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L I S T A D E A B R E V I A T U R A S

ADN= acido desoxiribonucleico
ARN= ácido ribonucleico

Células BHK-Zl= linea celular de riñón de hamster

d 3 dalton = unidad de masa igual a 1,68 x 10-24g
FMDV= (Foot-and-Mouth Disease Virus) virus de la fiebre aftosa
IAA = iodoacetamida

min = minuto

m.o.i. = multiplicidad de infección
mRNA= ARN mensajero

mutantes ts = mutantes temperatura sensibles
p.i. = post infección
PM= peso molecular

pUp= nucleótido 5'—3'-difosfato uridina
RNasa H = endonucleasa que digiere cadenas hibridas ARN-ADN

r.p.m. = revoluciones por minuto
S = coeficiente de sedimentación Svedberg
SAT= virus aftoso de territorios del sudoeste africano
SDS= dodecil sulfato de sodio
TLCK= tosil-lisil-clorometil cetona
TPCK= tosil-fenilalanil clorometil cetona
VPl-4 = proteinas de la cápside numeradas de l a 4
VPg= proteina viral unida al genomadel virus



I.— OBJETIVO

El objetivo principal de este trabajo de investigación ha sido
estudiar el mecanismode inhibición de la sintesis de ácidos
nucleicos del virus de la fiebre aftosa para favorecer 1a pro­
ducción de un tipo de subparticula vira1:1as procápsides (tam­
bién llamadas particulas vacías o particulas 7SS).

Para ello fue necesario inhibir 1a formación de nuevas molécu­
las de ARNutilizadas en la sintesis de las particulas virales
infecciosas —losviriones-, sin afectar la sintesis de las pro
teinas estructurales que dan origen a las procápsides.

Las procápsides del virus aftoso poseen todas las propiedades
antigénicas de los viriones pero carecen de ARNinfeccioso. U­
na vacuna antiaftosa preparada con este tipo de antígeno posi­
bilitaria mejorar sensiblemente la capacidad inmunogénicade
1a misma, ya que no requeriría de los procesos de inactivación
a que son sometidas las vacunas convencionales.



II.- INTRODUCCION

II.l.- FIEBRE AFTOSA

II.1.1.— DescripciónAÉÉ la enfermedad

La fiebre aftosa es una enfermedad febril, aguda y altamente conta­
giosa que afecta, principalmente, a treinta o mas especies de anima
les biungulados, algunas de las cuales son de gran valor económico
para el hombre (bovinos, porcinos, ovinos y caprinos) (17). La enfeg
medadha sido citada en animales salvajes tales comociervos, impa­
las, antilOpes, pecaries, camellos, jirafas y elefantes (9). Experi
mentalmente, se puede inducir la infección a otras especies que in­
cluyen perros, gatos, gallinas, ratas, ratones, conejos y cobayos
(92)­

La infección en el hombre es rara. Menos de 30 casos probados han
sido descriptos en la literatura (478). Sin embargo, puesto que el
virus puede persistir por 24 horas en las regiones nasofaringeas y
sobre Superficies inanimadas, incluyendo vestimentas por largos pe­
riodos, el hombrepuede jugar un activo papel comovehiculo transmi
sor de la enfermedad (248,432).

Si bien esta enfermedad se 1a conoce desde hace mas de 2000 años

(Hiérocles, veterinario griego, hablaba de las enfermedadesaftosas),
su historia cientifica se inicia recién a mediadosdel siglo XVI
(188), describiéndosela comouna epizootia vesicular muycontagiosa
que afectó a los bovinos en Italia y que, posteriormente, se pr0pa—
gó a otros paises de Europa (Francia e Inglaterra). Desde entonces,
ha sido considerada comouna de las plagas animales de mayor impor­
tancia mundial (219).

Aunquela mortalidad rara vez excede al 5%de los animales adultos,
puede llegar al 50%en animales jóvenes (bovinos y porcinos) como
consecuencia de una miocarditis (17). Normalmente, la enfermedad se
caracteriza por lesiones vesiculares sobre las patas y la b0ca del
animal infectado, pero también pueden estar involucradas 1a piel,
las mamasy el hocico. En los bovinos hay una profusa secreción de



ibaba pegajosa y ruptura de vesículas linguales, exponiendo grandes
áreas en carne viva de 1a lengua. El dolor de la boca y la lengua
impiden al animal comer normalmente y las lesiones en las patas,
las cuales pueden ser infectadas con bacterias, hongos o parásitos,
pueden presentar, además, complicaciones traumática que causan la
cojera del animal (24,94).

El análisis del aspecto epidemiológico de un fOco o un brote, o la
simple observación de la sintomatología clínica, sólo permiten deteg
minar que los animales están padeciendo una enfermedad del tipo ve­
sicular. Si la enfermedadsólo afecta equinos, se trataría de la es
tomatitis vesicular, ya que esta especie es resistente a las otras
enfermedades del grupo. Afectando bovinos, ovinos y/o caprinos, el
diagnóstico se hará entre la estomatitis vesicular y la fiebre aftg
sa, ya que los porcinos son susceptibles a todas las enfermedades
vesiculares conocidas hasta el presente (7).

II.l.2.- Perjuicios económicos

La mayoria de los animales que han padecido la enfermedad eventual­
mente se recobran y pueden desarrollar una inmunidad relativamente
corta (l a 3 años) contra el agente infectante. Sin embargo, los a­
nimales recuperados no vuelven a ser la entidad productiva o comer­
ciable que eran antes de la enfermedad. Algunas de las secuelas son
la esterilidad, el aborto, pérdida de peso excesiva, pérdida signi­
ficativa en la producción de leche, daño al corazón, cojera y una
condición general disminuida.

Los efectos de una ruptura de inmunidad en países libres de la en­
fermedad, pueden llegar a ser altamente perjudiciales. Unestudio
realizado en 1977 (55) sobre la incidencia económica de un brote gg
neralizado de esta enfermedaden 1a totalidad del ganado suscepti­
ble en los Estados Unidos, fue calculado en 4 mil millones de dóla­
res en forma directa para el primer año solamente. Las pérdidas di­
rectas o indirectas sobre la agricultura debido al ganadoafectado
podrialser lO veces mayores. La ruptura de inmunidad en Inglaterra,
desde 1967 a 1968 costó mas de 200 millones de dólares y 1a de Cana
dá en 1952, la cual implicó el sacrificio de 1073 bovinos, costó
mil millones de dólares (55).



En relación al comercio internacional de carnes, el mundoestá divi
dido en paises exportadores e importadores y éstos, a su vez, en
paises libres de aftosa y con aftosa esporádica o endémica (61). C2
mograndes naciones importadoras podemoscitar: Estados Unidos, Ru­
sia, Japón y entre los exportadores a Australia, NuevaZelandia, MÉ
xico y algunos paises del Caribe,todos éstos libres de aftosa. Entre
los paises con fiebre aftosa esporádica o endémica están Argentina,
Uruguay, Brasil, Yugoslavia y algunos paises del Este. Entre los paá
ses libres de fiebre aftosa figuranztodo Centroamérica, México, Esta
dos Unidos, Canadá, Reino Unido, Dinamarca, Suecia, Noruega, Finlan
dia, Groenlandia, Austmflia, Japón, Chile y algunas pequeñas islas
del Pacifico. Nueva Zelandia y Nueva Guinea nunca han sufrido esta
enfermedad (180).

En paises donde la enfermedad es endémica resulta particularmente
grave. Ademásdel perjuicio en la producción de los derivados del a
nimal (estimados en un 25%(68)) hay que considerar igualmente las
pérdidas debidas al trastorno del comercio normal de importación y
exportación de animales, materias de origen animal y otros productos
agricolas. Esta dificultad deriva de la aplicación de severas medi­
das restrictivas para el control y 1a erradicación o de las decisig
nes ad0ptadas por paises libres de la enfermedaden relación a los
productos del pais afectado. De un modou otro, la fiebre aftosa
causa perjuicios a todos los paises con interferencia directa en
los factores económicos, sociales y politicos (102,110,124,144,156,
180,286,320,502).

II.1.3.- Control y prevención de la fiebre aftosa (398)

II.1.3.l. Antecedentes en América

El primer brote de fiebre aftosa fue registrado en América en 1870,
describiéndoselo simultáneamente en los Estados Unidos, en la pro­
vincia de Buenos Aires, en la región central de Chile, en Uruguay y
en el sur de Brasil. La presencia de la enfermedad en forma contem­
poránea se asocia con la importanción de bovinos desde EurOpa, en

o o I a oc1rcunstanc1as en que ocurria una extensa epidemia de la enfermedad
en ese continente (55).



En Estados Unidos fue erradicada mediante la aplicación de medidas
de aislamiento, cuarentena, desinfección y sacrificio de animales
enfermos y expuestos. Apartir del último brote en'l929, se implantó
un riguroso programa preventivo destinado a impedir la introducción
del virus, prohibiéndose toda importanción de animales y subproduc­

tos de origen animal provenientes de paises donde la enfermedad fue
I ara endemica.

La situación en Américadel Sur, a fines del siglo XIX, registraba
una gran difusión: Argentina, Chile, Uruguayy extensas regiones del
centro y sur del Brasil tenian fiebre aftosa. A comienzosde este
siglo, ya se habia extendido al resto de Brasil, Bolivia, Paraguay
y Perú. En 1950, una remesa por via maritima de bovinos procedentes

de las zonas afectadas, introdujo la enfermedad en Venezuela, pr0pg
gándose el mismo año a Colombia y luego a Ecuador en 1961. En 1946,
la enfermedad fue introducida en México, lográndosela erradicar en
1954. En Ecuador, Colombia, Venezuela y Perú sólo han sido detecta­
dos los tipos 0 y A del virus aftoso, mientras que en el resto.de
Sudamérica existen los tres tipos clásicos: O, A y C (61).

II.l.3.2. Programasde lucha

Los tres principales programas de lucha usados por los gobiernos con
tra la fiebre aftosa son: l) reducción del riesgo de introducción de
la enfermedad en un país libre de la mismapor regulación de los

productos importados que puedan servir comovehiculos de 1a enfermg
dad (prevención); 2) Vacunacióndel ganado susceptible (control); y
3) Sacrificio (rifle sanitario) de los animales expuestos o infecta
dos durante una ruptura de inmunidad (control).

Es posible evitar la introducción del virus a un área libre -con un
margenaceptable de seguridad-, evitando el ingreso de animales de
especies susceptibles y sus subproductos provenientes de zonas afeg
tadas, cualquiera sea la magnitud de la enfermedad en los paises de
origen.

Esta norma es seguida por todos los paises de Norte y Centroamérica,
Panamáy en la mayoria de los del Caribe. En algunas áreas se permi
te -ocasiona1mente-, el ingreso de animales y/o subproductos de los
mismos,bajo un estricto control sanitario. Este hecho se relaciona



con la presencia de brotes de aftosa en Guyana (1969), Curazao (1970),
en el sur de Chile (1970 y 1971) y en cinco Oportunidades en la pa­
tagonia Argentina (entre 1966 y 1972).

En los paises libres de la enfermedad y en las áreas libres de los
paises afectados, el control se lleva a cabo a través de programas
de erradicación que implican el sacrificio de los animales enfermos
y/o expuestos. Esta politica demostró ser efectiva en Tierra del
Fuego en 1968 y en Magallanes (Chile) en 1970. Programas de vacuna­
ción intensiv05, en cambio, son llevados a cabo en los lugares don­
de la enfermedad es endémica.

II.1.3.3. Planes de erradicación y control

La primera vacuna eficaz para el control de la fiebre aftosa fue de
sarrollada por Waldmanny colab. a fines de 1a década del 30. La
mismaera preparada por adsorción del virus a un gel de hidróxido
de aluminio y luego inactivando con formalina bajo condiciones defi
nidas (499). Antes de la existencia de esta vacuna, el único recur­
so disponible para combatir la enfermedad se reducía al aislamiento
y la cuarentena, medidas éstas de muydificil cumplimiento en Améri
ca Latina.

Paulatinamente, los ganaderos decidieron -en forma voluntaria- adop
tar el uso de la vacuna para la lucha contra la aftosa. Sin embargo,
la falta de organización, disponibilidades y controles adecuados,
impidieron cualquier mejoría significativa en la conducta natural
de la enfermedad.

A fines de 1a década del 50, un factor modificó positivamente esta
situación. Los paises exportadores de carne vacuna sufrieron el im­
pacto de las restricciones impuestas en el mercadointernacional a
los productos pecuarios pr0venientes de zonas donde la enfermedad
fuera endémica. Este hecho precipitó, en 1960, la decisión de Argen
tina de establecer un programa nacional de lucha contra la fiebre
aftosa, provocando una reacción similar en los paises vecinos (Uru­
guay, Brasil, Chile, Paraguay).



Cronológicamente, 1a iniciación de los distintos programas de lucha
contra la fiebre aftosa en Américadel Sur fue el siguientezArgenti
na (1960), Brasil (1965), Paraguay y Uruguay (1968), Chile (1970) y
Colombia (1972). Venezuela y Perú desarrollaban actividades a nivel

nacional desde 1956 y 1965, respectivamente, aunque sin una programa
ción completa. Bolivia y Ecuador fueron los últimos paises en inch
porarse a esta lucha mancomunada(*).

En caso de una ruptura de inmunidad, el sacrificio es el método de
elección en paises tales comoAustralia, Canadá, Irlanda, México,
Nueva Zelandia y los Estados Unidos, los cuales, normalmente, estan
libres de 1a enfermedad. La politica del sacrificio junto con un
programa de vacunación general ha reducido notablemente la infección
en la europa occidental, hasta un punto tal que, algunos paises,
pueden considerarse libres de la misma (55). En América Central y
del Norte, donde el último registro de esta enfermedad es en 1954
(México), se mantienen en vigencia programas de prevención (93).

Actualmente, los programas nacionales de lucha contra la fiebre af­
tosa cubren, aproximadamente, cerca del 60%de la población bovina
sudamericana (mas de 200 millones de cabezas de ganado), con excep­
ción de las zonas del continente libres de la enfirmedad. Los méto­
dos de lucha están basados en vacunaciones masivas cuatrimestrales

y en el control de brotes. Entre las regiones del mundoen las cua­
les el virus aftoso es endémico, Sudamérica tiene las mas grandes
campañasnacionales contra el virus, tanto en el área cubierta como
en la cantidad de animales vacunados y tiene, probablemente, el vo­
lumen mas grande de producción de vacunas antiaftosas. Se estima
que podria llegar a la mitad de 1a producción total de vacuna en el
mundo (359), .calculándose ésta en mas de 800. millones de dosis a1
año.

