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ABREVIATURAS Y SIMBOLOS

a (como subfndice de t) : niveles de probabilidad

atm : atmbsfera

ATPasa : adenosina trifosfatasa

B.D. : bidestilada

BHK : c8lulas fibrobldsticas de rin6n de hamster lactante
C : cardiolipina

cpm : cuentas por minuto

csp : cantidad suficiente para

D : total de fosfolipidos desconocidos

DCFI : diclorofenolindofenol
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formal de la enzima

EDTA : &cido etilendiaminotetracético
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FHA: fiebre hemorr&gica argentina

FHB: fiebre hemorr&gica boliviana

FPV : poxvirus de la viruela aviar
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LCM : coriomeningitis linfocitaria
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LPC : lisofosfatidilcolina

LPE : lisofosfatidiletanolamina

mCi : mili Curie
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NADH : nicotinamida-adenin dinucleotido reducida
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PI fosfatidilinositol

PM
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PS : fosfatidilserina
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RET.END. : reticulo endopl&smico (en gr&ficos puede figurar RE)
RNA : &cido ribonucleico

RNAs : &cidos ribonucleicos

rpm : revoluciones por minuto

rRNA : &cido ribonucleico ribosomal

S : unidad Svedberg
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UFP : unidad formadora de placa

Vero : cé€lulas de rinén de mono verde africano

\Y velocidad inicial

0 .
VSV : virus de la estomatitis vesicular

X : media aritmética



INTRODUCCION



'1.1.VIRUS JUNIN: AGENTE ETIOLOGICO DE LA FIEBRE HEMORRAGICA ARGEN-

TINA

El virus Junfin es el agente etiol6gico de la Fiebre Hemo-
rr&gica Argentina (FHA) comfinmente conocida como "mal de los
rastrojos". Esta enfermedad es endemo-epidémica y se cir-
cunscribe a la zona geogréfica central de la Repfiblica Argenti
na.

Entre las manifestaciones clinicas de 1la enfermedad se
describen un sfindrome febril, con alteraciones hematol&gicas,
cardiovasculares, renales, digestivas, neurol&fgicas con una
larga convalecencia. La severidad de las afecciones es varia-
ble; en la mayorfa 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 nosol6-
gica", en el ano 1955 cuando Arribalzaga, bas&ndose en casos
observados en las epidemias ocurridas en 1953 y 1954, en la
zona de Bragado, la describe como "Una nueva enfermedad epide-
miol6gica y de gérmen desconocido" (Arribalzaga, 1955). Estas
no parecen ser las primeras epidemias, ya que Martinez Pintos
cita referencias que indicarfan la existencia de brotes en la
zona en el ano 1943 (Martinez Pintos, 1962). Sin embargo, la
etiologia viral de la enfermedad no se establecif 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 6rganos de
pacientes ‘internados en el hospital regional de Junin, de don-
de deriva el nombre del mismo (Parodi y col., 1958; Piroski y
col.,l1959).

La mayorfa de los pacientes son trabajadores del campo,

empleados en la cosecha del mafz, girasol o sorgo. La &poca 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 end&micas han establecido que diversos roedores, cricé-
tidos silvestres, actfan como reservorios naturales del virus Ju-
nin (Parodi y col., 1959%a; Sabattini y col., 1977), siendo el Calo-
mis musculinus, aparentemente, el que tiene el papel epidemiolégi-
co mds importante (Sabattnd y col,., 1977). Estos roedores dificil-
mente invaden zonas urbanas, lo cual explica la mayor prevalencia
de la enfermedad en la zona rural (Weissenbacher y Damonte, 1983).

La infeccién experimental del Calomis musculinus con una ce-
pa patbgena del virus Junin provoca una infeccifn permanente, con
excrecibn de virus por orina y saliva, y con un alto titulo de vi-
rus en glandulas salivales, lo cual indica el importante rol que
estos 6rganos juegan en la replicacibn, excrecién y diseminacifn
del virus (Martinez Peralta y col., 1979a, 1979b).

La regibn endémica representa un 3 a 4% de la superficie to-
tal del paifs. Sin embargo, en los filtimos 20 afos existi6 una cre-
ciente extensibn territorial de la enfermedad (Maiztequi y Sabatti
ni, 1977). Esto origin6 gque el ntimero de habitantes potencialmente
expuesto a la infeccibén con el virus Junin haya ascendido de 250.000

en 1958, a mds de un millén en la actualidad.



1[.2. VIRUS JUNIN: MIEMBRO DE LA FAMILIA ARENAVIRIDAE

En 1963, Mettler encontr8 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 serolfgi
camente (Mettler y col., 1963). Ninguno de estos virus pare-
cfa tener relacifn alguna con cualesquiera de los otros arbor
virus conocidos hasta la fecha (Mettler y col., 1963) pese a
‘que en un comienzo se habifa clasificado tentativamente al vi-
rus Junin como arborvirus, por el hecho de haberse podido ais
lar a partir de &caros y roedores (Parodi y col., 1959a,
1959%). Sin embargo, al no poder demostrarse experimentalmente
la necesidad de un artré6podo como vector para transmitir el
virus, esta clasificacibén debi6 ser reconsiderada.

En el ano 1965 Johnson encontr6 que el virus de la Fie-
bre Hemorr&gica Boliviana (FHB) o virus Machupo estd 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 morfolb6gica y biolbgica en
tre estos y otros agentes virales hicieron que se propusiera
la definicibén de un nuevo grupo de virus (Rowe y col., 1970;
Pfau y col., 1974). El mismo fue oficialmente aceptado por el
Comit€é Internacional de Taxonomfa de Virus al instituirse la
familia Arenaviridae, clasificacifén que se corrobor6 en la Gl
tima reunidn de dicho Comit€& (Matthews, 1982). Esta incluye,
ademds de los tres virus ya citados, al virus tempranamente
conocido de la coriomeningitis linfocitaria (LCM) (Armstrong y
Lillie, 19345; otros aislados e identificados posteriormente
al descubrimiento del virus Machupo: Amapari (Pinheiro y col.,

1966), Parand (Webb y col., 1970), Tamiami (Calisher y col.,



.1970), Pichindé (Trapido y Sanmartfn, 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 fijacibn 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
Camplejo Tacaribe, integrado por los 8 virus restantes que se
ubican en distintos lugares del continente americano.

Son pat6genos para el hombre s6lo los virus Junin (FHA),
virus Machupo (FHB, clinicamente 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, gque habitualmente le
produce al ser humano infecciones leves o inaparentes (Buch-

meier y col., 1980).

I.2.1. Morfologia

La caracteristica fundamental que comparten todos estos
virus es su peculiar morfologia que es la que da origen al
nombre de la familia. El término arenavirus deriva del latin
"arenosus" y refleja la presencia de gr&nulos caracterfsti-
COos que se observan en el interior de los viriones al micros
copio electrbnico. Asi, el interior de los viriones est&

constitufdo por una matriz amorfa, electr6n - lGcida, que



contiene un nimero variable (2-10/virién) de gré&nulos electro-
densos.de 20 a 25 nm de difmetro, morfolbgica y bioquimicamen-
te indistinguibles de los ribosomas celulares (Murphy y col.,
1969, 1970; Ofodile y col., 1973; Lascano y Berrfa, 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 caracteristicas son indistinguibles de las del rRNA
celular (Carter y col., 1973). También se demostr$ que pueden
ser incorporados al virién ribosomas celulares preexistentes a
la infeccifn viral (Pedersen, 1973; Carter y col., 1973). Tra-
bajos realizados con el virus Pichindé descartan la participa-
cibén de estos ribosomas en la replicacibn viral (Howard y
Simpson, 1980) y la necesidad de los mismos para que se esta-
blezca la infeccibén viral (Leung y col., 1977).

Aparentemente, la variabilidad en el nfimero de ribosomas
incluidos depende del clon viral y el tipo de cé&lulas huéspe-
des (Vezza y col., 1977, 1978).

Por observaciones en el microscopio electrf6nico, los vi-
riones han sido descriptos como particulas redondas, ovales o
pleombérficas con un difmetro promedio de 110-130 nm, pero con
amplias variaciones individuales que oscilan desde 50 a 280 nm.
Por técnicas de filtracibn 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 Junin, especificamente, mediante dichas técnicas se encon-
traron variaéiones de tamano de acuerdo con la fuente de virus
empleada. Asf, el tamafio estimado de la particula infecciosa

del virus Junin replicado en cerebro de ratén fue de 40-70 nm



de di&metro, en t;nto que para ei virus proveniente de cé&lu-
las Vero la infectividad era retenida por membranas de 100 nm
(Coto y col., 1972). En tejidos obtenidos a partir de pacientes con
FHA se hall6 una gran proporcién de particulas pequenas, de
tamano uniforme de 60 nm de di&metro, con matriz densa, ade-
m&s de las cl&sicas particulas pleom6rficas de mayor tamano
y con gr&nulos ribosomales (Maiztegui, 1975).

El genoma de los arenavirus est8 fragmentado. Cuando se
trata a los virones con detergentes no ib6nicos se observan
en el microscopio electrb8nico filamentos circulares, cerra-
dos, en forma de un collar de cuentas (Palmer y col., 1977;
Vezza y col., 1977; Howard y Simpson, 1980).

La partificula viral se observa en el microscopio electrf
nico rodeada por una envoltura; los distintos autores la des
criben como una estructura membranosa, espesada, a partir de
la cual se resuelven proyecciones superficiales de 5-10 nm
de longitud, regularmente espaciadas entre si, llamadas espi
culas (Murphy y col., 1970; 1975). Otros investigadores afir
man gue en cortes seleccionados por su estrema delgadez, las
partiéulas del virus Junin no presentan ni proyecciones su-
perficiales, ni espesamiento de la envoltura, e interpretan
que ambos elementos serian artefactos resultantes de la ob-
servacibébn de cortes gruesos (Lascano y col., 1977; 1979). A
pesar de esta discrepancia la presencia de espiculas en la
envoltura es actualmente considerada una caracteristica es-
tructural taxonfmica de todos los arenavirus (Matthews, 1982)

Por observaciones en el microscopio electrSnico también
se describe la envoltura viral como una membrana unitaria de
caracterfsticas semejantes a la membrana plasmitica celular

y de aparente constitucibn lipoproteica.



1.2.2. Componentes bioquimicos

El genoma del virus Junin, asf como el de los otros a-
renavirus, est8 constitufdo por RNA. Esto se determiné indi
rectamente al observar que los inhibidores de sintesis de
DNA no afectaban el crecimiento viral (Martinez Segovia y
Grazioli, 1969). Mediante el andlisis directo por electrofo
resis en geles dé poliacrilamida se ha comprobado que los
arenavirus, ademds de los RNAs ribosSmicos 28 S, 18 S y
4-6 S, poseen 2 o quiz8s 3 RNAs virales; 33-31 S llamado L
(large) y 25-22 S llamado S (small) y quiz&s uno de 15 S
(Abelson; 1969; An6n y col., 1976; Carter y col., 1973;
Farber y col., 1975; Grau, 1977; Pedersen, 1970, 1973; Vezza
y col., 1977, 1978).

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

El peso molecular de la cadena L se estim6 en 2,1 - 3,1

x 10°

6

(Pedersen, 1973) y el de la cadena S como 1,1 - 1,6 x
10 (Dutko y col., '1981).
Se demostrd que en el virus Pichindé la cadena S codi-
fica para las glipoproteinas Gl y G2 y para la nucleoprotef-
na N (Leung y col., 1981; Vezza y col., 1980).

Se hallaron relaciones molares variables entre los RNAs
S yL (Anbn y col., 1976; Grau, 1977; Farber y col., 1975).
Adem&s, se describif la obtencibn de virus LCM diploides res

pecto de uno de los segmentos de RNA (Romanowski y Bishop,1983).

Los arenavirus poseen un polip€ptido mayoritario de PM



[.2.3.

63-72 K, no glicosilado asociado a la nucleocdpside y una
glicoprotefna asociada a la envoltura viral de PM = 34-44 X
(Buchmeier y col., 1978; Gard y col., 1977; Grau y col.,
1981; Kiley y col., 1980; Martinez Segovia y De Mitri, 1977;
Ramos y col., 1972; Romanowski, 1981; Vezza y col., 1977).
Buchmeier demostr® la existencia de otro glicopéptido para
el virus LCM y Ramos para el virus Pichindé. Martinez Sego-
via describe otras cuatro proteinas para el virus Junin,
una de ellas una glicoproteina de PM = 58 K.

La presencia de lipidos en la particula viral se dedu-
ce de la sensibilidad gue los arenavirus presentan frente a
solventes orgdnicos (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).

Ciclo replicativo y morfogénesis viral

No existe informacitn detallada sobre la secuencia de
eventos moleculares que ocurren dentro de la célula infecta
da durante la infeccibn y replicacifn viral.

La infeccifn viral no altera la sintesis de proteinas
y &cidos nucleicos de las células BHK-21 (Coto y col., 1970),
pero si la de las cé&lulas Vero, sobre las que ejerce efecto
citopdtico (Franze-Ferndndez, 1984). La presencia de la
RNA polimerasa II celular parece ser necesaria para la re-
plicacién viral (Mersich y col., 1981).

Para los virus Junin, Tacaribe y Pichindé se determind

que el tiempo de generacibn viral es de 5 a 6 horas en la



fase estacionaria de crecimiento; y con el empleo de actino
micina D como inhibidor se hall®§ que no es necesaria la
transcripcién celular simultdnea para la produccibn viral
(L6pez y col., 1983).

Utilizando inhibidores de la glicosilacifn se eviden-
cib6 la importancia biol6gica del componente glicosfdico de
la glicoproteina asociada a la envoltura viral como determi
nante de la capacidad infectiva del viri6n (Daelli y Coto,
1982; Padula y Martinez Segovia, 1983).

Por experimentos de "pulse chase" se demuestra la exis
tencia en los extractos de cé&lulas infectadas con virus Ju-
nin de una glicoproteina de PM = 58 K que seria lafprecursg
ra de la proteina viral madura de PM = 30-32 K (Rustici y
col., 1982). Esto hace pensar que la glicoproteina de PM =

58 K descripta por Martinez Segovia como viral y no hallada

por Romanowski, serfa en realidad el precursor de la de PM
30-32 K que podria a veces no ser procesada o ser arrastra
da por los viriones y no eliminarse debido a una purifica-
cibén insuficiente.

Por el hecho de observar a la actina, producto gené&ti-
co celular, firmemente asociada al virus se piensa que se
debe reconsiderar la funcifén del citoesqueleto en la madura
cién viral (Pasian y col., 1983).

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

Estudios realizados por microscopia electrfnica ten-
dentes a esclarecer la morfogénesis viral en células en
cultivo de tejido, sugieren que el virus completa su madura
cibn liber&ndose al medio externo por un proceso de brota-

cibén a través de la membrana plasmitica celular; muy rara
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vez se ven particulas virales brotando de membranas intra-

citoplasmiticas (Murphy y col., 1975; Lascano y Berria,

1977) . De estas observaciones los distintos autores infie-
ren que la envoltura viral se origina a partir de la mem-

brana plasmitica celular.
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1.3. MEMBRANAS VIRALES: CONDICIONANTES DE LA INFECCION Y MADURACION

VIRAL

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

Algunos de estos virus surgen de los cultivos celulares
por un proceso de brotacibén a través de la membrana plasmiti-
ca celular, mediante el cual arrastrarian los componentes 1li-
pidicos pero no los proteicos de esta membrana, por un meca-
nismo ain no bien conocido. Sin embargo, pese a ser éste el
procedimiento m&s utilizado por los virus para adquirir su en
voltura, no es el finico. Asi, existen virus que forman su en-
voltura introduciendo componentes de membranas internas y afin
otros parecen tener una composicibn propia y definida diferen
te de la de cualgquier estructura celular, con una sintesis
"a novo" de sus componentes.

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

De la familia arenaviridae ya nos hemos ocupado y hemos
dicho que es muy poco lo gue se conoce acerca de la envoltura
de .los virus que la integran. En tanto, de la familia b&culo-

viridae s6lo se sabe que sus miembros poseen membrana que
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contiene lipidos, pues son sensibles a los solventes org&ni-
cos, pero se desconoce el origen de la misma (Matthews, 1982),

Trataremos seguidamente en detalle las dem&s familias de

virus envueltos.

1.3.1. Bunyavirus

Son virus con RNA monocatenario, fragmentado, como ge-
noma. Entre sus miembros mis destacados se encuentran el a-
gente etiolb6gico de la fiebre hemorr&gica de Crimea - Congo
vy los Uukuvirus.

La multiplicacién viral parece realizarse en el cito-
plasma y la maduracibn, por gemacifn, a través de la membra
na del complejo de Golgi, donde el virus se acumularia
(Murphy y col., 1973; Matthews, 1979). Sin embargo, los fos
folipidos del virus Uukuniemi se muestran virtualmente idén
ticos a los del Semliki Forest Virus (SFV) cuando ambos son
cultivados en cé&lulas BHK-21. La proporcién de las distin-
tas especies fosfolipidicas es semejante, a su vez, a la de
la membrana plasméitica de dichas cé&lulas (Renkonen y col.,
1972b) . Asi, Renkonen sugiere que este virus adquiere su en
voltura por brotacifn a través de la membrana plasmdtica ce
lular, aunque no descarta que pueda ocurrir por otra via,

como proponen otros autores (Von Bonsdorff y col., 1970).

I1.3.2. Coronavirus

El genoma de estos virus est8 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 microscopfa electrb6nica de cé&lulas infec-
tadas con coronavirus indican que el ensamblaje de los com
ponentes virales ocurre de manera tal que &stos brotan a
trav8s de las membranas intracitoplasmdticas, incluyendo
el complejo Golgi y el reticulo endopl&smico (David Ferrey
ra y Manaker, 1965; Oshiro, 1973). Los virones se acumula-
rian en gran cantidad dentro de las vacuolas y serian libg
rados cuando la membrana vacuolar se fusiona con la membra
na plasmitica celular. En etapas posteriores se verian
grandes zonas de la membrana plasmdtica celular con virus
adheridos, perxo esto no significarfa que el virus brote a

través de ella (Oshiro, 1973).

Herpesvirus

El genoma de estos virus es un DNA bicatenario; 1los
miembros m&s destacados de esta familia son los herpes huma
nos.

En los herpesvirus se observa una interesante unibén co
valente entre las proteinas glicosiladas o no glicosiladas
de la envoltura viral y los lipidos (Abodeely y col., 1971;
Perdué y col., 1974). Aparentemente, los lipidos se acomoda
rfan en una bicapa, formando una membrana unitaria. La com-
posicibn lipfdica 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 intracitoplasm&-



ticas (Ben Porat y Kaplan, 1972; Darlington y Moss, 1969;
Epstein, 1962; Fong y col., 1973; Schwartz y Roizman,
1969). AGn cuando la mayorfa de los lipidos virales pare-
cen ser sintetizados antes de la infecci6n viral, los fos
folipidos marcados con 32P, sintetizados después de la in
feccibn, parecen ser preferencialmente incorporados desde
la membrana nuclear al viri6én (Ben Porat y Kaplan, 1971).
As{, la incorporacién de lipidos no serfa 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 glicoproteina viral (Bibor y
col., 1982). En las células infectadas se vieron nucleo-
cipsides virales en el nucleoplasma y prolongaciones ex-
tranas en la membrana nuclear; las zonas de la membrana
nuclear que estaban distorsionadas, no presentaban poros
(Haines y Baerwald, 1976). Se han observado particulas de
virus envueltos, maduros, en vacuolas o canales citoplas-
médticos, los gue prepararian la salida del virus desde 1la
membrana nuclear hasta la superficie celular (Morgan y
col., 1959; Darlington y Moss, 1969; Schwarts y Roizman,
1969). E1 aparato de Golgi serfa importante no solo para
el egreso del virus sino también para la maduracibén de la
glicoproteina viral de envoltura (Johnson y Spear, 1982).

El rol esencial de los l1lipidos de la envoltura viral
para la infectividad del virus fue demostrado mediante la
inactivacién del mismo con fosfolipasa C (Spring y Roiz-
man, 1968). Aparentemente, la infeccibn viral comienza
cuando la envoltura virica se adsorbe a receptores de la

membrana plasmitica celular, se funde con ella y finalmente
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libera la c8pside en el citoplasma de la cé€lula (Matthews,

1979).

Myxovirus

El genoma de estos virus es un RNA monocatenario,
fragmentado. Los virus més caracteristicos de esta familia
son los de la influenza (gripe).

En la envoltura de estos virus existen dos tipos de
glicoproteinas: las hemoaglutininas y las neuroaminidasas,
responsables ambas de las espiculas (Laver y Valentine,
1969; Webster y Darlington, 1969; Rott y col., 1970). Estu
dios de microscopia electrfnica mostraban que probablemen-
te la envoltura del virus de la influenza se adquiriera
por brotacién , a través de la membrana plasmdtica celular
(Murphy y Bang, 1952), y que existirfa una continuidad en-
tre la membrana unitaria de la superficie celular y la de
la particula de virus emergente (Bdchi y col., 1969; Com-
pans y Dimmock, 1969). Se piensa que la envoltura viral ad
quiere los lipidos de la membrana plasmitica celular, y pa
receria que el ordenamiento de los lipidos en una y otra
membrana es semejante. Los primeros estudios demostraban
que los lipidos celulares premarcados eran incorporados
dentro del virus y que la composicibn de los lipidos vira-
les reflejaba la de los celulares (Wecker y col., 1957;
Kates y col., 1961). Sin embargo, estudios m&s recientes
indicarfan que una parte de los lipidos virales podria sin
tetizarse "a novo" luego de la infeccién viral (Blough,

1974).
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Se han encontrado diferencias en la composici®n de
4cidos grasos de varias cepas del virus de la influenza,
cultivadés en huevo (Tiffany y Blough, 1969; Blough y
tiffany, 1973). Debido a estas diferencias se ha propues-
to que son las proteinas de la envoltura viral las que de
terminan la composicibn lipfidica por asociacifn con lipi-
dos especificos. Sin embargo, la mayorfa de los estudios
realizados indican que la composicibn lipidica refleja 1la
de la membrana plasm8tica celular, y que ella puede ser
variada por las protefnas virales s6lo dentro de un estre
cho margen. Se ha determinado que la proteina de la ma-
triz (M) del virus de la influenza, que es el componente
estructural predominante, estd firmemente unida a los 1li-
pidos de la envoltura viral; s6lo una porcibn especifica
de la molécula proteica tiene una alta afinidad por la bi
capa lipidica, pero esta filtima puede ser de distintos o-
rigenes (Gregoriades, 1980). Asi, los virus obtenidos a
partir de diferentes cé&lulas huéspedes poseen la misma
composicibén proteica, pero distinta composicibén en lipi-
dos, la cual es siempre semejante a la de la membrana plas
matica de la c&lula huésped (Compans y Klenk, 1979). Esta
diferencia en la composicifn parece estar relacionada con
la diferencia de fluidez observada con resonancia de spin
electrbnico. Asi, los virus de la influenza cultivados en
células MDBK poseen una bicapa lipfdica m&s rfgida que
los cultivados en cé€lulas BHK-21 (Landsberger y col., 1973)
de la misma forma en que la membrana plasmdtica de las cé
lulas MBDK es m8s rfgida que la de las c&lulas BHK-21.
Por otro lado, se sabe que la distribuci6n de lipidos en-

tre las capas interna y externa de la membrana viral es
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asimétrica (Tsai y Lenard, 1975; Rothman y col., 1976), ca-
racterfstica que también presenta la membrana plasmdtica ce
lular.

En cuanto a la forma en que el virus adquiere su en-
voltura, se ha insistido mucho en la importancia gque tiene
el citoesqueleto celular para transportar los elementos cons
titutivos de los viriones hasta la superficie de la célula.
Sin embargo, recientemente se ha demostrado, para el virus
de la influenza, que la produccién viral no se ve afectada
con la ruptura del citoesqueleto cuando no se altera el
transporte de hexosas (lo que normalmente ocurrirfa como un
efecto secundario de la ruptura del citoesqueleto). Esto
marca la gran importancia que tiene la porcifén glucidica en
la maduracién del virus (Griffin y col., 1983).

Las glicoprotefinas también jugarfan un rol importante
en la infeccibn viral. La penetracifn de la nucleocdpside
del virus de la influenza dentro de la cé&lula huésped se
harfa por un mecanismo de fusifn, para el cual se necesita-
rfa el concurso de las glicoprotefnas virales (Huang y col.,

1980; Hosaka y col., 1983).

Paramixovirus

Estos virus poseen un RNA genfmico monocatenario. Los
miembros m8s caracteri{sticos de la familia son los virus de
la parainfluenza, que producen enfermedades respiratorias
en hombres y mujeres, el de la enfermedad de Newcastle y
el virus Sendai.

La envoltura de estos virus posee glicopfoteinas con
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funciones de hemoaglutininas y neuroaminidasas, que serfan
responsables de las espiculas del virus.

En el proceso de maduracibén estos virus adquieren los
lfpidos de la membrana plasmitica celular (Klenk y Choppin,
1969) . Todas las especies lipidicas observadas en la membra
na plasm&tica celular se encuentran en la misma proporcidn
en la envoltura viral, con la excepcifn de los ganglibsi-
dos, los que debido a la accibn de las neuraminidasas no
son incorporados al virién (Klenk y Choppin, 1969).

Se sabe que para la maduracifn del virus es necesario
el concurso del citoesqueleto celular (Bohn y col., 1983) y
para la formacién de la envoltura viral se postulan como
precursores zonas discretas de la membrana plasmitica celu-
lar o "parches". La idea de la formacién de "parches" deri-
va de estudios de microscopia electrfnica que muestran, por
un lado, una capa con proyecciones (espiculas) cubriendo 1la
particula 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 viri6n brotando pero
no las zonas adyacentes (Choppin y col., 1971). Ademds, se
conoce cudl es la estructura de las protefnas virales en la
membrana plasmitica de las c&lulas infectadas (Browen y col., 1981),
y por inmunofluorescencia se determin$ gue las cadenas de
nucleoproteinas del virus Sendai se unfan a la cara interna
de la membrana plasmitica de cé€lulas infectadas (BYechi y
Bach!, 1982). Reforzando la idea de los "parches", se han
observado restos de &cido neuramfinico s6lo en las zonas de
la membrana plasm&tica celular no alterada, pero ausente

en las zonas donde se ve la partfcula viral brotando (Klenk
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Y Choppin, 1970).

