnicas necesarias para el dosa- 
je de su actividad específica.

R.3.2.1. Determinación de proteínas

Las proteínas son usualmente determinadas por el mé 
todo de Lowry, usando albúmina bovina como estandard 
(Lowry y col., 1951). Los límites de este método son 5 a



100 yg de proteínas totales.
Un nuevo método parecía ser más sensible y reprodu 

cible que el de Lowry (Brandford, 1976). Sin embargo, 
los datos obtenidos en los distintos ensayos no eran 
coincidentes y además los blancos eran muy altos. Se in­
tentaron algunas modificaciones pero los resultados se 
repitieron.

Debido a ello, se decidió probar el método tradi­
cional de Lowry pero modificándolo para un volumen final 
de 200 yl, con lo que se podían usar cantidades 7 veces 
menores de proteínas respecto al método original, así 
los límites serían de 0,8 a 14 yg de proteínas. Los resu_l 
tados obtenidos fueron repetitivos y los blancos fueron 
bajos, por ello se adoptó para todas las determinaciones 
de proteínas que se debieron hacer.

R.3.2.2. Determinación de fósforo inorgánico

La mayoría de las enzimas ensayadas son fosfatasas. 
Para medir su actividad específica es necesario dosar la 
cantidad de Pi que liberan. El método de Fiske y Subarow 
(1925) es el comúnmente más utilizado para dosar Pi. Sin 
embargo, por las razones expuestas (R.3.2.) se necesita­
ba un método más sensible. Los métodos más sensibles des 
criptos en la literatura (Bartlett, 1959) adolecen del 
defecto de no distinguir el Pi del P orgánico, por lo 
cual no servirían para los fines del presente trabajo.

Por ello se intentó utilizar el método de Fiske y 
Subarow modificado para dosar cantidades 50 veces
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menores respecto al método original. Los límites serían 
de 0,002 umol Pi a 0,02 ymol Pi. Al aplicarlo obtuvimos 
resultados repetitivos con valores de blancos bajos y 
así éste fue el método adoptado.

R.3.2.3. Enzimas marcadoras de la membrana plasmática

Las enzimas más frecuentemente utilizadas como mar 
cadores de la membrana plasmática son 5'nucleotidasa (EC 
3.1.3.5), adenosinatrifosfatasa estimulada por Na+ y K+ 
o ATPasa (N+-K+) (EC 3.6.1.3) y la adenilatociclasa (EC 
4.6.1.1).

En el caso de las células BHK-21, la ATPasa (Na+- 
K+) aparece como la enzima que posee en la membrana plas_ 
mática la mayor actividad específica relativa al homoge- 
nado y retículo endoplásmico celular (Gahmberg y Simons, 
1970).

Por otro lado, en diferentes células se observó ac 
tividad 5'nucleotidasa en el retículo endoplásmico (Wid- 
nell, 1972) y el aparato de Golgi (Farquhar y col., 1974) 
o actividad adenilato ciclasa estimulada por F y análo­
gos de GTP en la fracción mitocondrial (Zinder y col., 
1976) .

Por ello la ATPasa (Na+-K+) se presenta como la me 
jor enzima marcadora de la membrana plasmática de las cé 
lulas BHK-21(C-13). Para dosarla se adoptó la técnica de 
Wallach y Kamat (1966) pero modificada para que las can­
tidades de Pi liberadas por la enzima a partir del ATP 
fueran 50 veces inferiores a lo que se espera con el
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método original.
El método se probó midiendo la actividad enzimática 

en el homogenado celular que se había obtenido mediante 
la técnica de Eylar; dicha actividad fue de 0,31 ymol Pi/ 
mg proteína h. Otros autores hallan que la actividad de 
esta enzima en el homogenado de células BHK (obtenido por 
cavitación), cuando es dosada por este mismo método, es 
de 0,5 a 0,9 ymol Pi/mg (Gahmber y Simons, 1970).

La diferencia de los resultados podría deberse a la 
manera distinta en que se produce la ruptura celular, 
pues como veremos en el homogenado obtenido por cavita­
ción, se encontró la misma actividad que la hallada en la 
bibliografía (R.4.4.).

Cabe aclarar que no se ha establecido si la veloci­
dad medida corresponde a la velocidad inicial (Vq ) de la 
enzima. Pero sí se ha verificado que la cantidad de Pi lî  
berado es siempre proporcional a la cantidad de material 
utilizado, con lo cual se percibe que el método sirve a 
los fines de este trabajo.

R.3.2.4. Enzimas marcadoras del retículo endoplásmico

En contraste con las enzimas marcadoras de membrana 
plasmática que son comunes a varios y distintos tipos de 
células, para las de retículo endoplásmico es difícil ge­
neralizar debido a que las mismas están asociadas a carac 
terísticas funcionales distintivas de la célula.

Los dos marcadores que habitualmente caracterizan a 
la membrana del retículo endoplásmico, independientemente



del tipo de célula que se trate, son NADH-diaforasa (EC 
1.6.99.3) y la glucosa-6-fosfatasa (EC 3.1.3.9). Sin em­
bargo, la actividad de la NADH-diaforasa puede ser loca­
lizada también en el aparato de Golgi (Evans, 1980).

Por ello se tomó a la glucosa-6-fosfatasa como mar 
cadora de retículo endoplésmico. Esta enzima se dosó por 
la técnica detallada (M.ll.3.2.) y que es básicamente la 
descripta por Moré, pero por las razones expuestas (R.3. 
2.), modificada para utilizar 50 veces menos material 
que lo propuesto en el trabajo original (Moré, 1971).

La puesta a punto se hizo utilizando el homogenado 
obtenido por el método de Eylar y Hagopian (1971) , se m:L 
dió una actividad específica de 0,7 ymol Pi / mg proteí­
na hora. El dato bibliográfico indica que en las mismas 
condiciones de homogeinización, la actividad es de 0,32 
ymol Pi/mg proteínas hora (Brotherusjy Renkonen, 1977).

Al investigar la actividad de esta enzima en el ho 
mogenato obtenido por cavitación también se encontraron 
valores altos respecto a los datos bibliográficos.

Al medio de incubación se le agregaba tartrato de 
Na+ y K+ para inhibir la fosfatasa ácida (Moré, 1971); 
sin embargo, fue necesario adicionarle EDTA y F para 
inhibir a la fosfatasa alcalina (Brotherus y Renkonen, 
1977; Swanson, 1955). Al proceder de esta manera se en­
contró una actividad de 0,3 ymol Pi/mg proteína hora, s.i 
milar a la bibliográfica.

Tampoco en este caso se determinó la Vq de la enzi 
ma. Sin embargo, como se esperaba, la cantidad de Pi li­
berado aumentaba linealmente con el tiempo y con la can­
tidad de enzima utilizada. Por lo tanto el sistema ser­
vía para los propósitos de este trabajo.
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R.3.2.5. Enzimas marcadoras de lisosomas

La enzima marcadora por excelencia de este organelo 
es la fosfatasa ácida (EC 3.1.3.2). Se determinó su acti­
vidad utilizando (3-glicerol fosfato como sustrato (Appel- 
mans y De Duve, 1955a, 1955b; Gianetto y De Duve, 1955).

Esta enzima sufre el fenómeno de latencia; para po­
der dosar su actividad hay que liberarla y para ello es 
necesario romper el lisosoma.

Distintos autores proponen diferentes procedimien­
tos mecánicos como tres congelamientos y descongelamien­
tos sucesivos o choque hiposmótico, pero los mejores re­
sultados se obtienen al agregarle Tritón X-100 hasta 0,1% 
de concentración final a la mezcla de incubación (Evans, 
1980). Al aplicar esta técnica en el homogenado obtenido 
por el método de Eylar se encontró una actividad de 0,5 a 
0,6 ymol Pi/mg proteína hora, dato semejante al bibliográ 
fico (Gahmber y Simons, 1970).

R.3.2.6. Enzimas marcadoras de mitocondrias

La enzima que se reconoce generalmente como marcado 
ra de mitocondrias es la succinato deshidrogenasa (EC 1.3. 
99.1). La técnica elegida para dosarla (Arrigoni y Singer, 
1962; Boveris y col., 1976) se modificó para volúmenes 10 
veces inferiores. Los detalles de la puesta a punto de la 
misma se detallan en (M.ll.3.4.).

En la Figura 10 se muestra la cinética de la enzima 
en distintas fracciones de células BHK-21(C-13) infectadas
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Figura 10; Actividad de la succinato deshidrogenasa. Cinética de la reduc 
ción del DCFI por acción de la enzima.