(*) Datos extraídos de la VI Reunión Interamericana a nivel minis­
terial sobre el control de la fiebre aftosa y otras zoonosis,
diciembre 1972, RICAZ6/19.



Algunas de las razones por las cuales 1a fiebre aftosa es tan seria
y de tan dificil control, pueden resumirse del siguiente modo:

1.- Es una enfermedad altamente contagiosa (17);
2.- Afecta a todos los animales domésticos biungulados y

a muchasespecies salvajes (109,260);

3.- Muchosanimales, aparentemente sanos, pueden ser por
tadores del virus durante muchotiempo (95,97-99,174,
322,400,465,467,487—488)s

4.- El virus puede sobrevivir durante largos periodos de
tiempo en el medio ambiente (109,208);

5.- El virus está dotado de gran plasticidad teniendo 1a
prOpiedad de mutar muyfácilmente (177). Ello explica
el hecho de que hay 7 tipos inmunológicos distintos

y mas de 65 Subtipos, algunos de los cuales son tan di
ferentes entre si que una vacuna preparada con uno de
ellos no protege contra algunos de los otros (334).

II.1.3.4. Vacunaciones

En América del Sur se realizan campañas de vacunación cuatrimestra­
les, cubriendo entre el 80 y el 90%de los b0vinos existentes en
la mayoria de las áreas bajo programa. La revacunación regular es
necesaria para que se mantengael indice de anticuerpos a un nivel
suficiente y constante (127). Desde 1968, en la Argentina se vacu­
na también a la población ovina en periodos semestrales.

Dependiendo de las circustancias, el método de vacunación a seguir
es uno de los tres que se detalla a continuación:

Genera1.- Los programas de este tipo implican 1a vacunación de todos
los animales susceptibles en un tiempo determinado, el cual depende
de la duración de inmunidad otorgada por 1a vacuna.

En barrera.— En estos programas -usados con éxito en Dinamarca, Mé­

xico y Colombia- todos los animales susceptibles de una zona son ví
cunados contra el subtipo de virus que provocó la ruptura de inmuni
dad, en un intento de contener la enfermedad dentro de un área in­
fectada.

En anillo.- En el programa en anillo son vacunados todos los anima­
les susceptibles en un área determinada alrededor de 1a ruptura. Los



animales usualmente son vacunados junto con el sacrificio de aquellos
que han sido infectados o expuestos.

La vacuna utilizada es trivalente, para los tipos de virus 0,A y C
en los países del cono sur y bivalente, para los tipos 0 y A, en E­
cuador, Colombia, Perú y Venezuela. Las vacunas son producidas nor­

malmenteen el país de uso y pueden ser de dos tiposza virus inacti
vado o a virus vivo atenuado.

Las vacunas a virus inactivado son usadas comocontrol de la enferr

medad en países de Europa, Sudamérica, Asia, Africa y Medio Oriente
y representan más del 90%del total de las utilizadas en América (3).
La primera vacuna inactivada efectiva en bovinos estuvo disponible
para su uso en 1938 (499-500). El antígeno era obtenido a partir de
lesiones en la lengua de animales infectados, lo cual era bastante
tedioso y muycaro. En 1951, este proceso fue reemplazado utilizando
explantes de epitelio lingual bovino —métodoFrenkel- (189-l9l,356).
En 1960, se inició la producción industrial de antígeno aftoso usan
do cultivos primarios de células de riñones bovinos, crecidas en
frascos Rouxy luego en frascos rotantes (20,297,481). Este método
tiene la desventaja en la dificultad para el prOcesamientode los
riñones y en la baja densidad celular alcanzada en las monocapas.
Los cultivos primarios usando riñones de cerdo también fueron ensa­
yados para la producción a gran escala de antígeno aftoso (360-361).

El cultivo de virus aftoso en líneas celulares estables surgió en
1962 (337) con la línea celular fibroblástica derivada de riñones
de hamster (BBK-21). Puede ser usada en monocapas en botellas rotan
tes (339,377,394) o en suspensión (101,103,442). Las vacunas prepa­
radas a partir de células BHKson tan potentes comootras y libres
de complicaciones tumorales (101,483).

En algunos países —comopor ejemplo Brasil- la producción del antí­
geno puede realizarse utilizando conejos neonatos, en los cuales la
multiplicación del virus ocurre, principalmente, en el tejido muscu
lar (3,180).

La formalina (formaldehído o formol) fue el primer inactivante apli
cado en la producción de vacunas contra 1a fiebre aftosa (134,218,
485,505). Actualmente, la utilización del formol está siendo reem­
plazada por inactivantes de primer orden, teniendo en cuenta los re
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sultados obtenidos al cOmpararla degradación del virus en presen­

cia de ambostipos de sustancias (75,321). Unacinética de neutrali
zación es de primer orden cuando una solo molécula de anticuerpo es
capaz de inactivar al virión (159). De los muchos compuestos que
muestran una cinética de inactivación de primer orden pueden citar­
sezel glicildaldehído (60,321), la betapropiolactona (BPL)(171-172)
y derivados de las aziridhas tales comola etileneimina (EI) (27,
131), la etileneimina binaria (BEI) (28-29), la etiletileneimina
(EEI) (44) y la acetiletileneimina (ABI) (74,222,321,424), siendo
esta última una de las mas usadas en la producción de vacunas inac­
tivadas. La luz U.V. también fue usada comoinactivante (301).

La mayoría de las vacunas inactivadas llevan hidróxido de aluminio
comoadyuvante y muchas de ellas también contienen saponinas para
mejorar la adyuvancia (359). Las saponinas son un grupo de sustan­
cias glucosídicas de origen vegetal, extraídas de una amplia varie­
dad de especies (133). Su acción adyuvante en relación al virus de
la fiebre aftosa fue descripta por primera vez en 1932 (198) pero no
fue tenida en cuenta sino hasta 1951 (167). Las vacunas acuosas con
vencionales Sonpreparadas adsorbiendo el virus al gel de hidróxido
de aluminio suplementadas con 5-25 mg de saponina por dosis bovino
(448). Unacaracterística de estas vacunas es la variación de la pg
tencia en función del serotipo de virus aftoso usado comoantígeno
para la preparación de las mismas (170,451).

Si bien el adyuvante oleoso comenzóa usarse desde 1930, recién en
1963 fue informado el uso de los mismospara la preparación de vacg
nas comerciales contra el virus de la fiebre aftosa (132). Unalto
porcentaje de bovinos fue inmunizado cuando el antígeno aftoso se g
mulsificó en aceite respecto del mismoantígeno pero absorbido al
coloide de hidróxido de aluminio. Resultados acerca de la mayor e­
fectividad del adyuvante oleoso frente al convencional han sido ci­
tados en la literatura (221,321,395).

El uso de vacunas a virus vivo modificado en programas de lucha con
tra esta enfermedad ha sido ensayado en países del Medio Oriente
(Israel) (263), algunos países africanos (Kenia, Sudáfrica, Africa
del Sudoeste) (199,338,494) Y en Sudamérica (Venezuela, Brasil, Co­
lombia, Chile, Guyanay Ecuador) (30,210,352-353). Las primeras in­



vestigaciones sobre la posibilidad de adaptación del virus aftoso a
otros huéspedes no naturales fueron iniciadas en 1937 y confirmadas
pOCOSaños después (205,337,354,444). Sin embargo, el uso de este

tipo de vacunas está limitado a algunos paises que no son exportadg
res de carne, debido a las restricciones que imponenlos paises im­
portadores en previsión de que los productos puedan albergar el vi­
rus modificado (180,352).

Las vacunas son sometidas a controles de rutina con respecto a su i
nocuidad, tanto inespecifica (contaminación bacteriana) comoespecí
fica (inactivación) (73,234). En nuestro pais, todas las partidas
c0merciales de vacunas antiaftosas inactivadas son controladas por
el Estado a través del Servicio Nacional de Sanidad Animal (SENASA),
en pruebas de laboratorio en cuanto a inocuidad y antigenicidad y
sobre ganado bovino en cuanto a su potencia.

II.l.3.5. Controlessanitarios

La mayoria de los paises afectados por esta enfermedad llevan a ca­
bo medidasclásicas de profilaxis y control sanitario. Entre las
mismas se incluyen:la suspensión de rodeos y del movimiento del ga­
nado en las áreas de los focos, desinfección de vehiculos, materia­
les y equipos de asistencia a los lugares donde se detectó el brote
de aftosa, clausura preventiva de los establecimientos afectados por
periodos variables que van desde 30 hasta 90 dias. Una vez estable­
cido que el brote fue eliminado, la zona se desinfecta y se limpia
con compuestos ácidos o alcalinos a las concentraciones recomenda­
das. Si no hay nuevos brotes en animales susceptibles dentro de los
90 dias subsiguientes a su introducción en la zona, se eliminan las
medidas de restricción (17).

La delimitación de un foco (animales afectados) debe incluir la
clausura, no sólo del establecimiento en el cual fue detectada la a
paración de la enfermedad, sino también establecimientos vecinos y
aún otros mas alejados, pero que han recibido ganado del lugar don­
de fue advertido el brote durante el periodo de incubación de la en
fermedad (115).

Tambiénse debe tener en cuenta en todo sistema de control sanita­
rio, el posible papel de los portadores y de la fauna silvestre co­
mofuente de infección y/o transmisión del virus aftoso (397).



Por último, puede mencionarse que los sistemas de controles naciona
les no resultan suficientes en muchospaises para realizar una vigi
lancia estricta en el cumplimientocorrecto de las direcciones impa:
tidas en los programas de vacunación (manejo y conservación de vacg
nas, por ejemplo) (92,116,398).

II.1.3.6. Roturas de inmunidad

Los problemas de rotura de inmunidad pueden ocurrir aún en países
con controles sanitarios muyestrictos y campañasde vacunación o­
bligatorias, tal comoOcurrió en 1981 en Francia e Inglaterra (267).
El virus responsable de esta rotura fue el serotipo 0, Lausanne
1965 (Suiza), el cual es usado en 1a preparación de vacunas comercig
les. Entre las causas mas probables por las cuales se habria produ­
cido la reintroducción de este virus en el campopueden citarse: l)
fuga del virus de un laboratorio de investigación o de una planta
de producción de vacuna; 2) el uso de una vacuna contaminada con el
virus; o 3) el uso de una vacuna antiaftosa incompletamente inactia
vada.

Otros ejemplos de roturas de inmunidad fueron citados en Inglaterra
(1966/1967), entre Dinamarca y Suecia (1966) y en islas del Canal
de 1a Mancha (1974) (70). De acuerdo a un informe presentado por la

Comisión Europea para el control de la fiebre aftosa en 1981 (316),
no se descartaria la posibilidad que, la mitad de los casas registra
dos de roturas de inmunidad en EurOpa en los últimos 10 años, hayan
sido originados por vacunas mal inactivadas.

Otro factor del cual se carece de una información adecuada y que pg
dria contribuir sensiblemente a los problemas de rotura de inmuni­
dad es el de la persistencia del virus en el campo. Si bien se seña
la al bovino comoel principal reSponsable de la permanencia de 1a
enfermedad en zonas endémicas (14,324,399,465-466,487-488), no se
descarta el papel de diversas especies de animales salvajes (espe­
cialmente roedores) comoreservorios ecológicos del virus aftoso
(397)­
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Se ha demostrado, por via experimental o en forma natural, que va­
rias especies de mamíferosen estado salvaje, son susceptibles a 1a
fiebre aftosa (95,97-100,174,187,322,325,330,400). Sin embargo, no
se ha podido establecer si estas especies constituyen reservorios
naturales del virus, si son agentes difusores de la enfermedaddu­
rante los brotes en las especies domésticas o si constituyen apenas
huéspedes accidentales del virus (400).

En algunas regiones, por sus características ecológicas o geográfi­
cas, es imposible la vacunación de animales dentro de los porcenta­
jes previstos, dando origen a núcleos de población altamente suscep
tibles (398).

Por otra parte, ya se ha mencionado la gran capacidad de mutación
de este virus y Su relación con la eficacia de las vacunas (II.1.3.
3.-). La frecuencia de mutación para un carácter dado del virus se
halla en el orden de 104 (175), lo cual pone en evidencia que nue­
vos mutantes son formados continuamente en la población viral. Nue­
vos tipos inmunológicos pueden surgir por selección de mutantes de­
bido a condiciones favorables del medio ambiente (125,175,247,249).

Mutacionespuntuales a nivel del genomaviral serian suficientes pg
ra introducir cambios importantes en 1a patogenicidad del virus ha­
cia el bovino (374-375).

Otra causa que podria dar origen a una rotura de inmunidad es la a­

plicación de vacunas en malas condiciones durante las campañas sani
tarias. Teniendo en cuenta que la inmunigenbidad de las vacunas co­
mercialmente disponibles reside en la partícula 14OSintacta del vi
rus (71,73), es importante conocer 1a estabilidad de la mismaa los
inactivantes usados para dar virus no-infeccioso.

La partícula 14OSes muy lábil a1 pH por debajo de 7, generando ARN
viral, una subunidadproteica 128 conteniendo todos los polipépti­
dos estructurales a excepción de VP4y un agregado insoluble del pg
lipéptido no presente en el componente 125 (474). Puesto que la meg
cla posee poca o nada actividad inmunizante (154), es necesario ase
gurar que el pH de las suspensiones virales para la producción de
vacunas permanezcan10 suficientemente alto para evitar esta ruptu­
ras. La actividad inmunizante de varias cepas del virus también son
considerablemente reducidas por enzimas proteolíticas, aún cuando
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las particulas virales sedimentan a 14OS.Esta reducción en la acti
vidad inmunizante es causada.por la hidrólisis parcial de uno de
los polipéptidos de la cápside del virus (474,512).

Cepas del virus aftoso de la mismaespecificidad serotipica pueden
ser diferentes en la estabilidad de la cápside a los inactivantes g
sados en la elaboración de vacunas. Por ejemplo, mientras que la
cápside de una cepa del virus aftoso es lábil a concentraciones de
0,001%de AEI (340,404), otra cepa serológicamente similar posee g
na cápside estable frente al mismotratamiento. Esta inestabilidad
de la cápside puede dar lugar a vacunas de baja potencia y/o de co:
ta vida. Comose señalará mas adelante (II.2.5.—), la inmunogenici­
dad de la cápside del virus aftoso depende de determinantes antigé­
nicos especificos de uno de los polipéptidos capsidicos, VPl. Poca
atención ha sido dada a 1a estabilidad relativa de este polipéptido
para diferentes cepas virales durante la producción y el almacena­
miento de vacunas (410).