Experimentos recientes muestran que las glicoproteinas
virales formadoras de las espiculas, 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 fusibn del virus, pero no con la capacidad de hemo-
aglutinacibén (Lee y col., 1983).

Estudios con métodos de resonancia de spin electrénico
han revelado modificaciones en la fluidez de la membrana
plasmdtica celular durante la fusibn virus-cé&lula (Lyles y
Landsberger, 1977). Por otro lado, en cé&lulas de embrién de
pollo infectadas con cepas virulentas del virus de la enfer
medad de Newcastle se detect6 un gran aumento en el total
de los &cidos grasos no saturados. Este incremento no se ob
serv6 en las células infectadas con virus avirulentos de 1la
enfermedad de Newcastle, Sendai o influenza A. El virién de
la cepa virulenta cosechado de la cavidad corioalantoidea,
tambi&n tiene un alto contenido de &cidos grasos no satura-
dos. El1 aumento de dcidos grasos no saturados en células in
fectadas con la cepa virulenta se correlaciona con el dato
de la modificacibn de la permeabilidad y fluidez de la mem-
brana plasm&tica celular e indirectamente con la inhibicién
de la sintesis de protefnas y RNA que sufren estas cé&lulas
(Blenkharn y Apostolov, 1981). Todo esto hablaria de una
gran dinfmica dentro de la membrana plasmidtica celular vy,
por lo tanto, de la posibilidad de aceptacién de la hipbte-
sis actualmente considerada, que propone que los "parches"
no constituirfan como se habifa pensado en un primer momento,
estructuras rigidas.

La importancia de la envoltura viral en la penetracién
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de la nucleoc8pside dentro de la célula huésped gqueda demos
trada por el hecho que el virus Epstein Bar puede unirse a
\las células con receptor Epstein Bar negativo mediante la
modificacibn 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 m8s 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 plasmitica celular, sin embargo,
los lipidos de la misma no parecen derivar de la membrana
plasmitica celular; muy probablemente exista un proceso de
autoensamblaje a través de "factores virales" citoplasm&ti-
cos (Dales y Mosbach, 1968). Como consecuencia de ello la
composicibn lipidica del virus no se asemeja a la de la mem
brana plasmdtica celular (Stern y Dales, 1974). Segfin demues
tra estos autores, en el virus entrarfan fosfolipidos pre-
formados y nacientes. El pasaje de fosfolipidos de liposo-
mas al virus se demostrd "in vitro", lo que podria indicar
una transferencia "in vivo" de fosfolipidos del reticulo en
dopl&smico al virus (Stern y Dales, 1974).

Existen evidencias de que la infeccifén viral afecta el
metabolismo de los lipidos de la cé&lula huésped. Asi, se ob
servan cambios en los glicolipidos celulares (Anderson y

Dales, 1978).
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Por otro lado, después de la infeccibn con el poxvirus
de la viruela avian (FPV), el epitelio del pollo contiene
niveles altos de colesterol, ésteres del colesterol y escua
leno (White y col., 1968), mientras que en la membrana co-
riocalantoidea el FPV provoca una acumulacibén de &steres del
colesterol y un incremento de la actividad de la 3-hidroxi-
~3-metilglutaril coenzima A reductasa (Lyles y col., 1975).
Esta enzima catalizarfa el paso limite de la biosintesis
del colésterol (Brown y Goldstein, 1980). Asi, la acumula-
cibn de colesterol puede resultar de la colesterogénesis
inducida. Esto es de considerable inter&s porque en algunos
animales las lesiones arteriales, observadas después de la
infeccibn viral, se asemejan a las de la ateroesclerosis
(Fabricant y col., 1973, 1978). Cuando se estudia el efecto
de la infeccibn viral en cultivos de tejido no se observa
acumulacibén de escualeno en las células infectadas, de esto
se deduce que el virus no necesita esos lipidos inusuales
para formar su membrana. Adem&s, se observa que el FPV pue-
de afectar el metabolismo de los lipidos de la cé&lula hués-
ped de varias maneras, dependiendo del sistema hospedador
(Buttke y Gafford, 1982).

Se han observado modificaciones en los nficleos de las
células infectadas con el virus Orf o con el de la estoma-
titis pustular, tanto "in vivo"™ como “in vitro". Sin embar-
go, mediante el empleo de anticuerpos fluorescentes, se de-
termin6d que s6lo existen antigenos especificos 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 afin desnuda consiste fundamentalmente
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en virus no infecciosos. El virus envuelto parece ser el
responsable de la diseminacibén en los sistemas "in vitro”,
lo cual hace sospechar que cumple un rol muy importante en
la diseminaci6én "in vivo" (Payne, 1980).

Se sabe que durante la diseminacién el virus entra en
contacto con las membranas de las vesiculas de Golgi y con
la cara protoplasmitica de la membrana plasmtica celular.
Esto sugeriria que el virus extracelular deberia su infec-
tividad a la interaccibfn con estas membranas. Hoy se sabe
que inhibidores de la glicosilacién, a nivel del complejo
de Golgi, afectan la liberacib6n del virus envuelto (Payne
y Krisbensson, 1982). Ademés, se han podido activar virus
no infecciosos mediante la incubacibén de los mismos con
membranas plasmiticas celulares purificadas (Ichihashi y
Oie, 1982). Esta activacién estaria mediada por componen-
tes de la membrana, estables al calor (Ichihashi y Oie,
1982) . Una suspensidn de liposomas que contengan los lipi-
dos extraidos de las membranas plasmidticas celulares, acti
va los virus no infecciosos de la misma manera en que lo
hacen las membranas plasmiticas celulares, purificadas y
expuestas al calor. Los fosfolipidos, pero no los lipidos
neutros ni los glicolipidos, 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) reducirfa la infectividad. El tratamiento con membra
na plasmitica purificada o con liposomas aumenta ligeramen

te la hidrofobicidad del virus pero no altera su densidad.
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El anflisis de los virus activados y purificados mues
tra que todas las especies fosfolipidicas contenidas en 1la
membrana plasmitica o liposomas de la incubacibn son trans
feridas al virus. El proceso es una transferencia neta y
no una reaccién de intercambio, y se produce répidamente a
37°C llegando a la saturacib6n dentro de la hora de incuba-
cibén. Cuando la mezcla se incuba a 8°C no se produce la ac
tivacibén ni la transferencia de lifpidos. De todo esto se
deduce que el virus tiene una alta habilidad para extraer
fosfolipidos de las membranas con bicapa lipfdica, con las
cuales se incuba y que la asociacifén con PS le otorga al
virus una alta infectividad ( chihashi y Oie, 1983). Con
esto queda en evidencia el rol de los fosfolipidos en la
infectividad del virus ya que no s6lo son un escenario iner
te donde se asientan las proteinas sino que juegan un impor

tante papel en la interaccibén virus-cé&lula.

Rhabdovirus

El genoma de estos virus es un RNA monocatenario. El
miembro mds 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 composicién lipfdica del VSV es semejante aunque
no estrictamente igual a la de la membrana plasm&tica de
la c€lula huésped. Cuando se analizan los lfpidos de dos
cepas distintas del VSV se observa que ambas poseen la mis

ma composicién cuando son cultivados en la misma lfnea
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celular. Esta composicifn es semejante a su vez, a la de
la membrana plasmdtica celular sugiriendo esto gque los
virus adquieren su envoltura a partir de la misma (Mc
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 composicibén lipifdica, de 1lo que se
deduce que la nucleocipside viral es capaz de dirigir la
formacién de su propia membrana sin el concurso de las
membranas celuiares, utilizando los fosfolipidos celulares
y proteinas especificas del virus (Schlesinger y col., 1973).

Otros autores encuentran que la composicién lipidica
del virus de la rabia es intermedia entre la encontrada pa
ra la membrana plasmdtica y el reticulo endopldsmico de la
c€lula huésped. Con este dato y con observaciones hechas
en el microscopio electrbnico proponen que la formacién de
la envoltura viral es un evento intracelular que no requie
re de las membranas celulares. Asi sugieren que el total
de las partfculas virales serfa sintetizado "a novo" (Bloug
y col., 1977).

Seglin otros autores, aparentemente la glicoprotefna
no es especifica para la maduracién del virus, pues la cdp
side puede brotar a través de la membrana plasmdtica celu-
lar con glicoproteinas de otros virus; pero lo que si re-
presenta un requisito esencial para que se produzca la ma-
duracibn del virus es que la relacibn entre la cantidad de
proteinas de la matriz viral (M) y la nucleoprotefna (N)
sea constante, no asf la relacibn de éstas con la glicopro
teina (Lodish y Porte, 1980). Por otro lado, las c8lulas

en cultivo infectadas con el VSV muestran una morfologia
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similar a la observada en las cé&lulas tratadas con citoca-
lacina B. Sin embargo, los mutantes ts afectados en la ma-
duraci6n de la protefna de envoltura no inducen estos cam-
bios morfolbgicos a temperatura no permisiva Estos hallaz
gos indicarfan que debe replantearse la hipb6tesis que sen-
taba la posibilidad de que el citoesqueleto interviniera
en la reproduccién del VSV (Genty y Bussenau, 1980).

Diversos estudios permitieron conocer la estructura
de la envoltura viral. Se ha demostrado que la glicoprotef
na atraviesa la membrana viral en tanto que la protefna M
estaria asociada a la membrana pero no la atravesarfa pro-
fundamente (Zakowski y Wagner, 1980). Utilizando reactivos
gue reaccionan solamente con componentes superficiales de
la membrana se determiné 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 indic6
(I.3.4.), se sabe desde hace tiempo que este tipo de asime
trfa también existe en las membranas plasmiticas celulares.
Si a la membrana viral se le quitan las proteinas igualmen
te se mantiene la distribucibdn anterior, pero si se soni-
can reacciona el’'100% de la PE, lo que demostraria que la
glicoproteina no serfia la responsable de mantener la sime-
tria entre ambas capas de la membrana viral (Fong y col.,
1976) .

Sin embargo, se ha probado que existe una estrecha re
lacibn entre la glicoproteina y los lipidos de la envoltu-
ra viral. Cuando se ponen en contacto la glicoprotefna (G)
del VSV con vesiculas de PC obtenidas a partir de huevo se
observa que la relacibn de cantidades glicoprotefna G/lipi

do, en una vesicula reconstitufda, es similar a la de la
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envoltura de los virus intactos, y que adem8s, al igual
que los virus intactos, estas vesficulas provocan aglitina-
cién de los gl6bulos rojos y pegado a células BHK. Se ob-
serv6é tambié&n que la introduccién de la glicoproteina G
provoca un incremento en la rigidez de la membrana, lo que
también hace pensar que la porcifn hidrof6bica de la glico
protefna interacciona con la bicapa lipfdica (Altstiel y
Landsberger, 198la). En este sentido, cuando se rompe la
partfcula viral por sonicacibén o por congelamientos y des-
congelamientos sucesivos y se separan los componentes sub-
virales por centrifugacibn isopicnica, se ha visto que en
una de las fracciones de mis baja densidad se encuentran
los lipidos virales y la glicoprote 2 G. La purificacién
exhaustiva de dicho material demues a que el mismo consis
te en vesiculas que contienen s6lo la protefna G y la mis-
ma proporcibn de los distintos fosfolipidos que el virién
intacto; adem&s, en dichas vesiculas se pueden observar
las espiculas caracteristicas de la estructura viral (Taube
y Rothfield, 1978).

Los lipidos de la estructura viral parecen jugar un
papel muy importante en la interaccifn cé&lula-virus cuando
se produce la infeccibn de la cé&lula por el virus. El pega
do del VSV a la membrana plasmdtica de las cé&lulas BHK cau
sa un incremento de la rigidez de la bicapa lipidica. Apa-
rentemente, al pegarse el virus produciria una redistribu-
cibn lateral de los receptores especificos para &l en la
membrana plasmdtica 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 particulas virales infectivas con vesiculas



I.3.8.

27

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) .

Retrovirus

Estos virus poseen un RNA monocatenario como genoma.
Los virus m8s 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 glicoprotei-
nas y lipidos. La composicibtn en lipidos de estos virus es
semejante a la de la membrana plasmdtica de la cé&lula hués
ped. Adem&s, se hall6 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 m&s bajo y el de PE y Sph
mds alto que el de la membrana plasmdtica (Quigley y col.,
1972b). Esto sugiere que la diferencia de composicién lipi-
dica puede deberse a la brotacién preferencial del virus a
través de sitios especificos de la membrana plasmitica ce-
lular.

Se han detectado glicoprotefnas maduras en la membra-
na plasmatica celular pero no los precursores de la misma.
Estos fueron detectados en regiones intracitoplasmdticas
(Witte y col., 1977). Se cree que el agregado postrasduc-
cional de dcidos grasos es el mecanismo por el cual la pro

tefna viral se asocia a la membrana plasmitica celular.



28

Esta asociacién jugarfa un papel muy importante en la brota
cién (Gallick y Arlinghaus, 1984).

La membrana plasmitica de las células infectadas tiene
la misma proporcifén de los distintos fosfolipidos que la de
las c&lulas no infectadas; sin embargo, el contenido de aci
dos grasos no saturados y la fluidez de una y otra son dife
rentes. El cambio de fluidez se deberia tanto a la varia-
ci6bn de fosfolipidos como de proteinas (Maldonado y Blough,
1980).

Actualmente se sabe que los lipidos juegan un papel
muy importante en las infecciones virales. La infeccibn ‘de
una linea permisiva con un retrovirus no defectivo produce
una linea celular que es productora crbnica del virus y es
resistente a la infeccibén 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) asi como tam
bién en un gran nfimero de retrovirus de mamiferos (Sarma y
col., 1967; Sarma y Log, 1971; Henderson y col., 1974) han
indicado que una proteina viral de produccibén end6gena se
pega a la superficie celular donde se hallan los fecepto—
res virales causando la interferencia (De Larco y Todaro,
1976; Steck y Rubin, 1966a, 1966b). Se intentaron muchas
técnicas para salvar este blogqueo a la superinfeccién. Se
infect6 con un seudotipo no relacionado o con virus produ-
cidos en presencia de inhibidores de la glicosilacibn, o
'se les transfiri6 una copia del DNA viral a las células.

Se viao que una alternativa mds simple consiste en poner en
contacto paquetes de lqs viriones en cuestifn dentro de ve

sfculas lipfdicas sintéticas. La fusifn posterior de estas
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vesfculas con las c&lulas resistentes puede producir una in
feccibn eficiente. Se vio que el sistema introducia mejor a
los viriones dentro de las células infectadas que dentro de

las no infectadas (Douglas y Baltimore, 1984).

Togavirus

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

Estos virus también poseen glicoproteinas y lipidos en
su envoltura. Los lipidos derivan de la c&lula huésped
(Pfefferkorn y Hunter, 1963) y se asemejan a los de la mem
brana plasm&tica celular (Renkonen y col., 1971, 1972c;
Hirschberg y Robbins, 1974) cuando son cultivados en cé&lulas
de mamiferos. Por otro lado, cuando algunos de estos virus
son cultivados en cé€lulas de insectos (mosquitos) la madura
cién parece ocurrir a través de membranas intracelulares
con brotacién dentro de vacuolas, a partir de las cuales 1la
particula viral se libera al medio por fusibén con la membra
na plasm&tica celular (Whitfiel y col., 1971; Gliedman y
col., 1975).

La dependencia de la composici6én lipidica con la cé&lu-
la huésped se pone en evidencia al comparar los lipidos del
SFV crecidos en cé&lulas BHK-21 con los crecidos en células
de mosquitos (Luukkonen y col., 1976). Por otro lado, la ma
yor o menor estabilidad del virién parece depender de la
composicifn lipfdica del mismo (Sly y col., 1976).

La bicapa lipfdica de la envoltura viral muestra una
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marcada asimetrfa. El tratamiento del SFV cultivado en cé&lu
las de mosquito con reactivos de superficie, demuestra que
la capa externa de la envoltura viral posee mis 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 plasm&tica celular. Sin embargo, esta diferencia no
parece ser causada por los lipidos de la membrana viral si-
no por la alteracibn que en la bicapa lipidica provocan las
protefnas virales. Los lipidos aislados extraidos del virus
con cloroformo/metanol presentan méds fluidez que los de la
membrana plasmitica celular, Ademds, la membrana viral se
hace mds fluida cuando se le provoca una digestifn proteoll
tica (Sefton y Gaffney, 1974).

Algunos autores han propuesto que el proceso de forma-
cibén de la envoltura viral en cé&lulas de mamifero se produ-
cirfa mediante la incorporacién de las proteinas del virus
a la poblacib6n no especifica de fosfo y glicolipidos de 1la
membrana plasmitica celular (Hirschberg y Robbins, 1974).
Sin embargo$y ellos encuentran que el virus Sindbis siempre
posee menor cantidad de PC y mayor de Sph y PS que la mem-
brana plasmitica celular (Hirschberg y Robbins, 1974); lo
mismo ?curriria con el SFV (Renkonen y col., 1971). Esto ha
blagia‘ae una migracifén diferencial de la proteina viral ha
cia zonas especificas de la membrana plasm&tica celular. Se
ha propuesto que existe una interaccién transmembrana entre
las glicoprotefnas (formadoras de espiculas) y ciertas zonas
de la membrana plasmictica celular en las que habrfa una re
mocibn de las proteinas celulares que provocarfa la forma-
cibén de "parches" (Renkonen y col., 1971; Garoff y col. ,

1974) .
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Con experimentos de "pulso chase" se vio que las pro-
tefnas virales marcadas con 3H—Leu se forman en el retfcu-
lo endopl&smico; luego de 4 horas posinfeccifn se ubican en
la membrana plasm&tica celular y a las 11 posinfeccibn ya
desaparecen en el virus libre (Richardson y Vance, 1976).
En c€lulas BHK-21 infectadas con el SFV tratadas con trip-
sina no se produce ninglin efecto detectable; en cambio,
cuando son infectadas con el virus Sindbis se observa un
blogueo irreversible en la produccib6n de la progenie vi-
ral, aparentemente la tripsina no afecta la sintesis de
proteinas ni el transporte de las mismas hacia la membrana
plasmética celular pero si el clivaje de una de las protel
nas de la envoltura viral (Adams y Brown , 1982).

No se sabe cudl puede ser la funcibn que cumpla el nG
cleo celular en la morfogénesis viral. Se observ6 que el
virus Sindbis puede ser cultivado en cé&lulas de mamiferos
anucleadas pero no en cé&lulas de insectos anucleadas, en
tanto que el VSV puede ser cultivado satisfactoriamente en
ambas (Erwin y Brown, 1983).

En relacifn con la entrada del virus a la cé&lula hués
ped, trabajos realizados con el SFV demuestran que el mis-
mo entrarfa por endocitosis, quedando el virus secuestrado
dentro de vacuolas y lisosomas celulares que podrian cum-
plir un importante papel en la liberacifn de la nucleocdp-
side (Helenius y col., 1980). Sin embargo, la endocitosis
no parece ser esencial para que se produzca la infeccién
de un cultivo celular con el virus Sindbis (Coombs y col.,

1981).
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Tridoviridae

El Comité& Internacional de Taxonomia de Virus describe
a los miembros de esta familia como virus de genoma DNA bi-
catenario, con una simetrfa aparentemente icosaédrica, sin
envoltura. Sin embargo, esta familia incluye virus de insecC
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 cue aparentemente adquieren por brotacién a través de
la membrana plasmitica (Breese y De Boer, 1966; Kelly, 1975) o
del reticulo endoplasmico (Matthews, 1982).

Uno de los miembros mis 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 caracteristicas de la tipica "mem-
brana unitaria" con que se describe a la membrana plasmiti-
ca celular. Esta membrana puede ser removida del viri&n por
shock osmético o detergentes no ibnicos, lo que sugiere que
estaria constituida por lipidos. La capa siguiente es més
densa que la externa y presenta estriaciones radiales, se
considera que esta capa es la cipside proteica del virus.
Debajo de la cdpside se observa otra membrana de caracteris
ticas semejantes a la externa, que se supone posee lipidos.
Por Gltimo, la estructura mis interna corresponderia al nf-
cleo viral (Carrascosa y col., 1984). Esta estructura no
serifa exclusiva del ASF, pues otros virus tales como el vi-
rus extracelular de la rana 3, aparentemente tambi&n la po-
see. Se desconocen las funciones que cumplen dichas membra-

nas, descartdndose la posibilidad de que la externa cumpla
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un rol importante en la infectividad de estos virus (Mat-

thews, 1982).

AN

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 Taxonomia de Virus.

Los reovirus se encuentran normalmente en los tractos
entérico y respiratorio de los vertebrados. Originariamente
se catalogaron como no pat6genos para el hombre; sin embar-
go, en 1973 se descubrib6 que los miembros de un nuevo grupo
de reovirus, el de los rotavirus, son los agentes causales
mds importantes de las-enteritis infantiles.

Por la resistencia de los viriones al &ter y al cloro-
formo se infiri6 que los rotavirus al igual que los demé&s
miembros de la familia, carecian de envoltura lipidica
(Estes y col., 1979). Pero en lisados de cé&lulas infectadas
con el rotavirus de mono SA-11 se han encontrado particulas
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 podria tener gran importancia en la
morfogénesis viral. Por microscopia electr6nica han demos-
trado que la mayoria de las particulas virales estdn asocia
das a membranas en el homogenado de cé&lulas infectadas y en
el citoplasma de las cé€lulas enteras se han observado virus
totalmente envueltos. Por experimentos de "pulso chase" es-

tablecieron que la glicoproteina viral se asocia r4pidamente
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a la membrana plasmitica celular, mientras que la mayorfa
de las protefnas estructurales aparecen en la fraccibn so-
luble inmediatamente después del pulso de marcacibn. La
inhibicién de la glicosilacibn no afecta la asociacibn de
las glicoprotefnas con las membranas. Adem8s, las membra-
nas plasmiticas aisladas de células infectadas poseen anti
genos virales. A partir de estos datos los autores han su-
gerido que la c8pside externa del viri6n 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 1lo
tanto se lo describe como no envuelto (Matthews, 1982).
Sin embargo, se lo ha encontrado rodeado de envoltura den-
tro de la cé&lula huésped. Al analizar la ultraestructura
de las cé&lulas infec£adas con el SV40 se hallaron particu-
las virales envueltas en el citoplasma, retfculo endoplé&s-
mico rugoso, envoltura nuclear, lisosomas y mitocondrias.
Aparentemente, al entrar a la c€lula el viribén obtiene de
la membrana plasmitica celular una envoltura cerrada. La
particula viral serfa liberada de la envoltura o introduci
da dentro de especializaciones tubulares que forman
las membranas, antes de fusionarse con otras membranas ce-
lulares. La reconstruccidn morfol6gica 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 replicacibn propiamente dicha, est8 facilitada por
su capacidad para ser envuelto por diferentes tipos de mem
branas (especialmente por la plasmdtica y la nuclear) y

por la secuencial fusibén y fisibén de las mismas (Maul y
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col., 1978).

El virus del polioma tambi&n es un papovavirus, por
lo tanto se considera no envuelto (Matthews, 1982). Sin em
bargo, mediante gradientes de densidad de sacarosa se han
separado vesfculas membranosas qgue contenfan particulas vi
rales, a partir del citoplasma de c&lulas infectadas. Do-
sando enzimas marcadoras se ha determinado que las vesicu-
las derivan de la membrana plasm&tica celular. El virus
marcado con 1251 encerrado en la vesicula sedimenta mucho
mis lentamente en un gradiente de sacarosa que el virus ex
tracelular. El tratamiento de las vesiculas que contienen
a los viriones con detergentes provoca la liberacién de a-
quéllos. Los virus liberados poseen las mismas propiedades
de sedimentacibn y las mismas protefinas que el virus extra
celular purificado. El estudio de las vesiculas gque contie
nen viriones representa un paso futuro muy importante en

la elucidacién de los eventos tempranos de la infeccibn

con el virus del polioma (Griffith y Consigli, 1984).
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OBJETIVOS Y PRESENTACION DEL TRABAJO

Los estudios sobre el virus Junin y los dem&s miembros
de la familia Arenaviridae han permitido dilucidar distintos
aspectos de la composicibén, estructura, capacidad antigénica
e infectiva de los mismos.

Asf, como antes se expresara, desde el punto de vista
de su composicién bioguimica se han estudiado y se siguen es-
tudiando distintas caracteristicas de las protefnas y &cidos
nucleicos virales. Sin embargo, hasta la fecha de comenzarse
este trabajo no se habfa encarado el estudio de los componen-
tes lipidicos de los viriones, no obstante existir evidencias
cgue indican que los mismos juegan un rol importante en el es-
tablecimiento de las infecciones virales.

En este sentido, de la revisibn bibliogr&fica preceden-
te se desprende que en muchos casos al estudiar la'composicién
lipidica de los virus en coﬁparacién con la composicibén lipidi
ca de las diferentes fracciones celulares se pudo llegar a de-
terminar el modo en que algunos viriones adquieren su envoltu-
ra. Con estos conoéimientos comenzaron a tener explicacifén al-
gunas de las etapas implicadas en la morfogénesis de los mis-
mos.

Por estas razones hemos encarado el estudio de los compo
nentes fosfolipfdicos de los arenavirus y de las diferentes
fracciones de las cé&lulas huéspedes.

Tratando de hacer un aporte itil a los conocimientos so-
bre fiebre hemorrfgica argentina comenzamos estudiando particu
larmente a la cepa patégena MC, del virus Junin, pero luego an
te los resultados obtenidos y la ausencia de datos para los de

més miembros de la familia, los estudios se extendieron a la
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cepa atenuada XJCl3 del virus Junfin y a los virus Tacaribe y
Pichindé.

Los resultados obtenidos y las caracteristicas de los
sistemas utilizados se analizan a lo largo de cinco capitulos.
En el primero se exponen las razones que llevaron a la elec-
cibn de las técnicas de cromatograffa mono y bidireccional en
capa fina y la técnica de autorradiografia necesarias para el
andlisis de los fosfolipidos virales y celulares. Se descri-
ben adem8s, las caracteristicas que presentan al aplicarlas
al presente sistema de estudio.