El sustrato final de la reacción fue el DCFI (2-6-diclorofenol-indofenol). 
La reducción del mismo fue determinada mediante la lectura de la absorben 
cia a X = 600 nm. Los detalles de la determinación se describen en Mate­
riales y Métodos.
Las muestras en las que se ensayó la actividad fueron homogenado obtenido 
por cavitación de células BHK-21(C-13) infectadas con la cepa MC^ del vi­
rus Junín; la membrana plasmática y el retículo endoplásmico de las mis­
mas, preparados según el método de Graham (Graham, 1972).



con la cepa MC2 del virus Junín. La actividad específica 
de la enzima se halló determinando la pendiente al tiem 
po de comenzada la reacción con el agregado de la mues­

tra .
Como se puede observar en la parte superior de la 

Figura 10, por esta técnica es posible dosar eficiente­
mente la actividad en el homogenado celular que fue de 
7 ymol sustrato transíormado/mg proteína hora; también 
se pudo establecer la actividad específica en materiales 
en los que la misma era mucho menor. Sin embargo, las 
fracciones membrana plasmática y retículo endoplásmico 
aisladas no presentan actividad succinato deshiarogenasa 
como se ve en la parte inferior de la Figura 10. La im­
portancia de este dato se discutirá más adelante (R.4.4.2).



CAPITULO IV: SEPARACION Y CARACTERIZACION DE LAS MEMBRANAS

PLASMATICA Y DE RETICULO ENDOPLASMICO DE 

CELULAS B H K - 2 l ( c - 1 3 )  INFECTADAS CON EL VIRUS  

JUNIN Y DE LOS CONTROLES NO INFECTADOS
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R.4.1. CULTIVO Y HOMOGENIZACION DE CELULAS

32Las células BHK-21(C-13) marcadas con P provenientes 
del cultivo de 5 cajas de Petri aportan el material suficien 
te para analizar los fosfolípidos de la membrana plasmática 
y retículo endoplásmico de las mismas.

Sin embargo, la metodología implicada en la obtención 
y caracterización de las mismas requiere una masa muy supe­
rior. La marcación del total de células necesarias para lo 
último involucraría el uso innecesario de una gran cantidad 
de radiactividad. Para salvar este inconveniente se procedió
de acuerdo con lo' precedentemente detallado (M.ll.l. ) a cul̂

32tivar paralelamente células marcadas con P y células no 
marcadas. Una vez que ambas se mezclaron se procedió según 
el esquema de la Figura 11, que indica los pasos fundamenta­
les de la metodología seguida (Graham, 1972).

Luego de la ruptura quedaron de un 5 a un 10% de célu­
las no infectadas sanas; en cambio, en el caso de células in 
fectadas sólo permanecieron íntegras un 3% del número origi­
nal .

Posteriormente a la ruptura, se efectuó una centrifuga 
ción diferencial para eliminar los núcleos y células enteras. 
En ambos casos en el precipitado se encontró un 61% de la 
cantidad de proteínas halladas en el homogenado de partida y 
en el sobrenadante citoplasmático un 37% de aquéllas. Estos 
resultados son semejantes a los que se encuentran en la bi­
bliografía (Gahmber y Simons, 1970).
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CELULAS

PELLET

BHK-21(C-13) IN -ECTADAS O NO INFECTADAS

RUPTURA (58 ATM DE NITROGENO)

CENTRIFUGACION DIFERENCIAL

NUCLEAR SOBRENADANTE CÍTOPLASMATICO

CENTRIFUGACION EN GRADIENTE DE SACAROSA

FRACCION FRACCION PROTEINAS

MITOCONDRIAL MICROSOMAL SOLUBLES

VARIAS LAVADAS

CENTRIFUGACION ISOPICNICA EN GRADIENTE DE DEXTRANC

RETICULO ENDOPLASMICO MEMBRANA PLASMATICA

Figura 11: Esquema experimental del aislamiento de las membranas plasmáti­
cas y de retículo endoplásmico de células BHK-21(C-13).
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R.4.2. SEPARACION DE LA FRACCION MICROSOMAL

De acuerdo con lo esquematizado en la Figura 11, el so 
brenadante citoplasmático se colocó sobre un gradiente de sa 
carosa que se centrifugó a alta velocidad para separar las 
distintas fracciones celulares. Concluida la centrifugación, 
la simple observación de los tubos que contenían los gradien 
tes indicaba que en los mismos había al menos tres bandas.

En el sector izquierdo de la Figura 12 se muestra la
32distribución de proteínas y radiactividad ( P) de un sobre­

nadante citoplasmático de células no infectadas sometidas a 
los procedimientos hasta aquí descriptos.

En dicha figura se puede observar un pico de absorben­
cia en la zona lineal del gradiente de sacarosa de 60% a 30% 
P/P, que coincide perfectamente con un pico de radiactividad 
que llamamos MIT. y que correspondería a la fracción mitocon 
drial (Graham, 1972).

Como veremos luego (R.4.4.1.) en esta fracción había 
una alta actividad de las enzimas marcadoras de mitocondrias 
y lisosomas.

En el mismo sector de la figura se muestra también un 
pico de absorbencia en la zona lineal del gradiente de saca­
rosa 30% a 10% P/P, separados por un valle (correspondiente
a sacarosa 30%) de la banda anterior. Superpuesto con este

3 2pico se encuentra un máximo de radiactividad P. Esta banda, 
que llamamos MICR., correspondería a la fracción microsomal 
(Graham, 1972); las determinaciones enzimáticas efectuadas 
demostraron que así es (R.4.4.1.).

Por último, en la zona más liviana del gradiente se ha 
lia un pico de absorbencia que correspondería a proteínas
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Figura 12: Purificación de la membrana plasmática y retículo endoplásmico 
de células BHK-21(C-13) no infectadas.

El sobrenadante citoplasmático del homogenado de células BHK-21(C-13) no 
infectadas obtenido de acuerdo a lo indicado en el punto (M.11.2.) de Ma_ 
teriales y Métodos fue sembrado en un gradiente donde la concentración 
de sacarosa desde el fondo hacia la boca del tubo iría variando de 60%
P/P a 30% P/P, luego habría un colchón de sacarosa 30% P/P y nuevamente 
una variación de 30% a 10% P/P.
El gradiente fue centrifugado durante 2 horas a 22.000 rpm en un rotor 
25.2 tte Spinco y fraccionado por punción en el fondo del tubo. La absor­
bencia de cada fracción se determinó a X = 280 nm (-- ) y la radiactivi­
d ad por el método de Cherenkof (-- ), zona izquierda del gráfico.
Las fracciones de máxima radiactividad y absorbencia del gradiente ante­
rior, correspondientes a la fracción microsom^l (MICR.), se lavaron va­
rias veces y se sembraron sobre un gradiente preformado por capas de dex 
trano cuya concentración variaba desde 25% P/P a 5% P/P. El mismo se cen 
trifugó durante 16 horas a 26.000 rpm en un rotor SW-41 de Spinco. El 
gradiente de dextrano se recogió por punción en el fondo del tubo. A las
fracciones obtenidas se les determinó la absorbencia a X = 280 nm (---)
y la radiactividad por el método de Cherenkof (---), zona derecha del
gráfico.
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solubles (Graham, 1972). Como era de esperar la radiactivi-
_ 32dad en esa zona es baja, no se observa un pico de P.

Así se logró separar microsomas de mitocondrias de cé­
lulas no infectadas. Como se verá luego (R.4.4.1.) la separa 
ción fue eficiente.

Este último hecho no implicaba que se pudieran separar 
las mitocondrias de los microsomas de las células infectadas 
con el virus Juníri. Trabajos previos habrían indicado que el 
virus sedimenta con las fracciones citoplasmáticas mitocon- 
drial y microsomal (Coto y col., 1965). Si esto fuera cierto, 
la posible presencia de viriones maduros que cosedimentarían 
con ambas fracciones podría establecer una especie de "puen­
te" entre ellas impidiendo su separación o la posterior sepa 
ración de los microsomas dé membrana plasmática y retículo 
endoplásmico.

El virus Junín posee una densidad de flotación en saca
3rosa de 1,14 - 1,17 g/cm (Añón y col., 1976). Esta densidad 

corresponde a concentraciones de sacarosa de 33 a 39% P/P. 
Esto implica que de existir virus maduro en la región cito- 
plasmática, hecho poco probable a la luz de los conocimien­
tos actuales, éste bandearía a lo sumo junto a las mitocon­
drias pero no a los microsomas.

Sin embargo, los autores postulaban como hecho proba­
ble que el "virus se hallara en una unión considerablemente 
íntima con estas estructuras membranosas" (Coto y col., 1965) 
Si esto realmente*ocurriera, la infección viral estaría modi 
ficando la estructura de estas membranas, razón por la cual 
la separación se podría ver afectada.

En el sector izquierdo de la Figura 13 se muestra la 
distribución de proteínas y radiactividad del sobrenadante
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Figura 13: Purificación de la membrana plasmática y de retículo endoplásmico 
de células BHK-21(C-13) infectadas con la cepa MC^ de virus Junín.