Otros factores que pueden afectar la calidad de una vacuna contra
el virus aftoso y, cOnello, favoreciendo la aparición de un nuevo
brote de la enfermedad, son los siguienteszaunque actualmente se

han perfeccionado pruebas de ensayo de potencia en bovinos, los sig
temas usados implican el uso de animales susceptibles y el desafio
al virus infeccioso algunas semanas después de la vacunación. La a!
sencia de lesiones generalizadas es considerada comoprotección su­
ficiente. La edad y la carga genética de los animales pueden in­
fluenciar el éxito de las pruebas. Además,las vacunaciones previas
y la presencia o ausencia de anticuerposrmaternales pueden afectar
la acción de las vacunas en el campo. Los contagios tienen lugar de
manera diferente a las empleadas en los ensayos de laboratorio (486).

II.1.4.— Nuevas técnicas para 1a producción de antígenos vacunantes
contra la fiebre aftosa

En la sección II.2.5.— se señala el importante papel en la produc­
ción de anticuerpos neutralizantes que desempeñael polipéptido VPl.
Las evidencias que apoyan este hecho surgen a partir del descubri­
miento de que el virus aftoso -a diferencia del resto de los picor­
navirus- es sensible a 1a acción de la tripsina (316).
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Esta proteasa produce la escisión "in situ" de dicho polipéptido
(474,509,512). Si bien 1a infectividad y -dependiendo de la cepa
viral- la actividad inmunizantees reducida por 1a tripsinización,
las particulas virales tratadas retienen completamentesu capacidad
de fijación y contienen ARNinfeccioso (19,73,512). Se demostró
-por medio de ensayos de inmunodifusión- que fue perdido un sitio
antigénico después del proceso de tripsinización de las particulas
virales (328,512). Por otra parte, VPl aislada de particulas vira­
les intactas tiene cierta actividad inmunizante (23,26,258,288,329)
mientras que los otros tres polipéptidos virales no muestran activi
dad alguna.

Estos resultados indican que VPl aislado a partir de particulas
14OSintactas del virus aftoso muestran un determinante antigénico
muysimilar al de VPl en la cápside viral. Por lo tanto, una cierta
conformacióntridimensional critica en el sitio inmunogénicode VPl
en el virión también debe estar presente en un númerosignificativo
de moléculas aisladas y purificadas de VPl. Varias lineas de eviden
cia apoyarian esta suposición (21¡24,47,289,509).

La proteina VPl podria, entonces, ser usada comoun inmunógeno ais
lado para la producción de vacunas a subunidades virales (527). Se
lograrian asi ciertas ventajas respecto de las vacunas convenciona­
les, siendo las mas importantes las siguientes: Primero, se elimina
ria la formación de anticuerpos contra muchosdeterminantes antigé­
nicos no neutralizantes del virus y de proteinas no virales que con
taminan las vacunas virales actuales. Reacciones secundarias no de­
seables serían reducidas a un minimo (24). Segundo, se evitaría el
uso de inactivantes dado que el inmunógenoaislado carece de infec­
ciosidad (no hay ácido nucleico viral presente). Tampocohabria
riesgo de infecciones o de una enfermedad progresiva subaguda. Ter­
cero, algunas cepas virales crecen escasamente en cultivos celula­
res siendo cepas vacunales pobres por ese motivo, mientras que, o­
tras son muyinestables o no son buenas productoras de anticuerpos.
Estos problemas serian solucionados al usar solamente VPl purifica­
dos. Cuarto, las particulas virales intactas son inestables a la
temperatura y especialmente a pH menores que 5 (152). La subunidad
viral es muchomas estable a los cambios de pH y a la temperatura.
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Se eliminaría así la necesidad de conservar las vacunas antiaftosas

a bajas temperaturas. Actualmente, se conocen muchos ejemplos de v3
cunas a subunidades proteicas para enfermedades virales en animales
(ver revisión en refer. 24).

Varios laboratorios en Estados Unidos y Eur0pa (58,268,283) han lo­
grado producir VPl por medio de la ingeniría genética señalándose
que, al menos, 1000 moléculas de VPl eran sintetizadas por célula
bacteriana (283). También se señalaba que se necesitaba 1000 veces
mas antígeno cuando el VPl ha sido aislado que cuando era llevado
intacto sobre la partícula viral inactivada. Los rendimientos a pa:
tir de cultivos bacterianos fueron mejorados, lográndose un rendi­
miento de hasta 2 x lO6 moléculas de VPl por bacteria (cerca del
17%de la proteina en el lisado bacteriana) (268). En estos experi­
mentos, 1a proteína producida por la célula bacteriana ha sido iden
tificada por su reacción con anticuerpos específicos contra VPl y
por reacciones serológicas.

Si bien la proteína parece ser estable en los extractos celulares
(268), no puede descartarse cierto grado de desnaturalización o di
gestión enzimática comocausantes de cambios en la antigenicidad
de VPl. Por otra parte, estos hechos sugieren que la mayoria de
los determinantes antigénicos de las proteínas son conformaciona­
les antes que secuenciales (46).

Para despertar la respuesta protectora inmunitaria, la proteína
clonada debe ser capaz de presentar un sitio inmunológico tal como
aparece en el virión intacto. El sitio inmunogénicodebe sobrevivir
el tiempo suficiente comopara ser reconocido por el sistema inmu­
ne y los anticuerpos inducidos deben unirse a los viriones con una
afinidad y especificidad suficientes para dar protección (431). Es
de esperar que la proteína VPl produzca anticuerpos para varios si
tios antigénicos diferentes, estando sólo algunos de ellos presen­
tes en el virión intacto (268).

El uso de VPl para 1a elaboración de vacunas antiaftosas no ha prg
bado ser tan efectivo en su capacidad de producir inmunización -pg
so a peso- en relación a la partícula viral obtenida para vacuna­
ción con los métodos tradicionales (23,237,268,283). Varias razo­
nes tratan de explicar esta diferencia, siendo la mas aceptada que
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la proteina VPl no adepta la conformación adecuada cuando se halla
fuera del armazónprovisto por las otras proteinas capsidicas (46,
105,296).

El desarrollo de la tecnologia del ADNrecombinante ha permitido c2
nocer la secuencia nucleotidica del genomadel virus aftoso a par­
tir de 1a cual es posible deducir laLsecuencia primaria de aminoá­
cidos de la proteina VPl. Estas secuencias son conocidas para va­

rias cepas del virus aftoso (SB-59,268,284). Por lo tanto, es posi
ble preparar, por mediode una sintesis quimica controlada, cortos
polipéptidos (15-20 aminoácidos de longitud) que representan dife­
rentes secuencias aminoacidicas del polipéptido inmunogénicoen
cuestión. Estos péptidos sintéticos, acoplados a una proteina inmu
nogénica transportadora, pueden ser usados cOmoantígenos para va­

cunas (8,l3,15,45,209). La capacidad de distintos péptidos sintéti
cos para producir anticuerpos neutralizantes y protectores contra
la fiebre aftosa han sido evaluados en vacunas con adyuvantes Oleg
so o hidroxisaponinadas (26,50,407).

Hayevidencias de que los sitios que inducen anticuerpos neutrali­
zantes del VPl de la cepa tipo O del virus aftoso, estarian locali
zados en la mitad carboxiterminal de la molécula (458). Estudios
realizados usando cortos péptidos correspondientes a dos regiones
diferentes de VPl de este virus —inc1uidala mitad carbOxiterminal­

produjeron altos niveles de anticuerpos neutralizantes en bovinos,
cobayos y conejos (50).

Los titulos de anticuerpos neutralizantes inducidos por péptidos;ïndb
varios órdenes de magnitud mas grande que los obtenidos por inmuni

zación con la proteina capsidica VPl, independientemente de si la
mismaera producida por rotura de particulas virales intactas o por
expresión en células de Escherichia 22;; (50). Probablemente, esta
diferencia sea debida a que el sitio inmunológicopresentado por el
péptido sintético al sistema inmuneinduce la formación de anti­
cuerpos muchomas relacionados cualitativamente a1 sitio inmunogé­
nico dominanteen la proteina VPl de la partícula viral intacta.

a a a o IVarios son los factores que aún nece51tan una mayor investigac1on
en el campode los péptidos sintéticos para mejorar la efectividad
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de las vacunas preparadas a partir de los mismos. Comoejemplos se
puede mencionar: a) la factibilidad y la economía de estas vacunas
son aún dificiles de estimar. Las vacunas convencionales son rela­

tivamente baratas y de un alto grado de efectividad, situaciones
ambas que hacen necesario un mayor perfeccionamiento, tanto a nivel
de la inmunogenicidad del péptido comoen el desarrollo de técni­
cas de muybajos costos para 1a producción a escala industrial;

b) el grado de pureza del péptido es otro importan
te factor a considerar, ya que debe establecerse que los efectos

observados son debidos al péptido deducido realmente a partir de la
secuencia del ADNpatrón. Esto implica tener un proceso sintético
de alta fidelidad y reproducibilidad.

c) el tamaño del péptido a ser usado es otro fac­
tor clave en el éxito del proceso, puesto que cuanto mas grande
sea el péptido mayor es la probabilidad de que el mismoadopte con
formaciones inadecuadas (296);

d) la proteina transportadora a la cual se acopla
el péptido es otra interesante área que requiere una gran aten­
ción. Por ejemplo, la proteina KLH-hem0cianina de la 1apa- impide
algunas de las ventajas que representa una vacuna sintética ya que
puede dar origen a problemas de hipersensibilidad luego de repeti­
das vacunaciones (46).

II.1.5.— Elección de cepas vacunales (410)

Haydos criterios importantes para la selección de cepas vacunales
del virus aftoso. La primera es identificar vacunas adecuadas para
un programa de control especifico. Esto implica, necesariamente,
la comparación serológica de las cepas virales a campocon aquellas
incorporadas en las vacunas disponibles para reconocer cuál de los
virus vacunales es el masparecido al virus responsable-de la enfer
medaden el campo. El segundo objetivo es identificar una cepa vi­
ral adecuada para usar en 1a producción de vacunas. Se pueden hacer
las siguientes consideraciones acerca de una cepa vacunal ideal
contra 1a fiebre aftosa:
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Debetener 1a especificidad serotipica correcta;
Crecer rápida y regularmente en los sistemas de cultivos
empleados en la producción de vacunas;
Dar lugar a altos rendimientos virales;
Producir altos niveles de antígeno inmunizante, el cual sea
estable hasta desPués de la inactivación;
En las condiciones que se encuentra en la vacuna debe ser cg
paz de inducir anticuerpos protectores en los animales vacu­
nados. E1 antígeno debe ser estable, a1.menos por un año, a
temperaturas de 4°C.
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II.2.- VIRUS DE LA FIEBRE AFTOSA

II.2.1.- Estructura de la cápside y del genomaviral

Loeffler y Frosch demostraron en 1897 1a filtrabilidad del agente
causal de la fiebre aftosa (302). Este fue el primer reconocimiento
de un patógeno animal en el grupo al cual pertenecía la clase de
los virus filtrables. El virus de la fiebre aftosa es un miembro
de la familia Picornaviridae y constituye el subgrupo aftovirus
(Tabla 1) (123,318,327).

TABLAN° 1.- Clasificación y principales caracteristicas de los
Picornavirus (modificado de 56)

Géneros Principales Densidad Sensibilidad al
miembros C1Cs(g/ml) pH

Enterovirus Poliovirus; 1,33-1,34 Estables a pH 3
Coxsackievirus;
Enterovirusbovino;
Echovirus;

Cardiovirus Encefalomibcardi- 1,33-1,34 Inestables a pH5-6
tis virus; en presencia de
Mengovirus; 0,1M BrNa

Rhinovirus Rhinovirus huma- l,38—l,41 Inestables por debajo
nos y bovinos; de pH 5-6

Aftovirus Virus de la fiebre 1,43-l,45 Inestables por debajo
aftosa; de pH 5-6

La partícula viral infecciosa (PMaproximado 8,4 x lO6 daltons)
(473) se compone de una cubierta proteica desnuda —denominadacáp­
side- dentro de la cual se encuentra el genomadel virus (4,18,415).
Este se compone de una cadena simple de ARNcon un PMentre 2,0 y

3,1 x 106 daltons (389,414,455,473), la cual actua, directamente,
comomensajero (35) y representa el 31%del peso de la partícula
viral (20). La cápside, la cual asume una forma icosahédrica (300,
408,473), se componede 60 copias de cuatro proteinas principales:
tres con PMentre 37.000 a 24.000 d (VP1,VP2,VP3) y una menor con

un PMen el rango de 7.000 a 13.500 d (473-474); una o dos copias
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de un precursor proteico no escindi o (VPO)(415,491) y cantidades

muypequeñas de una proteina de 52.000 d componente de la polimerí
sa viral (415). Recientemente, han sido aSOCiadasa viriones purie
ficados del virus de la fiebre aftosa ciertas actividades enzimáti
cas, tales comola de una ribonucleasa (145) y de una quinasa (225,
228).

La proteina de 30.000dde1virus aftoso, equivalente a la proteina
VPl de poliovirus, sensible a la tripsina (83,287,509), ha sido de
signada de diferentes maneras. Debido a su posición variables en
distintos sistemas de geles de poliacrilamida fue denominadaVPl
(83,456), VP2 (491) o VP3 (23,288). En efecto, en presencia de una
fuerte concentración de urea, el orden de migración de VPl y VP3
es inverso: VPl (83) migra mas rápidamente que VPZy VP3. Por el
hecho de esta migración anormal de la proteina fue sugerida se la
denominara VPT, donde T significaba sensibilidad a 1a tripsina (25,

457) o VPThdonde Th representa a la treonina (25,317,457), el ami
noácido N-terminal de su secuencia primaria (18,317). En este tra­
bajo de tesis, se sigue la nomenclatura de Burroughs y colab.(83).