En el segundo capitulo se analizan estadisticamente los
recultados logrados al estudiar comparativamente los fosfoli-
pidos de los arenavirus mencionados y las cé&lulas huéspedes
enteras, infectadas con ellos o falsamente infectadas, indi-
c&ndose cbmo y por qué se aplica la metodologia estadistica
elegida.

El tercer capitulo se discute la puesta a punto y la e-
leccibn de las distintas té&cnicas destinadas a separar y ca-
racterizar membrana plasmdtica de reticulo endopl&smico.

En el cuarto capitulo se analizan los resultados obteni
dos al separar y caracterizar membrana plasmética y reticulo
endoplédsmico de cé&lulas infectadas con el virus Junin y de
las cé€lulas no infectadas.

En el quinto capitulo se analizan estadisticamente los
resultados obtenidos al estudiar la composicibén fosfolipidica
de la membrana plasmdtica y de reticulo endopldsmico de las
células infectadas con el virus Junin y de las células con-
trol no infectadas. Se analiza tambi&n la relacifén que existe
entre los fosfolipidos virales y los de las distintas fraccio
nes celulares.

Finalmente se presenta una interpretacifén de los resul-

tados obtenidos.
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MATERIALES

M.1. Productos quimicos

En todos los casos se usaron drogas de BDH (Poole,
Inglaterra), Fluka (Buchs, Suiza), Merck (Darmstadt, RepGbli-
ca Federal Alemana), Pharmacia (Uppsala, Suecia), Sigma (St.
Louis, USA), Carlo Erba (Mildn, Italia), pro anflisis.

El 32POZ "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 nitracién fue géntilmente donado por
Petroquimica General Mosconi

Para las té&cnicas de cromatograffa se utilizaron las si-
guientes drogas especiales: sflica gel H vy SO4(NH4)2, Merck;

cloroformo, BDH-Merck; &cido acé&tico glacial, metanol, NH4OH

y CaCl, anhidro, Mallinkrod (New York, USA); acetona, Carlo

2
Erba; florisil, Sigma.

Para los cultivos celulares y las titulaciones virales
se utilizaron ademis:
TPB (Tryptose Phosphate Broth): Difco (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 c&lulas Vero: 410-1500 Gibco.

Para la técnica de autorradiografia se utilizaron placas

mamogrdficas Min-R y revelador y fijador para placas dentales

de la firma Kodak (Rochester, New York, USA).
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Animales

Se utilizaron ratones albinos que fueron gentilmente do-
nados vpor Laboratorios Bagé y la Comisién Nacional de Energia

Atbmica.

Células

Se utilizaron las lifineas BHK-21(C-13), fibroblastos de
rinén de hamster lactante (Stoker y Mac Pherson, 1961) dona
das por los laboratorios Pfizer y cuyo origen es Laboratorios
Flow (USA) y la linea Vero, fibroblastos de rinbén de mono ver
de africano cercopithecus (Yasumura y Kawatica, 1963) adquiri

das en la American Type Culture Collection.

Virus

Se utilizaron las cepas MC2 Yy XJCl3 del virus Junin, el
virus Tacaribe y el virus Pichindé. Ambas cepas del virus Ju-
nin fueron provistas por el Instituto Nacional de Microbiolo-
gia "Carlos G. Malbrén". La cepa MC, fue aislada de un roedor
de la zona Monez Cazbn (Vilches y col., 1965) y en el momento
de recibirla habfa sufrido 3 pasajes en cerebro de ratfn. La
denominada XJCl3 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 habfa sufrido 2
pasajes por cobayo y 11 por ratén fue clonada en una linea
celular heterodiploide de rinén de conejo, MAlll; uno de los
clones obtenidos dio origen a la cepa XJCl3 (Guerrero y col.,
1969).

El virus Tacaribe cepa TRL.V 11573 pasaje L21 MKK3 L2,



fue provisto por la Dra. M.C. Weissenbacher de la C&tedra de

Microbiologfa, Parasitologfa e Inmunologfa 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
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Birmingham), el in6culo original proveniente de C. Pfau (Rens

selaer Polytechnic Institute, Troy, N.Y.) fue clonado y pla-

queado en cé&lulas Vero.

M.5. Medios y soluciones para el cultivo de cé&lulas

M.5.1. PBS
NaCl 6,40 g KH, PO,
KC1l 0,16 g CaC12.2H20
NaHPO4 0,92 g MgC12.6H20
HZO B.D. csp.
M.5.2. Hank's
NaCl 8,0 g SO,Mg. 2H,0
ClK 0,4 g Glucosa.
PO4HNa.2H20 0,06 g Rojo fenol
PO, H K 0,06 g COHNa
CaClz.ZHZO 0,205 g H,O0 B.D. csp.
M.5.3. Tripsina-EDTA 0,25%
Tripsina 2,5 g EDTA
NaCl 6,4 g Na,HPO,
KCl 0,16 g KH,PO,

0,16 g
0,013 g
0,010 g
1 litro
0,200 g
1,0 g
0,01 g
0,3 g
1 litro
0,2 g

0,92 g

0,16 g

H,O0 B.D. csp. 1 litro
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*
M.5.4. Medio de cultivo para células BHK (MEM-BHK)

a. Para frascos

mg/1 mg/1
C12Ca2 anh. 200 L-treonina 48
PO4H2K 400 L-triptofano 10
SO4Mg anh. 97,67 L-tirosina (sal dis6dica) 51,9
NaCl 6800 L-valina 46
PO4H2Na.H20 140 D-Ca pantotenato 1
D-glucosa 1000 Cloruro de colina 1
Rojo fenol 10 Acido f6lico 1
L-arginina 126 i-inositol 2
L-cistina.2HCl 31,29 Nicotinamida 1
L-glutamina 292 Piridoxal HC1l 1
IrhistﬂﬁnaIKﬂ.Hf) 42 Riboflavina 0,1
L-isoleucina 52 Tiamina-HCl 1
L-leucina 52 TPB (caldo triptosa fosfato) 3000
L-licina 72,5 CO3HNa 350
L-metionina 15 Penicilina 200 u/ml 1 ml
L-fenilalanina 32 Estreptomicina 200 u/ml 1 ml

b. Para cajas: Idem a (M.5.4.a) mds el agregado de 2050 mg/1l

de CO,HNa y 10 ml de HEPES 2,5 M.

3

*
M.5.5. Medio Vero (MEM-Vero)

a. Para frascos: Idem a MEM-BHK-frascos m8s el agregado de:

mg/1 mg/1
L-alanina 8,9 Glicina 7,5
L-asparagina 15 L-prolina 11,5
L-&4cido aspértico 13,30 L-serina 10,5

b. Para cajas: Idem a (M.5.5.a.) m8s el agregado de 2050 mg/1l

de CO3HNa y 10 ml de HEPES 2,5 M.

*

Mac Pherson y Stoker (1962); Catalogo de Gibco (Grand Island Biological Company);
Eagle, H. (1959).
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M.6. PRODUCCION DE ARENAVIRUS

M.6.1. Propagacibn de los virus en animales

Los ratones lactantes son muy suceptibles a la infec-
cibébn con el virus Junin (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 efectub a través de pasajes
de las mismas en ratones de 24 a 72 horas de edad, no deste
tados. La inoculacifn se efectud por via intracerebral, gue
es la que permite el mayor crecimiento viral.

Los animales inoculados con el virus Tacaribe recibie-

4

ron 4 x 10" DL del inbculo original, los inoculados con

50
cualquiera de las otras cepas en estudio recibieron aproxi-
madamente 4 x lO4 UFP* del in6culo original correspondiente

Entre los 7 y 10 dias posinoculacibn, tiempo al que se
produce el pico de m&xima produccibdn viral (Weissenbacher
y col., 1975), se extrajeron los cerebros y se homogeneiza-
ron en 5 veces su volumen de solucibn de Hank's suplementa-
da con 5% de suero bovino inactivado, por calentamiento a
57°C durante 30 minutos. Para ello se utilizé un homogeini-
zador Omnimixer. Sendas suspensiones obtenidas se clarifica
ron a 1000 g durante 30 minutos en centrifuga refrigerada.
Los sobrenadantes se fraccionaron y congelaron a -80°C para
ser utilizados posteriormente como inbculos.

Todas estas operaciones se realizaron en condiciones
de esterilidad.

Los homogenados asi obtenidos presentaron los siguien-

*
tes titulos :

*
Ver "Tftulo de virus" (M.6.3.2)
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Virus Junin - cepa MC2 = 5,2 x 107 UFP/ml

Virus Junin - cepa XJCl3 = 1-1,4 x 108 UFP/ml

Virus Tacaribe = 2,4 x 107 UFP/ml

1-3 x 10’ UFP/ml

Virus Pichindé&

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

1.6 .2.Crecimiento de los virus en cultivos celulares

Para la produccién de grandes cantidades de virus con una
mayor pureza que el obtenido a partir del hu&sped ratén y
para la marcacibn radiactiva de los mismos en forma eficaz y
controlada, se utiliz6 la técnica de crecimiento viral en culti
vo de tejido.

Los tftulos de virus Junin alcanzados en diferentes célu-
las indican que las BHK son las m&s indicadas para ser utiliza
das como fuente de virus (Martinez Segovia y Grazioli, 1967).
Esta linea celular también es la mas empleada para el estudio

de los restantes arenavirus (Pedersen, 1979).

M.6.2.1. Cultivo de células BHK

Las cé&lulas BHK-21(C-13) en cultivo de tejido se crecie
ron en superficie en medio minimo esencial de Eagle, suple-
mentado con TPB, con antibi6ticos (MEM-BHK) y con el agrega-
do de 10% de suero bovino inactivado.

El mantenimiento de la linea celular se realizf en fras
cos de plé&stico.

En los casos en que se necesit6 producir grandes canti-
dades de material —virus o c€lulas— los cultivos se desarro

llaron en frascos de vidrio para sistema rotatorio, Rollers.
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Los repiques se realizaron lavando las monocapas con
solucién salina isot6nica PBS, desprendiendo las células
que las formaban con solucién de tripsina y resuspendiéndo-
las en MEM-BHK suplementado con un 10% de suero bovino inac

tivado,cada 48 horas, haciendo una dilucibn 1:6.

M.6.2.2. Cultivo de wvirus

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

Monocapas de células BHK-21(C-13) con una saturacibn
de 105 células/cm2 se lavaron con PBS y se cubrieron con
homogenados de cerebros de ratones inoculados con la cepa
MC, o la cepa XJCl3 del virus Junin, con el virus Tacaribe
o con el virus Pichindé diluidos en solucibn salina de
Hank's de manera tal que la infecci6n se produjera con una
multiplicidad de 1-4 UFP/cé&lula; multiplicidades comprendi
das entre 1 y 10 UFP/célula son las que permiten obtener
mayores titulos (Remorini, comunicacibén 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 asf tratadas se incubaron durante 2 ho-
ras a 37°C para permitir la adsorci6n del virus. Luego se
les retir6 el homogenado, se lavaron con solucibén 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 cambid diaria
mente. Para el estudio de los virus Tacaribe y Pichindé se
utiliza;on los medios sobrenadantes recogidos el segundo,
tercero y cuarto dfa posinfeccibn; para ambas cepas del vi-
rus Junin los de los tercero, cuarto y quinto dfa posinfec-
cibén, de acuerdo con los datos que arrojan las curvas de
crecimiento viral en c&lulas BHK (Remorini, comunicacibn

personal; Vezza y col., 1977).

M.6.3. Titulaci6bn del virus

El método mas exacto y reproducible de titulacibn de es-
tos virus se basa en su capacidad para producir la lisis y
muerte de las cé&lulas Vero, formando placas en las monocapas

desarrolladas bajo agar nutritivo (Damonte y Coto, 1974).

M.6.3.1. Cultivo de c&lulas Vero

La linea Vero se cultivé en monocapa en medio minimo
esencial de Eagle suplementado con amino&cidos no esencia-
les y antibifticos (MEM-Vero) con el agregado de 5% de sue
ro fetal bovino inactivado.

El mantenimiento de la linea celular se realiz6 en
frascos. Para la titulacibn de los virus las c&lulas se
cultivaron en cajas de Petri incubadas en estufa con co-
rriente de CO2 utiliz&ndose en este caso el medio MEM-Vero
para cajas.

Los pasajes se efectuaron lavando las monocapas con
PBS y desprendiendo las cé&lulas con tripsina 0,25%. Estas
se resuspendieron con el MEM-Vero, suplementado con 5% de
suero fetal bovino inactivado. Luego de 4 a 6 dias de in-

cubacién a 37°C el nGmero de c€lulas se triplicaba.
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Tftulo de los virus

El mé&todo empleado se fundamenta en el tradicional-~
mente conocido M&todo Dulbecco (Dulbeccoy Vogt, 1954).

Cuando las monocapas de las cé&lulas Vero crecidas
en cajas de Petri alcanzaron la confluencia, se les reti-
r6 el medio y se les agreg6 el material a titular diluifdo
convenientemente para obtener un nGmero de placas sucepti
bles de ser contadas, en solucifn de Hank's suplementado
con HEPES 10 mM y 2% de suero bovino fetal inactivado. Se
las incub6 a 37°C en atmb6sfera de co, durante una hora y
se las cubrib con la solucibn que formaria la primer capa
de agarosa nutritiva preparada de la siguiente manera:

Se fundi6 1 g de agarosa Seakem M.E. en 50 ml de agua bi-
destilada a la que se le agregb6 50 ml de la siguiente mez
éla, 46 ml de MEM-Vero x 2 (Idem MEM-Vero para cajas, pe-
ro volumen final 500 ml en vez de 1 litro), 0,4 ml de He-
pes 2,5 My 1 ml de penicilina-estreptomicina 200u c/u /
ml. Se agit6 bien y se esper6 unos minutos a que la tempe
ratura fuera de 40-45°C, justo antes de que la agarosa so
lidificara.

Luego de 5 dfas se les agregb6 la solucibn que forma
ria ia segunda capa de agarosa nutritiva, para lo cual se
fundi6 1 g de agarosa Seakem M.E. en 50 ml de agua bides-
tilada y se mezcl6 con una soiucién gue contenfa: 44 ml
de MEM-Vero x 2, 0,4 ml de Hepes 2,5 M, 4 ml de rojo neu-
tro 1/3000 y 1 ml de penicilina-estreptomicina 200u c/u /
ml.

Al cabo de 24-48 horas se determinaron las unidades

formadoras de placas (UFP) contando el nGmero de huecos
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Q:oducidos en las monocapas por efecto citopdtico de los

virus.

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

En los casos en que se pretendif obtener virus o c&lu-
las marcadas radiactivamente, los cultivos se efectuaron en
cajas de Petri bajo atmb6sfera de C02, debido a que por su ba
ja relacibén volumen de medio sobrenadante del cultivo/super-
ficie de desarrollo de la monocapa, se logra marcar con una
alta actividad especifica.

Las monocapas de las c&lulas BHK-21(C-13) se infecta-
ron con cualesguiera de los arenavirus estudiados o se some-
tieron a una falsa infeccib6n en la forma indicada en (M.6.2.
2). A las 24 horas de la infeccibn con los virus Tacaribe o
Pichindé y a las 36-38 horas de la infeccibn con las cepas
del virus Junin o de la falsa infeccibn, tenien-

MC, o XJCl

2 3
do en cuenta los datos de las curvas de crecimiento viral,
se comenz® la marcacidén con 32P. Para ello, las cé&lulas fue-
ron lavadas con MEM-BHK para cajas carente de POZ y luego se
cubrieron con dicho medio m&s el agregado de 0,2 mCi/ml de 32PO4

32P) libre de fosfatos no radiactivos (MEM—BHK—32P), suple-

(
mentado con 1% de suero bovino inactivado. La marcacibn se
continud durante tres dias 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 purificacién.

Para el estudio de los fosfolipidos de las cé&lulas Ve-

ro falsamente infectadas se procedib de la forma arriba
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indicada pero utilizando MEM—Vero-32P suplementado con 1% de

suero bovino inactivado.

CONCENTRACION DE CELULAS ENTERAS

Una vez efectuada la filtima cosecha del medio sobrena-
dante de los cultivos celulare; infectados o falsamente in-
fectados marcados radiactivamente o no segfin se indica en el
pi&rrafo anterior o en (M.6.2.2) respectivamente, las monoca-
pas se lavaron con PBS y se levantafon con ayuda de un poli-
ceman. Luego se resuspendieron en PBS y se concentraron por
centrifugacifn a 2000 g durante 3 minutos en centrifuga re-
frigerada. Se desecharon los sobrenadantes y los sedimentos
se lavaron con solucifén PBS, la suspensibn se volvi6 a cen-
trifugar a 2000 g durante 3 minutos en frfio. Las cé&lulas asi

lavadas y concentradas se congelaron a -80°C hasta el momen-

to en que se les extrajeran los lipidos.

PURIFICACION DE LOS VIRUS

Los fluidos sobrenadantes de los cultivos BHK-21 infec
tados o falsamente infectados se descongelaron y se clarifi-
c;ron‘a baja velocidad. Los sobrenadantes de esta centrifuga
cibn se recogieron en tubos del rotor 30 de Spinco sobre un
colch6n de 5 ml de sacarosa al 20% en buffer borato 0,05 M,
pH = 7,2; o en tubos del rotor 50 de Spinco con 2,5 ml de la
misma solucibn. 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 solucién TE (EDTA 1 mM - Tris HCl1l pH 7,2 10mM) y se
sonicaron sumergiendo los tubos durante 30 segundos en un re
cipiente lavado ultras6nico de Heat Systems. Luego se clari-
ficaron por centrifugacifn a baja velocidad y los sobrenadan
tes se sembraron en un doble colchén de 2 ml glicerol 10% +
+ tartrato de K’lO%, en TE y 0,9 ml 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 puncién de los fon-
dos de los tubos. La posicién del virus se estimé midiendo
la radiactividad precipitable con TCA en cada fraccién en un
contador de centelleo ligquido y por medida de su absorbencia
a A = 280 nm. Las fracciones conteniendo una determinada ce-
pa viral se reunieron y después de ser diluidas conveniente-
mente con solucibn 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 ml de soluciones de ClCs en TSE, de densida
des extremas 1,1 - 1,4 g/cm3, 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
gacibn isopicnica de 55.000 rpm durante 3 horas. El fraccio-
namiento y el establecimiento de la posicibn de los virus se
realizaron de la misma manera que en los gradientes anterio-
res. La densidad -se determin® midiendo el indice de refrac-
cibn de cada fraccibén 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 retir6 de 1las

bolsitas de diflisis y se someti6 a los procedimientos



destinados a estudiar sus fosfolipidos.

M.10. RUPTURA DE CELULAS CON HOMOGEINIZADOR

Se efectub seglin 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 volGmenes de Tris HCl1l 50 mM, pH 7,4. Se tomd6 una alicuota
de la suspensién y se coloreb con azul de Trip&n para deter-
minar el nGmero de cé&lulas viables en cdmara de Neubauer. E1l
resto de las cé&lulas en suspensifn se rompieron en un homo-
genizador Dounce. Cada 5 golpes de é&mbolo se tomaron alicuo-
tas para establecer el ntimero de células viables, repitiendo
la operacién hasta gue el mismo fue de un 5 a un 10% del nG-
mero original. El1 homogenado asi obtenido se guard6 a -80°C

hasta su uso.

M.11. AISLAMIENTO DE MEMBRANAS CELULARES

Por las razones que se expondré&n en el Capitulo III
de Resultados y Discusibén, el aislamiento de las membranas
de las c&lulas BHK-21(C-13) se efectuf por el método de

Graham (1972).
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M.11.1. Cosecha y homogeinizacibn celular

Se parti6 de c&lulas infectadas con la cepa MC, del
virus Junfn o células no infectadas cultivadas en 20 fras-
cos Roller de la manera indicada en (M.6.2.2.2.). Al quinto
dia posinfeccibn o al ﬁaber llegado al 100% de saturacibn
las cé&lulas no infectadas, se retir6 el medio sobrenadante
de cultivo y se levantaron las monocapas.

En los casos en que se estudiaron los fosfolipidos de
estas membranas celulares, paralelamente al cultivo de las
células en frascos Roller, se prepararon células marcadas
con 32P. Para ello las cé&lulas infectadas o no infectadas
se cultivaron en cinco cajas de Petri de la manera indicada
en (M.7.). Al tercer dia de marcacibn, las monocapas se le-
vantaron.

La cosecha de las cé&lulas marcadas y no marcadas se

hizo en forma conjunta. Para ello las monocapas se lavaron

[

con buffer PO4 0,01 My ClNa 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 suspensibn se centrifugd a 1300 rpm durante 15 mi-
nutos en un rotor SS34 de Sorvall. El sedimento se resuspen
di® en 40 ml de buffer (sacarosa 0,25 M, Tris-HCl 5 mM y

SO,Mg 0,2 mM, pH = 7,4) tomf&ndose una alicuota para conteo

4
celular. El1l resto se centrifug6 a 1500 rpm durante 15 minu-

tos en un rotor SS34 de Sorvall. Esta operacibn se repiti6
dos veces m&s. El sedimento de la Gltima centrifugacibn se
resuspendi6 en 30 ml del buffer anterior y nuevamente se
tomaron alfcuotas para efectuar el conteo de cé&lulas via-
bles. La ruptura celular se efectub en el material restan-
te, colocando la suspensién de cé&lulas bajo una presibn de

nitr6geno de 58 atm, en un reactor para hidrogenacibn, con
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agitacibn permanente y siempre en bano de hielo. A los 20
minutos se llev6 a cabo una descompresibén r&pida. El1 conte
nido del reactor se volcd en un vaso de precipitado de bo-
ca ancha conteniendo EDTA para llegar a concentracién fi-
nal 1 mM. Se agit6 suavemente para eliminar la espuma. Se
tomaron alicuotas de este homogenado para dosar las dis-
tintas enzimas y ademds para verificar el grado de ruptura.
El nfimero de células viables se determin6 tratando
las células con Azul de Trip&n Yy contdndolas en cémara de
Newbauer. En todos los casos se comprob6 una ruptura celu-

lar eficiente, lo que permiti6 continuar con la purifica-

cibn.

Purificaci6én de membrana plasmitica y retfculo endoplésmico

Separacitn de Los nlcleos: Los nicleos se eliminaron del homoge

nado celular por centrifugacibdn a 4600 rpm durante 5 minu-
tos en rotor SS34 de Sorvall. El sedimento se lav6 con 10 ml
de buffer sacarosa 0,25 M, Tris-HC1l 5 mM, EDTA 1 mM, pH =
7,4.

Los sobrenadantes combinados fueron llamados sobrena-

dante citoplasm&tico.

Separacibn de mitocondrias: E1 sobrenadante citoplasm&tico fue

sembrado en tres gradientes preformados en tubos de rotor
SW-25,2 de Spinco. Los gradientes estaban constitufdos por
una zona de variacibn de la concentracibn de sacarosa desde
60% P/P a 30% P/P; un colchén de sacarosa 30% P/P y otra zo
na de variaci6n de la concentracién de sacarosa desde 30%
P/P a 10% P/P. Todas las soluciones de sacarosa estaban en
buffer Tris-HC1 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 concentracién de protefnas a lo largo de cada ¢racdicn-
te se determind por lectura de la absorbencia a X = 280 nm
de cada fraccibn y la radiactividad de las mismas mediante
el método de Cherenkof en un contador de centelleo liquido.

Las fracciones correspondientes a mitocondrias y a
proteinas solubles se congelaron a -80°C. El material micro
somal se diluy6 con un volumen igual al propio en buffer
Tris-HC1l 5 mM, pH = 7,4 y se centrifugf a 36500 rpm durante

90 minutos en rotor 50 de Spinco.

Resolucitn de material microsomal: E1l sedimento de la centrifuga-

cibn anterior se resuspendié en 10 ml de buffer Tris-HCl
10 mM, pH = 8,6 y se centrifugé a 41000 rpm durante 30 minu
tos en rotor 50 de Spinco.

A este sedimento se lo resuspendid en 10 ml de buffer
Tris-HC1l 1 mM, pH = 8,6 y se lo centrifug6 a 41000 rpm du-
rante 30 minutos en rotor 50 de Spinco.

Se desech®6 el scbrenadante y el sedimento se tomb con
1,5 ml de buffer (Tris-HCl 1 mM, SO4Mg 2 mM, pH = 8,6) y se
dej6 dializando durante 90 minutos contra el mismo buffer.

El material dializado se sembrd sobre un gradiente pre
formado por capas de dextrdn de 25% P/P a 5% P/P, en el mis
mo buffer. El gradiente se centrifugb6 a 26000 rpm durante
16 horas en rotor SW-41 de Spinco y se fraccion86 perforando
el fondo del tubo. La concentracibén de proteinas en cada
fraccibn se determiné por lectura de la absorbencia a A =280rm
Yy la radiactividad mediante el m&todo de Cherenkof.

Se unieron las fracciones de cada pico, se diluyeron
con 20 volfimenes del Gltimo buffer y se centrifugaron a 41000
rpm en rotor 50 de Spinco durante 90 minutos. El sedimento
de la centrifugacibn se tom6 con 1 ml del mismo buffer y

allf se dosaron las distintas enzimas y fosfolipidos.
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M.11.3.Caracterizacib6n de las membranas aisladas

Se efectud dosando las enzimas marcadoras de las dis-
tintas membranas. La concentracibén de protefinas se determiné
por el método de Lowry (Lowry y col., 1951) adaptado a un vo
lumen final de 200 ul.

El fb6sforo inorgénico (Pi) se dos6 por el método de

Fiske y Subarow (1925) adaptado a volimenes finales de 200 ul.

M.11.3.1. ATPasa activada por sodio y potasio

Se determin® siguiendo el método de Wallach y Kamat
(1966) . Se incubaron en paralelo 2 series conteniendo,

una: ClNa 0,25 M, SO,Mg 1,38 mM, Na-ATP 1,25 mM, en buffer

4
Tris-Hcl 6,25 mM, pH = 8,6 con EDTA 0,312 mM; y la otra
tenfia adem&s, ClK 12,5 mM. E1 volumen final fue de 80 ul
y la reaccibn comenzd con el agregado de la muestra proble
ma conteniendo entre 35-70 ug de proteina del homogenado o
el equivalente de las otras fracciones, en base a la esti-
macibédn de la actividad de la enzima en ellas. La incuba-
cidn se realizb a 37°C durante una hora. La reaccibn se de
tuvo por el agregado de TCA al 30%. El1 Pi liberado se de-
termiﬁé por el método arriba indicado.