El sobrenadante citoplasmático del homogenado de células BHK-21(C-13) infecta 
das con la cepa MC^ obtenido de acuerdo con lo indicado en el punto (M.11.2) 
de Materiales y Métodos fue sembrado en un gradiente donde la concentración 
de sacarosa desde el fondo hacia la boca del tubo iría variando de 60% P/P a 
30% P/P, luego habría un colchón de sacarosa 30% P/P y nuevamente una varia­
ción de 30% a 10% P/P. El gradiente fue centrifugado durante 2 horas a 22.000 
rpm en un rotor 25.2 de Spinco y fraccionado por punción en el fondo del tubo.
La absorbencia de cada fracción se determinó a X = 280 nm (---) y la radiacti
vidad por el método de Cherenkof (-- ), zona izquierda del gráfico.
Las fracciones de máxima radiactividad y absorbencia del gradiente anterior, 
correspondientes a la fracción microsomal (MICR.), se lavaron varias veces y 
se sembraron sobre un gradiente preformado por capas de dextrano cuya concen­
tración variaba desde 25% P/P a 5% P/P. El mismo se centrifugó durante 16 ho­
ras a 26.000 rpm en un rotor SW-41 de Spinco. El gradiente de dextrano se re­
cogió por punción en el fondo del tubo. A las fracciones obtenidas se les de­
terminó la absorbencia a X = 280 nm (-- ) y la radiactividad por el método de
Cherenkof (---), zona derecha del gráfico.



citoplasmático de células infectadas con virus Junín en un 
gradiente de sacarosa. Al igual que ocurre para el caso de 
las células no infectadas, aquí también se perciben tres pi­
cos de máxima absorbencia. El más pesado, llamado MIT., co­
rrespondería a la fracción mitocondrial (R.4.4.2.) y como se
observa en la figura coincide con un pico de máxima radiact_i 

32vidad ( P). Separado de este último por un valle de sacaro­
sa 30% P/P se encuentra otra banda de máxima absorbencia, 
llamada MICR., que correspondería a microsomas (R.4.4.2.).
En esa posición también se halla un pico de máxima radiacti­
vidad. Y en la parte superior del gradiente se encuentra un 
pico de absorbencia que correspondería a las proteínas solu­
bles (Graham, 1972), en esa zona se verifica la ausencia de 
radiactividad.

Como se desprende de la observación de las figuras 12 
y 13, la distribución de masa y marca a lo largo de los gra­
dientes de sacarosa fue la misma para el material provenien­
te de células infectadas y no infectadas. Así, se concluye 
que independientemente de que el virus cosedimente con algu­
na fracción citoplasmática o no, la infección viral no alte­
ra la separación entre las distintas fracciones de las célu 
las BHK-21(C-13) mediante la técnica de Graham.

Otros autores han hallado resultados semejantes traba­
jando con células infectadas con virus de otras familias 
utilizando esta u otras técnicas ( Soler y col., 1978; Graham,1972)

Además, en el caso del virus Junín la presencia de vi- 
riones maduros en la fracción microsomal indicada por otros 
autores (Coto y col., 1965) podría deberse a una resolución 
poco eficiente entre microsomas y mitocondrias ya que ellos 
efectúan tal separación mediante centrifugaciones diferenciales



135

Por otro lado, este virus muy probablemente corresponda al 
medio extracelular, pues los autores lavan el cerebro de ra­
tón en el que se crece el virus eliminando así los viriones 
de la superficie del órgano pero no el que se halla en los 
intersticios intercelulares.

R.4.3. RESOLUCION DEL MATERIAL MICROSOMAL

Las fracciones que presuntamente contenían el material 
microsomal se centrifugaron, el sedimento se lavó y luego sî  
guiendo el esquema de la Figura 11, se sembró sobre un gra­
diente de dextrano.

En el sector derecho de la Figura 12 se representan la 
distribución de proteínas y radiactividad a lo largo de un 
gradiente de dextrano sembrado con microsomas de células no 
infectadas. Se puede observar que en el mismo se resuelven 
cinco bandas. Las dos más pesadas, llamadas RE, que corres­
ponderían a retículo endoplásmico (R.4.4.3.; Graham, 1972)

32se superponen con sendos picos de radiactividad P. Las tres 
restantes, llamadas MP, corresponderían a membrana plasmáti­
ca (Graham, 1972). Sin embargo, este resultado sólo se pudo 
verificar para las dos más pesadas (R.4.4.1.) pues la restan 
te tenía muy poco material y no se pudo hacer ninguna deter­
minación. Las dos bandas MP más densas muestran la presencia

32de material marcado ( P) .
En el sector derecho de la Figura 13 se observa la di£ 

tribución de radiactividad y proteínas en un gradiente de 
dextrano sembrado con microsomas de células infectadas con 
la cepa MC2 del virus Junín. Este gradiente se recogió en
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fracciones de mayor volumen que el anterior, por eso la re­
solución no fue tan buena.

En la figura se observan tres bandas de máxima absor­
bencia que se superponen con las tres que indican máxima ra 
diactividad. Como se demuestra más adelante (r .4.4.2.) la ban 
da más pesada, RE, resultó ser retículo endoplásmico y las 
más livianas, MP, membrana plasmática.

Tanto para las células infectadas como para las no in 
fectadas, entre las bandas RE y MP sólo se recupera del 8% 
al 9% de las proteínas existentes en el sobrenadante cito- 
plasmático; dato semejante al bibliográfico (Gahmber y Si- 
mons, 1970) .

Es importante aclarar que a la lectura de absorbencia 
de. cada fracción se le restó el blanco correspondiente. Es­
tos se obtuvieron a partir de un gradiente de dextrano he­
cho con las mismas características que el que llevaba la 
muestra pero sembrado con buffer. El gradiente control fue 
fraccionado de igual forma que el gradiente problema. Se de 
bió hacer la resta de blancos individuales porque las solu­
ciones de dextrano absorben luz de X = 280 nm y tal absor­
ción varía mucho con la concentración del compuesto, por lo 
cual no se podía hallar un valor promedio.

La determinación de proteínas por métodos químicos 
(Lowry, 1951) indicó que el 20% del material microsomal co­
rrespondía a la fracción membrana plasmática y que el 80% 
restante al retículo endoplásmico. Al integrar las curvas 
de absorbencia de los gradientes de dextrano de las figuras 
12 y 13 se obtiene la misma distribución, que por otro lado 
es similar a la hallada por otros autores (Gahmber y Simons, 
1970) .
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R.4.4. CARACTERIZACION DE LAS FRACCIONES AISLADAS

Las fracciones membrana plasmática y retículo endoplás^ 
mico aisladas se encontraban en una solución de dextrano. El 
dextrano interfería en las lecturas de absorbencia a A =750nm 
necesarias para dosar proteínas por el método de Lowry (1951). 
Esto hizo que en los ensayos preliminares, los blancos de ca 
da fracción del gradiente de dextrano fueran tratados según 
el método de Lowry (1951). Las absorbencias que mostraban 
fueron restadas a la fracción correspondiente. Sin embargo, 
éste no era el único inconveniente; cuando se quisieran ana­
lizar los fosfolípidos de estas fracciones el dextrano podría 
interferir con la extracción de los mismos por el método de 
Folch (1957). Por ello, era necesario eliminarlo; para lo 
cual se hizo una dilución de por lo menos 1/20 de cada una 
de las fracciones en un buffer adecuado y luego se las ultra 
centrifugó para concentrar las membranas. Se tomó el sedimen 
to én el volumen de buffer deseado y éste ya libre de dextra 
no, sirvió para hacer todas las determinaciones enzimáticas 
y lipídicas necesarias.

A continuación se analizarán las características que 
presentaron las enzimas marcadoras estudiadas en las distin­
tas fracciones celulares. Los resultados más importantes se 
representan en la Figura 14.

R.4.4.1. Células no infectadas

La observación de la Figura 14 nos indica que en el
homogenado celular se encuentran activas las cuatro
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Figura 14: Enzimas marcadoras de membranas en distintas fracciones de 
células BHK-21(C-13)

El homogenado, la membrana plasmática y el retículo endoplásmico de las
células BHK-21(C-13) infectadas con la cepa MC^ del virus Junín (-- ) o
no infectadas (-- ) se obtuvieron según el esquema de la Figura 11. En
En cada una de las fracciones citadas se determino la actividad de las 
fosfatasas: ATPasa (Na+-K+) (ATPSA) ; glucosa-6-fosfatasa (G-6PSA) ; fosfa. 
tasa acida (PSA-AC) en pinoles Pi liberado / mg proteína / hora y de la 
succinato deshidrogenasa (SUCD)en pmoles de sustrato transformado / mg 
proteína / hora.
RET.END. representa a las 2 fracciones RE de la Figura 12 (-- ) y a la
única RE de la Figura 13 (-- ) .
MEM.PLASM. representa a la fracción MP mas densa de las figuras 12 (-- )
y 13 ( — ) .



enzimas analizadas. La enzima ATPasa (Na+-K+) presenta una 
actividad comparable a la encontrada en la bibliografía 
(Gahmber y Simons, 1970).

Las enzimas glucosa-6-fosfatasa y la fosfatasa ácida 
también presentan una actividad comparable a la que encuen 
tran otros autores (Brotherus y Renkonen, 1977; Gahmber y 
Simons, 1970). En tanto que no podemos comparar el dato ha 
liado para la succinato deshidrogenasa porque los otros au 
tores no utilizan DCFI como sustrato de reacción. La acti­
vidad de esta enzima se halla a partir de una curva que re 
presenta a la cinética de la misma. Esta curva es semejan­
te a la mostrada en la parte superior de la Figura 10.