Comoen el caso de todos'los picornavirus hasta ahora estudiados (1A
81-82,244,523), el ARNdel virus aftoso contiene un fragmento de
longitud variable (20-50 residuos) de ácido poliadenilico (poliA)
en su extremo 3l (111,227). En lo referente al papel de esta re:
gión en los picornavirus, hay resultados conflictivos: por una par
te, fue demostrado que, tanto en el virus de la piio comoen el vi
rus de la encefalomiocarditis, un aumentoen la cantidad de resi­
duos de ácido poliadenilico se correlacionaba con un incremento en
la infectividad de los ARNvirales (214,244,449). Para el virus de
la fiebre aftosa, en cambio, un ARNconteniendo un poliA de menos
de lO residuos de longitud presentaba la mismainfectividad que el
ARNdel virus normal (227). Un resultado aún mas contradictorio es

‘el del virus nodamura, con un ARNde polaridad semejante a la del
ARNrmensajero de los picornavirus, el cual, aparentemente, carece
de poliA (342).



Recientemente, una pequeña proteina (PM40.000 d) denominada VPg
y sintetizada por el virus (211,294), ha sido demostrado que se
halla unida al nucleótido pUp (224) del extremo 5' del genoma
(157,417). Fue sugerido que esta proteina estaria implicada en 1a
iniciación de 1a sintesis de ARN"in vivo" (346), ya que se halla
presente en las nuevas cadenas de ARNrecién sintetizadas. Por es
tudios de mapeode péptidos con el virus de 1a encefalomiocardi­
tis, se lo ha ubicado cercano a1 extremo N-terminal de la protei­
na C (355), la cual es equivalente a1 precursor primario p100
(Ver II.2.3.5.-) del virus aftoso. Tambiénha sido demostrada la
heterogeneidad de los VPgen el virus aftoso (266).

A diferencia del resto de los miembrosde 1a familia, cerca del ei
tremo 5' del genomade los aftovirus y cardiovirus, se halla un
corto segmento de 100 a 200 residuos de ácidos citidilicos (poliC)
(54,78,l94,23l,384). El poliC puede ser digerido tratando el ARN
del virus de la fiebre aftosa con RNasaH en presencia de un oligo
dG (deoxiguanidina). Coneste tratamiento se obtienen dos fragmen­
toszel mas corto (denominadoS) tiene cerca de 400 nucleótidos y

contiene al VPg, indicando que el poliC no está en el extremo 5'
del ARN;el fragmento mas largo (denominado L) de cerca de 7500'ng
cleótidos contiene el resto del ARN,incluyendo el poliA en el ex­
tremo 3' (406) (Ver figura 1).

El mapagenético del virus aftoso es lineal con los genes de las
proteinas estructurales ubicados cerca del extremo 5' del ARNy
con los genes de la replicación hacia el extremo 3'047J5l353416)
(Ver figura l).

II.2.2.- Replicación

La replicación del ARNdel virus aftoso es un proceso transcripcig
nal de dos etapas, implicando la sintesis de una cadena complemen­
taria (menos) en un primer paso, seguida por 1a sintesis de nuevas
cadenas de ARNde 1a polaridad original, usando la cadena "menos"
comotemplado (127,368). La sintesis del ARNviral se realiza ex­
clusivamente en el cit0plasma de las células infectadas y, a dife­
rencia del virus de la polio (89-90), la polimerasa del virus de



FIGURA N° _1.— ESQUEMA DEL PROCESAMIENTO PROTEOLITICO DE LAS

PROTEINAS DEL VIRUS DE LA FIEBRE AFTOSA (414,

modificado)



El genoma del virus aftoso consta de una cadena simple de ARN,
la cual termina hacia su extremo 5' en una proteina -VPg—Cova
lentemente unida al primer nucleótido de la cadena ribonucleo­
proteica (pUp). El extremo 3I termina en una cadena de longi­
tud variable de poliadenina (poliA).
La entrada de este ARNa sintesis proteica implica 1a escisión
de esta proteina, la cual se indica en la figura como "ARNmen
sajero". La traducción completa de este ARNdaria origen a una
proteina gigante -la poliproteina- la cual, por acción de pro­
teasas celulares, formaría los cuatro precursores primarios
del virus aftoso:p20, p88, p52 y p100 en el orden 5' a 3', res
pectivamente. Este último presenta formas alternativas de escï
sión, pudiéndose formar un precursor de PMdistinto, p122.
Los precursores primarios son escindidos por proteasas virales
y/o celulares (situación aún no aclarada totalmente), formándg
se asi los polipéptidos estables, algunos de los cuales se in­
dican en la figura. El último de los pasos del procesamiento
proteolitico del precursor estructural -p88- es la escisión de
VPO para dar VPZ y VP4.

El polipéptido p20 originado de la escisión del precursor p100
podria tener actividad proteolitica, según lo sugieren estudios
realizados con la proteina C del virus de la encefalomiocardi­
tiS (357)­
Por analogía con el polipéptido NCVPXdel virus de la polio, el
polipéptido p34 podria estar asociado con la unión del complejo
de replicación (Ver II.2.2.4.) a las membranaslisas de la celu
1a huésped (88,91). Esta suposición proviene de experimentos
con mutantes del FMDVresistentes a la guanidina (419) y de en­
sayos con este inhibidor sobre las estructuras de replicación
del virus de la polio (518).
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1a fiebre aftosa se halla asociada con membranascitoplasmáticas
lisas recién sintetizadas (382,514) conteniendo ribosomas (293).
Tal comose describe mas adelante, la sintesis del ARNdel virus
aftoso presenta un máximoa las 3,5 horas p.i. para luego comen­
zar a decaer, mientras que la sintesis de membranascontinua iniE
terrumpidamente desde las 2,5 horas hasta las 4,5 horas p.i. (382)
La polimerasa se halla unida a una estructura denominada complejo
de replicación (Ver II.2.2.4.-), la cual ha sido observada en el
exterior de la membranade vacuolas membranosaslisas de células

de cobayos infectadas con el virus.

La infección con picornavirus produce una fuerte -aunque selectiva­
inhibición de la sintesis de proteinas y del ARNcelular (37,179,
238,238,295,413,475,522), sugiriéndose que la mismaes el resulta
do del bloqueo general de 1a expresión del DNApor histonas (77).
Sin embargo, hay evidencias conflictivas respecto del efecto del
virus aftoso sobre la sintesis de proteínas celulares (Ver II.2.3.).

II.2.2.1.- Sintesis de ARNviral y particulas virales

La sintesis de ARNviral en células infectadas con el virus aftoso
sigue un comportamiento temporal bien definido. No hay síntesis
significativa de ARNhasta los 60 min después de la infección.LuE
go de este periodo de latencia, la sintesis de ARNviral muestra
un crecimiento exponencial por, aproximadamente, 2 horas. Cuando

cerca del 20-25% del ARNviral ha sido producido, hay un cambio a
brupto en la velocidad de sintesis del ARNy durante 60-90 min el
ARNse acumula a una velocidad lineal. A1 final de esta fase (en­
tre 3-4 horas p.i.), 1a mayorparte del ARNviral ha sido sinte­
tizado y, en consecuencia, la velocidad de sintesis disminuye (77,
182).

Una curva de sintesis del ARNdel virus de la fiebre aftosa en
función del tiempo p.i. se muestra en la figura 11. La forma de
la curva depende, sin embargo, del estado metabólico de las célu­
las (la sintesis de ARNviral es máximacuando 1a velocidad de
sintesis del DNAcelular es también máxima)y de la multiplicidad
de infección (a altas m.o.i. la curva se desplaza hacia lOs tiem­
pos mas tempranos (41)) Se piensa que la finalización de la fase
lineal es debida al daño infligido a 1a maquinaria metabólica ce­
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lular incapaz -en este momento-de restaurar el pool intracelular
de nucleótidos, el abastacimiento de energia o la disociación de
los polisomas (460). Alternativamente, también puede deberse a la
permeabilidad alterada de la membranacelular.

En el momento de máxima activihd (o sea, cuando el ARNse acumula

a una ve10cidad lineal), 1a sintesis de moléculas completas de ARN
del virus de la polio requiere 1 min (135). El ácido ribonucleico
formadopuede ser encapsidado por proteinas virales preexistentes
dentro de los 5 min siguientes a partir de su sintesis (41). En
esta etapa del ciclo infeccioso, una única célula infectada produ
ciria alrededor de 3000 moléculas de ARNpor min (41), lo cual da
ria un rendimiento final de cerca de 2 x 105 moléculas de ARNvi­

ral por célula (33).

La sintesis de virus y prOCápsidesdurante el ciclo infeccioso
del virus aftoso en células BHK-Zl,clon 13, se muestra en forma
de histograma en la figura 6, representando cada barra del mismo
1a cantidad acumuladade particulas virales hasta un cierto tiem­
po p.i., el cual se indica en las abcisas. De dicha figura puede
apreciarse que la sintesis de particulas virales antes de las 2
horas p.i. es, prácticamente, nula, acumulándosegran cantidad de
las mismas a partir de este momentohasta que se produce el efec­
to citOpático total del cultivo. Este comportamientocoincide con
el ya informado para el virus aftoso (51,77) y para otros picorng
virus (41).

II.2.2.2.— Estructuras ARNvirales inducidas por el virus

Puedenaislarse tres estructuras ARNinducidas por picornavirus
en las células infectadas (368):

1) El ARNrecién sintetizado (ARNde cadena simple, ssARN);

2) La forma replicativa (FR) de cadena doble; y

3) E1 intermediario de replicación (IR) parcialmente simple
y parcialmente de doble cadena.
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El ssARNes la especie molecular mas significativa encontrada en
células infectadas y comparte con el ARNextraido de los viriones
las mismaspropiedades biológicas y fisichuimicas.

La forma replicativa es una doble cadena estable, formada por una

cadena simple de ARNviral unida por enlaces hidrógeno a una cadg
na complementaria completa (519). A tiempos tempranos del ciclo
infeccioso, la FR representa no mas del 0,5% del ARNinducido por
el virus mientras que a1 final del ciclo estas moléculas pueden
representar hasta el 10%del ARNsintetizado hasta ese momento.

Debido a esta particularidad de 1a FR de acumularse hacia el fi­
nal del ciclo infeccioso cuando la sintesis de proteinas y de ARN
viral disminuyen, condujo a 1a suposición que dichas moléculas r3
presentan un producto final sin ningún papel fisiológico. Hasta
el momentono hay pruebas definitivas acerca de su posible parti­
cipación en el prOcesoreplicativo del virus.

La tercera estructura -e1 IR- fue rápidamente identificado como
el sitio de sintesis del ARNde los picornavirus (32,40,49). Con­
siste en un núcleo de doble cadena, resistente a la RNasa, mas ví
rias cadenas nacientes de ssARNde diferentes longitudes, adheri­
das al templado (la cadena "menos" de ARN(207)) por uniones hi­
drógeno (ll).

El ARNgenómico de los picornavirus contiene un fragmento de poliA
de diferentes longitudes en el extremo 3' de la molécula. Este
fragmento permite la transcripción de un poliU -oligonucleótido
de ácido poliuridilico- en el extremo 5' de 1a cadena "menos", la
cual, a su vez, sirve comotemplado para reproducir el poliA en

el ARNviral recién sintetizado (184). A diferencia del fragmento
de poliA de los ARNmensajeros eucarióticos, el poliA de los pico:
navirus no es añadido post-transcripcionalmente sino que está codi
ficado genéticamente.



II.2.2.3.— El complejo de replicación

Todas las estructuras implicadas en la sintesis de ARNde los pi­
cornavirus están estrechamente asociadas con las membranascito­

plasmáticas lisas (366). La síntesis del ARNviral se produce ex­
clusivamente en el complejo de replicación (CR), una compleja es­

tructura que incluye el ARNtemplado y la ARNpolimerasa codifica
da por el virus (164,207,303).

Han sido demostradas dos actividades enzimáticas en el CRde los

picornavirus:

Unapolimerasa o replicasa codificada por el virus, ARN-de­
pendiente, resistente a la actinomicina D (31,37,39), la cual pus
de cepiar un templado poliadenilado (poliA) unido a un cebador de
ácido oligouridílico (28,184).
Esta enzima es la responsable "in vivo" de la replicación del ARN
en células BHK-Zldel virus de la fiebre aftosa (305,378). Por o­
tra parte, se aisló un complejo proteína-ARN del FMDVcapaz de

permitir la elongación de cadenas de ARN"in vitro" identificándg
se una proteína viral, p56a, comola responsable de 1a elongación
de las cadenas ssARNen el CR (305,343,376). La proteína está co­
dificada en la región cercana a1 extremo 3' del genomadel virus
(Ver figura 1) (151,416). Esta región del ARNviral codifica tam­
bién para 1a polimerasa de otros picornavirus (184).

Una segunda actividad enzimática, la poliU polimerasa poliA­
dependiente, la cual necesita tanto de un templado de poliA como
de un cebador de oligouridina para condensar residuos de UMP(uri
dín monofosfatos) en el extremo 3' del primer (368). Esta activi­
dad de poli(U) polimerasa fue identificada, posteriormente, en el
citoplasma de células infectadas con el virus aftoso (376), la
cual requería, además del templado de poliA, un oligo(U) cebador,
iones magnesio y uridín trifosfatos (UTP). Esta enzima sería 1a
responsable para la iniciación de 1a síntesis de la cadena "menos".

La actividad de poli(U) polimerasa ha sido asociada a una proteí­
na viral de un PMde 56.000 d, la cual formaría parte de un complg
jo que sedimenta a 7OSen gradientes de sacarosa. Dicho complejo
consistiría de una proteína inducida por el virus (p56) (186) y
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cuatro componentes de la célula huésped (376). En el virus de la
polio, 1a proteina p63 parecería ser el principal constituyente
de la replicasa viral mostrando ambostipos de actividades enzimá
ticas (185,307,489).

La polimerasa del FMDVse halla asociada a un templado endógeno

de ARN(lO-ll). En base a pruebas de microscopía electrónica se
pr0puso que se trataba de una cadena en su mayor parte ssARN(476).

Sobre evidencias bioquímicas, fue sugerido que las cadenas nacieE
tes están unidas por enlaces hidrógeno a una pequeña región del
templado, quizás mantenidas en dicho lugar debido a la polimerasa
(349). Actualmente, es aceptado que es necesaria una porción de
doble cadena sobre el templado para la sintesis del ARNviral
(308,331) ­

II.2.3.- Sintesis y prOcesamientode las proteinas virales

Aunquevarios autores han informado que la infección de células
BHKcon el virus aftoso provocó la inhibición de 1a sintesis de
proteinas de la célula huésped (77,287,377,379), otros investiga­
dores no pudieron detectar tal inhibición (51,53).