La actividad enzimdtica se establecid hallando la di
ferencia entre la cantidad de Pi liberado por mg de protel

. +
na por hora a 37°C en presencia de K con respecto a la

producida en su ausencia.
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Glucosa-6-fosfatasa

Se siguid la técnica usada por Moré (1971). Se incu
baron durante 15 minutos a 37°C series conteniendo distin
tas cantidades de proteinas celulares de acuerdo a la ac-
tividad esperada. El medio de incubacién contenia glucosa-
-6-fosfato 11 mM en buffer Tris-HCl 55 mM, pH 6,6, con B-
mercaptoetanol 11 mM y tartrato de sodio y potasio 11 mM.
Adem8s, para inhibir a la fosfatasa alcalina se le intro-
dujo EDTA 4 mM (Brotherus y Renkonen, 1977; Swanson, 1955).
El volumen final de la reaccién fue de 80 ul y comenzd
con el agregado de la muestra problema en la misma forma
que para la ATPasa (Na+—K+). La reaccidn se detuvo por el
agregado de TCA al 30%. E1l Pi liberado se dos6 por el mé-
todo arriba descripto.

La actividad enzimé&tica se expresbd como la cantidad

de Pi liberado en 1 hora a 37°C por miligramo de protefna.

Fosfatasa &cida

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 B-glicerol fosfato
50 mM en acetato de sodio 50 mM, Tritén X-100 0,1%, pH=5.
El volumen final de la reaccibdn fue de 80 pl; la misma
comenz6 con la muestra problema que contenia de 35 a 70 ug
de protefna de homogenado o su equivalente en las demds
fracciones. Se incubb6 a 37°C durante 10 minutos.

Tambié&n aquil la actividad enzimdtica se expresb
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como la cantidad de Pi liberado en una hora a 37°C por mi

ligramo de proteina.

Succinato deshidrogenasa

Se determind por el método de Arrigoni y Singer
(1962), segln la modificacién hecha por Boveris (Boveris
y col., 1976).

La mezcla de reaccibn contenfa 0,52 mM de metasulfa

to de fenazina (MSF), 55 uM de 2-6-diclorofenolindofenol
(DCFI), 1 mM de KCN, 7 mM de succinato de sodio en buffer

fosfato 1 mM, pH = 7,4.

La reaccibn se inicid con el agregado de 50 ug de
proteina de homogenado o su equivalente en las otras frac
ciones celulares. El volumen final fue de 300 ul y la tem
peratura 30°C.

La reduccidn del DCFI se siguid mediante la lectura
de la absorbencia a A = 600 nm; en los accesorios Tm (tem
peratura de desnaturalizacidén del DNA) de un espectrofotd
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 gue no poseia DCFI. El sistema fue

programado para efectuar en forma simult&nea ambas medi-

das.

1 -1

El Ac = 20,5 mM ~ cm

mM
La actividad enzimitica se expresd como la canti-

dad de sustrato transformado a 30°C por miligramo de pro-

tefna por hora.



M.12. ANALISIS DE LOS FOSFOLIPIDOS

M.12.1.0btencibn de los extractos lipidicos

Los lipidos 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 extraccidbdn se realiz6 en tres pasos y segflin las indicacio
nes de los autores del método los extractos crudos fueron la
vados con 1/5 de su volumen de agua bidestilada.

Los extractos orgdnicos lavados fueron puestos a secar
bajo corriente de N2 y los 1lipidos redisueltos en cloroformo/

metanol (2:1).

M.12.2. Separacibn de las distintas especies fosfolipidicas por cro-

matografia bidimensional en capa fina. Puesta a punto del

método

Debido a gque las distintas especies gque integran esta
clase de lipidos poseen propiedades quimicas y fisicas seme-
jantes, las mejores separaciones se logran utilizando las
técnicas de cromatografias bidireccionales en capa fina. La
silica gel H carente de fraguante es el adsorbente elegido
para la separacibén de fosfolipidos. Sin embargo, el agregado
de un 10% de silicato de magnesio (florisil) permite obtener
manchas mé&s compactas y bien definidas, en particular para
los fosfolipidos &cidos (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 &cida en la primera dir- - idn scuuilda de
una b&sica y/o que contenga acetona en la sejunda, para re-
tardar la migracidn de los fosfolipidos respecto de los gli-
colipidos. El sistema predilecto es el de Rouser (Christie,
1973).

El andlisis mediante este sistema de una mezcla de fos
folipidos patrones (comerciales) mostraba, en un principio,
una buena resolucibn entre las especies PC, PE y C. En cam-
bio, entre Sph, PI, PS y LPC no existfa una buena separacidn.

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 cromatogréfico.

Se trat® de determinar cudl era la causa de la baja re
solucibén y para ello se cromatografiaron bidimensionalmente,
en forma individual, cada uno de los patrones. Sph, PI, LPC,
PC y C daban una sola mancha en la placa cromatogréfica, pe-
ro PS y PE se resolvian en dos manchas cada uno, lo que indi
caba la existencia de otros componentes (posibles lisoderi-
vados) .

Cuando se cromatografiaron bidireccionalmente nuevos
patrones recientemente preparados, se encontr& que cada uno
se presentaba como un solo compuesto. Por lo tanto, no po-
sefan lisoderivados ni ningn otro contaminante. La cromato-
graffia bidireccional en capa fina de la mezcla completa mos-
traba separadas todas y cada una de las especies sembradas.

Sin embargo, esto no era suficiente, pues al analizar
los fosfolipidos de los materiales en estudio que seguramen-
te tendrfan LPE, se volveria a presentar el mismo problema.
Por ello fue necesario optimizar las condiciones para obte-

ner cromatograffas bien resolutivas afin al analizar muestras



que contenfan lisoderivados.

Después de muchas experiencias en las cue se efectuaron
una serie de modificaciones, algunas de ellas indicadas en la
literatura destinadas a la técnica de cromatografifa (Browning,
1971; Christie, 1973; Randerath, 1970) y otras que surgieron
de la observacibn de los resultados obtenidos, se lograron
buenas resoluciones. Por una parte, mejor6 la calidad de las
placas de sflica 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 controld la
temperatura de las cubas durante el desarrollo del cromatogra
ma, la calidad, las proporciones y, fundamentalmente, el gra-
do de hidratacibn de los solventes, las cantidades y tipo de
material a sembrar y el tratamiento de las placas entre ambas

corridas.

M.12.2.1. Separacién de los fosfolipidos virales y de las diferentes

fracciones celulares

Los extractos conteniendo los lipidos marcados con

(11}

32

PO, fueron analizados por cromatografia bidimensional so-

LN

bre placas de silica gel H + 10 de silicato de Mg (Florisil)
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 frias 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
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ascendente, en las dos direcciones. Para la primera direc
cibén la mezcla de solventes fue: C13CH/MeOH/NH4OH (13:7:5)
y el tiempo emnleado: 80 minutos.

La segunda direccibn se resuelve en aproximadamente
45 minutos con el siguiente sistema de solventes: C13CH/
Acetona/MeOH/AcH/HZO (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 fosfolipidos fueron reveladas por
exposicibn de las placas a vapores de iodo y/o por carbo-
nizacién de la materia org&nica y/o por coloracién con
ninhidrina o por la técnica de Dragendorff y en la mayo-
ria de los casos por autorradiografia.

Las manchas cque impresionaron la pelicula radiogré&-
fica fueron levantadas cuidadosamente, puestas en viales
conteniendo 10 ml de Tolueno + 4% de omnifluor y contadas

en un contador de centelleo ligquido.

M.12.3. Técnicas para el revelado de los fosfolipidos cromatografiados

Ram%hdoconlz: Las placas se expusieron a los vapores de 12

bisublimado, apareciendo manchas pardas o amarillas segGn la

cantidad de lipido presente.

Canbonizacibn: SeglGn Christie (1973), se disolvib Cr,0.K, en

SO,H, (1:1) y se aplicb en forma de aerosol sobre la cromato

4
graffa. Se coloc6 luego la placa a 180°C durante 1 hora. Las
zonas de la placa conteniendo compuestos org&nicos aparecie-

ron negras por la carbonizacibén de los mismos.
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Ninhid«ina: Segin Panderath (1970) se discivi& =1 ceolorante
ninhidrina al 0,2% en butanol saturado con agua y se rocia-
ron las placas con esta solucibén. Luego se llevaron a una
estufa a 100-105°C en atmbésfera saturada en agua. Los lipi-

dos con grupos aminos libres dieron color violé&ceo.

Dragendonfg: (modificacibn de Murnier y Macheboeuf, segln

Randerath, 1970).

Solucibn 1: 1,7 g de nitrato bdsico de bismuto en 100 ml
de'écido acético 20%.

Solucibn 2: 40 g de KI en 100 ml de H,0.

Se tomaron 20 ml de solucién 1 y 5 ml de solucibn 2, més

70 ml de H,0. Se aplic6 la mezcla en la placa en forma de

aerosol y aparecienron anaranjadas las zonas conteniendo

PC, LPC y Soh.

12.3.1. Reconocimiento de las manchas correspondientes a esfinoc-

mielina y fosfatidilinositol y lisofosfatidiletanolamina

por cromatografia unidireccional en cava fina

Las manchas correspondienteé a las especies Sph, PI
y LPE se levantaron de las cromatograffas bidimensionales.
Los lipidos que contenian se extrajeron de la silica gel
con metanol v luego con solventes de Folch, cloroformo/me
tanol (2:1). Los extractos org&nicos se llevaron a segue-
dad bajo corriente de N2 y los lipidos se redisolvieron
en solvente de Folch. Luego se sembraron en una placa cro
matogrdfica preparada de acuerdo a Christie (1973), con

sflica gel H + 0,04% de SO, (NH,), activadas a 120°C y
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enfriadas en desecador. Como patrones se usaron fosfolipi
dos comerciales no marcados. El cromatograma se desarro-
116 en forma ascendente en la siguiente mezcla de solven-
tes: C13CH/MeOH/AcH/N20 (50:25:8:1).

Las placas obtenidas se revelaron por autorradiogra

fia y por exposicibn a vapores de I,.

Autorradiografia (puesta a punto)

El sistema pudo usarse satisfactoriamente merced a
varios ensayos gque permitieron encontrar:

- la manera de fijar la silica gel al vidrio soporte pa-
ra gue no se desprendiera al apoyar la placa autorradio
grafica. Entre las distintas sustancias usadas se encon
tré6 que la m&s conveniente es el fijador para cabellos
aplicado en forma de aerosol.

- El tipo de placa radiogréafica, pantalla intensificadora
mds conveniente que es la que se cita en (M.1.)

- El tiempo y cantidad de radiactividad necesarios para
impresionar convenientemente la placa autorradiogr&fica.
Las placas sembradas con 100.000 cpm pueden ser revela-

das a las 72-96 horas de exposicibn.
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CAPITULO I: SEPARACION E IDENTIFICACION DE FOSFOLIPIDOS



R.1.1. CROMATOGRAFIA BIDIMENSIONAL EN CAPA FINA

Las envolturas virales poseen como componentes lipidi-
cos mayoritarios a los fosfolipidos.

El estudio cuali y cuantitativo de los lipidos de un
sistema biolb6gico obliga a la separacibn e identificacibn de
las diferentes especies individuales que componen a la mez-
cla compleja. Para poder cumplir con estos requisitos, al
analizar los fosfolipidos de los arenavirus y sus cé&lulas
huéspedes, se utiliz6 la técnica de cromatograffa bidimensio
nal en capa fina. La puesta a punto de dicha técnica se rea-
1iz6 utilizando fosfolipidos patrones comerciales y los deta
lles 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 resolucibn entre todas
las especies sembradas, afin entre PI, Sph y LPE gue 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 gue la fotograffia no puede captar y que
como se demostrard en (R.1.3.) corresponde a LPE. Esta espe-
cie no fue agregada a la mezcla de fosfolipidos con que se
sembrd la cromatoplaca sino que surge como producto de degra
dacibn, de alli gque su masa sea muy pequena. Cuando se halla
en mayor proporcién, no solo se visualiza mejor sino que tam

bién se separa mejor de Sph, como veremos mds adelante (fi-

guras 4 y 7).
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Figura 1l: Cromatografia bidimensional en capa fina de fosfolipidos patrones

En la placa fueron sembrados los siguientes patrones comerciales: 30 pg de
IPC, PI y S y 40 pg de PS, PE y-PC.

La cromatoplaca fue revelada por exposicidn a los vapores de 12.
1D: primera direccidon del desarrollo del cromatograma

2D: segunda direccion del desarrollo del cromatograma

M : punto de siembra
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R.1.2. DETECCION DE FOSFOLIPIDOS POR AUTORRADIOGRAFIA

La posicibn de cada especie en la placa cromatogréfica
normalmente se revela mediante la exposicién de la misma a
los vapores de I, o por carbonizacién de la materia org&nica
contenida en cada mancha.

Este método es mds sensible, ya gque permite revelar fé&
cilmente 10 pg de cada especie y extremando los cuidados has
ta 1 pyg de las mismas (Christie, 1973).

Para algunos virus de envoltura se halld gque la rela-
cibn en masa entre fosfolividos y proteinas 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
esperaria tener aproximadamente 48 pg de fosfolipidos vira-
les a partir de los 900 ml del medio sobrenadante que se re-
colecta en tres dias del cultivo de células infectadas en 10
frascos roller ya gue dicho medio sobrenadante contiene 0,2
mg de proteina viral. Esta masa de fosfolipidos se reparti-
ria en por lo menos 10 especies diferentes, pero al no ha-
llarse todas en la misma proporcibén, los lipidos minoritarios
no se podrian detectar ni afin por el método de carbonizacién.

Dada la dificultad de tener cantidades de arenavirus
adecuadas para el andlisis de sus fosfolipidos por mé&todos
que detectan la masa de los mismos, fue necesario utilizar
otros m&s sensibles. Asi se empled la técnica de autorradio-
grafia aplicada a la cromatografia. Los detalles de la pues-
ta a punto de la misma se describen en (M.12.3.2.).

El sistema pudo usarse satisfactoriamente y asi se de-
tectaron fosfolipidos gque est&n en una proporcifn menor que

el 1% del total, a partir de la masa de virus contenida en
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s6lo 40 ml de medio sobrenadante del cultivo de cé&lulas in-
fectadas, lo que implica haber detectado correctamente, como
se mostrar8 en las figuras 4 y 7, fosfolipidos cuya masa en

la cromatoplaca se calcula seria inferior a 0,02 yng.

IDENTIFICACION DE FOSFOLIPIDOS

La identificacibn de las manchas obtenidas en los cro-
matogramas se efectu6 por las técnicas que habitualmente se
utilizan y que se detallan en (M.12.3.).

En los casos en que quedaban dudas se cromatografiaron
los extractos de los fosfolipidos marcados con 32P de cé&lu-
las o de virus, con el agregado del patr6n fosfolipidico en
cuestibn como portador frio. De esta manera, se establecie-
ron por autorradiografia las posiciones de todas las espe-
cies fosfolipidicas que componian al extracto, en tanto que
por exposicibn a los vapores de I, sb6lo se revel6 la posi-
cibén de la especie considerada.

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

Por otra parte, se recromatografiaron individualmente
en una dimensién los fosfolipidos contenidos en cada una de
las manchas correspondientes a estas tres especies en la cro
matograffia bidimensional. Los resultados obtenidos se repre-
sentan en la Figura 2. En la misma se observa que la mancha

que en la cromatografia bidimensional se ubica por encima de
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Figura 2: Cromatografia unidireccional en capa fina del material separado en

una cromatografia bidimensional

El sector A representa la distribucién de los distintos fosfolipidos virales en

una cromatografia bidimensional en capa fina y revelada por autorradiografia.

En el sector B se esquematiza la cromatografia 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 extraido de la mancha Y, el tercero con el de la mancha X y el

cuarto con el de la mancha H de la primer cromatografia. La placa fue revelada

por autorradiografia.

M: punto de siembra

D: direccidn 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 corresponderfa a LPE.
Estos resultados coincidirfan con las observaciones anterio-
res. Por ello se concluye que quedaron bien separadas e iden

tificadas todas las especies fosfolipfdicas estudiadas.



CAPITULO II: 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. Separacibn e identificaci6bn de fosfolipidos celulares

De acuerdo con lo expresado en el capitulo precedente
(R.1.2,), la escasa masa de virus producida en cultivos ce-
lulares hace que sea imprescindible el empleo de is6topos
radiactivos para estudiar la proporcibn relativa de las dis
tintas especies fosfolipidicas de los arenavirus. En tanto
que la masa de fosfolipidos proveniente de las cé&lulas de
aaguellos cultivos es suficientemente grande para que las
distintas especies que los constituyen puedan ser identifi-
cadas v dosadas por mé&todos quimicos (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 proporcibn
relativa de los distintos fosfolipidos virales y celulares

32P

resulta conveniente emplear también la marcacib6n con pa

ra el andlisis de los Gltimos.

Las cé&lulas infectadas por los arenavirus o las falsa
mente infectadas se marcaron con 32P y fueron procesadas de
acuerdo con el esquema de la Figura 3; a continuacifn 1los
extractos lipidicos obtenidos fueron analizados por cromato
graffia bidimensional en capa fina. En un comienzo las pla-
cas cromatogr&ficas fueron sembradas con extractos lipidi-
cos celulares unidos a una mezcla de fosfolipidos patrones.
Esta técnica permitirfa tener la cantidad de material nece-
saria para revelar y establecer correctamente mediante dis-
tintos reactivos gquimicos, la identidad de cada mancha cro-
matogr&fica. Esto filtimo se logr6§ porque los mapas obteni-

dos por autorradiografia se superponian perfectamente con
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' - INFECTADOS CON ARENAVIRUS
CULTIVOS CELULARES EN MONOCAPA

Lo

MARCACION CON PO4

O FALSAMENTE INFECTADOS

CELULAS MEDIO SOBRENADANTE
DE LOS CULTIVOS CELULARES
RESUSPENSION DE MONOCAPAS CLAR1F1CACI°N

CONCENTRACION + LAVADO EN SACAROSA

., |

LAVADO Y CENTRIFUGACION LAVADO EN GLICEROL TARTRATO

'

EQUILIBRIO DE SEDIMENTACION EN Ci1Cs

v
SEDIMENTO CELULAR DIALISIS

\J
EXTRACCION DE FOSFOLIPIDOS (METODO DE FOLCH)

| .

ANALISIS DE FOSFOLIPIDOS POR CROMATOGRAFIA BIDIMENSIONAL EN CAPA FINA

Figura 3: Esquema experimental de la marcacifn y extraccifn de

fosfolipidos virales y celulares.



aquéllos alcanzados por revelado quimico. Por otro lado,
debido a que la cuantificacibn se realiz6 dosando la canti
dad de 32P contenida en cada mancha, la presencia de los
portadores frfos no interfiri6 con las determinaciones.

Las proporciones relativas de los distintos fosfoli-
pidos en cada placa se estableci6 calculando el porcentaje
de 32P de la mancha correspondiente respecto del total de
cuentas recuperadas.

Los resultados asi obtenidos han permitido estable-
cer culles son las especies fosfolipfdicas 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 observ6 que las manchas eran m&s compactas, y
que por lo tanto se separaban mejor, cuando los extractos
lipidicos celulares eran cromatografiados sin el agregado
de portadores frios. Al introducir esta modificacibn, se
lograron cromatografias tales como las mostradas en la Fi-
.gura 4 con manchas bien definidas y bordes nitidos.

Ademds, con la repeticibén de los ensayos, se fue ad-
quiriendo una mayor habilidad manual para levantar las zo-
nas del cromatograma que contenfan las distintas especies
fosfolipfdicas. Los porcentajes de recuperacibn de la ra-
diactividad sembrada fueron del 71% al 97%. En estas con-

diciones se obtuvieron resultados que se analizardn mds a-

delante.



CELULAS FALS. INFEC

Figura 4: Fosfolipidos celulares

Autorradiografia de una cromatografia bidimensional en capa fina del extracto
lipidico de celulas BHK-21(C-13) falsamente infectadas. Se analizaron, como

se indica en Materiales y Métodos, 100.000 cpm de 32P. El tiempo de exposicion
de la placa radiografica fue de 96 horas. Las manchas correspondientes a LPC y
PA se observan en la aurorradiografia pero, por se muy tenues, no se registra-
ron en la copia en papel. Las manchas que no tienen identificacidn son las que
se computan como fosfollpidos desconocidos.



R.2.1.2. Purificacibén del virus Junfn y otros arenavirus

El estudio biogquimico de los agentes virales requiere

que los anflisis correspondientes se realicen sobre virus
*altamente purificados.

En la literatura especifica aparecen muchos sistemas
referidos a la purificacién del virus Junin. Los primeros
gue se utilizaron estén basados en la separacibn mediante
un sistema bif&sico (Martinez Segovia y Diaz, 1968), la pre
cipitacibn con sulfato de protamina (Coto y Parodi, 1968) o
con sulfato de amonio (Help y col., 1970). Estos sistemas,
gue logran una muy buena recuperacibn de la infectividad,
sirven en realidad, m&s para concentrar que para purificar
el virus. Posteriormente, al estudiar los componentes es-
tructurales del mismo, los mé&todos de purificacibn se basa-
ron en centrifugaciones a travé&s de gradientes de sacarosa
(Afibn y col., 1976; Coto y col., 1972; Martinez Segovia y
De Mitri, 1977). Este sistema permitia obtener material con
un alto grado de pureza para el anflisis de los &cidos nu-
cleicos virales (An6n y col., 1976); sin embargo, no logra-
ba eliminar totalmente las proteinas contaminantes (Roma-
nowski, 1981).

La té&cnica esquematizada en la Figura 3, que se basa
en la centrifugacifn a través de soluciones de sacarosa,
glicerol-tartrato y ClCs brindaba la posibilidad de obtener
virus libres de proteinas contaminantes (Romanowski, 1981).

Las experiencias que se describen a continuacién tie-
nen por objeto estudiar si mediante la aplicacifn de esta
Gltima té&cnica se podrfan obtener virus que cumplieran con

las condiciones de no contener fosfolfpidos 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 operacibn fue repe
tida a alta velocidad para sedimentar el material particu-
lado pas&ndolo a travé&s de una solucibn de sacarosa. Se ob
tuvo asi un precipitado cuyos componentes, que debian po-
seer un alto coeficiente de sedimentaci6n, habfan sido la-
vados por la solucién de sacarosa. Seguidamente se efectub
un lavado del material sedimentado pas&ndolo a través de
una solucién de alta fuerza ibnica (glicerol-tartrato) y
se lo recogif sobre una capa de sacarosa de alta densidad.

La Figura 5 muestra la distribucibén de la radiactivi

dad del 32

P proveniente del medio sobrenadante de un culti
vo infectado y de un control falsamente infectado, ambos
sometidos a los procedimientos descriptos en el pérrafo an
terior. Puede observarse que es muy poco el material marca
do proveniente del cultivo no infectado que sediment6 en
la interfase de sacarosa/glicerol-tartrato, mientras que
la mayor parte de la radiactividad proveniente del cultivo
infectado se encontr6 sobre el colchén de sacarosa, posi-
cién en la que se encuentran los virus (Romanowski, 1981).
En cambio, se verific6 la ausencia de material marcado en
la parte superior del tubo, lugar en el que podrian hallar
se los compuestos de bajo peso molecular.

El material depositado en la interfase fue sometido
a una centrifugacifn isopicnica en ClCs. Se separaron asf
de los viriones los materiales de distinta densidad. En la

32P

Figura 6 se puede observar que la mayor parte del se
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Figura 5: Purificacion de la cepa MC. del virus Junin. Lavado en glicerol-tar-

2
trato

Cultivos de células BHK-21(C-13) en monocapa, en cajas de Petri de 8,5 cm de did
metro (1,5 x 107 células) se infectaron con una mdi = 2 del virus Junin MC2. Al
segundo dia post-infeccidn se marcaron con 32P (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 operacidn se repitid a alta
velocidad para sedimentar el material particulado, pasandolo por un colchdn de
sacarosa 20% P/V. El precipitado se sembrd sobre un doble colchdn de glicerol-
tartrato/sacarosa y se centrifugd 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-
mind la radiactividad en alicuotas de 2 pl de cada una de las mismas precipitan-
do con TCA 5% (—).

El medio sobrenadante de células BHK-21 falsamente infectadas se tratd de igual

manera (---).
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Figura 6: Purificacidén de la cepa MC. del virus Junin por centrifugacidn iso-

2
picnica en ClCs.

Las fracciones de miaxima radiactividad de la Figura 5 se diluyeron y se sembra
ron sobre un gradiente preformado por capas de ClCs. Este fue sometido luego

a una ultracentrifugacién a 55.000 rpm durante tres horas en el rotor
SW 60Ti de Spinco. El gradiente se fracciond por puncién del fondo del tubo y
se determind la radiactividad en alicuotas de 2 pl (~1/100 del volumen) de ca
da fraccién (-.-.-). El mismo procedimiento se efectud con el material prove-
niente del control falsamente infectado (..... ). En experiencias similares a
las anteriores se partié de 300 ml de medio sobrenadante de cultivos de celu-

las BHK-21 infectadas con la cepa MC., del virus Junin, crecidas en frascos

2
Roux y con medio no marcado, “eterminandose la absorbencia a A = 260 nm de ca-

da fraccidn del gradiente de .1Cs { ) ¥y la densidad de cada una por refrac

tometria (----- ).
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redogié en las fracciones de densidad 1,2 g/cm3, donde nor
malmente se ubican los arenavirus (Mifune y col., 1971;
Webb y col., 1967; Johnson y col., 1973; Romanowski, 1981;
Palmer y col., 1977) y a la densidad 1,3 g/cm3 se hallé ma
terial no marcado, descripto como protefnas contaminantes
(Raﬁanowski, 1981). En tanto que en el gradiente sembrado
con el material proveniente de los cultivos falsamente in-
fectados no se encontr6 pr&cticamente radiactividad a den-
sidad 1,2 g/cm3. Esto iﬁdicaria gue es muy poco probable
que existieran fosfolipidos contaminantes marcados con 32P
que césedimentaran con el virus.

Los viriones asi purificados poseian una actividad
especifica, medida como UFP/mg de proteifnas, 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 andlisis de fosfolipi-
dos.