Los resultados obtenidos al analizar la fracción lia 
mada MIT. en la Figura 12 indican que en ella sólo se de­
tecta actividad para las enzimas succina.to deshidrogenasa 
y fosfatasa ácida. La actividad de la succinato deshidroge 
nasa sería 20 veces superior a la hallada en el homogenado 
celular. La fosfatasa ácida presentaría en esta fracción 
una actividad aproximadamente 30 veces superior a la halla 
da en el homogenado. Este resultado es esperable pues los 
lisosomas en este sistema sedimentan junto a las mitocon- 
drias (Graham, 1972). Con los resultados obtenidos se con­
firma que la fracción MIT. es realmente la fracción mito- 
condrial.

La banda del gradiente de sacarosa que se designó co 
mo MICR. (Figura 12), posee una actividad 6 veces superior 
al homogenado celular de la enzima ATPasa (Na+-K+). En es­
ta fracción también se detectó actividad para la enzima 
glucosa-6-fosfatasa, pero debido al escaso material que 
contenía la alícuota que se apartó para estos ensayos no
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se pudo establecer su valor numérico. Sin embargo, estamos 
seguros de que sí existe actividad porque la fracción RE 
que surge a partir de la MICR. la posee. En cambio, en la 
fracción MICR. no se detecta actividad de succinato deshi- 
drogenasa ni de fosfatasa ácida. Por ello estamos en condi^ 
ciones de confirmar que la fracción MICR. es realmente la 
fracción microsomal y que no se halla contaminada con mito 
condrias.

Como se puede observar en la Figura 14, en las frac­
ciones del gradiente de dextrano que en la Figura 12 se 
llamaron RE sólo se encuentra actividad para la enzima glu 
cosa-6-fosfatasa. La enzima se halla purificada aproximada 
mente 20 veces respecto al homogenado. Estos resultados in 
dican que la fracción RE es realmente retículo endoplásmi- 
co.

En otros trabajos se ha descripto que la enzima NADH- 
diaforasa, también utilizada comúnmente como marcadora de 
retículo endoplásmico, se encuentra de 2,50 a 4,06 veces 
purificada en esta fracción respecto al homogenado celular 
(Gahmber y Sirnons, 1970). Esto indica que la fracción que 
llamamos RE es retículo endoplásmico altamente purificado.

La Figura 14 indica además, que la fracción MP más 
densa del gradiente de dextrano (Figura 12) sólo posee ac­
tividad ATPásica N+ y K+ dependiente. Esta actividad es a- 
proximadamente 6 veces superior a la hallada en el homoge­
nado celular y a la que la literatura describe para esta 
misma fracción (Graham, 1972). En la banda MP más liviana, 
también se encontró solamente actividad ATPásica (Na+-K+) 
dependiente, aunque debido a la escasa cantidad de mate­
rial que la misma contenía no se pudo precisar su valor
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numérico. Para esta banda la literatura informa que la ac­
tividad de la ATPasa (Na+-K+) es de 9,2 pmol Pi/mg proteí­
na hora (Graham, 1972).

Los resultados previamente descriptos indican que am 
bas fracciones MP son membrana plasmática.

R.4.4.2. Células infectadas

El análisis de la Figura 14 nos revela que en el ho- 
mogenado celular de las células infectadas con el virus Ju 
nín se encuentran funcionalmente activas las cuatro enzi­
mas ensayadas.

La fracción RE del gradiente de dextrano de la Figu­
ra 13 sólo posee actividad de la enzima glucosa-6-fosfata­
sa y en una proporción 50 veces mayor que en el homogenado 
celular. Por ello se concluye que esta fracción correspon­
de al retículo endoplásmico purificado de las células BHK- 
21 infectadas con el virus Junín.

Las fracciones MP del gradiente de dextrano de la Fi 
gura 13 sólo presentan actividad de la enzima ATPasa (Na+- 
K+). La fracción MP pesada presenta una actividad 5 veces 
superior a la hallada en el homogenado. Al igual que en 
los controles no infectados (R.4.4.I.), la actividad de la 
ATPasa (Na+-K+) en la fracción MP más densa es superior a 
la hallada en la bibliografía para la misma fracción de 
las células normales (Graham, 1972). La fracción MP livia­
na presenta una actividad de 9,4 ymol Pi/mg proteína hora 
para esta enzima, resultado que concuerda con el bibliográ 
fico para esta fracción en células normales (Graham, 1972).



Este valor a su vez, es semejante al descripto en la bi­
bliografía para la fracción membrana plasmática total de 
células BHK-21(C-13) normales (Gahmber y Simons, 1970). 
Evidentemente ambas fracciones MP son membrana plasmática.

En la parte inferior de la Figura 10 se muestra cómo 
se ha detectado que las fracciones MP y RE de estas célu­
las no poseen actividad de la enzima succinato deshidroge- 
nasa, razón por la cual se pudieron separar eficientemente.

R.4.4.3. Influencia de la infección viral sobre la actividad de las 
enzimas marcadoras de las membranas celulares

De lo recientemente expuesto (R.4.4.1. y R.4.4.2.) y 
de la observación de la Figura 14 se desprende que tanto 
las membranas plasmáticas como las de retículo endoplásmi- 
co de células infectadas y no infectadas se obtuvieron al­
tamente purificadas. Lo que confirma, como se previera 
(R.4.2.) que la infección viral no impide la buena resolu­
ción entre ambas fracciones.

A su vez esto demuestra que se está en condiciones 
de estudiar los fosfolípidos de las membranas de sendas cé 
lulas.

Los resultados presentados en la Figura 14 ponen en 
evidencia además, que las actividades de las enzimas estu­
diadas no sufren modificaciones en el homogenado ni en la 
membrana plasmática celular por la infección viral. Las pe 
queñas diferencias encontradas son mínimas frente a las 
halladas por otros autores al infectar estas células con 
otros virus (Graham, 1972).



Sin embargo, la infección con el virus Junín parece 
aumentar la actividad de la glucosa-6-fosfatasa en el re­
tículo endoplásmico.

Las células BHK-21 sufren un cambio significativo 
en el Km y por ende en la actividad de la ATPasa (Na+-K+) 
por la infección con el virus del polioma (Graham, 1972). 
El autor hace incapié en que la disminución de esta acti­
vidad debe tomarse más bien como una modificación producjl 
da en la estructura de la enzima que en el descenso numé 
rico de esa proteína en la membrana plasmática celular.
Más aún, interpreta que la variación de esta actividad 
pueda deberse más que a un cambio estructural directo de 
la proteína a un cambio del entorno lipídico de la misma 
en el seno de la membrana plasmática, inducido por el vi­
rus y que él supone puede ocurrir (Graham, 1972) .

Este no es el único caso en que un virus altera la 
actividad de la ATPasa (Na+-K"1") .

Se sabe que los virus que ejercen un efecto citolí- 
tico sobre las células huéspedes provocan una inhibición 
en la síntesis de las proteínas celulares ("fenómeno de 
shutoff"). La alteración en la estructura y función de la 
membrana plasmática de la célula huésped parece jugar, en 
estos casos, un papel muy importante durante la replica- 
ción viral. La sola adsorción del virus a la membrana pías 
mática provoca alteraciones en su fluidez y permeabilidad 
a ciertas sustancias (Carrasco, 1981; Carrasco y Esteban, 
1982; Carrasco y Smith, 1976; Imprain y col., 1980).

Varios laboratorios han demostrado que existe una 
alteración en los niveles intracelulares de Na+ y K+ o 
del transporte a través de membrana de los mismos o ambas
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cosas, luego de las infecciones virales (Egberts y col., 
1977; Garry y col., 1979a y 197 9b; Na ir y col., 197 9, 1981). 
La elevación de la concentración intracelular de Na"*" se 
consideró como excepcionalmente importante en la inducción 
por parte de los virus de la inhibición en la síntesis pro 
teica. En células fibroblásticas de pollo un incremento de 
la concentración de Na+ y un descenso en el K+ intracelu­
lar se correlacionarían con un descenso de la síntesis de 
proteínas (Garry y col., 1979b). Aparentemente, la presen­
cia del virus inhibiría a la bomba de Na+ (ATPasa Na+-K+) 
y esto sería la causa de la inhibición selectiva de la traj
ducción de mensajeros de las células infectadas (Garry y 
col., 1979a).

Sin embargo, en otros sistemas virus-célula huésped 
tal alteración en los niveles intracelulares de cationes 
monovalentes ocurre después de la inhibición de la sínte­
sis de proteínas (Egberts y col., 1977; Francoeur y Stan- 
ner, 1978; Nair y col., 1979, 1981). Los últimos autores 
han medido la actividad de la ATPasa (Na+-K+) en el homo- 
genado de células HeLa infectadas con virus polio y en­
cuentran un pequeño descenso de la misma. Ellos concluyen 
que la alteración en la permeabilidad de la membrana o, 
mejor dicho, la inhibición de la actividad de la ATPasa 
(Na+-K+) es responsable de la acumulación de Na+ (Nair y 
col., 1979). A su vez, se ha demostrado que la captación 
de aminoácidos en células HeLa está inhibida por la pre­
sencia del virus polio (Schaefer y col., 1982). El des­
censo en el transporte de aminoácidos, debido a la alte­
ración de la membrana por el virus, puede ser el causan­
te de la inhibición de la síntesis de proteínas.
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Este autor presenta datos que sirven como un soporte expe­
rimental para la hipótesis que plantea que la modificación 
de la membrana celular juega un papel importante en la es­
trategia de la patogenicidad y citopatogenicidad del virus, 
en la alteración del metabolismo y muerte celular (Schaefer 
y col., 1982) .