En aquellos casos en que fue posible observar una rápida inhibi­
ción en la sintesis de proteinas en células infectadas con el vi­
rus aftoso, se identificaron tres picos de máximaactividad a lo
largo del ciclo infeccioso. Experimentos en los cuales fue usada
la guanidina (un inhibidor de la sintesis de la replicasa del vi­
rus aftoso (385)) comoinhibidor viral, sugirieron que el primer
pico producido a los 60 min p.i. podia estar a50ciado con 1a for­
maciónde la replicasa viral. El tercer pico a los 150 min p.i.
coincidia con 1a sintesis de las proteinas estructurales pero el
segundo, a los 120 min p.i. no pudo ser relacionado a ninguna ac­
tividad viral conocida (51,77).

El análisis de los extractos citoplasmáticos por electroforesis
en geles de poliacrilamida de las proteinas inducidas por el vi­
rus aftoso reveló, al menos, 11 proteinas virales diferentes (51).
A1determinarse la presencia de las proteinas inducidas en las
particulas virales se vio que este proceso era muyineficiente
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(51):solamente pudo detectarse un 8%de incorporación máxima a los

180 min p.i., momentoen el cual se obtenía el mas alto rendimieg
to viral. Para el virus de la polio, la eficiencia resultó ser de
un 25-50% (122,251).

Fue demostrado para los picornavirus que los aminoácidos eran rá­
pidamente incorporados a proteinas virales especificas dentro de
los 5 a 20 min después de ser incorporadoras a1 medio de cultivo.
Las proteinas asi marcadas se encontraban en las particulas vira­
les dentro de los 20 min, con un máximo de 60 min (265,459). Si
bien en el virus aftoso las proteinas inducidas eran rápidamente
marcadas, se necesitaban entre 30 y 45 min para que todas las pro
teinas estructurales sean formadas (51).

II.2.3.1.— Evidencias acerca de un único sitio de iniciación de
sintesis de proteinas

Actualmente, es aceptado para todos los picornavirus (163,350) y,
en particular, para el virus aftoso (417-418),unsólo sitio de u­
nión principal "in vivo" para ribosomas. Para el virus de la po­
1io este lugar fue identificado en el nucleótido 743 del primer
codón AUGa partir del extremo 5' del ARN(158).

Sin embargo, hay evidencias de sitios secundarios internos, pues­
tOS de manifiesto en sistemas de sintesis de proteinas "in vitro",
usando ARNde polio cOmomensajero exógeno (1,114,200,246,254) o

utilizando fragmentos pequeños del ARNdel virus aftoso (418). En

este caso se señala que, fragmentos conteniendo el poliA del extrg
mo 3‘ del genomadel virus, dirigen la incorporación de metionina
en proteinas. Los productos obtenidos son distintos de aquellos
sintetizados con el ARNentero o con fragmentos conteniendo el pg
liC. Pareceria que hubiera sitios menoresinternos de iniciación
en el ARNbloqueados "in vivo" (365).

De acuerdo.a la hipótesis de un solo sitio de iniciación, cabe es
perar que todos los genes codificados por el genomaviral sean ei
presados con igual frecuencia. Los primeros estudios sobre la mul
tiplicación del virus de la polio mostraron que los patrones eleg
troforéticos de la sintesis de polipéptidos obtenidos de células
infectadas permanecíaninalterados durante toda la infección vi­
ral (459,461)­
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Por otra parte, si el mismovirus se infectaba en distintos sistg
mas celulares, la velocidad relativa de producción de polipéptidos
era muypoco influenciada por la célula huésped. Solamente la caE
tidad total de proteinas virales sintetizadas variaba de célula a
célula (independientemente de cuánto era el rendimiento de virus
infeccioso). Esto implicaba que todos los genes virales eran tra­
ducidos en la mismaproporción relativa, sin importar en qué célu
las eran producidos (239-240,265). Midiendo la ve10cidad de sintg
sis de las proteinas en varios picornavirus (encefalomiOCarditis,
polio, rinovirus humanos), se encontró que todos los polipéptidos
virales se hallaban en cantidades equimolares (84-86,3l4).

Sin embargo, estudios hechos en mengovirus (otro miembro del grupo
de los enterovirus) muestran una discrepancia con los datos ante­
riores:el precursor de las proteinas estructurales se hallaba en
una pr0porción entre dos y tres veces mayor que los otros precursg
res primarios (306,362). Resultados en este mismosentido también
fueron citados para el virus de la polio (2,254,363) y para otro
virus tal comoel virus Sinbdis (un Togavirus) (96).

Estas observaciones han sido interpretadas comoevidencias para
la existencia de dos sitios de iniciación, uno antes del cistrón
para las proteinas estructurales y otro distinto, interno. Tampg
co puede descartarse una terminación prematura de la traducción
del mARN,quizás debida a la presencia de codones especificos si­
lenciosos al final del cistrón de 1a cápside. Otra posibilidad es
que los polipéptidos individuales no hayan sido suficientemente
bien resueltos comopara permitir un análisis cuidadoso de las
cantidades relativas de cada polipéptido.

Por otra parte, también puede suponerse que las preparaciones de
ARNusadas en los ensayos de sintesis proteica "in vitro", conten
gan fragmentos monocistrónicos que codifican para las proteinas
de la cápside solamente.

Las variaciones observadas en los picornavirus en las determina­
ciones de los cocientes molares de los polipéptidos virales sintg
tizados, no necesariamente significa descartar la existencia de
un único sitio de iniciación, ya que podemosencontrar formas a1­
ternativas de escisión (84) o la degradación especifica de algu­
nos de los polipéptidos (323).
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II.2.3.2.- Procesamientoproteolitico de las proteinas virales

En 1965 comenzaron una serie de experimentos que llevaron a1 cong
cimiento de 1a sintesis proteica del virus de la polio. Fue posi­
ble descubrir un nuevo mecanismo de traducción para el ARNmensa­
jero de este virus, el cual, poco mas tarde, seria demostradopara
el resto de los picornavirus.

El análisis de los polipéptidos virales especificos producidos en
células HeLainfectadas con el virus de 1a polio, mostraron que,
además de los 4 polipéptidos de 1a cápside, se detectaban cerca
de 10 polipéptidos no-capsidicos en el citoplasma de las células
infectadas (313,459). La suma de los PMde los 14 polipéptidos vi
rales era mayor de 450.000 daltons, la cual sobrepasaba 1a capaci
dad máxima de codificación del genoma de polio que es de 250.000
daltons (420).

Esta paradoja permaneció inexplicable hasta 1968, cuando Summers
y Maizel (314,461) y Holland y Kiehn (240) sugirieron un nuevo
mecanismopara 1a traducción del ARNde poliovirus. Se demostró
que se producían primero polipéptidos de alto PM,los cuales.eran
procesados a través de una serie de escisiones proteoliticas has­
ta dar polipéptidos mas pequeños, tales comolos que se encuen­
tran formandola cápside del virión.

Jacobson y Baltimore (251,253) lograron acumular estos precurso­

res de alto PMen células infectadas agregando análogos de aminoé
cidos al medio de cultivo. De esta manera, se inhibia el pr0ceso
de escisión y se acumulabangrandes polipéptidos, incluso de mas
de 200.000 de PM.Un inhibidor de enzimas proteoliticas, tal como
el diiSOprOpil fluorfosfato (DFP), también causaba acumulación de
grandes polipéptidos (253).

Conel estudio de los restantes miembrosde los picornavirus se
encontró, a1 igual que lo sucedido con poliovirus, que 1a suma de
los PMde los polipéptidos virales excedia 1a capacidad de tradug
ción del genomadel virus (84,86,251,314,326,459,492). Por lo tan
to, fue posible demostrar que este proceso era comúna todos los
picornavirus, incluyendo el virus aftoso (51,287), habiéndose lo­
grado un casi c0mp1etopr0cesamiento "in vitro" de los precurso­
res sintetizados a partir del ARNviral (112,229,418).
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La formación de proteinas por procesos de escisión post-traducción
a partir de precursores de alto PMes una caracteristica comúna
casi todos los virus animales (463) y pueden variar desde una mos
dificación menorde un polipéptido estructural durante la maduracün
(formación del virión (506))a los pr0cesos de escisión múltiples
y secuenciales que producen todos los polipéptidos virales, como
en el caso de los picornavirus. Tambiénha sido citado para algu­
nos virus vegetales (333).

Experimentos "in vivo" (pulso y búsqueda de la marcación a 32°C,
análogos de aminoácidos, pulsos cortos de radioisótOpos) tendien­
tes a demostrar precursores de las proteinas estructurales en el
Semliki Forest virus (un togavirus) fueron negativos (193). Sin
embargo,posteriormente fue demostrado que, ciertas proteinas es­
pecificadas por este virus en células infectadas,provenian de es­
cisiones post-traducción (335). Usandoun inhibidor del tipo de
las clorometil cetonas (370) o un inhibidor de sintesis proteica
tal comoel ácido aurintricarboxilico (454), fue posible observar,
en células infectadas con el virus Sindbis,1a acumulación de pro­
teinas de alto PMy una.disminución en 1a cantidad de proteinas
virales estructurales. Enensayos "in vitro" el mayorpolipéptido
viral producido por el mRNAdel virus Sindbis fue el de las pro­
teinas estructurales (96). Por otra parte, las proteinas estructu
rales y de la envoltura de los oncornavirus también se origina de
escisiones proteoliticas a partir de una proteina de alto PM
(257,264,496)­

El proceso viral mas frecuente en el cual es observada la esci­
sión es en la maduración (para una revisión en el tema ver refe­
rencia 271, págs. 622-623). La importancia del mismopodria ser
debida a que lleva a la formación de conformaciones especificas
en las proteinas afectadas o un aminoácido libre terminal, de ma­
nera de asegurar el recon0cimiento del ácido nucleico viral homó­
logo. Otra posibilidad es que los prOCesosde escisión estabili­
zan al virión impidiendo la entrada a otros ácidos nucleicos o
proteasas.
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Tambiénfue sugerido que la escisión proteolitica era debida a que
las células eucarióticas no podian traducir mensajespolicistróni
cos (251,446) pero datos obtenidos de virus con genomasmonocis­
trónicos (169,292,526) indicarian otro papel además del menciona­
do.

II.2.3.3.— Tipos de escisiones en el precesamiento proteolitico
de los picornavirus

En el procesamiento de las proteinas virales de los picornavirus
podemosdistinguir tres tipos de escisiones:

Bscisiones primarias.- Ocurren en los polisomas sobre la cadena
proteica naciente -la poliproteina- dando origen a los precurso­
res primarios (84,461).

Escisiongs secundarias.- Esta etapa se inicia sobre los precurso­
res formados en el estadio anterior. Ocurre dentro de los 5 a lO
min siguientes a la sintesis y no es afectada por inhibidores de
la sintesis proteica (315).

Escisión de VPO.- El último de estos tipos de escisiones da lugar
a la formación de las proteinas estructurales VP2y VP4, a partir
de su precursor VPO.Este proceso se lleva a cabo en las etapas
finales del ensambladodel virus y estaria desencadenadopor la E
nión del ácido nucleico a las particulas vacias (357), dando lu­
gar a la partícula viral infecciosa y cOmpletandoasi el pr0ceso
de maduración del virión (51,240,252-253,315).

Es muyprobable que se requieran enzimas con diferentes activida­
des proteoliticas para cada nivel. Las evidencias en apoyo de es­
ta suposición provienen del uso de inhibidores proteoliticos. Por
ejemplo, en el virus de la polio se ha comprobado que la IAAno

inhibe la formación de los precursores primarios pero si su procg
samiento posterior (270) y, en un oncornavirus (rauscher leukemia
virus), la escisión del precursor de los antígenos de grupo (gag)
p70 es sensible al TLCKmientras que la escisión del precursor es
tructural prla es sensible al TPCK(520).

En relación al primer tipo de escisión, podemosseñalar lo siguieg
te: la reacción inicial estaria dada por una enzima de la célula
huésped. Las evidencias en favor de esta suposición son:



34

a) La inhibición de la multiplicación del virus de la polio
por un mismoinhibidor proteolitico dependía del sistema cg
lular usado para el crecimiento del virus (269). Asi, el
TLCKes efectivo en impedir 1a escisión de las proteinas
del virus de la polio solamente en células HeLa,mientras
que, el mas efectivo en células de riñón de mono,fue el TPCK.

b Extractos de células no infectadas añadidos a precursoresV

de alto PMdel poliovirus, los escinden a fragmentos mas pg
queños (269).

C V Se observan pequeñas diferencias en el tamaño de los produc
tos virales de escisión "in vivo" para un mismovirus, de­
pendiendo de la línea celular usada (269).

Sin embargo, en experimentos usando el mismosistema celular para
la multiplicación de dos cepas distintas del virus de la polio ti
po l y 2, se obtuvieron patrones electroforéticos diferentes en
relación a sus PM.Esto indicaria que las proteinas precursoras
de alto PMde cada tipo de virus son escindidas en polipéptidos
virales cuyos tamaños están genéticamente determinados por el vi­
rus y no por la célula huésped (265).

En el segundo de los estadios de escisión actuarían enzimas pro­
teoliticas de origen viral. Varias son las evidencias que podemos
citar en este sentido, comopor ejemplo:

a) Enpolio fue identificada una actividad proteolitica viral
que llevaba a cabo el procesamiento del precursor estructu­
ral, dando los polipéptidos capsidicos (279). La cinética
de producción de la actividad sigue a la de sintesis protei
ca viral y el rendimiento enzimático está correlacionado
con la cantidad de virus infeccioso (279).

Si bien el agregado de análogos de aminoácidos a partir de
las 3 horas p.i. sólo disminuye un 20%la cantidad de pro­
teasas presentes, el rendimiento de virus infeccioso se re­
duce prácticamente a cero y la enzima producida en estas
condiciones es mas sensible al calentamiento que 1a de un
control sin tratar.
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Esto indica que la proteina se sintetizó de nuevo en momen­
tos en que la replicación del virus es máximay en la cual
no hay proteinas celulares sintetizadas (274,279). El punto
de máximaactividad proteolitica está aSOCiadocon el de un
polipéptido viral —NCVPX-de, aproximadamente, 40.000 d de
PM (279)­

Para el virus de 1a encefalomiOCarditis también fue demostrg
da una actividad proteolitica (291) la cual, posteriormente,
fue asociada al polipéptido p22. Esta proteasa permitía el
procesamiento del precursor estructural A1 (215-216,468). La
proteina se origina por la autoescisión de sus precursores,
C y D, lo cual explicaría la liberación de las primeras mo­
léculas de la misma en momentostempranos de la infección
cuandola concentración de proteinas virales libres es,
prácticamente, nula (358).