Con el fin de efectuar un estudio comparativo, se a-
plicé la misma metodologfa para la purificacién de la cepa

XJCl3 del virus Junin y a los virus Tacaribe y Pichindé&.

Los resultados obtenidos fueron similares.

Separacién de fosfolipidos virales

Lo expuesto en el capitulo previo (R.1.2.) indica
que la escasa masa de fosfolfpidos 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-
rradiografia.

'Sin embargo, la poca cantidad de material representa
un inconveniente para la buena resolucibén de las distintas
especies fosfolipidicas en las cromatograffas bidimensiona
les en capa fina. Para conseguir buenas separaciones, es
necesario el agregado de portadores frios a los extractos
lipidicos de los viriones purificados. Los mejores resulta
dos se obtuvieron al emplear como tales, extractos fosfoli-
pidicos de cé&lulas BHK no marcadas.

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

Los resultados gque consignaremos a continuacifn pro-
vienen de cromatoplacas similares de las cuales se raspa-
ron y recogieron las zonas que impresionaban la pelicula
radiogré&fica para luego determinar la radiactividad conte-
nida en las mismas, por medio de un contador de centelleo
lfquido. Las proporciones de las distintas especies fosfo-
lipidicas se calcularon con el procedimiento adoptado para

el caso de los fosfolipidos celulares (R.2.1.1.).

R.2.2. CUANTIFICACION DE FOSFOLIPIDOS DE VIRUS Y CELULAS ENTERAS

R.2.2.1.Eleccibn de las té&cnicas estadisticas adecuadas a las ca-

racteristicas del sistema experimental utilizado

Se estudiaron los fosfolipidos de distintos materia

les: cepas MC2 Yy XJCl3 del virus Junin,.virus Tacaribe,
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VIRUS JUNIN

Figura 7: Fosfolipidos virales

Autorradiografia de una cromatografia bidimensional en capa fina del extracto
lipidico de 1la cepa MC2 del virus Jggin. Se analizaron, como se indica en Ma-
teriales y Métodos, 100.000 cmp de ~P. El tiempo de exposicidn de la placa
radiografica fue de 96 horas. Las manchas correspondientes a LPC, C y PA se
observan en la autorradiografia, pero por ser muy tenues no se registraron en
la copia en papel. Las manchas éue no tienen identificacidn son las que se

computan como fosfolipidos desconocidos.



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

Para cuantificar estos fosfolipidos se efectuaron va
rias preparaciones de cada uno de los materiales en estu-
dio. En sendas preparaciones se procedif de acuerdo con lo
esquematizado en la Figura 3, lavando o purificando el ma-
terial de partida segfin se tratase de células o de virus.
.Con cada uno de los extractos lipfdicos obtenidos se desa-
rrollaron todas las cromatografias posibles, de las cuales
se computaron s6lo aqué&llas en las que se podian identifi-
car claramente cada una de las distintas especies fosfoli-
pidicas. Esto se logrd cuando las cromatoplacas presenta-
ban una resolucibén semejante a la que se observa en las fi
guras 4 y 7. Las proporciones de las distintas especies
fosfolipidicas en cada una de las placaé analizadas, que
se establecieron de la manera indicada al comienzo del ca-
pitulo (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 preparacién son altamente repetitivos. Sin embargo,
aquéllos alcanzados a partir de placas sembradas con ex-
tractos lipidicos provenientes de dos preparaciones dife-
rentes del mismo material no siempre son iguales. Esto in-
dic6 que antes de hacer ningln otro tipo de andlisis se de
bfa investigar si la preparacibén ejercia algln efecto so-
bre las proporciones de las distintas especies fosfolipidi
cas. Para ello analizamos, mediante el test de Student, si
las distintas preparaciones de cada uno de los materiales
estudiados pertenecfan a la misma poblacién.

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

8 Media aritmética de los datos obtenidos en la preparacién corres

pondiente.
b NGmero de ensayos realizados dentro de la preparacibn

€ Varianza de los datos de la preparacién

i=n

Z (xi—}_t) 2
2 i=1
s =
n -1
d . . _ - _ _ _
Grados de libertad; n, = (n3 l)+(n5 1)+(n7 1)+(n8 1)
€ Varianza combinada
p
2 .
S = L , P = preparaciones
n
e

-

£ wgr calculado (tc) para comparar las medias de las preparacio-

nes indicadas con los nGmeros anotados como subindices.

Ej.: t 3/5 = |§3 - X

Indica que tc > t (ne, a) cuando el o (de las tablas "t" de 2 colas)

0,05

¥* %
Indica que tc > t (ne,a) cuando el a (de las tablas "t" de 2 colas)

0,02 v

%%k

Indica que tc > t (ne,a) cuando el a (de las tablas "t" de 2 colas)

0,01

Cuando no aparecen asteriscos en las "comparacianes de medias " signi-

fica que tc ¢ t (ng,a) 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 1la proporcién que posee
cada fosfolipido estudiado en las distintas preparaciones.

Los resultados obtenidos indican gque 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 es
ta especie en las preparaciones 3 y 7 vemos que si existen
y con un grado de significaci6tn de P  0,01. Esta diferen-
cia es altamente significativa, por ello se dice que en es-
te Gltimo caso existe un fuerte "efecto preparado". Como se
desprende de la observacibn de la Tabla II, estos resulta-
dos erréticos se repiten al considerar las otras especies
fosfolipidicas de este material. Lo mismo ocurre cuando se
analizan las distintas especies fosfolipidicas de los mate-
riales restantes (datos aqui no presentados). Asi conclui-
mos que no es licito suponer que las distintas preparacio-
nes de un mismo material pertenecen a una misma poblacibn.

Por otro lado, el muestreo efectuado fue heterogéneo,
esto significa que la cantidad de cromatograffas que se pu
dieron desarrollar con los extractos lipidicos de un mate-
rial determinado diferia de una preparacibn a otra. Ademi&s,
Yy pese a que después de los ensayos preliminares los experi
mentos fueron diagramados de manera tal que los extractos
fosfolipidicos de los 9 materiales en estudio pudieran ser
preparados en paralelo, esto no siempre se logr6.

Por ello s6lo es licito comparar la proporcién de ca-
da especie fosfolipfdica en los distintos materiales si &s-

tos pertenecen a la misma preparacién.

-



R.2.2.2. Relacibn entre la proporcibn relativa de lcs [o-folipidos

de los distintos arenavirus, las distintas células y los

distintos arenavirus con las distintas cé&lulas

Por lo expuesto en el pérrafo anterior, comparamoOs
la composicibn fosfolipfdica de los distintos materiales
estudiados preparacibén por preparacién. El1 anflisis se e-
fectu6 mediante una de las variantes del test de Student
para comparaciones mfiltiples. En el conjunto de tablas III
se consignan los resultados obtenidos con los datos de la
preparacibn 8. Al analizar las otras preparaciones obtuvi-
mos resultados similares, por ello las conclusiones gque se
extraen son generales.

La simple observacibn de las tablas III nos indica
gue podemos dividirlas en tres sectores en los gque se com-
para la proporcién de cada especie fosfolipidica en los
distintos materiales. Estos sectores son el izquierdo, don
de se cotejan las distintas cé&lulas entre si; el superior
derecho, donde se comparan las cé&lulas 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 fosfolipidicas no se observan diferen-
cias, y si las hubieran no tienen significaci6n, en los
sectores izquierdo y derecho inferior. En tanto, en el sec
tor derecho superior, para algunas especies fosfolipidicas
existen diferencias altamente significativas.

A priori esto nos estarfa indicando que no existen
grandes diferencias de composici6bn fosfolipidica entre los
distintos virus o entre las distintas cé&lulas, pero si en-

tre virus y células.
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Levenda Tabla III

)

a, . _ _ 1= <. _ = 2
tc = (t calculado) = |x fila X columna S (nfila+ N, lumna

n X

fila ncolumna

ny 52 : definidos en Tabla II

Y hGmero de grados de libertad: n, = (nl—l) + (n2—l) ee. (n_-1)

*
Indica gue tc > t (¢, n ) para o (de las tablas "t" de 1lcola)= 0,025

*%
Indica que tc > t (a,ne) para o (de las tablas "t" de 1 cola)= 0,01

* %%k
Indica que tc > t (a,ne) para a (de las tablas "t" de 1 cola)= 0,005

* Kk k%
Indica gque tc > t (a,ne) para o (de las tablas "t" de 1 cola)= 0,0005

Cuando no se marca con ningfin asterisco significa tc € t (a,ne) para

o (de las tablas "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 proporcién de un
determinado fosfolipido que el otro material con el cual

se compara cuando presenten una razbn t:

= = 2 ™Mt
t. = |x1 - X, | S » mayor que t (ne, a)
n, . n,

de las tablas t de una cola, al ser a = 0,0005. Esto impli

ca que en nuestro sistema de miltiples comparaciones el
grado de significacitn ser&: P = a x nGmero de comparacio-
nes = 0,0005 x 36 = 0,018 = P = 0,02.

A continuacibn describiremos para cada especie fosfo
lipidica las conclusiones gque se desprenden del andlisis
de las tablas III, indicando ademds las que provienen de
tablas similares que aqui no se presentan y que se obtuvie

ron al analizar los datos de las otras preparaciones.

Fosfatidileofina: no existen motivos para pensar que los dis-

tintos tipos de cé€lulas analizadas difieran entre si en la
proppréién de esta especie lipidica. Tampoco existen moti-
vos para pensar que los distintos arenavirus estudiados po
sean una proporcibn diferente de este fosfolipido. En cam-
bio, los virus poseen una proporcibdn significativamente me

nor (P £ 0,02) de PC que las células.

Fosjatidifetanofanina: no existen motivos para pensar que las

distintas cé&lulas estudiadas posean una proporcibn diferen

L]

te de este fosfolipido. Tampoco existen motivos para pen-

sar que los distintos virus tengan proporciones diferentes
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de PE ni que las células tengan proporciones diferentes de

las de los virus.

Fosfatidilserina: no existen motivos para pensar que las dife

rentes cé&lulas posean proporciones diferentes de PS. Tampo
co existen motivos para suponer gue los distintos virus di
fieran entre si en la proporcién de PS. El virus Junin ce-
pa MC2 muestré, aparentemente en la preparacibn 8, diferen
cias con los otros virus. Sin embargo, el grado de signifi
cécién de estas diferencias serfia a lo sumo P ¢ 0,2. Ade-

més, esta anomalia no se presenta al analizar otras prepa-
raciones, por ello concluimos que no existen evidencias pa
ra afirmar que la cepa MC2 del virus Junin posea una pro-

porci6én de PS diferente de la de los otros arenavirus. Pe-

ro, los virus tienen una proporci6n significativamente ma-

yor de PS que las c&lulas (P < 0,02).

Esfingomielina: 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-
rfa, en la preparacién 8, una proporcifn mayor de Sph que
el resto de los arenavirus, pero P ¢ 0,2. Ademds, en otros
preparados no se observa que este virus presente diferen-
cias en la proporcibn de Sph con el resto de los de la fa-
milia ni aGn para P £ 0,4. Por ello se concluye que no hay
motivos para pensar gque ninguno de estos virus difieran en
tre sf en la proporcién de Sph.

Sin embargo, los virus poseen una proporcibn signifi

cativamente mayor (P £ 0,02) de Sph que las células.
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Lisofos fatidiletanolamina: no existen motivos para pensar que los

distintos tipos de cé&lulas analizadas difieran entre si en
la proporcibén de LPE. Tampoco existen motivos para pensar
que los distintos virus posean-entre si una proporcién dife-
rente de LPE. Sin embargo, los virus poseen una proporcibn
significativamente mayor de LPE que las cé&lulas (P < 0,02).
Las cé&lulas infectadas con el virus Junin cepa XJCl3 y con
el virus Tacaribe se presentarian seglin los datos de la Ta-
bla III,. como excepcibn ya que al ser comparadas con los vi-
rus parecerian no mostrar diferencias significativas en la
proporcidtn de LPE. Sin embargo, como en la preparacién 8
existe un solo ensayo para cada una de ellas en el que se de
termina la proporcidén de LPE en forma aislada, el resultado
no es contundente. Pero considerando lo que ocurre con la
proporcién de LPE en estas cé&lulas en otras preparaciones,
se concluye que los virus poseen mayor proporcibén de LPE que

las cd&lulas.

Fosfatidilinositol: no existen motivos para pensar que las dis-

tintas c&lulas posean diferente proporcién de PI. Los distin
tos virus tampoco poseerian distinta proporcién de PI. En
.cambio, algunos virus parecen tener distinta proporcién de
PI que algunas c&lulas: el grado de significacibn de estas
diferencias es de 0,02 < P € 0,2; por lo cual adem8s de ser
errdticas, €stas tienen un grado de significacifén muy bajo.
Cabe aclarar que la proporcibn de PI para el SFV y las
células BHK que aparecen en la literatura, también son varia

bles (Renkonen y col., 1971).

Lisofos patidileolina: con un grado de significacibn de P g 0,02
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existirfan motivos para pensar que algunas células de la
preparacibén 8 difieren de otras, que algunos virus difie-
ren de otros y que algunos virus difieren de algunas célu-
las en la proporcién de LPC. Sin embargo, cuando se anali-
zan otras preparaciones ocurre gue también algunos de estos
materiales difieren de otros en la proporcién de LPC, pero
agqui P ¢ 0,2. Adem8s, 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 si,
ni que las cé&lulas difieran entre si, ni que los virus di-
fieran de las cé&lulas en la proporcién de LPC.

.

Ac&ﬂ)ﬁoé@uidaw:‘no existen motivos para pensar que las dis

tintas células posean distinta proporci6n de PA. Tampoco
los hay para pensar que los distintos virus difieran entre
s ni que las distintas cé&lulas difieran de los distintos
virus en la proporcibén de PA. La aparente diferencia entre
las cepas XJCl3 del virus Junin con la célula huésped en

la preparacibn 8, carece de significaci6n (P £ 0,2).

Carndiolipina: no existen motivos para pensar que las célu-

las difieran entre sif, ni los virus difieran entre sf, ni

las cé&lulas difieran de los virus en la proporcién de C.

Sumatonia de Los fosfolipidos desconocidos (D): no existen motivos

para pensar que las c€lulas infectadas con cualesquiera de
los arenavirus estudiados posean entre si diferente propor
cibén de estos fosfolipidos. Tampoco existen motivos para

pensar que los diferentes virus posean diferente proporcién
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de los mismos. Sin embargo, las células falsamente infecta
das de la preparacifn 8 poseen una mayor proporcién de es-
tos fosfolfpidos que las otras células y virus. Pero, como
el grado de significacién no siempre es P ¢ 0,02 y ademis

en otras preparacioneé no se ve este efecto, no existen e-
videncias firmes para pensar gue las c€lulas falsamente in
fectadas difigran en la proporci6n de los fosfolipidos des

conocidos de las dem8s cé&lulas y virus.

Todos Los arenavious poseerian La misma composielbn 4osgolipldica

Yy no alterarian La proporcion de Los fosfolipdidos de Las c8fulas

huBspedes

Sintetizando lo recientemente expuesto, sin nece-
sidad de hacer ningfin tipo de extrapolacibn, podemos a-
firmar gue no hay evidencias que indiquen que las cepas
MC, y XJCl3 del virus Junin, el virug Tacaribe y el vi-
rus Pichindé& cultivados en c&lulas BHK-21(C-13) posean
una composicibn fosfolipidica diferente. Adem&s, no hay
motivos para pensar que las c&lulas infectadas con cua-
lesquiera de los arenavirus mencionados difieran entre
s en su composicibén fosfolipidica. Tampoco existen mo-
tivos para pensar que estas células tengan una composi-
cibn fosfolipidica diferente de la composicibn fosfoli-
pidica de las c€lulas falsamente infectadas. Sin embar-

go, los resultados obtenidos muestran que:
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' 3\

mucha mayor proporcibén de PS :
los are que las células infec
~ | mucha mayor proporcién de Sph
navirus ¢ tadas o falsamente in
mucha mayor proporcién de LPE
poseen fectadas (P € 0,02)
mucha menor proporcibén de PC

Estas diferencias son tan notorias gue se perciben al com
parar las autorradiografias de las cromatoplacas sembradas con
extracto lipidico de cé&lulas con aquéllas sembradas con la mis-
ma cantidad de marca radiactiva de extractos lipidicos de virus
(comparar figuras 4Iy 7).

El hecho de que la infeccibn viral no provoque alteracio-
nes en la composicibn fosfolipidica de las c&lulas hué&spedes no
serfa una cualidad privativa de los arenavirus. Otros autores
han determinado que la infeccibén con el virus de la enfermedad
del Newcastle no induce a modificacién alguna en los fosfolipi-
dos de la célula huésped entera (Diringer y Rott, 1976). Las
células persistentemente infectadas con el virus del sarampibn

no tendrian diferente proporcibn de los distintos fosfolipidos

gque las células no infectadas, pero estos Gltimos estarian inte
grados por &cidos grasos de diferente calidad (Anderton y col.,
1982) . Tampoco el virus del sarcoma de Rous modifica la propor-
cibn de los distintos lipidos de las cé&lulas huéspedes enteras
(Maldonado y Blough, 1980). Sin embargo, los herpesvirus, que
como vimos adquieren su envoltura en la membrana nuclear, alte-
ran la proporcibtn de los distintos glicolipidos de la cé&lula

huésped (Schroder y Merrick, 1979).

Composicibén fosfolipidica de las c&lulas BHK-21(C-13) infecta-

das con arenavirus y falsamente infectadas

La relacibn: &tomos de f6sforo inorg&nico (Pi) /
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moléculas de compuesto, es constante para cada especie
fosfolipidica, 2 para la cardiolipina y 1 para el resto
de los fosfolipidos estudiados. Este hecho permite deter-
minar la proporcibn de los diferentes fosfolipidos de una
cromatoplaca midiendo la cantidad del Pi contenido en las
distintas manchas. Procediendo de esta manera diversos au
tores han establecido la composicién fosfolipidica de dis
tintos clones de la célula BHK-21 (Brotherus y Renkonen,
1977; Klenk v 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 mé&to-

32P

dos quimicos sino que medimos la radiactividad de de

cada mancha de la cromatoplaca. Sin embargo, existen diver
sas razones que indicarfan que utilizando esta filtima téc
nica se puede establecer la proporcibén de las distintas
especies fosfolipidicas.

Las células BHK-21(C-13) sintetizarian "a novo" sus
fosfolipidos, no incorporarian ni mol&culas de fosfolipi-
dos intactas, ni lipidos fosforados del suero, puesto que
las cantidades de los mismos en el medio de cultivo se
mantienen constantes durante el aumento de fosfolipidos
celulares (Renkonen y col., 1972b). Este parece ser un he
cho general ya que en otras lineas celulares ocurriria lo
mismo (Quigley y col., 1971). Asi los fosfolipidos que se
forman lo harfan a partir de precursores org&nicos senci-
llos y de Pi y en nuestro sistema el 32P, libre de porta-
dores frfios, es la finica fuente de Pi.

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

tiva halladas para las distintas especies fosfolipidicas

no serfan 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 fosfolipidos (Renko-
nen y col., 1972b).

Como entre dos pasajes sucesivos transcurren de 36 a
48 horas, después de 48 horas en un medio con 32P las célu
las BHK-21 cultivadas en monocapas habrian llegado a un e-
quilibrio de marcacibén de sus fosfolipidos con 32P. Para
el presente trabajo se crecieron cé&lulas en medio marcado
con 32P durante 72 horas, pero a partir del tercer dia de
haber sido repicadas. Pese a que en este estadio el creci-
miento celular es diferente del que presentan las cé&lulas
inmediatamente después del repique, igual se estima que en

32P

72 horas se llega a un equilibrio en la marcacibn con ’
pues marcando a partir del tercer dia posrepigque con dife-
rentes precursores orgénicos radiactivos se determind que
la velocidad de recambio de los distintos fosfolipidos en
las células BHK-21 es: ré&pida (t1/2 € 4 horas) para PA y
PC; intermedia (tl/2 = 4-6 horas) para PE y lenta (tl/2 <
15 horas) para PI, PS y Sph (Gallaher y Blough, 1975). He-
cho que también se verifica en otras lineas celulares, las
que en dos dias de marcacibn logran alcanzar una actividad
especifica constante para todas las especies fosfolipidi-
cas (Quigley y col., 1972a).

Asi el tiempo en el que para este trabajo se marca-
ron los cultivos celulares en las condiciones experimenta-
les descriptas seria m&s que suficiente para llegar a un
equilibrio en la distribucibn de marca radiactiva (32P) de
los distintos fosfolipidos. Esto implica que podemos esti-

mar la proporcibn de los distintos fosfolipidos midiendo
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la cantidad de 32P existente en cada una de las manchas de

los cromatogramas obtenidos.

R.2.2.3.1. Proporcién de los distintos fosfolipidos en la célula

huésped

La composicibn fosfolipidica de las distintas célu
las estudiadas se establecif 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 nlimero de ensayos efectua
dos varia de acuerdo con la preparacién considerada (R.2.
2.1.), para estimar el valor medio que represente a estos
datos se los debib agrupar previamente por preparacibn.

Se halld el promedio de todas las determinaciones
efectuadas para cada especie fosfolipidica de cada mate-
rial en cada preparacibn. Estos promedios son representa
tivos de la proporcibén en que el fosfolipido considerado
se encuentra en el material en cuestibn en‘la preparacibn
correspondiente, puesto que dentro de la misma los datos
son altamente repetitivos. Por ello la media de estos
promedios serd el mejor estimador de la proporcidn de di
cha especie en tal material. Los resultados obtenidos,
para las distintas c&lulas estudiadas al efectuar los
cdlculos de la manera indicada en el p&rrafo 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 proporcibn intermedia.
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Figura 8: Composicidn fosfolipidica de células BHK-21(C-13)

Los extractos lipidicos de células BHK-21(C-13), falsamente infectadas (FALS.-

INF.), infectadas con la cepa MC_ de virus Junin (INF.-V.J.—MC2), con la cepa

2
XJCl. de virus Junin (INF.—V.J.-XJC13), con el virus Tacaribe (INF.TACARIBE) o

3

con el virus Pichindé (INF.PICHINDE), marcadas con 32P, se obtuvieron de acuer
do con el esquema de la Figura 3. Luego se analizaron por cromatografia bidi-
reccional en capa fina. Las manchas conteniendo cada especie fosfolipidica fue
ron raspadas de la cromatoplaca correspondiente y puestas en viales contenien-
do tolueno-omnifluor. La radiactividad se midid en un contador de centelleo 11
quido. Se establecid la proporcidn de las distintas especies fosfolipidicas en
cada placa, calculando el porcentaje de radiactividad gque las mismas poseian
respecto al total de marca recuperada. Se promediaron los valores obtenidos pa
ra cada especie fosfolipidica de cada tipo de células en cada preparacidn. 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 simbolos de las absisas representan a los distintos fosfolipidos.
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Adem8s, la Figura 8 nos indica dentro de qué limites
varfian las proporciones de cada fosfolipido en cada célu
la. Sin embargo, no debemos pretender extraer de la figu
ra mds informacién que é&sta. Asi, no podemos determinar
qué semejanzas y-diferencias existen entre la composi-
ci6n fosfolipidica de las distintas c&lulas mediante la
comparacibn de los distintos histogramas. De haberlo he-
cho, la conclusidn hubiera sido que las células infecta-
das poseen una mayor proporcién de PC y una menor propor
cién 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 preparacidn
por preparacibn, la conclusidn hubiera sido la misma. Co
mo vimos precedentemente (R.2.2.2.) esto no es cierto.
La conclusibtn a gue se llegaria por anélisis de las ta-
blas o de los datos totales resultarfa falsa porque en
estos casos no se tendrfa en cuenta el "efecto preparado”
caracteristico del presente sistema en estudio.

Insistimos en esto porque en varios trabajos en
que se investiga la proporcibn de los lipidos virales y
celulares se establece la relacibdn 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 sblo
si en el sistema en estudio no existe "efecto preparado"”
0 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 limites es v8li-

da la conclusi6n a la cual se arriba.
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R.2.2.3.2. Comparaci6n con los datos bibliogré&ficos

Hasta el presénte no se ha realizado ningfln trabajo
destinado a estudiar la composicién fosfolipidica de las
células infectadas con arenavirus pero si existen varios
trabajos en los que se analizan los fosfolipidos de las
c€lulas BHK-21 de diversos clones.

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

‘La observacibén de la tabla permite apreciar gque en
general nuestros resultados son semejantes a los obteni-
dos por Gallaher y Renkonen al revelar los fosfolipidos y
al dosar el Pi mediante métodos gquimicos (Gallaher y
Blough, 1975; Renkonen y col., 1971, 1972a) y son précti-
camente iguales a los gque los filtimos autores establecen
al utilizar mé&todos radioquimicos (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 flcilmente de Sph, por
lo cual presumiblemente Gallaher podria obtener Sph conta
minada con LPE. La sumatoria de los porcentajes que noso-
tros hemos hallado para Sph y LPE concuerda perfectamente
con el gue Renkonen encuentra para la Sph contaminada con
LPE.

La semejanza de nuestros datos con los bibliogré&fi-

cos resulta interesante porque los hallados en la
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TABLA IV

Proporcibn de las especies fosfolipfdicas de c&lulas BHK-21(C-13)

Origen de

los datos Gallaher Renkonen Renkonen Figura 8

Yy Blough y col., y col., del pre-
(1975) (1971, 1972a) (1972b) sente

fosfolipidica 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
% J K +

PI 5,1 1,1 6,8 58 -0,5
+

PC 47,6 55,0 53,5 50,0 - 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
i +

PA 0,6 2,1 0,5 0,08-0,04

*

No lo contempla

* %

Incluye LPE

* ki

Los autores indican

gque el valor no es confiable




bibliografia sobre composicién fosfolipidica de otros
clones de cé&lulas BHK-21 son sumamente variables. As{i,
por ejemplo, para el clon Wi-2 que parece ser el mis es
tudiado, se encuentran resultados distintos en los dis-
tintos trabajos, afn habiendo sido realizados en el mis
mo laboratorio (Brotherusy Renkonen, 1977; Renkonen y

col., 1971).