Sin embargo, otros autores demuestran que aunque el 
virus herpes simple tipo 1 induce una alteración en la con 
centración intracelular de Na+ y K+, este hecho no explica 
la inhibición de la síntesis de proteínas inducida por el 
virus ya que esta inhibición es anterior en el tiempo a la 
alteración en la concentración de los cationes (Hackstadt 
y Mallavia, 1982).

De cualquier manera, si fuera cierto que la altera­
ción de la actividad ATPásica (Na+-K+) puede explicar la 
inhibición de la síntesis proteica celular y la citopatoge 
nicidad del virus, el hecho de que no se encuentre altera­
da la actividad de esta enzima en células BHK-21 infectadas 
con el virus Junín, estaría de acuerdo con el hecho de 
que este virus no ejerce efecto citopático sobre dichas cé 
lulas y no inhibe la síntesis proteica de las mismas, por 
lo menos durante las 72 horas post-infección (Pedersen, 
1979;.Coto y col., 1970).

En cambio, el posible aumento de actividad observado 
para la glucosa-6-fosfatasa podría correlacionarse con el 
aumento de la cantidad de retículo endoplásmico rugoso ob­
servado al microscopio electrónico (Lascano y Berría, 1977,
1979). Como se sabe, en este sitio se produce gran parte 
de la síntesis de proteínas y fosfoglicéridos. No es.de ex 
trañar entonces, que la célula infectada que debe sintetizar
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una c a n tid a d  e x t r a  de e s to s  com puesto s, p a ra  fo rm ar v i r u s ,  

se  o b se rv e  un aum ento en e l  tamaño d e l  r e t í c u l o  e n d o p lá s -  

mico y e l  c o n s ig u ie n te  aumento num érico  de su s  enzim as 

m a rc a d o ra s .



CAPITULO V: PROPORCION RELATIVA DE LOS FOSFOLIPIDOS DE LAS

MEMBRANAS DE CELULAS BHK-2l (C"13)  INFECTADAS 

CON EL VIRUS JUNIN Y CELULAS NO INFECTADAS,

SU RELACION CON LA PROPORCION RELATIVA DE LOS 

FOSFOLIPIDOS DEL VIRUS J UN IN.
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R.5.1. COMPOSICION FOSFOLIPIDICA DE LAS MEMBRANAS CELULARES

En el capítulo precedente se demuestra que con la meto­
dología esquematizada en la Figura 11 se obtienen membranas 
plasmáticas y de retículo endoplásmico de células BHK-21 in­
fectadas con el virus Junín y células no infectadas, altamen 
te purificadas (R.4.4.1. y R.4.4.2.).

Para estudiar los fosfolípidos de dichas membranas se
32partió de células marcadas con P y se ,procedió de acuerdo 

con lo esquematizado en la citada figura.
A cada una de las fracciones obtenidas, en el último pa 

so de la purificación, se les eliminó el dextrano (R.4.4) y se 
les extrajeron sus lípidos mediante el método de Folch y col. 
(1957) . Los componentes fosfolipídicos del extracto se anal_i 
zaron por cromatografía bidimensional en capa fina. Con cada 
uno de los extractos lipídicos obtenidos se desarrollaron to 
das las cromatografías posibles, pero sólo se computaron a- 
quéllas que presentaban una resolución igual o mejor que la 
que se muestra en las figuras 4 y 7. Las proporciones de las 
distintas especies aisladas en cada cromatoplaca se estable­
ció de la manera indicada al estudiar los fosfolípidos vira­
les y de células enteras (R.2.1.1) . Los valores obtenidos para 
sendas membranas de células infectadas y células no infecta­
das se listan en la Tabla V. Para el caso de las membranas 
'de las células no infectadas se realizó una sola prepara­
ción y los resultados obtenidos fueron repetitivos tanto pa 
ra la membrana plasmática como para el retículo endoplásmico. 
En el caso de células infectadas en el que se analizaron dos 
preparaciones diferentes, encontramos que los datos obteni­
dos para cada una de las membranas no sólo son repetitivos 
dentro de la preparación, sino también entre preparaciones.

Analizaremos ahora la distribución que presentan los
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distintos fosfolípidos en las membranas estudiadas, tanto en 
las células infectadas como de los controles no infectados.

R.5.1.1. Composición fosfolipídica de la membrana plasmática y el 
retículo endoplásmico en células no infectadas

La proporción de las diferentes especies fosf ipídi- 
cas en la membrana plasmática y de retículo endoplás.aico 
de los controles no infectados se estableció hallando 
los promedios de los valores obtenidos en la preparación 
11 para cada especie fosfolipídica en sendas membranas.
Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 15. En 
la misma también se consignan los resultados previamente 
establecidos para el homogenado celular (R.2.2.3.'

Los datos de la figura demuestran que tanto p i
homogenado como para ambas membranas las especies mayorita 
rias son PC y PE, en tanto que PA y LPC se encuentran en 
muy baja proporción. PI se encuentra en una pr-porción in­
termedia en los tres casos. La proporción de fosfolípidos 
no identificados es comparable a la de PI en la membrana 
plasmática, pero es baja en las otras dos fracciones. La 
cardiolipina se halla en baja proporción en los tres casos 
en tanto que LPE, PS y Sph se encuentran en una alta o re­
gular proporción en la fracción membrana plasmática, mien­
tras que en el homogenado y retículo endoplásmico se en­
cuentran en una proporción menor.

Los resultados presentados en la Figura 15 para la 
membrana plasmática y retículo endoplásmico celular son se 
mejantes a los encontrados por Renkonen en dichas fraccio­
nes (Renkonen y col., 1971, 1972a). Sin embargo, tanto los
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Figura 15: Composición fosfolipídica de las distintas fracciones de las 
células BHK-21(C-13)

Los extractos lipídicos de las células enteras falsamente infectadas (HOMOG.) 
se obtuvieron de acuerdo con el esquema de la Figura 3. La membrana plasmatd^ 
ca (M.PLASM.) y el retículo endoplasmico (RET.END.) de las células BHK-21 
(C-13) no infectadas se obtuvieron de acuerdo con el esquema de la Figura 11. 
Luego se extrajeron sus lípidos mediante el método de Folch. Los fosfolípi- 
dos de estos extractos se analizaron por cromatografía bidimensional en capa 
fina. Las manchas conteniendo cada especie fueron raspadas de la cromatopla- 
ca correspondiente y puestas en viales conteniendo tolueno-omniflúor. La ra­
diactividad se midió en un contador de centelleo líquido. Se estableció la 
proporción de las especies fosfolipídicas en cada placa, calculando el por­
centaje de radiactividad que las mismas poseían respecto al total de marca 
recuperada. Para el caso de la membrana plasmática se promediaron para cada 
especie fosfolipídica todos los datos de la preparación 11, que son los que 
figuran en la Tabla V. Lo mismo se hizo para el caso del retículo endoplasmi 
co. Para el homogenado celular se promediaron los datos obtenidos para cada 
especie en cada una de las preparaciones computadas en la Tabla I y luego se 
estableció la media de dichos promedios.
Las barras indican el error estandard y los símbolos de las absisas represeri 
tan a los distintos fosfolípidos.
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resultados de Renkonen como los presentados en este trabajo 
difieren de los hallados por Blough (Blough y col., 1977). 
Los trabajos de este último autor difieren también de los 
hallados por Klenk para las membranas de las células BHK-21-F, 
aunque Blough indique que coinciden (Blough y col. , 1977, 
Klenk y Choppin, 1970).

En la membrana plasmática celular, Renkonen y col. en 
contraron que la Sph se halla en una proporción de 15-17% 
respecto al total de fosfolípidos, valor este último signi­
ficativamente más alto que el aquí presentado. Sin embargo, 
los autores indican que esta especie está contaminada con 
LPE. La suma de los porcentajes que en este trabajo se ob­
tiene para las especies Sph y LPE en la membrana plasmática 
es semejante al valor que Renkonen y col. encuentran para 
la Sph. Como ya se detallara (R.I.3.), en este trabajo se 
puso especial cuidado en la identificación de Sph, PI y LPE, 
por ello se puede afirmar que la proporción de LPE es supe­
rior a la de Sph y por lo tanto no debe restársele importan 
cia al lisoderivado al considerarlo como un contaminante.

En el retículo plasmático Renkonen encuentra que la 
PE se halla en una proporción de 15% respecto al total de 
fosfolípidos, en tanto que en la célula entera determina un 
porcentaje de 23%. Los datos de la Figura 15 indican que en 
el presente trabajo se halló un 21% de PE en el retículo en 
doplásmico y un 24% en el homogenado celular. Al ser el 
retículo endoplásmico una de las membranas mayoritarias de 
la célula, es lógico esperar que la proporción de sus fosfo 
lípidos sea semejante a lo observado en la célula entera.
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R. 5.1.1.1. Relación entre la proporción de los fosfolípidos de la
membrana plasmática y del retículo endoplásmico de célu- 
las no infectadas

Los datos de composición fosfolipídica para la mem­
brana plasmática y retículo endoplásmico surgen de la 
misma preparación. Por ello y en virtud de lo expresado 
previamente (R.2.2.1) , podemos comparar los datos obtenidos 
para ambas fracciones.