Inhibidores que bloquean la sintesis del ARNo de las protei
nas virales especificas, impidenel procesamientoproteoli­
tico normal de los precursores virales (200,272,279).

Mutantes de polio sensibles a la temperatura son deficientes
en la producción de proteasas activas a temperaturas no per

o n o o o I om1s1vas. En estas condiciones, se induce la s1nte51s de una

proteina viral alterada, 1a cual no se forma a 1a temperatu
ra permisiva (272).

La traducción del ARNviral en sistemas libres de células
revelaron 1a presencia de una enzima de procesamiento con
actividad proteolitica (357,364,439).

En relación al último de los estadios de escisión, varios traba­
jos aportan evidencias acerca de la existencia de una actividad
proteolitica asociada con los polipéptidos estructurales del vi­

Por ejemplo, para el virus de la polio fue sugerido que algg
na de las tres proteinas estructurales presentes en 1a procápside
pudiera tener actividad enzimática. Esta se expresaria cuando una
molécula de ARNse asocia con dicha cubierta proteica (252,291).
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Unahipótesis similar fue planteada para el virus de la encefalo­
mi0carditis participando, además, la proteina capsidica en el prg
ceso de escisión que genera el extremo amino terminal del precur­
sor capsidico (291). Tambiénha sido señalado que algunos de los
pasos de escisión de precursores de alto PMde origen viral se­
rian debidos a la actividad proteolitica de proteinas de 1a cápsi
de, citándose comoejemplos el virus de la estomatitis vesicular
felina (FeSV) (264) y el virus Sindbis (5). TampOcopuede descar­
tarse la presencia de algún "factor" proteolitico aSOciadoa1 vi­
rión comoresponsable de estos pr0cesos (271,275,520).

Trabajos recientes señalan que el origen de esta actividad proteg
litica seria exclusivamenteviral y estaria asociada con el pre­
cursor de 1a replicasa del virus (357) y no mostraria actividad
sensible a inhibidores tales comoel TLCKo a los iones zinc (182,
212).

II.2.3.4.- Evidencias acerca de la poliproteina

La posesión de un único sitio de iniación implica que, una vez cg
menzadala sintesis de proteinas virales hacia el lado 3l del frag
mento de poliC, ésta continúa recorriendo completamente el genOma
del virus aftoso hasta llegar al extremo 3' (418). Este mecanismo
podria producir, inicialmente, un polipéptido cuyo tamañoabarca­
ra la capacidad total de codificación del ARNviral y que fue de­
nominadopoliproteina (34,84,253).

La existencia de esta proteina gigante ha podido ser demostrada
en varios picornavirus por medio de ciertas técnicas. Ya en 1968
se encontro en células HeLainfectadas con el virus de la polio,
un polipéptido de alto PM(cerca de 200.000 d), el cual coinci­
dia con la capacidad total del genomaviral y no se hallaba pre­
sente en células no infectadas (251).

Esta proteina sólo podia ser detectada en presencia de análogos
de aminoácidos y no era un artefacto experimental puesto que no
era escindida a polipéptidos mas pequeños aún cuando se removiera
el exceso de aminoácidos (251,253,269). También era posible demos
trar la presencia de esta poliproteina por mediode inhibidores
de enzimas proteoliticos, tales comoel DFP(253,464).
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En el virus coxsackie B1 fue demostrada la existencia de 1a poli­
proteína en experimentos en los que no se usó análogos de aminoá­
cidos (265). Se aislaba únicamente en etapas tempranas de 1a in­
fección haciendo cortos pulsos de marca y pr0cesando las células

infectadas a1 final del mismo. No era un agregado de proteínas pg
queñas ya que variando las condiciones de electroforesis, el pico
correspondientes a esta proteína no desaparecía. En etapas mas a­
vanzadas del ciclo infeccioso no era detectable, quizás debido a
un aumento en la velocidad de escisión.

Polisomas unidos a membranaspurificadas a partir de células HeLa
infectadas con el virus de la polio, producían "in vitro" una prg
teína con un PMaproximado de 200.000 d, la cual podría represen­
tar la traducción completacbl genoma (402,495). Sin embargo, en
extractos totales 1a poliproteína no era observada obteniéndose,
en su lugar, fragmentos que se asemejaban en tamaño a los produc­
tos de escisión sintetizados "in vivo" (402). Por lo tanto, los
extractos no purificados tienen una actividad proteolitica que es
cinde a la poliproteína a medida que es formada en los polirribo­
somas. Así se explicaría 1a imposibilidad de aislar la poliproteí
na en condiciones normales de células infectadas con picornavirus
(excepto el virus Coxsackie B1).

Estudios exhaustivos sobre las características del precursor gigan
te de polio, aislado de células infectadas con el virus en presen
cia de análogos de aminoácidos (251,253), probaron que:

l) Resiste la reducción, alquilación y calentamiento, lo cual
implicaría que no es un agregado de pequeños polipéptidos;

2) Los análogos de aminoácidos no modifican mayormente el es­
pectro de polipéptidos normales de células HeLano infecta­
das, lo cual descarta la posibilidad de ser una proteína a5
tificial que sólo se produciría en presencia de análogos.

Experimentos realizados con mutantes ts de polio mostraban una a­
cumulación de precursores de alto PMa temperaturas de crecimiento
no permisivas (20d). Al bajar 1a temperatura hasta un nivel permi
sivo se observó el procesamiento de estos precursores a polipépti
dos de bajo PM. La naturaleza de estos productos no fue claramen­
te establecida.
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Cabe señalar que, a la temperatura no permisiva, se obtuvieron
proteinas de diferentes PM(160 a 210.000 d) algunas de las cua­

les podrian representar el primer producto de escisión de la poli
proteina (230.000d) o bien, que existieran distintas poliprotei­
nas debido al reconocimiento de mas de un sitio de iniciación o
terminación (200).

Dado que en condiciones normales de infección ocurren escisiones
proteoliticas sobre la poliproteína naciente, no ha sido posible
aislarla en células infectadas con el virus aftoso, aún en presea
cia de inhibidores proteolíticos o análogos de aminoácidos (51,
151,416,490,492) ni tampoco en otros picornavirus (306) a excep­
ción del virus coxsackie B1 (265).

II.2.3.5.- Precursores primarios del virus aftoso

Previamente a la iniciación de este tema, se verá cuál es la no­
menclatura aplicada para designar a los polipéptidos del virus ag
toso. Si bien aún no hay un consenso generalizado respecto del
criterio a seguir, actualmente la mas usada es la que antepone a
los polipéptidos estructurales el prefijo VP(proteina viral) nu­
merándolos de 0 a 4(ejemplo:VPO,VPl,VP2,...) mientras que el res­
to de las proteinas no estructurales reciben el prefijo p (poli­
péptido) seguido del PMen miles de daltons (ejemplo: pllO proteá
na de 110.000 d de PM) (l).

Cabe señalar que los polipéptidos virales fueron denominadospor
distintos laboratorios con diferentes nomenclaturas. Por ejemplo,
los polipéptidos no capsidicos del virus de la encefalomiocardi­
tis se indican con letras mayúsculasmientras que los estructura­
les con letras griegas (ejemplos: ¿Ï= VPO,°(,=VP1,...) (85); los
polipéptidos no capsidicos de polio se designan por númerosante­
poniéndoles el prefijo NCVP(proteína viral no capsidica) y a los
estructurales tal comose indicó en-primer término (459). Además,
el descubrimiento de nuevos polipéptidos llevó a usar nuevas le­
tras y subindices.
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Los productos originados a partir de la escisión temprana de 1a pg
liproteina se denominanproductos primarios (84,86). En principio,
fueron reconocidos tres de estos precursores para el virus aftoso
(51) comoera el caso con 1a mayoria del resto de los Picornavirus
(84-86,471) pero, posteriormente, fue confirmada 1a presencia de
un cuarto producto primario (151,416,418).

El producto primario del virus aftoso precursor de las proteinas
estructurales, p88, está codificado por una región del ARNcerca­
na a1 extremo 5' del genoma (151,416). La proteina VPl está codi­
ficada por una región comprendida entre 2500 a 3300 pares de bases
nucleotidicas contadas a partir del extremo 5' del genomay es,
en si mismo, el extremo carboxilico de p88 (Ver figura 1).

Unpolipéptido de tamaño similar, plOO, el cual lleva las protei­
nas necesarias para la replicación del virus (151,416) y, probable
mente, parte de la actividad proteolitica de origen viral (438)
es traducido a partir del extremo 3' del ARN.Hayevidencias, tan
to para el virus aftoso comopara lOs rinovirus, de formas alter­
nativas de escisión derivadas de este extremo del ARN,sugiriendo
otrogrecursor primario,'p122 (414).

De la región media del genomase origina un tercer producto prima
rio, p52 (151,146), del cual sólo se conoce su función para el vi
rus de 1a polio (279). El cuarto precursor primario citado, pZO,
ha sido localizado entre el extremo 5l del ARNy el precursor es­
tructural (151,418) con función aún desconocida.

Mediante síntesis de proteínas "in vitro" ha sido posible obtener
polipéptidos de alto PM,cuya movilidad electroforética en geles
de poliacrilamida,coincidia con la de algunos precursores virales
sintetizados "in vivo" pero que no eran posteriormente procesados
a polipéptidos mas pequeños (269,306,326,402). E1 agregado de ex­
tractos de células infectadas a estos precursores obtenidos"in vi
tro" permitía llevar a cabo alguna reacción de escisión sobre los
mismos, con la consiguiente formación de polipéptidos de bajo PM
(369)­
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El análisis electroforético de estos productos presentaba semejan
zas con algunos de los polipéptidos capsidicos (269). En el virus
aftoso, usando un lisado de células de reticulocito de conejo,
fue posible detectar polipéptidos que "in vivo" son productos de
escisión de grandes precursores pero no se encontró ninguno de los
productos estructurales (418).

II.2.3.6.— La actividad proteolitica en células infectadas

Estudios realizados en este sentido ya habian demostrado un aumen
to de la actividad enzimática lisosomal durante la infección con
el virus de la polio. Trabajos mas recientes en células HeLain­
fectadas con el mismovirus, evidenciaron dos tipos de actividades
endoproteoliticas: una temprana, hasta aproximadamente3 horas p.
i. y otra tardía, después de las 3 horas p.i. (265,272).

La actividad proteolitica temprana sedimenta con los ribosomas ce
lulares, tiene actividad tipo tripsina y estaria asociada a una
de las 70 proteinas ribosomales (273).

La actividad proteolitica de las últimas etapas de 1a infección
no se incrementa si las-células son tratadas con cicloheximida
(inhibidor de 1a sintesis proteica celular (119,507) o con guani­
dina (inhibidor de la multiplicación viral) (38,162). Esto indica
que es necesaria tanto la sintesis de proteinas comoel funciona­
miento del genomaviral para la expresión de dicha actividad
(272). Además,esta actividad no degrada las proteinas celulares
remanentes durante la -infección (o lo hacen en un porcentaje muy
bajo) y se halla aún en presencia de actinomicina D (265). La es­
pecificidad de 1a actividad proteolitica tardia encontrada en cé­
lulas infectadas con poliovirus es hacia su sustrato homólogoy
no actúa sobre otros virus relacionados (272).

Todas estas evidencias apoyan la suposición de enzimas de origen
viral para esta proteolisis tardía.

II.2.3.7.- Origende las proteasas en las infecciones virales

Estudiando la asociación entre un virus parásito y su huésped,
con el objeto de buscar inhibidores de procesos especificos vira­
les, es importante saber si las enzimas implicadas son especifica
das por el agente infectante o producidas por la célula huésped.
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Aunquees aceptado que la mayoria de las nuevas enzimas encontra­
das en células infectadas están bajo el control genético del vi­
rus, no se excluye la posibilidad que las células huéspedes posean
el potencial genético para fabricar tales enzimas, permaneciendo
ese potencial inexpresado hasta después de la infección viral.

El principio de la economia genética y de los eventos tempranos
en la infección viral, favorece 1a idea de enzimas especificadas
por el huésped (409). Asi, el tamaño de la región no capsidica es
tá relativamente limitado (150 a 170 x lO3 d), lo cual hace atras
tivo el argumento que el virus evolucionó para tener el máximode
ventajas sobre 1a célula huésped. Las proteasas celulares apoya­
ron una solución al problema de cómo, durante los estadí0s tem­
pranos de la infección, 1a poliproteina traducida a partir del
ARNmensajero infectante, podia ser pr0cesada antes que se hubie­
ra formadocualquier producto viral estable.

La importancia de las enzimas celulares en la multiplicación de
los virus animales queda demostrada en el virus Sendai, un parami
xovirus. El virus producido en células de embrión de pollo es in­
feccioso, hemolitico y capaz de causar fusión celular (242-243).
Sin embargo, el virus crecido en células L de ratón, células HeLa
humanaso en células de riñón bovino, carece de estas activida­
des (423,447). La base de la diferencia esta dada por una activi­
dad proteolitica -tipo tripsina- presente en los embrionesde po­
llo pero faltante —ono disponible- para el virus en las otras lá
neas celulares (242,423). La proteasa celular debe escindir una
glicoproteina en los viriones para activarlos.

Dependiendode la linea celular elegida para crecer ciertas cepas
del virus influenza, se podia observar o no una actividad hemoa­
glutinante (HA) (292). La proteasa celular encargada de escindir
una glicoproteina del vifión cuya función es la aglutinación de he
maties, seria liberada de los lisosomas después de la infección.

Unainteresante caracteristica de los procesos de escisión que
producen los polipéptidos capsidicos del virus Sinbdis es que no
actuan en forma regular. En células fibroblásticas de embriones
de pollo de 7 dias de edad, no se observa actividad proteolitica
alguna, mientras que, si el virus es multiplicado en las mismas
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células pero de 2-3 dias de edad, 1a proteolisis Ocurre rápidamen
te (447). El tratamiento de los cultivos con actinomicina D permi
te a las células de mayoredad escindir las proteinas virales. Se
supone que la actinomicina D liberaria hidrolasas celulares de los
lisosomas. Incluso, con un togavirus del grupo alfa, la velocidad
de escisión de las proteinas virales difiere en función de la li­
nea celular usada (335,447). El inhibidor de proteasas TPCKblo­
quea la escisión de los polipéptidos del virus Sinbdis en células
de pollo (370) pero no en células HeLa (271).