R.2.2.4.Composicidn fosfolipidica de los arenavirus

La proporcién de las diferentes especies fosfolipi-
dicas de los distintos arenavirus se establecib hallando
la media de los promedios de los datos obtenidos para ca-
da especie en cada preparacibn, de la misma manera gue 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
cibn intermedia, relativamente alta. La observacibn de 1la
Figura 9 podria hacernos pensar que la cepa XJCl3 del vi-
rus Junin tendria una composicibén fosfolipidica ligeramen
te diferente de la de los otros arenavirus. Sin embargo,
los andlisis estadisticos efectuados indican que esto no
es real. La aparente discrepancia se debe a que en la pre
paracién 6 no se analizaron los fosfolipidos de la cepa

XJCl3 del virus Junin (ver Tabla I).
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Figura 9: Composicidn fosfolipidica de arenavirus

Los extractos lipidicos de las cepas MC_ de virus Junin (V.J.—MCZ), XJCl., de

2 3

virus Junin (v.J.-XJC1l.,), de los virus Tacaribe (V.TACARIBE) y virus Pichindé

3
(V.PICHINDE) , marcadas con 32P, se obtuvieron de acuerdo con el esquema de la
Figpra 3. Luego se analizaron por cromatografia 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 midid en un contador de centelleo liquido. Se establecid la proporcién de
las especies fosfolipidicas en cada placa calculando el porcentaje de radiacti
vidad que las mismas poseian respecto al total de marca recuperada. Se prome-
diaron los valores obtenidos para cada especie fosfolipidica de cada tipo de
virus en cada preparacion. La media de dichos promedios son los datos represen

tados en esta figura. Se computaron todos los datos de la Tabla I. Llas barras

indican el error estandard. Los simbolos de las absisas representan a los dis-

tintos fosfolipidos.



R.2.2.4.1.

114

Relacibn con la composicibén fosfolipidica de otros virus

En la bibliograffa no existen datos respecto de la
composicibn fosfolipidica de los arenavirus, pero si
existen para virus de otras familias. Al comparar con
estos datos encontramos que los arenavirus cultivados
en las cé&lulas BHK-21(C-13) tienen una composicibn fos-
folipidica 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. Es
ta composicibén también es semejante, aunque no tan es-
trechamente, a la descripta en la bibliografia para la
membrana plasmitica de las cé&lulas huéspedes no infecta
das, pero diferente a la de las demds fracciones celula
res (Renkonen y col., 1971, 1972a).

Cabe aclarar aqul gue ya en los primeros ensayos
que se hicieron sb6lo con la cepa MC, del virus Junin se
detectaron estas semejanzas, por ello resultd interesan

te extender los estudios a los otros arenavirus.

R.2.2.5. Interpretaci6n de los resultados obtenidos y programacién

de nuevos experimentos

Los resultados hasta aqui descriptos sugieren que

es probable que se cumpla la hipb6tesis que propone que

los arenavirus forman su envoltura tomando componentes de

la membrana plasmdtica celular, teniendo en cuenta los da

tos de microscopia electrb6nica (Lascano y col., 1969, 1971,

1974, 1977; Murphy y col., 1970, 1975. Estas observaciones
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al microscopio electrbnico mostrarfan adem8s, cambios mor-
folbgicos en las zonas de la membrana plasmética celular
de las cuales los virus brotarfan. Sin embargo, no descar-
tarfan la posibilidad de que los arenavirus completaran su
maduracibn interaccionando con membranas intracitoplasmé-
ticas.

Para tratar de esclarecer si la envoltura viral es-
t4 relacionada con la membrana plasmitica o la membrana
del reticulo endoplésmico celular, se hizo necesario inves
tigar la composicibn fosfolipidicas de las mismas. Esto
nos llev6 a seleccionar y poner a punto las técnicas de se
paracidn y caracterizaci6n de membranas celulares.

Otro enfoque para establecer si la composicibén fos-
folipidica de los arenavirus es funcibén de la de las cé&lu-
las huéspedes consistirfia en estudiar la composicibn fosfo
lipidica de los virus producidos en cé&lulas cuyas membra-
nas poseyeran una,diferente de las de las cé&lulas BHK-21
(C-13).

Como primera aproximacifén mucho m&s simple de reali
zar, se podria analizar la composici6n fosfolipidica del
total de otras c&lulas en las cuales desarrollen los arena
virus. Los dosajes que se hicieron de cé&lulas Vero enteras
demostraron que su composicibn fosfolipidica es muy seme-
jante al de las c&lulas BHK-21(C-13) enteras, resultado
que hacia prever gque también sus membranas plasm&ticas po-
drian ser semejantes. Por ello se decidib continuar con
los experimentos destinados a preparar y estudiar las carac
teristicas de la membrana plasmitica y de reticulo endoplas-
mico de las c&lulas BHK-21(C-13) infectadas con los arena-

virus en cuestibn y como control 1las de las cé&lulas no

infectadas.



CAPITULO III: ELECCION Y OPTIMIZACION DE LOS METCGDOS DE SEPA-
RACION Y CARACTERIZACION DE MEMBRANAS CELULARES
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R.3.1. AISLAMIENTO DE MEMBRANAS CELULARES

El primer paso en la preparacibn de las distintas frac
ciones celulares lo constituye la ruptura de la membrana de
la célula. Para lograrlo se han disefiado un gran nGmero de
métodos. El objetivo de todos ellos es provocar la ruptura
de la mayor cantidad de cé&lulas posibles, manteniendo intac-
tas las propiedades biolbgicas y estructurales de las dife-
rentes membranas y organelos. Sin embargo, la mayoria de los
métodos conocidos permiten conservar bien unas merced al de-
trimento de las otras.

La t&cnica m&s utilizada en la separacib6n de membranas
plasméticas de cé&lulas en cultivo consiste en modificaciones
de las descriptas originariamente  para separar membranas
plasmé&ticas de cé&lulas de higado de rata (Neville, 1960; Em-
melot y col., 1964) y de ratdbdn (Herzenberg y Heérzenberg, 1961).
La eficiencia del fraccionamiento de las cé&lulas hepé&ticas
reside en la.preséncia de desmosomas que conectan superfi-
cies adyacentes de las mismas, esto permite el mantenimiento

de las membranas como blogues enteros durante la homogeini-

zacibn.

’

Al intentar aplicar esta técnica para aislar membrana
plasm&tica de cé&lulas 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 homogeinizacibn; este método produce "fantasmas" ce
lulares (Warren y col., 1966). Estos.“fantasmas"_también se
han obtenido por choque hiposmético (Bosman y col., 1968).

El empleo de agentes estaEilizantes tiene la desventa-

ja de que la membrana pierde actividad funcional. En tanto

[
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que con la lisis hiposmb6tica se pueden llegar a romper mito-
condrias y lisosomas liberando al medio enzimas liticas que
producirfan efectos indeseados.

La ruptura mediante un homogenizador Dounce de cé&lu-
las HeLa o de mieloma en cultivo y la posterior separacibn
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 biolbgica ni de su estructura (Eylar
y Hagopian, 1971). Sin embargo, los autores insisten en que
el nGimero de golpes de &mbolo en la homogeinizacién, que es
crucial para lograr reproducibilicdad de las separaciones, de
pende del tipo celular. Ellos trabajan con cé&lulas crecidas
en suspensibn e indican que el trabajo se complica con las
células cultivadas en superficie, pues por las interacciones
gue existen entre las mismas se produce una agregacibén de
las membranas que dificulta la ruptura y posterior separa-
cibén (Eylar y Hagopian, 1971).

Se intent® encontrar las condiciones en las que se pu-
diera separar membrana plasmitica de c€lulas BHK-21 crecidas
en monocapa y se comprobd que las mismas debian variar de
una preparacibén a la otra para poder obtener el grado 6ptimo
de ruptura. De acuerdo a lo expresado (R.2.2.5.) la separacibn
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, condicibn que és
te no cumple.

Otro tipo de técnicas actualmente difundidas para el
aislamiento de membranas de cé&lulas en cultivo se fundamen-

tan en el mé&todo desarrollado por Wallach y Kamat (1964)
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para células de tumor ascftico de Ehrlich. Ella se basa en
la conversibn de las membranas plasmitica y de reticulo en-
dopldmico de las cé&lulas en pequenas vesiculas mediante la
cavitacibn con N,. Estas vesifculas 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 empleé para aislar mem-
brana de adipocitos, pero el paso final en este caso consis
tfa en un gradiente de dextrano en Mg++ (Avruch y Wallach,
1971); también se ha utilizado satisfactoriamente para sepa
rar las membranas plasm&iticas y de reticulo endopl&smico de
c€lulas BHK-21 en cultivo de tejido (Gahmberg y Simons, 1970;
Makita y Seyama, 1971). La ventaja .de este mé&todo es que
las fracciones membrana plasm&tica, reticulo endopldsmico y
mitocondrial se recuperan funcionalmente activas y por 1lo
tanto se supone, conteniendo todos sus componentes biogufimi
cos. Sin embargo, con esta metodologia se observaba contami
nacién cruzada entre las fracciones reticulo endopl&smico y
membrana plasm&tica. Asi, en la fraccién membrana plasm&ti-
ca existe aproximadamente un 30% de contaminacién con reti-
culo endopl&smico, en tanto que en la fraccién reticulo en-
dopldsmico encuentran un 20% de contaminacién con membrana
plasm&tica (Gahmberg y Simons, 1970). Ademis, ambas fraccio
nes presentan actividad de succinato deshidrogenasa, enzi
ma que sb6lo se halla presente en mitocondrias (Graham, 1972).
Este Gltimo autor demuestra la necesidad de eliminar total-
mente las mitocondrias de la fraccibn microsomal, pues si
ello no ocurre las mitocondrias podrian establecer una espe
cie de "puente" entre los microsomas de retifculo endopl&smi

co y membrana plasmitica, impidiendo una correcta separacibén
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posterior entre estas dos filtimas. Para elio propone separar
la fraccibn mitocondrial mediante un gradiente zonal de saca
rosa, en vez de hacerlo con centrifugaciones diferenciales.
De esta manera obtiene membrana plasmdtica y reticulo endo-
plésmico de células BHK-21 altamente purificados. Por ello
se intent6 preparar ambas membranas con este m&todo. Luego
de algunos ajustes tales como establecer la cantidad de mate
rial necesario para lograr una buena ruptura, velocidad de
agitacibn durante la cavitacibn, velocidad de descompresibn,
construccibén de los gradientes zonales, el método pudo em-
plearse satisfactoriamente como se demuestra~én el capitulo
siguiente.

Cabe aclarar que posteriormente Gotlib propuso un méto
do sencillisimo con el cual, aparentemente, se obtiene mem-
brana plasmdtica con un alto grado de pureza (Gotlib, 1982).
Para ello se hacen crecer células sobre bolitas de vidrio Yy
luego se provoca la lisis celular. De esta manera las membra
nas plasm&ticas quedan adheridas a las bolitas de las que
posteriormente son despegadas.

En este trabajo no se ha ensayado esta metodologia
pues en el momento en que aquel trabajo se publicd ya estaba
funcionando con buenos resultados la separacibén de membrana

plasmdtica y reticulo endopl&smico por el método de Graham

(1972).

PUREZA DE LAS MEMBRANAS AISLADAS

Existen diversos métodos que permiten establecer el

grado de pureza de las distintas membranas celulares aisladas.
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En el caso de c&lulas de mamiferos, los métodos m&s difundi-
dos son aquéllos que se basan, en la determinacibén de la acti
vidad de los marcadores biolb6gicos especificos de la membrana
en cuestibn y de las otras fracciones celulares gue podrian
estar contaminéndola.

De acuerdo con lo ya expresado (R.2.2.5.), para el pre-
sente trabajo se pretendia preparar membrana plasmdtica y de
reticulo endoplésmico. Para establecer el grado de pureza de
estas fracciones se debia investigar cufl era la actividad es
pecifica en cada una de ellas de las enzimas marcadoras de
membrana plasmdtica, de reticulo endoplésmico, y por lo ex-
puesto (R.3.1.) de mitocondrias y lisosomas, que son los orga
nelos que podrfan estar impurific&ndolas.

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

Seguidamente se explicarén las razones que llevaron a
la seleccibn de las enzimas marcadoras empleadas y se detalla
ra la puesta a punto de las técnicas necesarias para el dosa-

je de su actividad especifica.

R.3.2.1. Determinaci6én de proteinas

Las proteinas son usualmente determinadas por el mé
todo de Lowry, usando albfimina bovina como estandard

(Lowry y col., 1951). Los limites de este mé&todo son 5 a
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100 yg de protefnas totales.

Un nuevo método parecia ser m8s sensible y reprodu
cible que el de Lowry (Brandford, 1976). Sin embargo,
los datos obtenidos en los distintos ensayos no eran
coincidentes y ademés los blancos eran muy altos. Se in-
tentaron algunas modificaciones pero los resultados se
repitieron.

Debido a ello, se decidif probar el método tradi-
cional de Lowry pero modific&ndolo para un volumen final
de 200 ul, con lo que se podfian usar cantidades 7 veces
menores de proteinas respecto al mé&todo original, asi
los limites serian de 0,8 a 14 ug de proteinas. Los resul
tados obtenidos fueron repetitivos y los blancos fueron
bajos, por ello se adoptd para todas las determinaciones

de proteinas que se debieron hacer.

Determinacibn de f&6sforo inorgé&nico

La mayorfa de las enzimas ensayadas son fosfatasas.
Para medir su actividad especifica es necesario dosar la
cantidad de Pi que liberan. El m&todo de Fiske y Subarow
(1925) es el cominmente m&s utilizado para dosar Pi. Sin
embargo, por las razones expuestas (R.3.2.) se necesita-
ba un método més sensible. Los métodos mis sensibles des
criptos en la literatura (Bartlett, 1959) adolecen del
defecto de no distinguir el Pi del P orgénico, por lo
cual no servirian para los fines del presente trabajo.

Por ello se intentd utilizar el método de Fiske y

Subarow modificado para dosar cantidades 50 veces
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menores respecto al método original. Los limites serfan
de 0,002 ymol Pi a 0,02 umol Pi. Al aplicarlo obtuvimos
resultados repetitivos con valores de blancos bajos y

asf éste fue el método adoptado.

Enzimas marcadoras de la membrana plasmdtica

Las enzimas mds frecuentemente utilizadas como mar
cadores de la membrana plasm&tica son 5'nucleotidasa (EC
3.1.3.5), adenosinatrifosfatasa estimulada por Na®t y'K+
o ATPasa (N+-K+) (EC 3.€.1.3) y la adenilatociclasa (EC
4.6.1.1).

En el caso de las cé&lulas BHK-21, la ATPasa (Na+—
K+) aparece como la enzima que posee en la membrana plas
mitica la mayor actividad especifica relativa al homoge-
nado y reticulo endoplésmico celular (Gahmberg y Simons,
1970).

Por otro lado, en diferentes células se observb ac
tividad 5'nucleotidasa en el reticulo endopl&smico (Wid-
nell, 1972) y el aparato de Golgi (Farquhar y col., 1974)
o actividad adenilato ciclasa estimulada por F~ y andlo-
gos de GTP en la fraccibn mitocondrial (Zinder y col.,
1976).

Por ello la ATPasa (Na+—K+) se presenta como la me
jor enzima marcadora de la membrana plasmatica de las cé
lulas BHK-21(C-13). Para dosarla se adopt6 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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m&todo original.

El método se prob& midiendo la actividad enzimética
en el homogenado celular que se habfa obtenido mediante
la técnica de Eylar; dicha actividad fue de 0,31 pmol Pi/
mg proteina h. Otros autores hallan que la actividad de
esta enzima en el homogenado de cé&lulas BHK (obtenido por
cavitacibn), cuando es dosada por este mismo mé&todo, es
de 0,5 a 0,9 umol Pi/mg (Gahmber y Simons, 1970).

La diferencia de los resultados podrfa deberse a la
manera distinta en que se produce la ruptura celular,
pues como veremos en el homogenado obtenido por cavita-
cibn, se encontrd la misma actividad que la hallada en la
bibliografia (R.4.4.).

Cabe aclarar que no se ha establecido si la veloci-
dad medida corresponde a la velocidad inicial (VO) de la
enzima. Pero si se ha verificado que la cantidad de Pi 1i
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.

Enzimas marcadoras del reticulo endopldsmico

En contraste con las enzimas marcadoras de membrana
plasm&tica que son comunes a varios y distintos tipos de
c€lulas, para las de reticulo endopldsmico es dificil ge-
neralizar debido a que las mismas estdn asociadas a carac
teristicas funcionales distintivas de la célula.

Los dos marcadores que habitualmente caracterizan a

la membrana del reticulo endoplésmico, independientemente
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del tipo de cé&lula 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 tom6 a la glucosa-6-fosfatasa como mar
cadora de reticulo endoplé&smico. Esta enzima se dos6 por
la técnica detallada (M.11.3.2.) y que es b&sicamente 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 mi
di6 una actividad especifica de 0,7 umol Pi / mg protei-
na hora. El dato bibliogr&fico indica que en las mismas
condiciones de homogeinizacibn, la actividad es de 0,32
umol Pi/mg proteinas hora (Brotherus y Renkonen, 1977).

Al investigar la actividad de esta enzima en el ho
mogenato obtenido por cavitacibén tambi&n se encontraron
valores altos respecto a los datos bibliogr&ficos.

Al medio de incubacibn se le agregaba tartrato de
Na* y K" para inhibir la fosfatasa &cida (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-
contr6 una actividad de 0,3 umol Pi/mg protefna hora, si
milar a la bibliografica.

Tampoco en este caso se determind la VO 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-

via para los prop6sitos de este trabajo.
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Enzimas marcadoras de lisosomas

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

Esta enzima sufre el fenfmeno 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 mec&nicos como tres congelamientos y descongelamien-
tos sucesivos o choque hiposmb6tico, pero los mejores re-
sultados se obtienen al agregarle Trit6n X-100 hasta 0,1%
de concentracibn final a la mezcla de incubacibén (Evans,
1980). Al aplicar esta técnica en el homogenado obtenido
por el método“de Eylar se encontrd una actividad de 0,5 a
0,6 umol Pi/mg proteina hora, dato semejante al bibliogré

fico (Gahmber y Simons, 1970).

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 modific6 para volfimenes 10
veces inferiores. Los detalles de la puesta a punto de la
misma se detallan en (M.11.3.4.).

En la Figura 10 se muestra la cinética de la enzima

en distintas fracciones de c&lulas BHK-21(C-13) infectadas
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Figura 10: Actividad de la succinato deshidrogenasa. Cinética de la reduc

cidn del DCFI por accidn de la enzima.

El sustrato final de la reaccion fue el DCFI (2-6-diclorofenol-indofenol).
La reduccion del mismo fue determinada mediante la lectura de 1la absorben
cia a A = 600 nm. Los detalles de la determinacion se describen en Mate-
riales y Métodos.

Las muestras en las que se ensayd la actividad fueron homogenado obtenido
por cavitacidon de células BHK-21(C-13) infectadas con la cepa MC2 del vi-

rus Junin; la membrana plasmidtica y el reticulo endoplasmico de las mis-

mas, preparados segun el método de Graham (Graham, 1972).



con la cepa MC, del virus Junin. La actividad especifica
de la enzima se hall6 determinando la pendiente al tiem
po de comenzada la reaccidbdn 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 gue fue de
7 umol sustrato transformado/mg proteina hora; también
se pudo establecer la actividad especifica en materiales
en los gue la misma era mucho menor. Sin embargo, las
fracciones membrana plasmdtica y reticulo endopl&smico
aisladas no presentan actividad succinato deshidrogenasa
como se ve en la parte inferior de la Figura 10. La im-

portancia de este dato se discutird m&s adelante (R.4.4.2).



CAPITULO IV: SEPARACION Y CARACTERIZACION DE LAS MEMBRANAS
PLASMATICA Y DE RETICULO ENDOPLASMICO DE
CELULAS BHk-21(Cc-13) INFECTADAS CON EL VIRUS

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

Las células BHK-21(C-13) marcadas con 32P provenientes
del cultivo de 5 cajas de Petri aportan el material suficien
te para analizar los fosfolipidos de la membrana plasmética
y reticulo endoplé&smico de las mismas.

Sin embargo, la metodologia implicada en la obtencibn
y caracterizacibfn de las mismas requiere una masa muy supe-
rior. La marcacién del total de cé&lulas necesarias para lo
iltimo involucraria el uso innecesario de una gran cantidad
de radiactividad. Para salvar este inconveniente se procedib
de acuerdo con lo precedentemente detallado (M.11l.1. ) a cul
tivar paralelamente c&lulas marcadas con 32P y cé&lulas no
marcadas. Una vez que ambas se mezclaron se procedid segflin
el esquema de la Figura 11, gque indica los pasos fundamenta-
les de la metodologia seguida (Graham, 1972).

Luego de la ruptura quedaron de un 5 a un 10% de cé&lu-
las no infectadas sanas; en cambio, en el caso de cé&lulas in
fectadas s6lo permanecieron integras un 3% del nQimero origi-
nal.

Posteriormente a la ruptura, se efectub una centrifuga
cibn diferencial para eliminar los nficleos y cé&lulas enteras.
En ambos casos en el precipitado se encontrd un 61% de la
cantidad de proteinas halladas en el homogenado de partida y
en el sobrenadante citoplasm&tico un 37% de aquéllas. Estos
resultados son semejantes a los que se encuentran en la bi-

bliografia (Gahmber y Simons, 1970).
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CELULAS BHK-21(C-13) INFECTADAS O NO INFECTADAS
RUPTURA (58 ATM DE NITROGENO)
CENTRIFUGACION DIFERENCIAL
PELLET NUCLEAR SOBRENADANTE C1TOPLASMATICO
CENTRIFUGACICN EN GRADIENTE DE SACAROSA

FRACCION FRACCION PROTEINAS
MITOCONDRIAL MICROSOMAL SOLUBLES

VARIAS LAVADAS

CENTRIFUGACION ISOPICNICA EN GRADIENTE DE DEXTRANGC

N

RETICULO ENDOPLASMICO MEMBRANA PLASMATICA

Figura 1l: Esquema experimental del aislamiento de las membranas plasmati-

cas y de reticulo endoplasmico 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 citoplasmitico se coloc6 sobre un gradiente de sa
carosa que se centrifugbd a alta velocidad para separar las
distintas fracciones celulares. Conclufda la centrifugaciébn,
la simple observaci6n de los tubos que contenian los gradien
tes indicaba que en los mismos habfa al menos tres bandas.

En el sector izquierdo de la Figura 12 se muestra la
distribucib6n de protefnas y radiactividad (32P) de un sobre-
nadante citoplasmé@tico de células no infectadas sometidas a
los procedimientos hasta aqui 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
gue llamamos MIT. y que corresponderia a la fraccibn mitocon
drial (Graham, 1972).

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

En el mismo sector de la figura se muestra tambi&n 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
pico se encuentra un maximo de radiactividad 32P. Esta banda,
gue llamamos MICR., corresponderia a la fraccibn microsomal
(Graham, 1972); las determinaciones enzim8ticas efectuadas
demostraron que asf es (R.4.4.1.).

Por Gltimo, en la zona m&s liviana del gradiente se ha

lla un pico de absorbencia que corresponderfia a protefnas
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Figura 12: Purificacidn de la membrana plasmatica y reticulo endoplidsmico

de células BHK-21(C-13) no infectadas.

El sobrenadante citoplasmatico del homogenado de células BHK-21(C-13) no
infectadas obtenido de acuerdo a lo indicado en el punto (M.11l.2.) de Ma
teriales y Metodos fue sembrado en un gradiente donde la concentracidn
de sacarosa desde el fondo hacia la boca del tubo iria variando de 60%
P/P a 30% P/P, luego habria un colchdén de sacarosa 30% P/P Yy nuevamente
una variacion de 30% a 10% P/P.
E% gradiente fue centrifugado durante 2 horas a 22.000 rpm en un rotor
25.2 de Spinco y fraccionado por puncidén en el fondo del tubo. La absor-
bencia de cada fraccion se determind a A = 280 nm (---) y la radiactivi-
Aad por el método de Cherenkof (—), zona izquierda del grafico.
"Las fracciones de maxima radiactividad y absorbencia del gradiente ante-
rior, correspondientes a la fraccidn microsomal (MICR.), se lavaron va-
rias veces y se sembraron sobre un gradiente preformado por capas de dex
trano cuya concentracidn variaba desde 25% P/P a 5% P/P. El mismo se cen
trifugd durante 16 horas a 26.000 rpm en un rotor SW-41 de Spinco. El
gradiente de dextrano se recogid por puncidn en el fondo del tubo. A las
fracciones obtenidas se les determind la absorbencia a A = 280 nm (---)

y la radiactividad por el método de Cherenkof (—), zona derecha del

grafico.
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solubles (Graham, 1972). Como era de esperar la radiactivi-
32P

dad en esa zona es baja, no se observa un pico de

As{ se logrb separar microsomas de mitocondrias de cé-
lulas no infectadas. Como se verd luego (R.4.4.1.) la separa
cibn fue eficiente.

Este Gltimo hecho no implicaba gue se pudieran separar
las mitocondrias de los microsomas de las células infectadas
con el virus Junin. Trabajos previos habrian indicado gque el
virus sedimenta con las fracciones citoplasmiticas mitocon-
drial y microsomal (Coto y col., 1965). Si esto fuera cierto,
la posible presencia de viriones maduros que cosedimentarian
con ambas fracciones podria establecer una especie de "puen-
te" entre ellas impidiendo su separacibén o la posterior sepa
racib6n de los microsomas de membrana plasmitica y reticulo
endoplésmico.

El virus Junin posee una densidad de flotacibén en saca
rosa de 1,14 - 1,17 g/cm3 (And6n y col., 1976). Esta densidad
corresponde a concentraciones de sacarosa de 33 a 39% P/P.
Esto implica gque de existir virus maduro en la regibn cito-
plasmdtica, hecho poco probable a la luz de los conocimien-
tos actuales, &ste bandearia 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 unibén considerablemente
fntima con estas estructuras membranosas" (Coto y col., 1965).
Si esto realmente-ocurriera, la infeccibn viral estarfa modi
ficando la estructura de estas membranas, razbn por la cual
la separacibn se podria ver afectada.

En el sector izquierdo de la Figura 13 se muestra la

distribucién de proteinas y radiactividad del sobrenadante
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Figura 13: Purificacidn de la membrana plasmiatica y de reticulo endoplasmico

de células BHK-21(C-13) infectadas con la cepa MC. de virus Junin.