La observación de la Figura 15 nos indicaría que am 
bas membranas poseen una composición fosfolipídica dife­
rente .

El análisis estadístico (test de Student) de estos 
datos nos demuestra que:
- la proporción de PC en la membrana plasmática es sign:L 

ficativamente menor que en el retículo endoplásmico,
P < 0,005;

- la proporción de LPE en la membrana plasmática es sig­
nificativamente mayor que en el retículo endoplásmico,
P < 0,025;

- la proporción de PS en la membrana plasmática es sign.i 
ficativamente mayor que en el retículo endoplásmico,
P < 0,005;

- la proporción de Sph en la membrana plasmática es sig­
nificativamente mayor que en el retículo endoplásmico,
P < 0,005.

En las especies restantes no existen motivos para pen 
sar que la proporción en la membrana plasmática sea dife

J

rente de la proporción en el retículo endoplásmico.
Para poder afirmar que la membrana plasmática de las 

células BHK-21 posee menor proporción de PC y mayor pro­
porción de LPE, PS, Sph que la membrana de retículo
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endoplásmico, deberíamos verificar que estas relaciones 
se cumplan en otras preparaciones, de la misma manera que 
se hizo cuando se estudiaron los fosfolípidos de las célu 
las enteras y los virus (R.2.2.2.)• Sin embargo, cuando 
se realizó aquel estudio vimos que aunque los datos halla 
dos para un determinado fosfolípido en las distintas pre­
paraciones de un mismo material no era constante, la reía 
ción que existía entre la proporción de ese fosfolípido 
en el material en cuestión y otro material era la misma, 
independientemente de la preparación considerada (R.2.2.2). 
Por ello, es altamente probable que la membrana plasmáti­
ca difiera de la del retículo endoplásmico en la propor­
ción de los compuestos arriba mencionados.

Sin hacer análisis estadístico, solamente comparan­
do en forma visual los datos obtenidos, otros autores tam 
bién encuentran que la membrana plasmática de las células 
BHK-21(C-13) poseen menor cantidad de PC y mayor de PS y 
Sph (contaminada con LPE) que el retículo endoplásmico 
(Renkonen y col., 1971, 1972a).

De acuerdo con lo previamente indicado (R.2.2.I.), 
para poder comparar la composición fosfolipídica de la 
membrana plasmática y retículo endoplásmico de estas célu 
las con el homogenado celular, deberíamos haber obtenido 
los fosfolípidos de estos materiales a partir de una mis­
ma preparación. Sin embargo, debido a la metodología im­
plicada y la gran cantidad de material del que se parte, 
para llegar a purificar pequeñas cantidades de membrana, 
esto es muy difícil de realizar (ver Materiales y Métodos).

Por otro lado, es muy poco probable que las grandes 
diferencias que se observan entre las proporciones de al­
gunos fosfolípidos (PC, LPE, PS) en la membrana plasmáti­
ca respecto a las células enteras, se deban a efectos de
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la preparación, lo cual indicaría que estos materiales po 
seen una composición fosfolipídica diferente. En tanto 
que los resultados de la Figura 15 indicarían que no exiŝ  
tirían motivos para pensar que la composición fosfolipídi^ 
ca del retículo endoplásmico sea diferente de la de las 
células enteras.

R.5.1.2. Composición fosfolipídica de la membrana plasmática y del
retículo endoplásmico de células infectadas con virus Junín. 
Relación entre ambas

La proporción de las diferentes especies fosfolipídi- 
cas en la membrana plasmática y en el retículo endoplásmico 
de las células infectadas con la cepa MC2 del virus Junín 
se estableció de la forma en que se hizo cuando lo conside­
rado eran las células enteras o los virus (R.2.2.3.1.). Así 
se halló el promedio de todas las determinaciones efectua­
das para cada especie fosfolipídica de cada membrana en ca­
da preparación. Luego se halló la media de dichos promedios. 
Los resultados obtenidos se representan en la Figura 16. En 
la misma también se consignan los resultados previamente ob 
tenidos para el homogenado de estas células y para el virus 
infectante.

En los cuatro casos las especies mayoritarias son PC 
y PE, presentando C, LPC y PA en una menor proporción; lo 
mismo ocurre con D en el homogenado celular y el virus; en 
las membranas celulares estos fosfolípidos se presentan en una 
proporción ligeramente superior. PI se halla en los cuatro 
casos en una proporción intermedia. Por su parte, LPE, Sph 
y PS se presentan en baja proporción en las membranas y en el 
homogenado de las células infectadas, pero en una alta
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Figura 16: Composición fosfolipídica de las distintas fracciones de las células 
BHK-21(C-13) infectadas con la cepa MC^ del virus Junín.

La membrana plasmática (M.PLASM.) y el retículo endoplásmico (RET.END.) de las 
células infectadas con la cepa MC^ del virus Junín se obtuvieron de acuerdo 
con el esquema de la Figura 11. El virus Junín (V.JUNIN-MC^) .ce purifico y de 
acuerdo con el esquema de la Figura 3 las células enteras infectadas con la ce­
pa MC^ del virus Junín (HOMOG.CEL.INF.) se lavaron y concentraron. A cada uno 
de estos materiales se les extrajeron sus lípidos mediante el método de Folch. 
Sus fosfolípidos se analizaron por cromatografía bidimensional §n capa fina.
Las manchas conteniendo cada especie fueron raspadas de la cromatoplaca corres­
pondiente y puestas en viales conteniendo tolueno-omnifluor. La radiactividad 
se midió en un contador de centelleo líquido. Se estableció la proporción de 
las especies fosfolipídicas en cada placa, calculando el porcentaje de radiacti^ 
vidad que las mismas poseían respecto al total de marca recuperada. Se promedia_ 
ron los valores obtenidos para cada especie fosfolipídica de cada material en 
cada preparación. La media de dichos promedios son los datos representados en 
esta figura. Para las fracciones celulares se computaron todos los datos de la 
Tabla V y para el caso de los virus y homogenado celular todos los datos de la 
Tabla I. Las barras indican el error estandard. Los símbolos de las absisas re­
presentan a los distintos fosfolípidos.
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proporción en el virus.
Por haber efectuado los ensayos en paralelo, podemos 

comparar los datos representados en la figura para membra­
na plasmática y retículo endoplásmico. En la Figura 16 se 
observa que estas fracciones poseen diferente composición 
fosfolipídica. Al efectuar el análisis estadístico tanto 
con los datos de la preparación 9 como con los de la 10 se 
encontró que la membrana plasmática posee una proporción 
significativamente mayor (P ^ 0,005) de PC que en retículo 
endoplásmico, en tanto que la proporción de PS en la misma 
es menor (P 0,005) que la del retículo endoplásmico. Pa­
ra el resto de las especies no existen motivos para pensar 
que sus proporciones son diferentes en la membrana plasmá­
tica y el retículo endoplásmico.

Esto nos estaría indicando que la infección con el 
virus Junín altera totalmente la relación que existe entre 
la proporción de los distintos fosfolípidos de la membrana 
plasmática y el retículo endoplásmico en la célula huésped.

Es importante aclarar que mediante el test de Student 
comprobamos que las fracciones retículo endoplásmico de 
los preparados 9 y 10 pertenecían a la misma población, y 
lo mismo ocurría con las fracciones membrana plasmática de 
dichos preparados. Evidentemente, no se detecta "efecto 
preparado". Sin embargo, para afirmar fehacientemente que 
esto último es cierto, deberíamos extender los estudios a 
otras preparaciones.

R.5.1.3. Relación entre la composición fosfolipídica de las membranas 
de células infectadas y de las de células no infectadas

Como vimos (R.5.1.2.) la infección viral modifica la 
relación de fosfolípidos entre la membrana plasmática y el
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retículo endoplásmico celular. Ahora bien, esa alteración 
¿a qué se debe?, a una modificación en la composición fos 
folipídica del retículo endoplásmico, de la membrana pías 
mática o de ambas.

Para resolver esta pregunta deberíamos comparar esta 
dísticamente la composición fosfolipídica de la membrana 
plasmática de células infectadas y células no infectadas 
y el retículo endoplásmico de una con el de la otra. Pero 
los datos presentados pertenecen a preparaciones diferen­
tes, por lo que de acuerdo a lo expuesto (R.2.2.1) tal com­
paración no se puede hacer. Por otro lado, como ya se vio 
(R.5.1.1.1) es imposible preparar en paralelo membranas de 
células infectadas y falsamente infectadas.

Sin embargo, la observación de las figuras 15 y 16 nos 
indicaría que los fosfolípidos del retículo endoplásmico 
de las células infectadas no se mostrarían en proporcio­
nes muy diferentes a las que tal membrana posee en las 
células control.

Por otro lado, las proporciones de algunos fosfolíp^ 
dos en la membrana plasmática de la célula infectada se 
muestran muy diferentes (más del 25%) que las que presen­
ta esta fracción en las células control. Tal diferencia 
muy difícilmente se pueda deber a un efecto de la prepara 
ción. Por ello se concluye que es altamente probable que 
la infección viral provoque alteraciones en la composi­
ción fosfolipídica de la membrana plasmática.