Una consecuencia predecible por el uso de enzimas celulares para
escindir los polipéptidos virales que el virus puede diferir de­
pendiendo de 1a linea celular usada. Por ejemplo, un estudio serg
lógico del virus de la polio crecido en células HeLa(humanas) o
en células de riñón de mono, demostró diferencias en la seroneu­
tralización de los virus producidos en cada linea celular (298).

No se con0ce aún con certeza porqué las células huéspedes contie­
l a n . I onen proteasas:er1nicas capaces de esc1nd1r a las proteinas Virales

o si algunas de ellas son similares a las proteasas implicadas en
el control de las células no infectadas (425).

Luegode los procesos de escisión que dan origen a los polipépti­
dos primarios de los picornavirus, otras reacciones proteoliticas
producen los polipéptidos capsidicos y las proteinas estables no
estructurales. El origen de estas enzimas aún no se halla total­
mente aclarado. El hecho de que la IAAbquuee algunos de estos

procesos de escisión (270), indicaria que una proteasa sulfidrili
ca es usada en estas reacciones. Se demostró que varias clases de
células no infectadas son incapaces de llevar a cabo estos últi­
mosprocesos de escisión (161,269,290) y que las células infecta­
das tienen actividades proteoliticas adicionales (183), las cua­
les son capaces de procesar los precursores capsidicos de los pi­
cornavirus (168,265,269—270).

Estos resultados indican una acumulación de enzimas especificas
virales durante 1a infección o una activación de proteasas celula
res a medida que la infección continua. Una situación parecida e­
xiste en bacterias infectadas con ciertos bacteriófagos (22,213).
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Un hecho que puede llevar a una mejor caracterización de las pro­
teasas implicadas en 1a maduración es la presencia de enzimas con
dicha actividad, íntimamente unida a los viriones de los picorna­
virus, mixovirus y rabdovirus (241).

II.2.4.- Caracteristicas inmunológicas

Se reconocen site tipos inmunológicos del virus de 1a fiebre aftg
sazlos denominados clásicos O, A (Valleé y Carré) (484) y C (Walg
mann) (498), SAT-1, SAT-2, SAT-3 (393) y un tipo el cual aparece

en vari0s paises eurOpeos, designado comoAsia (67,367,393). Los
tipos clásicos son los que aparecen en Argentina, así comoen el
resto de América del Sur, Central y en EurOpa.

Ademásde su temprano descubrimiento como e1 primer patógeno ani­
mal filtrable (156), este virus fue también el primero en el cual
se recon0cieron diferencias antigénicas entreoqas(20®.hs subtipos
del virus aftoso -actua1mente mas de 65- fueron estudiados y cla­
sificados en 1926 (498). Las comparaciones de las cepas virales
normalmentese realizan con la ayuda de técnicas serológicas, in­
munológicas o virológicas (66,130,142,304,310,482), principalmen­
te la fijación del complemento(FC') (69). Actualmente, el empleo
de la técnica de la electroforesis bidimensional en geles de po­
liacrilamida ha permitido una mejor distinción entre los diferen­
tes serotipos y subtipos del virus (194).

Los subtipos fueron definidos comocepas dentro de un mismotipo,
las cuales, debido a diferencias antigénicas, no dan reacción in­
munológica cruzada completa. Usualmente, se identifican con subin
dices numéricos, como por ejemplo: A A1, 2, A3,....
Se acepta que los criterios para las comparaciones serológicas de
cepas del virus aftoso para la elaboración de vacunas son distin­
tos de aquéllos requeridos para 1a taxonomía (411). Las relacio­
nes serológicas entre pares de cepas del virus aftoso no es siem­
pre simétrico y una cepa puede ser dominante sobre otras (411,
452). En este sentido, puede citarse que existe, aproximadamente,
entre un 30 y un 60%de homologia entre los diferentes serotipos
del FMDV(148), mientras que el grado de homologia entre los difg
rentes subtip05 del mismoserotipo excede el 70%(149).
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La diferencia inmunológica entre los tipos del virus aftoso es de
tal magnitud que, animales convalecientes y perfectamente protegi
dos contra el tipo de virus causante de la enfermedad, no lo es­
tan para cualquiera de los otros tipos. El grado de inmunidad en­
tre los distintos subtipos dentro de un mismotipo varia tanto en
intensidad comoen duración, siendo mas prolongada para el subti­
po h0mólogoque para los heterólogos (7).

II.2.5.- PrOpiedadeszantigénicas

La estructura ribonucleoproteica con un coeficiente de sedimenta­
ción en gradientes de densidad de 14OS—e1virión-, es aceptada
como1a principal responsable para la estimulación de anticuerpos
neutralizantes en animales vacunados (73,510). Algunas cepas del
virus aftoso producen una segunda estructura que carece de ARNy
tiene un coeficiente de sedimentación de 7SS (129,405,412), a me­
nudo referida comoprocápside o partícula vacia. La partícula 758
tiene idénticas propiedades antigénicas que la 14OS(405) y puede
contribuir significativamente a 1a eficacia de vacunas contra el
FMDV(154,412). Por ejemplo, las particulas 75 S del subtipo A
Cruzeiro son mas estables que las particulas 14OSdel subtipo 0­
BFS (152).

El tratamiento del virus de la fiebre aftosa por 1a tripsina im­
plica una reducción importante en el poder infeccioso, tanto en
1a capacidad de adsorción del virión a células susceptibles como
a la inducción de anticuerpos neutralizantes (19,509,511), con al
gunas excepciones para determinadas cepas (23,42,403). Estos efeg
tos son causados por la escisión de una de las proteinas de la
cápside, VPl (83,511). Resultados similares se obtienen usando o­
tras enzimasproteoliticas, tal comola quimiotripsina (108,332).
Estas observaciones condujeron a la siguiente conclusión:e1 si­
tio antigénico responsable de la producción de anticuerpos neutra
lizantes y el sitio de adsorción celular del virión están asocia­
dos a un polipéptido sensible a la tripsina. Esto fue confirmado
posteriormente, demostrándose que, de los cuatro polipéptidos es­
tructurales aislados y purificados, sólo VPl era capaz de estimu­
lar la producción de anticuerpos neutralizantes (23,48,65,155,288­
289,299)­
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En cultivos de células BBK-21infectadas con el virus aftoso, han
sido diferenciados cuatro antígenos virales: el virión o antígeno
14OS,el 7SS, el 128 y el antígeno aSOciado a la infección viral
(VIA) (63,128,220,479). Los cuatro antígenos son inmunógenos, fi­
jan complementoy precipitan en gel de agar en presencia de anti­
cuerp0s específicos (128,220). El VIAy los anticuerpos contra es
te antígeno tienen la particularidad de ser específicos para la
fiebre aftosa pero dan reacciones cruzadas entre los diferentes
tipos de virus (128,336). El antígeno VIAcorresponde a la forma

inactiva de la polimerasa viral (ARNreplicasa) y se detecta en a
nimales que han sufrido la enfermedad (126,128). En base a estu­
dios serológicos, de mapeode péptidos y enzimológicos (343,376,
378), se ha indentificado al antígeno VIAcomop56.

El componente 125 es un constituyente comúnen las preparaciones
virales y puede ser producido a partir de partículas 1405por ca­
lentamiento o un tratamiento ácido suave (72). Es una subunidad
pentamérica conteniendo iguales cantidades de las proteínas es­
tructurales VPl, VPZy VP3(493). Si bien estaspartículas no esti
mulanniveles significativas de anticuerpos neutralizantes contra
las partículas 14OS(73,388), ambascontienen VPl. Estas diferen­
cias en las actividades de la partícula 14OSy 1a subunidad 128
sugiere que la configuración de VPl en los dos casos es diferente.
Mas aún, existen diferencias entre la subunidad 128 y el monómero
VPl aislado de partículas virales, ya que son requeridas grandes
cantidades de VPl para producir el mismonivel de anticuerpos neu
tralizantes de 1a subunidad 128 (23,105-106).
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II.3.- INHIBIDORES DE LA REPLICACION DEL VIRUS AFTOSO

II.3.1.- Inhibición del procesamientoproteolitico

El b10queo del mecanismoa través del cual se forman las proteinas

estables del virus aftoso puede efectuarse de dos maneras: modifi
cando los precursores de alto PM,transformándolos en moléculas
complejas que ya no son reconocidas por las enzimas proteoliticas
intervinientes en el prOCesoo por inactivación del sitio catali­
tico y/o de la conformacióntridimensional activa de dichas pro­
teasas.

Entre las primeras técnicas aplicadas para la modificación del
sustrato en diferentes grupos virales se cita la incorporación de
análogos de aminoácidos (271). La adición de mezclas de varios de
estos análogos ha permitido -a menudo- la acumulación de polipép­
tidos modificados en las células infectadas y 1a interpretación
que, en ausencia de análogos, los grandes polipéptidos son precur
sores de las otras proteinas virales. Unadificultad inherente al
uso de análogos para investigar el proceso de escisión es que las
proteinas formadas en presencia de los mismos no son procesadas o
lo son en forma parcial dando lugar a productos finales anormales.

Otros inhibidores que alteran el sustrato y que pueden ser usados
para el estudio del procesamiento proteolítico son: la guanidina,
la cual bloquea los prOcesos de escisión en la formación de las
particulas infecciosas de algunos picornavirus (52,120,251), la
rifampicina en el virus vaccinia (261), la pleomicina (233) y los
iones zinc (87,277) también en los picornavirus.

La inhibición reversible de estas drogas produce mas evidencias a
cerca de la naturaleza proteolitica del procesamiento a que son
sometidas las proteinas de estos virus. Los iones zinc, en parti­
cular, probablemente reaccionan no especificamente con residuos
de cistidina e histidina, permitiendo la acumulaciónde grandes
precursores virales, los cuales son escindidos para dar los pro­
ductos finales apropiados una vez que han sido lavados de las cé­
lulas tratadas.
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Otro mecanismopara inhibir el precesamiento de escisión proteolá
tica de los picornavirus puede hacerse por medio de los inhibido­
res quimicos de proteasas. Seleccionados algunos de estos inhibi­
dores irreversibles -por ejemplo, clorometil cetonas (269,428,436,
464), diisopropilfluorfosfato (DFP) (253) o iodoacetamida (IAA)
(270)-, se los agrega a las células infectadas y se observa si

l ase acumulangrandes proteinas Virales.

Estos inhibidores han dado resultados positivos con varios virus
no relacionados y, además, si bien los grandes polipéptidos acumu
lados en su presencia están estabilizados, pueden ser usados en
ensayos "in vitro" para estudios de proteolisis ya que no se ha­
llan alterados (269,271,370).

Hayalgunas dificultades en la interpretación de los efectos pro­
ducidos por estos inhibidores quimicos sobre los procesos de esc;
sión. Ungran problema es su falta de especificidad. Por ejemplo,
el DFPpuede inhibir enzimas con histidina o serina en el sitio
activo y 1a iodoacetamida reacciOna con cualquier grupo sulfidri­
lo expuesto. Algunos inhibidores, los cuales reacciOnan con pro­
teasas del tipo de 1a serina "in vitro" (ejemplo: benzamidas, prg
flavinas), no bloquean la escisión de proteinas en células sensi­
bles al TPCK(271).

II.3.1.1.- Análogosde aminoácidos

Se conocen varios análogos de aminoácidos, comopor ejemplo: FPA

(DL-p-fluorfenilalanina), canavanina (análogo de la prolina), etig
nina (análogo de 1a metionina). Son incorporados en las cadenas
peptidicas reemplazando a los verdaderos aminoácidos. Una mezcla
conteniendo estos compuestosañadidos a células infectadas por pi
cornavirus permite la acumulación de polipéptidos de alto PM(118,
251,253,265,362,421)­

Sin embargo, no en todos los picornavirus el uso de análogos de g
minoácidos produce el mismoefecto, ya que, por ejemplo, en el vi
rus aftoso no se observó ninguna proteina con PMmas alto que aque
llas encontradas en células infectadas no tratadas con análogos
(51) ni aún a elevadas concentraciones de los mismos (416).
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El uso de análogos tiene 1a desventaja de que los precursores acg
mulados son modificados irreversiblemente y no pueden ser usados
para estudiar los pr0ce50s de escisión "in vitro" o para comparar
el hidrolizado tríptico de estos precursores con sus productos
no-modificados obtenidos "in vivo".

II.3.1.2.- Temperatura

Ha sido citado para mutantes de temperatura del virus de la polio
(Lsc) o del virus Sindbis creciendo a la temperatura restrictiva
una acumulación de precursores de alto PM(121,200,422). Si luego

de un cierto tiempo p.i. el cultivo infectado es llevado a la tem
peratura permisiva, se observa la escisión de los precursores a
los polipéptidos estructurales y funcionales normalmenteencontra
dos si toda la infección se hubiera desarrollado a la temperatura
permisiva (200). Productos de alto PM, algun0s supuestamente co­

rrespondientes a 1a poliproteina viral, pueden ser obtenidos expg
niendo células infectadas con el virus de la polio a temperaturas
supraóptimas (34,201).

II.3.1.3.- Iones zinc

a) Importancia

El zinc es esencial para el crecimiento de muchasespecies de to­

dos los fila, ya que es imprescindible en importantes procesos mg
tabólicos del desarrollo celular. Es un componentevital de nume­
rosas macromoléculas a través de las cuales ejerce sus mayores e­
fectos fisiológicos.

Una de tales macromoléculas es la DNA-dependiente ARN-polimerasa

de Escherichia coli. La enzima purificada posee un sitio de unión
especifico para nucleósidos trifosfatos purinicos, con una cons­
tante de disociación de cerca de 0,15 mM(515-516). La interac­

ción de los nucleósidos trifosfatos en este sitio ocurre en auseg
cia de iones metálicos divalentes y es bloqueada por la rifampici
na (429). Este sitio ha sido propuesto comoel reSponsable de 1a
unión del nucleósido trifosfato 5' terminal implicado en 1a ini­
ciación de la sintesis del ARN(450,516). La ausencia de un metal
requerido para la unión en este sitio sugirió que la enzima con­
tendria un ión metálico unido, el cual fue demostrado era el zinc
(357,429)­
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Se ha señalado que interviene en la estabilización del ácido ribg
nucleico (197). En este sentido, puede agregarse que,el ARNaísla
do de una gran variedad de fuentes biológicas -desde simples micrg
organism0shasta mamiferos- contiene cantidades significativas
de metales. Los metales de 1a primer serie de transición, entre
los que se cuenta el zinc, están unidos tan firmemente al ARNque

no pueden ser fácilmente removidos por agentes quelantes, los cua
les son capaces de unirse a estos iones muyávidamente (497).