2

El sobrenadante citoplasmatico del homogenado de células BHK-21(C-13) infecta
das con la cepa MC2 obtenido de acuerdo con lo indicado en el punto (M.1l1l.2)
de Materiales y Métodos fue sembrado en un gradiente donde la concentracidn
de sacarosa desde el fondo hacia la boca del tubo iria variando de 60% P/P a
30% P/P, luego habria un colchdon de sacarosa 30% P/P y nuevamente una varia-
cion 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 puncidén en el fondo del tubo.
La absorbencia de cada fraccidn se determindé a A = 280 nm (---) y la radiacti
vidad por el método de Cherenkof (—), zona izquierda del grafico.

Las fracciones de maxima radiactividad y absorbencia del gradiente anterior,
correspondientes a la fraccidn microsomal (MICR.), se lavaron varias veces y
se sembraron sobre un gradiente preformado por capas de dextrano cuya concen-
tracidén variaba desde 25% P/P a 5% P/P. El mismo se centrifugd durante 16 ho-
ras a 26.000 rpm en un rotor SW-41 de Spinco. El gradiente de dextrano se re-
cogio por puncidén en el fondo del tubo. A las fracciones obtenidas se les de-
terminé la absorbencia a A = 280 nm (---) y la radiactividad por el método de

Cherenkof (—), zona derecha del grafico.



citoplasmdtico de células infectadas con virus Junin en un
gradiente de sacarosa. Al igual gue ocurre para el caso de
las c&lulas no infectadas, agui también se perciben tres pi-
cos de maxima absorbencia. El m&s pesado, llamado MIT., co-
rresponderia a la fraccién mitocondrial (R.4.4.2.) y como se
observa en la figura coincide con un pico de mixima radiacti
vidad (32P). Separado de este iltimo por un valle de sacaro-
sa 30% P/P se encuentra otra banda de md&xima absorbencia,
llamada MICR., gue corresponderia a microsomas (R.4.4.2.).
En esa posicibn también se halla un pico de mixima radiacti-
vidad. Y en la parte superior del gradiente se encuentra un
pico de absorbencia que corresponderia a las proteinas solu-
bles (Graham, 1972), en esa zona se verifica la ausencia de
radiactividad.

Como se desprende de la observacib6n de las figuras 12
y 13, la distribucibfn de masa y marca a lo largo de los gra-
dientes de sacarosa fue la misma para el material provenien-
te de cé&lulas infectadas y no infectadas. Asi, se concluye
cque independientemente de que el virus cosedimente con algu-
na fraccibn citoplasm&tica o no, la infeccibén viral no alte-
ra la separacidn entre las distintas ‘fracciones de las célu
las BHK-21(C-13) mediante la té&cnica de Graham.

Otros autores han hallado resultados semejantes traba-
jando con cé&lulas infectadas con virus de otras familias
utilizando esta u otras técnicas ( Soler y col.,1976; Graham,1972).

Adem8s, en el caso del virus Junin la presencia de vi-
riones maduros en la fraccifén microsomal indicada por otros
autores (Coto y col., 1965) podria deberse a una resolucibn
poco eficiente entre microsomas y mitocondrias ya que ellos

efectGan tal separacib6n mediante centrifugaciones diferenciales.
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Por otro lado, este virus muy probablemente corresponda al
medio extracelular, pues los autores lavan el cerebro de ra-
tén en el que se crece el virus eliminando asf los viriones
de la superficie del 6rgano pero no el que se halla en los

intersticios intercelulares.

RESOLUCION DEL MATERIAL MICROSOMAL

Las fracciones gue presuntamente contenian el material
microsomal se centrifugaron, el sedimento se lav6é y luego si
guiendo el esquema de la Figura\ll, se sembr6 sobre un gra-
diente de dextrano.

En el sector derecho de la Figura 12 se representan la
distribucién de proteinas 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 mé&s pesadas, llamadas RE, que corres-
ponderian a reticulo endoplésmico (R.4.4.3.; Graham, 1972)
se superponen con sendos picos de radiactividad 32P. Las tres
restantes, llamadas MP, corresponderfan a membrana plasmiti-
ca (Graham, 1972). Sin embargo, este resultado s6lo se pudo
verificar para las dos m8s pesadas (R.4.4.1.) pues la restan
te tenfia muy poco material y no se pudo hacer ninguna deter-
minacién. Las dos bandas MP m&s densas muestran la presencia
de material marcado (32P).

En el sector derecho de la Figura 13 se observa la dis
tribucibn de radiactividad y proteinas en un gradiente de
dextrano sembrado con microsomas de c&lulas infectadas con

la cepa MC, del virus Junin. Este gradiente se recogif6 en
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fracciones de mayor volumen que el anterior, por eso la re-
solucibn no fue tan buena.

En la figura se observan tres bandas de méxima absor-
bencia cue se superponen con las tres que indican mdxima ra
diactividad. Como se demuestra m&s adelante (R.4.4.2.) la ban
da mis pesada, RE, result6 ser reticulo endopl&smico y las
m&s livianas, MP, membrana plasmdtica.

Tanto para las células infectadas como para las no in
fectadas, entre las bandas RE y MP s6lo se recupera del 8%
al 9% de las proteinas existentes en el sobrenadante cito-
plasm&tico; dato semejante al bibliogr&fico (Gahmber y Si-
mons, 1970).

Es importante aclarar que a la lectura de absorbencia
de. cada fraccibtn se le rest6 el blanco correspondiente. Es-
tos se obtuvieron a partir de un gradiente de dextrano he-
cho con las mismas caracteristicas que el cgue llevaba la
muestra pero sembrado con buffer. El1 gradiente control fue
fraccionado de igual forma cue el gradiente problema. Se de
bi6 hacer la resta de blancos individuales porgque las solu-
ciones de dextrano absorben luz de A = 280 nm y tal absor-
cién varia mucho con la concentracibn del compuesto, por lo
cual no se podia hallar un valor promedio.

La determinacibén de protefinas por métodos guimicos
(Lowry, 1951) indic6 que el 20% del material microsomal co-
rrespondia a la fraccién membrana plasmitica y que el 80%
restante al retficulo endopl&smico. Al integrar las curvas
de absorbencia de los gradientes de dextrano de las figuras
12 y 13 se obtiene la misma distribucién, 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 plasmética y reticulo endoplé&s
mico aisladas se encontraban en una solucibén de dextrano. El
dextrano interferfa en las lecturas de absorbencia a A =750rm
necesarias para dosar protefnas por el método de Lowry (1951).
Esto hizo que en los ensayos preliminares, los blancos de ca
da fraccibn del gradiente de dextrano fueran tratados segfn
el método de Lowry (1951). Las absorbencias gue mostraban
fueron restadas a la fraccibén correspondiente. Sin embargo,
éste no era el finico inconveniente; cuando se quisieran ana-
lizar los fosfolipidos de estas fracciones el dextrano podria
interferir con la extraccién de los mismos por el método de
Folch (1957). Por ello, era necesario eliminarlo; para lo
cual se hizo una dilucién de por lo menos 1/20 de cada una
de las fracciones en un buffer adecuado y luego se las ultra
centrifugbd para concentrar las membranas. Se tom6 el sedimen
to en el volumen de buffer deseado y éste ya libre de dextra
no, sirvid para hacer todas las determinaciones enzim8ticas
y lipidicas necesarias.

A continuacibn se analizarén las caracteristicas que
presentaron las enzimas marcadoras estudiadas en las distin-
tas fracciones celulares. Los resultados m&s importantes se

representan en la Figura 14.

R.4.4.1, Células no infectadas

La observaci6n 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

celulas BHK-21(C-13)

El homogenado, la membrana plasmatica y el reticulo endoplasmico de las
células BHK-21(C-13) infecta@as con la cepa MC2 del virus Junin (---) o
no infectadas (—) se obtuvieron segun el esquema de la Figura 11. En
En cada una de las fracciones citadas se determind la actividad de las
fosfatasas: ATPasa (Na+—K+) (ATPSA) ; glucosa-6-fosfatasa (G-6PSA); fosfa
tasa acida (PSA-AC) en pmolés Pi liberado / mg proteina / hora y de la
succinato deshidrogenasa (SUCD) en pmoles de sustrato transformado / mg
proteina / hora. _

RET.END. representa a las 2 fracciones RE de la Figura 12 (—) y a la
inica RE de la Figura 13 (---). '

MEM.PLASM. representa a la fraccidn MP mas densa de las figuras 12 (—)

y 13 (---).
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enzimas analizadas. La enzima ATPasa (Na+—K+) presenta una
actividad comparable a la encontrada en la bibliografia
(Gahmber y Simons, 1970). '

Las enzimas glucosa-6-fosfatasa y la fosfatasa &cida
tambié&n presentan una actividad comparable a la gue encuen
tran otros autores (Brotherus v Renkonen, 1977; Gahmber y
Simons, 1970). En tanto cue no podemos comparar el dato ha
l1lado para la succinato deshidrogenasa porgue los otros au
tores no utilizan DCFI como sustrato de reaccibn. La acti-
vidad de esta enzima se halla a partir de una curva gue 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 fraccifén lla
mada MIT. en la Figura 12 indican que en ella s6lo se de-
tecta actividad para las enzimas succinato deshidrogenasa
y fosfatasa &cida. La actividad de la succinato deshidroge
nasa seria 20 veces superior a la hallada en el homogenado
celular. La fosfatasa &cida presentaria en esta fraccibn
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 fraccibn MIT. es realmente la fraccién mito-
condrial.

La banda del gradiente de sacarosa que se designb co
mo MICR. (Figura 12), posee una actividad 6 veces superior
al homogenado celular de la enzima ATPasa (Na+-K+). En es-
ta fraccibén también se detect6 actividad para la enzima

glucosa-6-fosfatasa, pero debido al escaso material que

contenfa la alicuota que se apart6 para estos ensayos no
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se pudo establecer su valor numérico. Sin embargo, estamos
seguros de que si existe actividad porque la fracciébn RE
gue surge a partir de la MICR. la posee. En cambio, en la
fraccién MICR. no se detecta actividad de succinato deshi-
drogenasa ni dé fosfatasa acida. Por e}lo estamos en condi
ciones de confirmar gue la fraccibn MICR. es realmente la
fraccibn 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 cgue en la Figura 12 se
llamaron RE s8lo se encuentra actividad para la enzima glu
cosa-6-fosfatasa. La enzima se halla purificada aproximédg
mente 20 veces respecto al homogenado. Estos resultados in
dican gue la fraccién RE es realmente retfculo endopl&smi-
co.

En otros trabajos se ha deécripto que la enzima NADH-
diaforasa, también utilizada comGnmente como marcadora de
reticulo endopl&smico, se encuentra de 2,50 a 4,06 veces
purificada en esta fraccibén respecto al homogenado celular
(Gahmber y Simons, 1970). Esto indica que la fraccibn que
llamamos RE es reticulo endopl&smico altamente purificado.

La Figura 14 indica adem8s, que la fraccifén MP més
densa del gradiente de dextrano (Figura 12) s&6lo posee ac-
tividad ATP&sica N' Yy xt dependiente. Esta actividad es a-
proximadamente 6 veces suverior a la hallada en el homoge-
nado celular y a la que la literatura describe para esta
misma fraccibén (Graham, 1972). En la banda MP m&s liviana,
también se encontr6 solamente actividad ATP&sica (Na'-kV)
dependiente, aungue debido a la eséasa cantidad de mate-

rial que la misma contenia 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 umol Pi/mg protei-
na hora (Graham, 1972).

Los resultados previamente descriptos indican que am

bas fracciones MP son membrana plasmitica.

Células infectadas

El andlisis de la Figura 14 nos revela gue en el ho-
mogenado celular de las cé&lulas infectadas con el virus Ju
nin se encuentran funcionalmente activas las cuatro enzi-
mas ensayadas.

La fraccién RE del gradiente de dextrano de la Figu-
ra 13 sblo posee actividad de la enzima glucosa-6-fosfata-
sa y en una proporcibén 50 veces mayor que en el homogenado
celular. Por ello se concluye que esta fraccién correspon-
de al reticulo endoplé&smico purificado de las cé&lulas BHK-
21 infectadas con el virus Junin.

Las fracciones MP del gradiente de dextrano de la Fi
gura 13 s6lo presentan actividad de la enzima ATPasa (Na+—
K+). La fraccién MP pesada presenta una actividad 5 veces
superior a la hallada en el homogenado. Al igual gque en
los controles no infectados (R.4.4.1.), 1la actiQidad de la
ATPasa (Na+—K+) en la fraccib6n MP mds densa es superior a
la hallada en la bibliografia para la misma fraccibén de
las células normales (Graham, 1972). La fraccién MP livia-
na presenta una actividad de 9,4 umol Pi/mg protefna hora
para esta enzima, resultado que concuerda con el bibliograd

fico para esta fracci6tn en cé&lulas normales (Graham, 1972).
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Este valor a su vez, es semejante al descripto en la bi-
bliografia para la fraccibén membrana plasmitica total de
células BHK-21(C-13) normales (Gahmber y Simons, 1970).
Evidentemente ambas fracciones MP son membrana plasmitica.
En la parte inferior de la Figura 10 se muestra cbmo
se ha detectado que las fracciones MP y RE de estas célu-
las no poseen actividad de la enzima succinato deshidroge-

nasa, razbén por la cual se pudieron separar eficientemente.

Influencia de la infeccibn 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 observacibén de la Figura 14 se desprende gue tanto
las membranas plasm&ticas como las de reticulo endopl&asmi-
co de células infectadas y no infectadas se obtuvieron al-
tamente purificadas. Lo gue confirma, como se previera
(R.4.2.) gue la infeccibn viral no impide la buena resolu-
cibén entre ambas fracciones.

A su vez esto demuestra gue se est8 en condiciones
de estudiar los fosfolipidos de las membranas de sendas cé
lulas.

Los resultados presentados en la Figura 14 ponen en
evidencia adem8s, que las actividades de las enzimas estu-
diadas no sufren modificaciones en el homogenado ni en la
membrana plasm&tica celular por la infeccién viral. Las pe
quenas diferencias encontradas son minimas frente a las
halladas por otros autores al infectar estas c&lulas con

otros virus (Graham, 1972).



Sin embargo, la infeccibn con el virus Junin parece
aumentar la actividad de la glucosa-6-fosfatasa en el re-
ticulo endoplédsmico.

Las células BHK-21 sufren un cambio significativo
en el Km y vor ende en la actividad de la ATPasa (Na'-K")
por la infeccién con el virus del polioma (Graham, 1972).
El autor hace incapié& en que la disminucibén de esta acti-
vidad debe tomarse m8s bien como una modificacién produci
da en la estructura de la enzima cgue en el descenso numé
rico de esa protefina en la membrana plasmitica celular.
M3s afin, interpreta que la variacibn de esta actividad
pueda deberse m8s que a un cambio estructural directo de
la proteina a un cambio del entorno lipidico de la misma
en el seno de la membrana plasmftica, inducido por el vi-
rus y que &€l supone puede ocurrir (Graham, 1972).

Este no es el Gnico caso en que un virus altera la
actividad de la ATPasa (Na+—K+).

Se sabe que los virus que ejercen un efecto citoli-
tico sobre las cé&lulas huéspedes provocan una inhibicién
en la sintesis de las proteinas celulares ("fenbmeno de
shutoff"). La alteracibn en la estructura y funcién de la
membrana plasm@tica de la cé&lula huésped parece jugar, en
estos casos, un papel muy importante durante la replica-
cibén viral. La sola adsorcibn del virus a la membrana plas
mdtica 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
alteracién en los niveles intracelulares de Na' Yy k¥ o

del transporte a través de membrana de las mismos o ambas
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cosas, luego de las infecciones virales (Egberts y col.,
1977; Garry y col., 1979y 1979b; Nair y col., 1979, 1981).
La elevacibén de la concentracibn intracelular de Na' se
considerb como excepcionalmente importante en la induccifn
por parte de los virus de la inhibicién en la sintesis pro
teica. En cé&lulas fibrobl&sticas de pollo un incremento de
la concentracién de Na' y un descenso en el X' intracelu-
lar se correlacionarian con un descenso de la sintesis de
proteinas (Garry y col., 1979b). Aparentemente, la presen-
cia del virus inhibirfa a la bomba de Na' (ATPasa Na ' -k')
y esto seria la‘causa de la inhibicibén selectiva de la tra
ducciébn de mensajeros de las cé&lulas infectadas (Garry y
col., 1979a).

Sin embargo, en otros sistemas virus-cé&lula huésped
tal alteracibn en los niveles intracelulares de cationes
monovalentes ocurre después de la inhibicibn de la sinte-
sis de proteinas (Egberts y col., 1977; Francoeur y Stan-
ner, 1978; Nair y col., 1979, 1981). Los Gltimos autores
han medido la actividad de la ATPasa (Na+—K+) en el homo-
genado de cé&lulas HelLa infectadas con virus polio y en-
cuentran un pequeno descenso de la misma. Ellos concluyen
gque la alteracibdn en la permeabilidad de la membrana o,
mejor dicho, la inhibici6n de la actividad de la ATPasa

+—K+) es responsable de la acumulacibn de Na© (Nair y

(Na
col., 1979). A su vez, se ha demostrado que la captacién'
de amino&icidos en c&lulas Hela est&§ inhibida por la pre-
sencia del virus polio (Schaefer y col., 1982). El des-

censo en el transporte de amino8cidos, debido a la alte-

raci6n de la membrana por el virus, puede ser el causan-

te de la inhibicibn de la sintesis de protefinas.
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Este autor presenta datos que sirven como un soporte expe-

rimental para la hipbtesis que plantea gue la modificacibn

de la membrana celular juega un papel importante en la es-

trategia de la patogenicidad y citopatogenicidad del virus,
en la alteracibn del metabolismo y muerte celular (Schaefer
y col., 1982).

Sin embargo, otros autores demuestran gue aungque el
virus herpes simple tipo 1 induce una alteracibén en la con
centraci6n intracelular de Na' Yy K+, este hecho no explica
la inhibicién de la sintesis de protefnas inducida por el
virus ya cue esta inhibicifn es anterior en el tiempo a la
alteracibn en la concentracidén de los cationes (Hackstadt
y Mallavia,-l982).

De cualquier manera, si fuera cierto que la altera-
cién de la actividad ATP&sica (Na -K') puede explicar la
inhibicibén de la sintesis proteica celular y la citopatoge
nicidad del virus, el hecho de gue no se encuentre altera-
da la actividad de esta enzima en células BHK-21 infectadas
con el virus Junin, estarfa de acuerdo con el hecho de
gue este virus no ejerce efecto citopdtico sobre dichas cé&
lulas y no inhibe la sintesis proteica de las mismas, por
lo menos durante las 72 horas post-infecci6tn (Pedersen,
1979; .Coto y col., 1970).

En cambio, el posible aumento de actividad observado
para la glucosa-6-fosfatasa podria correlacionarse con el
aumento de la cantidad de reticulo endopl&smico rugoso ob-
servado al microscopio electrbnico (Lascano y Berria, 1977,
1979). Como se sabe, en este sitio se produce gran parte
de la sintesis de protefnas y fosfoglicéridos. No es.de ex

tranar entonces, que la c&lula infectada que debe sintetizar
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una cantidad extra de estos compuestos, para formar virus,
se observe un aumento en el tamafio del retfculo endoplé&s-

mico y el consiguiente aumento numérico de sus enzimas

marcadoras.



CAPITULO V:

PROPORCION RELATIVA DE LOS FOSFOLIPIDOS DE LAS
MEMBRANAS DE CELULAS BHK-21(C-13) INFECTADAS
CON EL VIRUS JUNIN Y CELULAS NO INFECTADAS,
SU RELACION CON LA PROPORCION RELATIVA DE LOS

FOSFOLIPIDOS DEL VIRUS JUNIN,



147

R.,5.1. COMPOSICION FOSFOLIPIDICA DE LAS MEMBRANAS CELULARES

En el capitulo precedente se demuestra que con la meto-
dologia esquematizada en la Figura 11 se obtienen membranas
plasm&ticas y de retficulo endopl&smico de células BHK-21 in-
fectadas con el virus Junin y células no infectadas, altamen
te purificadas (R.4.4.1. y R.4.4.2.).

Para estudiar los fosfolipidos de dichas membranas se
parti6 de células marcadas con 32P y se procedi6 de acuerdo
con lo esquematizado en la citada figura.

A cada una de las fracciones obtenidas, en el Gltimo pa
so de la purificacibn, se les elimin6 el dextrano (R.4.4) y se
les extrajeron sus lipidos mediante el método de Folch y col.
(1957) . Los componentes fosfolipidicos del extracto se anali
zaron por cromatografia bidimensional en capa fina. Con cada
uno de los extractos lipidicos obtenidos se desarrollaron to
das las cromatografias posibles, pero s6lo se computaron a-
guéllas que presentaban una resolucibn igual o mejor que la
que se muestré en las figuras 4 y 7. Las proporciones de las
distintas especies aisladas en cada cromatoplaca se estable-
ci6 de la manera indicada al estudiar los fosfolipidos vira-
les y de células enteras (R.2.1.1). Los valores obtenidos para
sendas membranas de cé&lulas infectadas y células no infecta-
das se listan en la Tabla V. Para el caso de las membranas
‘de las c€lulas no infectadas se realiz® una sola prepara-
cibén y los resultados obtenidos fueron repetitivos tanto pa
ra la membrana plasﬁética como para el reticulo endopl&smico.
En el caso de cé&lulas infectadas en el que se analizaron dos
preparacionés diferentes, encontramos que los datos obteni-
dos para cada una de las membranas no s6lo son repetitivos
dentro de la preparacibn, sino tambi&n entre preparaciones.

Analizaremos ahora la distribucibén que presentan los
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distintos fosfolfpidos en las membranas estudiadas, tanto en

las células infectadas como de los controles no infectados.

R.5.1.1. Composicibn fosfolipfdica de la membrana plasmitica y el

reticulo endoplésmico en células no infectadas

La proporcién de las diferentes especies fosf ipidi-
cas en la membrana blasmética y de reticulo endoplas.cico
de los controles no infectados se estableci6 hallando
los promedios de los valores obtenidos en la preparacidbn
11 para cada especie fosfolipidica en sendas membranas.
Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 15. En
la misma tambi&n se consignan los resultados previamente
establecidos para el homogenado celular (R.2.2.3.:

Los datos de la figura demuestran que tanto ¢ 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 proporcién. PI se encuentra en una pr.porcifn in-
termedia en los tres casos. La proporcién de fosfolipidos
no identificados es comparable a la de PI en la membrana
plasmética, pero es baja en las otras dos fracciones. La
cardiolipina se halla en baja provorcibén en los tres casos;
en tanto gque LPE, PS y Sph se encuentran en una alta o re-
gular proporcibn en la fraccién membrana plasmitica, mien-
tras que en el homogenado y reticulo endoplasmico se en-
cuentran en una proporcién menor.

Los resultados presentados en la Figura 15 para la
membrana plasmdtica y reticulo endopldsmico 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: Composicidn fosfolipidica de las distintas fracciones de las

células BHK-21(C-13)

Los extractos lipidicos de las células enteras falsamente infectadas (HOMOG.)
se obtuvieron de acuerdo con el esquema de la Figura 3. La membrana plasméti
ca (M.PLASM.) y el reticulo endoplasmico (RET.END.) de las cé&lulas BHK-21
(C-13) no infectadas se obtuvieron de acuerdo con el esquema de la Figura 1l1.
Luego se extrajeron sus lipidos mediante el método de Folch. Los fosfolipi-
dos de estos extractos se analizaron por cromatografia bidimensional en capa
fina. Las manchas conteniendo cada especie fueron raspadas de la cromatopla-
ca correspondiente y puestas en viales conteniendo tolueno-omnifluor. La ra-
diactividad se midid en un contador de centelleo liquido. Se establecid la
proporcion de las especies fosfolipidicas en cada placa, calculando el por-
centaje de radiactividad que las mismas poseian respecto al total de marca
recuperada. Para el caso de la membrana plasmatica se promediaron para cada
especie fosfolipidica todos los datos de la preparacion 11, que son los que
figuran en la Tabla V. Lo mismo se hizo para el caso del reticulo endoplésmi
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
establecid la media de dichos promedios.

Las barras indican el error estandard y los simbolos de las absisas represen

tan a los distintos fosfolipidos.
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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 GGltimo autor difieren también de los
hallados por Klenk para las membranas de las células BHK-21-F,
aungue Blough indique que coinciden (Blough y col., 1977,
Klenk y Choppin, 1970).

En la membrana plasm&tica celular, Renkonen y col. en
contraron que la Sph se halla en una proporcibfn de 15-17%
respecto al total de fosfolfpidos, valor este Giltimo signi-
ficativamente m&s alto que el aqui presentado. Sin embargo,
los autores indican que esta especie estd contaminada con
LPE. La suma de los porcentajes que en este trabajo se ob-
tiene para las especies Sph y LPE en la membrana plasm&tica
es semejante al valor que Renkonen y col:. encuentran para
la Sph. Como ya se detallara (R.1.3.), en este trabajo se
puso especial cuidado en la identificacibén de Spﬁ, PI y LPE,
por ello se puede afirmar que la préporcién de LPE es supe-
rior a la de Sph y por lo tanto no debe restérsele importan
cia al lisoderivado al considerarlo como un contaminante.

En el reticulo plasmdtico Renkonen encuentra que la
PE se halla en una proporcibn de 15% respecto al total de
fosfolipidos, 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 halld un 21% de PE en el reticulo en
dopl&smico y un 24% en el homogenado celular. Al ser el
reticulo endopl&smico una de las membranas mayoritarias de
la cé&lula, es 16gico esperar que la proporcibén de sus fosfo

lipidos sea semejante a lo observado en la c&lula entera.
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R.5.1.1.1. Relacibn entre la proporcibén de los fosfolipidos de la

membrana plasm&tica y del retfculo endopldsmico de célu-

las no infectadas

Los datos de composicibn fosfolipfdica para la mem-
brana plasmitica y retfculo endopl&smico surgen de la
misma preparacibén. Por ello y en virtud de lo expresado
previamente (R.2.2.1), podemos comparar los datos obtenidos
para ambas fracciones.

La observaéién de la Figura 15 nos indicarfa que am
bas membranas poseen una composicibn fosfolipfdica dife-
rente.