Sin embargo, los cambios que se producen en esta úl­
tima fracción, aunque grandes, no serían suficientes para 
provocar una alteración en la composición fosfolipídica 
de la célula entera (R.2.2.2), pues la proporción de membra 
ñas plasmáticas respecto al total de las membranas célula 
res es muy baja.
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La posible alteración de los fosfolípidos de la mem­
brana plasmática celular por la infección viral se presen­
taría como un hecho interesante, pues si bien en la litera 
tura en general sólo se indica la composición fosfolipídi- 
ca de los distintos virus estudiados y la membrana plasmá­
tica de la célula huésped no infectada, los pocos trabajos 
que informan la composición fosfolipídica de la membrana 
plasmática de células infectadas muestran que la misma no 
se alteraría por la infección con aquellos virus (Renkonen 
y col., 1971; Maldonado y Blough, 1980; Guigley y col., 
1972b).

Sin embargo, Maldonado y Blough (1980) encontraron 
que aunque la proporción de los distintos fosfolípidos no 
se modifica, sí se modificaría la cadena de ácidos grasos 
que los componen cuando la célula es infectada. Con ello 
los autores explican el cambio de fluidez que las membra­
nas experimentan por la infección viral. Otros autores en­
contraron cambios en la proporción de los glicolípidos pe­
ro no en los fosfolípidos (Buck y col., 1970).

No hemos encontrado datos en la bibliografía que in­
diquen qué sucede con la composición fosfolipídica del re­
tículo endoplásmico con las infecciones virales.

R.5.2. RELACION ENTRE LA COMPOSICION FOSFOLIPIDICA DEL VIRUS JUNIN
CON LAS MEMBRANAS DE LAS CELULAS HUESPEDES Y DE LOS CONTROLES 
NO INFECTADOS

Para poder comparar la composición fosfolipídica que 
poseen los virus con las diferentes fracciones de las células 
huéspedes y de las células control, se deberían haber obtenido
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los fosfolípidos de todos los materiales en la misma prepara 
ción. Como vimos (R.5.1.1.1.), en nuestras condiciones de 
trabajo esto no se puede realizar.

Sin embargo, en la preparación 9 se estudiaron parale­
lamente los fosfolípidos de la membrana plasmática, retículo 
endoplásmico de células infectadas con el virus Junín cepa 
MC2 y los délos virus crecidos en ellas.

El medio sobrenadante del cultivo de células infecta­
das poseía un título en UFP/ml semejante al que se obtenía 
cuando se estudiaban los fosfolípidos virales. La composi­
ción fosfolipídica hallada para el virus fue semejante al 
promedio de las determinaciones anteriores y se consigna en 
la Tabla I. Esto nos permite comparar, aunque no mediante 
técnicas estadísticas, la proporción de los diferentes fosfo 
lípidos del virus y de las membranas de la célula huésped. 
Los datos de la Figura 16 muestran que la composición fosfo- 
lipídica del virus no es semajante a la de la membrana plas­
mática ni a la del retículo endoplásmico de las células hués 
pedes.

De la observación de las figuras 15 y 16 se deduce que 
las diferencias halladas entre la proporción de los fosfolí­
pidos del virus y del retículo endoplásmico de las células 
no infectadas son muy grandes como para poder ser explicadas 
por efecto de la preparación. Por otro lado, ya se demostró 
(R.2.2.2.) que el virus posee una composición fosfolipídica 
diferente de la de las células enteras infectadas o falsamen 
te infectadas. Esto no parece ocurrir cuando se compara el 
virus con la membrana plasmática de las células control, la 
composición fosfolipídica del virus sería semejante a la de 
estas membranas.

Sin embargo, el virus parecería tener menor proporción
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de PC y mayor de PE, Sph y PS que la membrana plasmática de 
las células control. La misma relación parece tener el SFV 
con la membrana plasmática de las células huéspedes (Renko- 
nen y col., 1971; Richardson y Vace, 1976) . Lo mismo ocurrí 
ría con el virus del sarcoma de Rous (Guigley y col., 1972b), 
el virus de la parainfluenza (Klenk y Choppin, 1969), el 
de la stomatitis vesicular (Me Sharry y col., 1971), el Un- 
kuniemi (Renkonen y col., 1972b) y el virus Sindbis (Hirsch 
berg y Robbins, 1974).
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COMENTARIOS E INTERPRETACION

Son muchos los trabajos que se han realizado y se están rea 
lizando para estudiar los cambios en la superficie celular produ­
cidos por los virus o los compuestos químicos, muchos de ellos 
carcinógenos. Se ha documentado que muchas variaciones en los cons 
tituyentes o las propiedades de las membranas plasmáticas celula­
res acompañan a las modificaciones estructurales o funcionales de 
las células; alteración en el transporte de glucosa (Hatanaka y 
Hanafusa, 1970), en el transporte de cationes (Egberts y col.,
1977; Garry y col., 1979a, 1979b; Nair y col., 1979, 1981; Carras 
co y Esteban, 1982), en la composición de glicolípidos (Buck y  

col., 1970), en glicopéptidcs (Hakomori y col., 1971). El signifi­
cado de estos determinantes potenciales de las alteraciones celu­
lares responsables de diferentes patologías aún es incierto.

En el caso de las infecciones con algunos virus, después de 
muchas investigaciones destinadas a conocer la morfogénesis viral 
y la interacción virus/célula se pudieron dilucidar algunos aspee 
tos de la patogenia que los mismos desarrollan en el huésped; in­
hibición de la síntesis de proteínas (Carrasco, 1981; Carrasco 
y Esteban, 1982; Carrasco y Smith, 1976; Imprain y col./ 1980); 
lesiones semejantes a la áteroesclerosis (Fabricant y col., 1978). 
El esclarecimiento de estos fenómenos implica la necesidad de com 
parar los componentes bioquímicos de las diferentes fracciones de 
las células normales y modificadas con los del v^rus.

Los fosfolípidos y el colesterol constituyen una gran pro­
porción de la masa seca de las membranas plasmáticas celulares 
(Weinstein y  col., 1969). Su estudio ayuda a determinar muchas de 
las propiedades físicas y funcionales de las membranas. Así, tra­
bajos realizados en otros laboratorios destinados al estudio de 
los fosfolípidos de los virus y células huéspedes, apoyados por 
las observaciones realizadas al microscopio electrónico, han



162

demostrado que la mayoría de los virus animales con envoltura sur 
gen de las células huéspedes por brotación a través de las membra 
ñas plasmáticas celulares, y su composición fosfolipídica refleja 
la de esta membrana (Introducción).

En dicho proceso estos virus se llevarían los lípidos, fun­
damentalmente fosfolipidos y colesterol de dichas membranas, no 
así sus proteínas pues en la partícula viral se hallan 2 - 3 o a 
la sumo 6 especies de proteínas distintas y no las 15 o más que 
se encuentran en la membrana plasmática de las células en culti­
vos (Renkonen y col., 1971).

Estudios de microscopía electrónica mostrarían arenavirus 
brotando principalmente de la membrana plasmática celular, y en 
muy escasa cantidad, del retículo endoplásmico (Lascano y Be- 
rría, 1969, 1971, 1974, 1977; Murphy y col., 1970, 1975). Por 
otro lado, existen datos que indican la existencia de antígenos 
virales, constituidos por las proteínas glicosiladas, unidos a la 
membrana plasmática de células infectadas con virus Junín (Martí­
nez Peralta y col., 1979 c).

Todo esto hizo suponer a los distintos investigadores que 
los arenavirus completarían su ciclo adquiriendo la envoltura por 
brotación a través de la membrana plasmática celular. Sin embargo, 
también se han visto proteínas de rotavirus (Soler y col., 1982), 
del virus SV40 (Maul y col., 1978) y del virus del polioma (Grif- 
fith y Consigli, 1984) que son virus no envueltos, asociadas a 
la membrana plasmática celular. Además, como ya vimos, muchos co— 
ronavirus se ven asociados a la membrana plasmática celular y, 
sin embargo, estos virus adquirirían su envoltura en el complejo 
de Golgi (Oshiro, 1973). Este hecho suscitaba el interrogante de 
si realmente la envoltura viral se formaba a partir de los elemen 
tos de la membrana plasmática celular.

Se sabía que cada uno de los arenavirus tiene sus propias 
proteínas características. Las pertenecientes a cada miembro de
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la familia son semejantes aunque no iguales a las que constitu­
yen a los otros (Buchmeier y col., 1978; Ramos y col., 1972; Vez 
za y col., 1977; Gard y col., 1977; Martínez Segovia y De Mi- 
tri, 1977; Romanowski, 1981).

Sin embargo, los resultados presentados en este trabajo 
muestran que los distintos arenavirus estudiados poseen la misma 
composición fosfolipídica. Esta composición sería semejante aun­
que no exactamente igual a la de la membrana plasmática celular, 
es muy diferente a la de las células enteras y también lo sería 
respecto a la del retículo endoplásmico de las mismas. Además, 
la composición fosfolipídica de los arenavirus es muy similar a 
la hallada por otros autores para el togavirus SFV y el bunyavi- 
rus Unkuniemir cuando son cultivados en la misma línea celular 
(Renkonen y col., 1971, 1972b).