El an8lisis estadistico (test de Student) de estos
datos nos demuestra que:

- la proporcién de PC en la membrana plasmdtica es signi
ficativamente menor que en el reticulo endoplésmico,
P < 0,005;

- la proporci6én de LPE en la membrana plasmitica es sig-
nificativamente mayor que en el reticulo endopl&smico,
P < 0,025;

- la propofcién de PS en la membrana plasmitica es signi
ficativamente mayor que en el reticulo endopl&smico,
P < 0,005;

- la prqporcién de Sph en la membrana plasmitica es sig-
nificativamente mayor que en el reticulo endoplé&smico,
P < 0,005.

En las especies restantes no existen motivos para pen
sar que la proporcifén en la membrana plasmitica sea dife
rente ée la proporcién en el reti;ulo endopl&smico.

‘Para poder afirmar que la membrana plasmitica de las
c€lulas BHK-21 posee menor proporcién de PC y mayor pro-

porcién de LPE, PS, Sph que la membrana de reticulo
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endopl&smico, deberfamos verificar que estas relaciones
se cumplan en otras preparaciones, de la misma manera que
se hizo cuando se estudiaron los fosfolipidos de las célu
las enteras y los virus (R.2.2.2.). Sin embargo, cuando
se realiz6 aquel estudio vimos gue aunque los datos halla
dos para un determinado fosfolipido en las distintas pre-
paraciones de un mismo material no era constante, la rela
cibn que existfia entre la proporcién de ese fosfolipido
en el material en cuestibn y otro material era la misma,
independientemente de la preparacibn considerada (R.2.2.2).
Por ello, es altamente probable que la membrana plasmiti-
ca difiera de la del reticulo endopl&smico en la propor-
cibn de los compuestos arriba mencionados.

Sin hacer andlisis estadistico, solamente comparan-
do en forma visual los datos obtenidos, otros autores tam
bién encuentran que la membrana plasm&tica de las cé&lulas
BHK-21(C-13) poseen menor cantidad de PC y mayor de PS y
Sph (contaminada con LPE) que el reticulo endopl&smico
(Renkonen y col., 1971, 1972a).

De acuerdo con lo previamente indicado (R.2.2.1.),
para poder comparar la composicibn fosfolipidica de 1la
membrana plasmitica y reticulo endopldsmico de estas célu
las con el homogenado celular, deberiamos haber obtenido
los fosfolipidos de estos materiales a partir de una mis-
ma preparacibn. Sin embargo, debido a la metodologfa im-
plicada y la gran cantidad de material del que se parte,
para llegar a purificar pequenas cantidades de membrana,
esto es muy dificil de realizar (ver Materiales y ME&todos).

Por otro lado, es muy poco probable que las grandes
diferencias que se observan entre las proporciones de al-
gunos fosfolipidos (PC, LPE, PS) en la membrana plasmiti-

ca respecto a las c€lulas enteras, se deban a efectos de
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la preparacibn, lo cual indicaria que estos materiales po
seen una composicién fosfolipidica diferente. En tanto
que los resultados de la Figura 15 indicarfan que no exis
tirfan motivos para pensar que la composicibn fosfolipidi
ca del reticulo endopldsmico sea diferente de la de las

células enteras.

R.5.1.2. Composicibén fosfolipidica de la membrana plasmitica y del

retfculo endopldsmico de células infectadas con virus Junin.

Relacibn entre ambas

La proporcibn de las diferentes especies fosfolipidi-
cas en la membrana plasmitica y en el reticulo endopl&smico
de las cé€lulas infectadas con la cepa MC, del virus Junin
se estableci6 de la forma en que se hizo cuando lo conside-
rado eran las cé&lulas enteras o los virus (R.2.2.3.1.). Asi
se hallb el promedio de todas las determinaciones efectua-
das para cada especie fosfolipidica de cada membrana en ca-
da preparacibn. Luego se halld la media de dichos promedios.
Los resultados obtenidos se representan en la Figura 16. En
la misma tambi&n se consignan los resultados previamente ob
tenidos para el homogenado de estas cé&lulas y para el virus
infectante.

En los cuatro casos las especies mayoritarias son PC
y PE, presentando C, LPC y PA en una menor proporcién; lo
mismo ocurre con D en el homogenado celular y el virus; en
las membranas celulares estos fosfolipidos se presentan en una
proporcién ligeramente superior. PI se halla en los cuatro
casos en una proporcién intermedia. Por su parte, LPE, Sph
y PS se presentan en baja proporcibén en las membranasy en el

homogenado de las cé&lulas infectadas, pero en una alta
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Figura 16: Composicidn fosfolipidica de las distintas fracciones de las células
BHK-21(C-13) infectadas con la cepa MC2 del virus Junin.

La membrana plasmatica (M.PLASM.) y el reticulo endoplasmico (RET.END.) de las

células infectadas con la cepa MC2 del virus Junin se obtuvieron de acuerdo

con el esquema de la Figura 1l. El virus Junin (V.JUNIN—MCz) 2 purifico y de

acuerdo con el esquema de la Figura 3 las células enteras infectadas con la ce-

pa MC. del virus Junin (HOMOG.CEL.INF.) se lavaron y concentraron. A cada uno

2
de estos materiales se les extréjeron sus lipidos mediante el método de Folch.
Sus fosfolipidos se analizaron por cromatografia bidimensional en capa fina.
Las manchas conteniendo cada especie fueron raspadas de la cromatoplaca corres-
pondiente y puestas en viales conteniendo tolueno-omnifluor. La radiactividad
se midio en un contador de centelleo ligquido. Se establecid la proporcidn de
las especies fosfolipidicas en cada placa, calculando el porcentaje de radiacti
vidad que las mismas poseian respecto al total de marca recuperada. Se promedia
ron los valores obtenidos para cada especie fosfolipidica de cada material en
cada preparacidn. La media de dichos promedios son los datos representados en
esta figura. Para las fracciones celulares se computaron todos los datos de 1la
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 simbolos de las absisas re-

.presentan a los distintos fosfolipidos.
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proporcifn en el virus.

Por haber efectuado los ensayos en paralelo, podemos
comparar los datos representados en la figura para membra-
na plasmitica y retficulo endopl&smico. En la Figura 16 se
observa cue estas fracciones poseen diferente composicién
fosfolipidica. Al efectuar el andlisis estadistico tanto
con los datos de la preparacién 9 como con los de la 10 se
encontr$ que la membrana plasmi&tica posee una proporcibn
significativamente mayor (P < 0,005) de PC gue en reticulo
endopléasmico, en tanto que la proporcibn de PS en la misma
es menor (P < 0,005) gue la del reticulo endopléasmico. Pa-
ra el resto de las especies no existen motivos para pensar
que sus proporciones son diferentes en la membrana plasmé-
tica y el reticulo endoplésmico.

Esto nos estaria indicando que la infeccibén con el
virus Junin altera totalmente la relacibn que existe entre
la proporcién de los distintos fosfolipidos de la membrana
plasm&tica y el reticulo endopl&smico en la cé&lula huésped.

Es importante aclarar aue mediante el test de Student
comprobamos que las fracciones reticulo endopldsmico de
los preparados 9 y 10 pertenecian a la misma poblacibn, y
lo mismo ocurria con las fracciones membrana plasmitica de
dichos preparados. Evidentemente, no se detecta "efecto
preparado". Sin embargo, para afirmar fehacientemente que
esto ((ltimo es cierto, deberiamos extender los estudios a

otras preparaciones.

Relacién entre la composicibn fosfolipfdica de las membranas

de cé&lulas infectadas y de las de cé&lulas no infectadas

Como vimos (R.5.1.2.) la infeccibdn viral modifica la

relacibn de fosfolipidos entre la membrana plasmitica y el



reticulo endopl&smico celular. Ahora bien, esa alteracibn
éa qué se debe?, a una modificacién en la composicibn fos
folipidica del reticulo endopl&smico, de la membrana plas
m&tica o de ambas.

Para resolver esta pregunta deberiamos comparar esta
disticamente la composicién fosfolipfdica de la membrana
plasmética de células infectadas y cé&lulas no infectadas
y el reticulo endoplésmico 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-
paracidn 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 observacibén de las figuras 15 y 16 nos
indicarfia que los fosfolipidos del reticulo endoplé&smico
de las células infectadas no se mostrarian en proporcio-
nes muy diferentes a las que tal membrana posee en las
c€élulas control.

Por otro lado, las proporciones de algunos fosfolipi
dos en la membrana plasmdtica de la célula infectad; se
muestran muy diferentes (m&s del 25%) que las que presen-
ta esta fraccibn en las células control. Tal diferencia
muy difficilmente se pueda deber a un efecto de la prepara
cibn. Por ello se concluye que es altamente probable que
la infeccibn viral provogque alteraciones en la composi-
cién fosfolipfdica de la membrana plasm&tica.

Sin embargo, los cambios que se producen en esta Gl-
tima fraccibn, aunque grandes, no serfan suficientes para
provocar una alteracibn en la composici6én fosfolipidica
de la célula entera (R.2.2.2), pues la proporcién de membra
nas plasmiticas respecto al total de las membranas celula

res es muy baja.
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La posible alteracién de los fosfolipidos de la mem-
brana plasmética celular por la infeccibn viral se presen-
tarfa como un hecho interesante, pues si bien en la litera
tura en general s8lo se indica la composicibén fosfolipidi-
ca de los distintos virus estudiados y la membrana plasm&-
tica de la célula huésped no infectada, los pocos trabajos
qgue informan la composicibn fosfolipidica de la membrana
plasmidtica de cé&lulas infectadas muestran que la misma no
se alteraria por la infeccibn 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 proporcidén de los distintos fosfolipidos no
se modifica, siI se modificaria la cadena de &cidos grasos
gue los componen cuando la célula es infectada. Con ello
los autores explican el cambio de fluidez que las membra-
nas experimentan por la infeccibén viral. Otros autores en-
contraron cambios en la proporcibn de los glicolipidos pe-
ro no en los fosfolipidos (Buck y col., 1970).

No hemos encontrado datos en la bibliografia que in-
diquen qué sucede con la composicibén fosfolipidica del re-

ticulo endoplé&smico con las infecciones virales.

R.5.2. RELACION ENTRE LA COMPOSICION FOSFOLIPIDICA DEL VIRUS JUNIN

CON LAS MEMBRANAS DE ILAS CELULAS HUESPEDES Y DE LOS CONTROLES

NO INFECTADOS

Para poder comparar la composicibn fosfolipfdica que
poseen los virus con las diferentes fracciones de las c&lulas

huéspedes y de las c€lulas control, se deberfan haber obtenido
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los fosfolipidos de todos los materiales en la misma prepara
cibn. Como vimos (R.5.1.1.1.), en nuestras condiciones de
trabajo esto no se puede realizar.

Sin embargo, en la preparacibn 9 se estudiaron parale-
lamente los fosfolipidos de la membrana plasm&tica, reticulo
endopldsmico de células infectadas con el virus Junin cepa
MC2 y los de los virus crecidos en ellas.

El medio sobrenadante del cultivo de c&lulas infecta-
das poseifa un titulo en UFP/ml semejénte al que se obtenia
cuando se estudiaban los fosfolipidos virales. La composi-
cibn fosfolipfdica hallada para el virus fue semejante al
promedio de las determinaciones anteriores y se consigna en
la Tabla I. Esto nos permite comparar, aungque no mediante
técnicas estadisticas, la proporcién de los diferentes fosfo
lipidos del virus y de las membranas de la c&lula huésped.
Los datos de la Figura 16 muestran que la composicibén fosfo-
lipidica del virus no es semajante a la de la membrana plas-
mdtica ni a la del reticulo endopldsmico de las cé&lulas hués
pedes.

De la observacibn de las figuraé 15 y 16 se deduce que
las diferencias halladas entre la proporcién de los fosfoli-
pidos del virus y del reticulo endopl&smico de las cé&lulas
no infectadas son muy grandes como para poder ser explicadas
por efecto de la preparacidén. Por otro lado, ya se demostrb
(R.2.2.2.) que el virus posee una composicibén fosfolipidica
diferente de la de las c&lulas enteras infectadas o falsamen
te infectadas. Esto no parece ocurrir cuando se compara el
virus con la membrana plasm&tica de las cé&lulas control, la
composici6én fosfolipidica del virus serfa semejante a la de
estas membranas.

Sin embargo, el virus pareceria tener menor proporcién
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de PC y mayor de PE, Sph y PS que la membrana plasm&tica de
las c&lulas control. La misma relacibn parece tener el SFV
con la membrana plasmética de las cé&lulas huéspedes (Renko-
nen y col., 1971; Richardson y Vace, 1976). Lo mismo ocurri
rfa 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 (Mc Sharry y col., 1971), el Un-

kuniemi (Renkonen y col., 1972b) y el virus Sindbis (Hirsch

berg y Robbins, 1974).



COMENTARIOS

INTERPRETACION



COMENTARIOS E INTERPRETACION

Son muchos los trabajos que se han realizado y se estén rea
lizando para estudiar los cambios en la superficie celular produ-
cidos por los virus o los compuestos gquimicos, muchos de ellos
carcinbgenos. Se ha documentado que muchas variaciones en los cons
tituyentes o las propiedades de las membranas plasmiticas celula-
res acompafan a las modificaciones estructurales o funcionales de
las células; alteracibn en el transporte de glucosa (Hatanaka y
Hanafusa, 1970), en el transporte de cationes (Egberts y col.,
1977; Garry y col., 1979%a, 1979b; Nair y col., 1979, 1981; Carras
co y Esteban, 1982), en la composicién de glicolipidos (Buck Y
c&i” 1970), en glicopéptidcs (Hakomori y col., 1971). El signifi-
cado de estos determinantes potenciales de las alteraciones celu-
lares responsables de diferentes patologias afin es incierto.

En el caso de las infecciones con algunos virus, después de
muchas investigaciones destinadas a conocer la morfogénesis viral
y la interaccién virus/célula se pudieron dilucidar algunos aspec
tos de la patogenia que los mismos desarrollan en el huésped; in-
hibicibn de la sintesis de proteinas (Carrasco, 1981l; Carrasco
Yy Esteban, 1982; Carrasco y Smith, 1976; Imprain y col., 1980);
lesiones semejantes a la ateroesclerosis (Fabricant y col., 1978).
El esclarecimiento de estos fenfmenos implica la necesidad de com
parar los componentes biogquimicos de las diferentes fracciones de
las células normales y modificadas con los del v._rus.

Los fosfolipidos y el colesterol constituyen una gran pro-
porcién de la masa seca de las membranas plasmdticas celulares
(Weinstein Y col., 1969). Su estudio ayuda a determinar muchas de
las propiedades fisicas y funcionales de las membranas. Asf, tra-
bajos realizados en otros laboratorios destinados al estudio de
los fosfolipidos de los virus y c&lulas huéspedes, apoyados por

las observaciones realizades al microscopio electr6nico, han
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demostrado que la mayorfa de los virus animales con envoltura sur
gen de las cé&lulas huéspedes por brotacibén a través de las merbra
nas plasmiticas celulares, y su composici6n fosfolipidica refleja
la de esta membrana (Introduccién).

En dicho proceso estos virus se llevarfan los lipidos, fun-
damentalmente fosfolipidos y colesterol de dichas membranas, no
asf sus protefnas pues en la particula viral se hallan 2 - 3 o a
la sumo 6 especies de protefinas distintas y no las 15 o m&s que
se encuentran en la membrana plasmitica de las cé&lulas en culti-
vos (Renkonen y col., 1971).

Estudios de microscopia electrfnica mostrarian arenavirus
brotando principalmente de la membrana plasm&tica éelular, Yy en
muy escasa cantidad, del reticulo endoplésmico (Lascano Y Be-
rria, 1969, 1971, 1974, 1977; Murphy y col., 1970, 1975). Por
otro lado, existen datos que indican la existencia de antigenos
virales, constituidos por las proteinas glicosiladas, unidos a la
membrana plasmldtica de cé&lulas infectadas con virus Junin (Marti-
nez Peralta y col., 1979c).

Todo esto hizo suponer a los distintos investigadores que
los arenavirus completarfan su ciclo adquiriendo la envoltura por
brotacién a través de la membrana plasmética celular. Sin embargo,
también se han visto proteinas 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 plasmitica celular. Adem&s, como ya vimos, muchos co-
ronavirus se ven asociados a la membrana plasm&tica celular vy,
sin embargo, estos virus adquirirfan 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 1los elemen
tos de la membrana plasm&tica celular.

Se sabla que cada uno de los arenavirus tiene sus propias

protefnas caracteristicas. 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; Martinez Segovia Yy De Mi-
tri, 1977; Romanowski, 1981).

Sin embargo, los resultados presentados en este trabajo
muestran que los distintos arenavirus estudiados poseen la misma
composicién fosfolipidica. Esta composicién seria semejante aun-
que no exactamente igual a la de la membrana plasmitica celular,
es muy diferente a la de las c&lulas enteras y también lo seria
respecto a la del retfculo endopldsmico de las mismas. Ademis,
la composicibn fosfolipidica de los arenavirus es muy similar a
la hallada por otros autores para el togavirus SFV y el bunyavi-
rus Unkuniemi, cuando son cultivados en la misma 1fnea celular
(Renkonen y col., 1971, 1972b).

Por otro lado, la infeccibn viral provocaria una gran altg
racién en la composicién fosfolipidica de la membranas plasmiti-
ca celular, pero no en la del reticulo endopl&smico ni en la de
las cé&lulas enteras.

Estos resultados est&n de acuerdo con la hipbtesis que
plantea gue los arenavirus, como otros virus, formarfan su envol
tura con proteinas propias y fosfolipidos de la membrana plasm&-
tica celular que arrastrarian al brotar.

No obstante, el hecho de que los arenavirus, al igual que
otros virus, posean una composicidn faosfolipidica similar a la
de la membrana plasmética de las c€lulas huéspedes no infectadas,
pero no exactamente igual, descarta la idea de que la maduracibn
a través de dicha membrana ocurra al azar. Las diferencias halla
das radican.en que los arenavirus poseen menor proporcibén de PC
y mayor de PS, Sph y LPE que la membrana plasmitica celular, al-
go semejante a lo que ocurre con otros virus (Klenk vy Chcppin,
1969; Quigley vy col., 1972b;ﬁenkonen y col., 1971). Esto indica-

ria que los arenavirus brotan a través de zonas especificas de
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la membrana plasm&tica celular, con una composicibén fosfolipidica
diferente a la composicibén fosfolipfdica promedio. |

Para explicar este fenfmeno, cuando se observ6 en los otros
virus, por los autores citados en el pdrrafo anterior, se plantea
ron varias hip6tesis. Una de ellas plantea la posibilidad ge que
fueran las propiedades fisicas y quimicas de las proteinas virales
las que pudieran causar un reordenamiento en la membrana plasmdti-
ca celular. Este reordenamiento implicarfa la eliminacién de pro-
teinas celulares y la insercién de las virales, alrededor de las
cuales se ordenarfan determinados tipos de fosfolipidos formando
asi los "parches" por los que la capside viral tendria afinidad y
que serian los encargados de formarle la envoltura.

Nuestros resultados muestran que la actividad de la enzima
marcadora de la membrana plasmitica ATPasa (Na+—K+) no se altera
por la infeccibn viral. Esto indicarfa que es muy poco probable
que el virus indujera un reordenamiento de las proteinas de dicha
membrana.

Otra hipb6tesis basaba su explicacibén en la heterogeneidad
de la membrana plasmitica celular; asi se supone que la membrana
posee "parches" de bicapas lipidicas, carentes de proteinas y con
una composicibén fosfolipidica ligeramente diferente de la composi
cién fosfolipfidica promedio (Coleman y col., 1970) las proteinas
de la envoltura viral tendrian afinidad por esos "parches".

Esta hipbtesis explicaria las pequenas diferencias halladas
entre la composicibn fosfolipidica de los virus y membrana plasmd
tica celular, y el hecho de que pese a que la composicibn fosfoli
pidica de la membrana plasmitica de la célula huésped se modifi-
que con la infeccibn viral, la actividad de las enzimas marcadoras,
no se vea alterada.

JSin embargo, por los conocimientos actuales no deberia pen-
sarse en estos "parches" como sitios estdticos en la membrana. Ya

desde 1971 existen trabajos y en la actualidad hay grandes
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evidencias que sugieren que las protefnas y los lipidos estén en
la membrana plasm&tica de las cé&lulas normales, intactas, en un
estado flufdo (Singer y Nicolson, 1972), pudiendo existir difu
sién lateral de estos lipidos y proteinas (Kornberg y Mc Con-
nell, 1971). )

Si la brotaci6én de los virus ocurre a través de una membra
na biol6gica flufda y dindmica, las nucleoc8psides y proteinas
de la envoltura viral podrian seleccionar &reas de esa superfi-
cie que podrfian tener f&cilmente, en un instante determinado, u-
na composicién fosfolipidica diferente de la composicibn fosfoli
pidica promedio y ademés, en el momento de la brotacibn, estas
dreas "parches" carecerfan espont&neamente de proteinas celulares.
Asi, al brotar, el virus llevarfa mayor cantidad de ciertos 1lipi
dos y menor de otros, por ello su composicién fosfolipidica se-
ria diferente de la composicién fosfolipidica promedio de la mem
brana plasmtica la que a su vez guedaria alterada por la infec-
cibn viral. Sin embargo, el virus no se veria obligado a modifi-
car la cantidad ni la estructuracifn de las proteinas celulares,
en la membrana plasmé&tica flufda para insertar sus propias pro-
teinas. Esto explicarfia por qué la actividad de la ATPasa (N§h¥?)
no se haya modificado por la presencia del virus. Pues, aunque
la enzima necesite de un entorno lipidico caracteristico para de
sarrollar su actividad (Graham, 1972), lo que se modifica es la
composicibn fosfolipidica total de la membrana lo cual no impli-
ca que la zona que rodea a esta u otras protefnas celulares en
la estructura dinfmica deba alterarse.

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

La seleccibén de determinados "parches" con una composicibn
fosfolipidica caracteristica en esa estructura flufda puede de-

berse no solamente a una interaccién especifica de las proteinas



CELULA NORMAL

b Q VIRUS
«g 7

CELULA INFECTADA

’ PROTEINA VIRAL
€@ SUCCINATODESHIDA.
@ ATP-s;(n.'- K*)

A FOSFATASA ACIDA

mm GLUCOSA-6-Pasa

Figura 17: Interpretacidn del mecanismo probablemente utilizado por el

virus Junin al surgir de los cultivos celulares.
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virales con determinados lipidos sino mds bien al reguerimiento
por parte de la nucleocéwside viral de una zona de la membrana
plasmitica celular con una diferencia local en las propiedades
fisicas, tal como tensidn superficial, para permitir la madura-
cibn del viribn (Quigley vy col., 1972b).

El radio de curvatura de los virus es muy distinto al de
las cé&lulas; para qu: a envoltura se adapte a la misma, los vi-
rus seguramente necesitan una composicién lipfdica algo ciferen-
te de la de la membrana plasmitica celular (Quigley y col., 1972b).
Esto podrfa explicar cbmo virus de muv diferentes familias, are-
naviridae, togaviridae, bunyaviridae, etcétera, pueden llegar a
tener composicibn fosfolipidica semejante al ser cultivados en
una linea celular determinada sin que esta composicibn sea exac

tamente igual a la de la membrana de la cual brotan.
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CONCLUSIONES

Ve
Los arenavirus Junin —cepas MC2 Yy XJC13——, Tacaribe y pichin-

dé, crecidos en c&lulas BHK-21(C-13) en cultivo, poseen todos

la misma composici6n fosfolipidica.

Los arenavirus Jur .n, Tacaribe y Pichindé, crecidos en células
BHK-21(C-13) en cultivo, poseerian una composicién fosfolipidi
ca semejante, aungue no igual a la de la membrana plasmética

de estas cBlulas cuando no han sido infectadas.

La composicifén fosfolipfdica de los arenavirus Junin, Tacaribe
y Pichindé, crecidos en c&lulas BHK-21(C-13), ser: iiferente
de la composicibn fosfolipidica de las membranas t ndticas
de estas cé&lulas cuando ellas han sido infectadas con estos a-

renavirus.

]
Los arenavirus Junin, Tacaribe y Pichindé& crecidos en cé&lulas
BHK-21(C-13) presentan una composici6én fosfolipidica semejante
a la gue otros autores encuentran para virus de otras familias

crecidos en la misma linea y clon celular.

La composicifn fosfolipidica de los arenavirus J. Pichindé&
y Tacaribe crecidos en cé&lulas BHK-21(C-13) es diferente de la
composicibn fosfolipfidica de las c&lulas BHK-21(C-13) enteras,

infectadas con estos arenavirus o falsamente infectadas.

La composicibn fosfolipidica de los arenavirus Junin, Tacaribe
y Pichindé crecidos en c&lulas BHK-21(C-13' seria diferente de
la composicifn fosfolipfdica del reticulo endoplésmico de las
c€lulas BHK-21(C-13), no infectadas ¢ infe~tadas con arenavi

rus.



10.

La composicibn fosfolipidica de la membrana plasmdtica de las
células BHK-21(C-13) se veria totalmente modificada por la in

feccibn de estas células con el virus Junin.

La composicibn fosfolipfdica del retfculo endopldsmico de las
células BHK-21(C-13) no se modificaria por la infeccibn de es

tas cé&lulas con el virus Junin.

La composicibn fosfolipfdica de las células BHK-21(C-13) ente
ras no se altera cuando estas cé&lulas se infectan con el vi-

rus Junin, el virus Tacaribe o el virus Pichindé.
.. } + _+
La actividad de la enzima ATPasa (Na -K ), marcadora de la

membrana plasm&tica celular, no se altera en las cé&lulas

BHK-21(C-13) cuando ellas se infectan con el virus Junin.

Estos resultados se interpretan con el esquema de la Figu-

ra 17. Ellos apoyarian la hipftesis gue plantea que los arenavi-

rus brotan a través de "parches" de la membrana plasmdtica celu-

lar. Estos se formarian como consecuencia de las caracter®sticas
dindmicas de dicha membrana y estarfan constitufdos pc-~ ~idos
carentes de proteinas celulares y con una composicif ~-lipi-

dica diferente de la composici6bn fosfolipidica promedio de esta

fraccibn celular. Las proteinas tendrfan afinidad por estos "par-

ches". /
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