Por otro lado, la infección viral provocaría una gran alte 
ración en la composición fosfolipídica de la membranas plasmáti­
ca celular, pero no en la del retículo endoplásmico ni en la de 
las células enteras.

Estos resultados están de acuerdo con la hipótesis que 
plantea que los arenavirus, como otros virus, formarían su envol 
tura con proteínas propias y fosfolípidgs de la membrana plasmá­
tica celular que arrastrarían al brotar.

No obstante, el hecho de que los arenavirus, al igual que 
otros virus, posean una composición fosfolipídica similar a la 
de la membrana plasmática de las células huéspedes no infectadas, 
pero no exactamente igual, descarta la idea de que la maduración 
a través de dicha membrana ocurra al azar. Las diferencias halla 
das radican en que los arenavirus poseen menor proporción de PC 
y mayor de PS, Sph y LPE que la membrana plasmática celular, al­
go semejante a lo que ocurre con otros virus (Klenk y Choppin, 
1969;Quigley y col., 1972b; Renkonen y col., 1971). Esto indica­
ría que los arenavirus brotan a través de zonas específicas de
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la membrana plasmática celular, con una composición fosfolipídica 
diferente a la composición fosfolipídica promedio.

Para explicar este fenómeno, cuando se observó en los otros 
virus, por los autores citados en el párrafo anterior, se plantea 
ron varias hipótesis. Una de ellas plantea la posibilidad de que 
fueran las propiedades físicas y químicas de las proteínas virales 
las que pudieran causar un reordenamiento en la membrana plasmáti­
ca celular. Este reordenamiento implicaría la eliminación de pro­
teínas celulares y la inserción de las virales, alrededor de las 
cuales se ordenarían determinados tipos de fosfolípidos formando 
así los "parches" por los que la capside viral tendría afinidad y 
que serían los encargados de formarle la envoltura.

Nuestros resultados muestran que la actividad de la enzima 
marcadora de la membrana plasmática ATPasa (Na+-K+) no se altera 
por la infección viral. Esto indicaría que es muy poco probable 
que el virus indujera un reordenamiento de las proteínas de dicha 
membrana.

Otra hipótesis basaba su explicación en la heterogeneidad 
de la membrana plasmática celular; así se supone que la membrana 
posee "parches" de bicapas lipídicas, carentes de proteínas y con 
una composición fosfolipídica ligeramente diferente de la composi_ 
ción fosfolipídica promedio (Coleman y col., 1970) las proteínas 
de la envoltura viral tendrían afinidad por esos "parches".

Esta hipótesis explicaría las pequeñas diferencias halladas 
entre la composición fosfolipídica de los virus y membrana plasmá 
tica celular, y el hecho de que pese a que la composición fosfoli^ 
pídica de la membrana plasmática de la célula huésped se modifi­
que con la infección viral, la actividad de las enzimas marcadoras, 
no se vea alterada.

Sin embargo, por los conocimientos actuales no debería pen­
sarse en estos "parches" como sitios estáticos en la membrana. Ya 
desde 1971 existen trabajos y en la actualidad hay grandes
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evidencias que sugieren que las proteínas y los lípidos están en 
la membrana plasmática de las células normales, intactas, en un 
estado fluido (Singer y Nicolson, 1972), pudiendo existir difu 
sión lateral de estos lípidos y proteínas (Kornberg y Me Con- 
nell, 1971). )

Si la brotación de los virus ocurre a través de una membra 
na biológica fluida y dinámica, las nucleocápsides y proteínas 
de la envoltura viral podrían seleccionar áreas de esa superfi­
cie que podrían tener fácilmente, en un instante determinado, u- 
na composición fosfolipídica diferente de la composición fosfoli^ 
pídica promedio y además, en el momento de la brotación, estas 
áreas "parches" carecerían espontáneamente de proteínas celulares. 
Así, al brotar, el virus llevaría mayor cantidad de ciertos lípi_ 
dos y menor de otros, por ello su composición fosfolipídica se­
ría diferente de la composición fosfolipídica promedio de la mem 
brana plasmática la que a su vez quedaría alterada por la infec­
ción viral. Sin embargo, el virus no se vería obligado a modifi­
car la cantidad ni la estructuración de las proteínas celulares, 
en la membrana plasmática fluida para insertar sus propias pro­
teínas. Esto explicaría por qué la actividad de la ATPasa (Na+-K+) 
no se haya modificado por la presencia del virus. Pues, aunque 
la enzima necesite de un entorno lipídico característico para de 
sarrollar su actividad (Graham, 1972), lo que se modifica es la 
composición fosfolipídica total de la membrana lo cual no impli­
ca que la zona que rodea a esta u otras proteínas celulares en 
la estructura dinámica deba alterarse.

Esta interpretación que por lo visto parece explicar corree 
tamente los datos experimentales obtenidos, se representa en la 
Figura 17.

La selección de determinados "parches" con una composición 
fosfolipídica característica en esa estructura fluida puede de­
berse no solamente a una interacción específica de las proteínas



F i g u r a  1 7 : I n t e r p r e t a c i ó n  d e l  m ecanismo p ro b a b le m e n t e  u t i l i z a d o  p o r  e l  

v i r u s  J u n í n  a l  s u r g i r  de l o s  c u l t i v o s  c e l u l a r e s .
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virales con determinados lípidos sino más bien al reauerimiento 
por parte de la nucleocáoside viral de una zona de la membrana 
plasmática celular con una diferencia local en las propiedades 
físicas, tal como tensión superficial, para permitir la madura­
ción del virión (Quigley y col., 1972b).

El radio de curvatura de los virus es muy distinto al de 
las células; para qu¿ a envoltura se adapte a la misma, los vi­
rus seguramente necesitan una composición lipídica algo diferen­
te de la de la membrana plasmática celular (Quigley y col./ 1972b). 
Esto podría explicar cómo virus de muy diferentes familias, are- 
naviridae, togaviridae, bunyaviridae, etcétera, pueden llegar a 
tener composición fosfolipídica semejante al ser cultivados en 
una línea celular determinada sin que esta composición sea exac 
tamente igual a la de la membrana de la cual brotan.
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C O N C L U S I O N E S

1. Los arenavirus Junín — cepas MC2 y XJCl3— , Tacaribe y pichin­
dé , crecidos en células BHK-21(C-13) en cultivo, poseen todos 
la misma composición fosfolipídica.

2. Los arenavirus Jur._n, Tacaribe y Pichindé, crecidos en células 
BHK-21(C-13) en cultivo, poseerían una composición fosfolipídi. 
ca semejante, aunque no igual a la de la membrana plasmática 
de estas células cuando no han sido infectadas.

3. La composición fosfolipídica de los arenavirus Junín, Tacaribe 
y Pichindé, crecidos en células BHK-21(C-13), ser. diferente 
de la composición fosfolipídica de las membranas p máticas 
de estas células cuando ellas han sido infectadas con estos a- 
renavirus.

«4. Los arenavirus Junín, Tacaribe y Pichindé crecidos en células 
BHK-21(C-13) presentan una composición fosfolipídica semejante 
a la que otros autores encuentran para virus de otras familias 
crecidos en la misma línea y clon celular.

5. La composición fosfolipídica de los arenavirus J. Pichindé
y Tacaribe crecidos en células BHK-21(C-13) es diferente de la 
composición fosfolipídica de las células BHK-21(C-13) enteras, 
infectadas con estos arenavirus o falsamente infectadas.

6. La composición fosfolipídica de los arenavirus Junín, Tacaribe 
y Pichindé crecidos en células BHK-21(C-13< sería diferente de 
la composición fosfolipídica del retículo endoplásmico de las 
células BHK-21(C-13), no infectadas o infectadas con arenavi
rus.
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7. La composición fosfolipídica de la membrana plasmática de las 
células BHK-21(C-13) se vería totalmente modificada por la in 
fección de estas células con el virus Junín.

8. La composición fosfolipídica del retículo endoplásmico de las 
células BHK-21 (C-13) no se modificaría por la infección de es; 
tas células con el virus Junín.

9. La composición fosfolipídica de las células BHK-21(C-13) ente 
ras no se altera cuando estas células se infectan con el vi­
rus Junín, el virus Tacaribe o el virus Pichindé.

10. La actividad de la enzima ATPasa (Na+-K+), marcadora de la
✓

membrana plasmática celular, no se altera en las células 
BHK-21(C-13) cuando ellas se infectan con el virus Junín.

Estos resultados se interpretan con el esquema de la Figu­
ra 17. Ellos apoyarían la hipótesis que plantea que los arenavi- 
rus brotan a través de "parches" de la membrana plasmática celu­
lar. Estos se formarían como consecuencia de las características 
dinámicas de dicha membrana y estarían constituidos pe' 'idos 
carentes de proteínas celulares y con una composició _lipí-
dica diferente de la composición fosfolipídica promedio de esta 
fracción celular. Las proteínas tendrían afinidad por estos "par­
ches " .
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