Se ha demostrado que estos metales mantienen —enel ARN-la es­
tructura helicoidal secundaria de la molécula a través de la for­

mación de enlaces intramoleculares (197). Una unión metálica, que
sirve comoligamento de residuos de nucleótidos entre giros adya­
centes de la hélice, puede fijar o estahflizar la estructura secug
daria de uniones de hidrógeno incluida dentro de un asa terciaria,
efecto muybien documentadoen las proteinas (revisión biliográfi
ca en referencia 197).

La acción inhibidora de los iones zinc también ha sido informada

en procesos tales como: replicación de virus a ADN(315,440,521),
replicación de virus a ARNdiferentes de los picornavirus (62),
en la activación del plasminógenoen células de ratón transforma­
das (134), en la actividad de ribonucleasas (524), en el desarro­
llo de embriones de ratas de corta edad (470), en la inhibición
del carcinosarcoma walker 256 (146). También ha sido citado como

parte integral de la placa basal de la estructura de la cola del
bacteriófago T 4 D ( 281,525). Finalmente, en el mejor desarro­
llo de varias especies domésticas de animales usado comocomple­
mento en su dieta (517).

La presencia y la intercambiabilidad del zinc en los sitios de u­
nión del ADNy la ADNpolimerasa pueden permitir un nuevo camino

para la investigación de la replicación del ADNy ser de gran va­
lor en el diseño de agentes quimioterapeiticos para enfermedades
malignas. De esta manera, un agente quelante o un isótopo radioag
tivo del zinc podria ser llevado al sitio de replicación del ADN
o reparar e inhibir estos procesos.
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b) Su acción en los picornavirus

En 1974 se informó acerca de la acción antiviral de los iones
zinc en la replicación de los picornavirus (87,277). El agregado
de la droga a cultivos de células infectadas, en cualquier momen­
to del ciclo replicativo del virus, inmediatamentedisminuia la
producción de particulas infecciosas.

El estudio de las proteinas virus-especificas en el citoplasma de
células infectadas mostraba una acumulación de precursores de al­
to PM. A medida que se incrementaba 1a concentración del ión, ca­
da vez se acumulaban polipéptidos virales de mayor tamaño (87,277­
278). Estos resultados indicaban una inhiüción del pr0cesamiento
de escisión de los precursores a los polipéptidos estables, siendo
el mas afectado por los iones zinc, el que contenía a los polipép
tidos estructurales (87,278,341).

El zinc actuaria impidiendo el plegamiento normal del precursor
proteico a medih que éste se va formando en los polisomas. La al­

teración de la estructura terciaria del polipéptido naciente impi
de el recon0cimiento de los sitios de escisión especificos a las
proteasas intervinientes (278,341). La importancia de la conformí
ción nativa del precursor para su normal pr0cesamiento también
fue señalada comouna de las causas que inhibian la escisión de
polipéptidos virales de alto PM"in vitro" (269).

El efecto provocado por concentraciones crecientes del ión, favo­
reciendo 1a acumulación de precursores proteicos virales cada vez
de mayor tamaño, fue explicado de la siguiente manera: el princi­
pal punto de iniciación en la sintesis de proteinas en los picor­
navirus se hallaria cercano al extremo 5' del ARNviral, donde
también se encuentran los genes que codifican a las proteinas es­
tructurales. Al ser inhibida la escisión sobre la proteina nacieg
te, no se separa el precursor de las proteinas capsidicas de los
otros precursores primarios no estructurales, dando lugar a la a­
parición de los polipéptidos de alto PM.
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Los resultados obtenidos durante este trabajo demostrarán que los
iones zinc provocan un mecanismode inhibición distinto en el vi­
rus aftoso respecto a1 señalado para otros picornavirus. En efec­
to, 1a relación existente entre 1a inhibición de particulas vira­
les y la sintesis de ARNviral comoasi también la no inhibición
de la sintesis de particulas vacías por bajas concentraciones de
la droga, sugieren una acción inhibidora sobre 1a producción de
nuevosprecursores de la replicasa viral antes que en la estabili
zación del precursor primario de los polipéptidos estructurales.

II.3.1.4.- Inhibidoresproteoliticos

a) Introducción

Los inhibidores sintéticos proteoliticos usadOSpara esta investi
gación son hidrofóbicos, solubles en lípidos y con un PMmenor de
400 d lo que los hace permeables a las células. Actúan comosus­
tratos especificos para varias clases de enzimasproteoliticas,
causando una inhibición irreversible por combinacióncon la enzi­
maen un único sitio (434). Esto ha permitido la identificación

de un residuo de aminoácido importante implicado en la acción en­
zimática. El Cuadro N° 1 muestra un gran número de inhibidores
proteoliticos junto con las enzimas a las cuales afectan.

Se han utilizado dos c10rometil-cetonas derivadas de aminoácidos:
1a L-l-tosilamida-z-feniletil c10rometil cetona (TPCK)y la N-alfa­
p-tOSil-L—lisina c10rometil cetona (TLCK). Fueron diseñadas como
marcadores de afinidad para protesas de tipo serina y reaccionan
irreversiblemente con residuos de histidina y serina en los si­
tios activos de dichas proteasas (433-435). La base de selectivi­
dad de estas c10rometil cetonas está dada por su especificidad pg
ra la quimiotripsina (TPCK)y 1a tripsina (TLCK)(508).

E1 TLCKinactiva a 1a tripsina ya que incorpora -por alquilación—
una cadena lateral de 1a lisina sobre el nitrógeno 3 del residuo
de histidina 46 (369,433) de la secuencia primaria conocida (501)
del=sitio activo (433,436),mientras que el TPCKinactiva a 1a qui
miotripsina por combinaciónequimolecular con el residuo de histi
dina 57 (428,437) de la secuencia primaria conocida (351) corres­
pondiente al sitio activo de 1a enzima (427).
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Enzimaproteol.I n h i b i d o r . Refer. Reversibil.afectada

TPCK(Tolilsulfonil-fenil Quimiotripsina 428,433 N0
alanil clorometil Sulfidrílicas J
cetona)

L-ZPCK(L-carb0benzi10xi- Quimiotripsina 437 No
fenil-alanil cloromg
til cetona)

D-ZPCK(D-isómero del an- Quimiotripsina 437 NO
terior)

TLCK(Tolilsulfonil-lisil Tripsinas sul- 433,436 N0
clorometil cetona) fidrílicas

APB(p-amidina fenacil Tripsina 437
bromuro)

GPB(p-guanidina-fenacil Tripsina 437
bromuro)

DFP(diiSOpropil fluorfofi Tripsina 255 SI
fato) ° Quimiotripsina

TAME(N-alfa-tosil-L-argi Tripsina 245 SI
nil metil éster)

BTEE(M-benzoil-L-tirosina Quimiotripsina 245 SI
etil éster)

BAA(N-benzoil-L-arginina Tripsina 435 N0
amida)

IAA(iodoacetamida) Sulfidrílicas 435 N0

CLCK Inhibe donación 279 N0
grupos carboxi­
los de Leu o á­
cido glutámico
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Otro inhibidor proteolitico irreversible usado para los ensayos
realizados en este trabajo, ha sido la iodoacetamida (IAA), la
cual actúa comoun inhibidor general de grupos sulfidrilos. Muchos
sitios activos de enzimasproteoliticas cuentan con un residuo
de cisteina, pudiendo inhibirse la actividad de las mismaspor me
dio de la reducción del grupo sulfidrilo de la cadena lateral del
aminoácido. La IAAsuele emplearse en estos casos, provocando la
alquilación de los grupos sulfidrilos expuestos.

Fórmulas químicas del TPCK, TLCKy IAA

T P C K T L C K

---- H H 0 H H H H H H 0 H
¡2| u I?- ¡2u2¡2n2¡ u ¡2

‘N‘ I// C-?——C-—C-—Cl C-—C—-C—-C——C-—C-—C-—C1n n

N11 N H Nli
| 2

O=SI=O :5:
l

C H
7 7 C7H7

I A A

H 0
l? u
?—C—NH2I

b) Efectos y mecanismo de acción

Si bien ha sido señalado que, en general, estos inhibidores alte­
ran el metabolismo celular, aún noase conoce el mecanismoexacto
por el cual lo afectan. Algunos autores suponen que estas drogas
suprimen la sintesis de ARNy, consecuentemente, la sintesis de
ADN(136). La posible via por la cual se llevaria a cabo este
bloqueo podria ser a través de la inhibición de proteasas celula­
res ubicadas en el núcleo.
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Las proteasas están presentes en la cromatina nuclear, algunas de
las cuales podrian mostrar afinidad para ciertas fracdones de prg
teinas nucleares no-histonas. Estas se consideran moduladorasde

la actividad génica (6). Unposible papel regulatorio de 1a trans
cripción para las proteasas nucleares podria postularse por medio
de la hidrólisis de proteinas supresoras de dicha actividad géni­
ca. Unahipótesis similar se ha postulado para las histonas (43),
en función de la alta afinidad de ciertas proteasas nucleares por
las fracciones de histonas (43,195,202) y el probable papel de és
tas en la regulación de la expresión génica (348).

Sin embargo, otros autores han encontrado efectos directos sobre
la síntesis proteica, tales como:inhibición de la habilidad esti
mulante del complejo de factores de elongación (113,256) e inhibi
ción en la iniciación de la síntesis proteica (383).

Algunos inhibidores de proteasas causan que cultivos de células
transformadas cesen de crecer, manteniéndose a las densidades de
saturación caracteristicas de las células no transformadas (425).
Se ha especulado que un alto nivel de actividad tipo proteolitica
unida a la membranacelular puede ser requerida para el crecimieg
to no restringido de las células transformadas y que los inhibidg
res proteoliticos pueden b10quear dicha actividad (425). Estas es
peculaciones se hallarian apOyadaspor varios descubrimientos in­
dicando que el tratamiento de células no transformadas con enzi­
masproteoliticas libera a las células de la inhibición por con­
tacto (80,430), induciendo cambiosen la superficie celular caras
teristicos de las células transformadas (179,250).

Estudiando elefecto del TLCKy otros inhibidores proteoliticos sg
bre la síntesis de 1a beta-galactosidasa en células de É. coli,
se demostró que dichos compuestos inhibian reversiblemente la in­
ducción de la enzima, como así también la síntesis de ARNy de

proteina, sugiriéndose que el principal efecto provocadopor las
clorometil cetonas era el resultado de sus interacciones con 1a
glutationa intracelular (401).
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'Otros efectos inhibitorios —citadospara los inhibidores proteolí
ticos son: en la formación de tumores en 1a piel del ratón (480),
sobre la mitosis en linfOcitos inducidos por la fitohemaglutinina
(235), en el desarrollo de los huevos del erizo de mar (223), en
el crecimiento y la morfología de células tumorales en cultivos
(203), en la inducción enzimática e incorporación de aminoácidos
en las proteinas de E. coli privada de fuentes de carbono o nitró
geno (386), en la maduraciónde polipéptidos celulares en células
HeLa(472) y en el contenido heterocarionte de los núcleos de eri
trocitos de pollo (137).

Las células en cultivo de tejidos contiene enzimasproteolíticas
las cuales juegan un importante papel en la maduración de un gran
número de virus a ARNy ADN,escindiendo especificamente las pro­
teinas precursoras virales (36,261). De esta manera, extractos de
células no infectadas son capaces de procesar las poliproteinas
de los picornavirus en sus productos de escisión primarios (269).
Este proceso de escisión puede ser inhibido por varias sustancias
"in vivo" e "in vitro", tal comoalgunos inhibidores irreversi­
bles de enzimasproteoliticas; por ejemplo, las clorometil ceto­
nas (269,464) y la iodoacetamida (270).

Los inhibidores quimicos de proteasas han sido ensayados en un
gran númerode grupos virales, demostrando la existencia de pr0cg
sos de escisión en distintas etapas de la multiplicación viral. A
si, por ejemplo, el uso del TLCKy del TPCKen células infectadas
con SV4O(Simian virus 40), sugirió que el antígeno T encontrado
en dichas células es derivado de especies mas grandes, a través
de procesos de escisión (104).

Por otra parte, los efectos provocadoslxn-estos inhibidores depen
de, en alguna medida, de las condiciones metabólicas de las célu­
las infectadas (426). El TPCKno produce acumulación de precurso­

res de alto PMdel virus Sindbis en ensayos de sintesis de protei
nas "in vitro". Sin embargo, el mismoinhibidor bloquea el proce­
samiento de las proteinas del virus cuando se lo prueba "in vivo"
(370)­
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c) Ventajas y desventajas de los inhibidores de proteasas

La acción de estos inhibidores en células infectadas con picorna­
virus ha aportado nuevas evidencias en favor del modelo de prace­

samiento proteolitico de estos virus. En este sentido, podemosse
ñalar la obtención de precursores de alto PMno procesados, cuyos
PMsumadosse acercan al estimado para la existencia de la poli­

proteina (269,306) y el probable origen de las enzimas proteoliti
cas involucradas en las distintas etapas del proceso (269,279).

Otras ventajas que se obtienen con el uso de estos inhibidores pa
ra el estudio de la multiplicación viral de los picornavirus, son
el buen resultado producido con muchosvirus no relacionados (271,
370) y la estabilización del sustrato que no se altera y puede
ser usado para ensayos "in vitro" (269,271).

Entre las principales desventajas podemoscitar las siguientes:

1.- Ciertas concentraciones de estas drogas pueden inhibir la sin
tesis de proteinas y de ácidos nucleicos en algunas lineas cg
lulares huéspedes de los picornavirus (157,269,435,464). Aun­
que las clorometil cetonas son especificas en su habilidad pg
ra inhibir actividades proteoliticas, tambiénson fuertes a­
gentes alquilantes especialmente reactivos con ciertos grupos
sulfidrilos (401,464), capaces de alquilar constituyentes ce­
lulares o virales no especificamente.

Es probable que algunos de sus efectos sobre otras activida­
des celulares sea una consecuencia de la inhibición ejercida
por dichos compuestos sobre la sintesis de proteinas o de los
ácidos nucleicos y no tengan relación alguna con las enzimas
proteoliticas. Noes improbable esta hipótesis ya que, drogas
tales comola cicbheximida y el bisbenzilimidasol, si bien no
afectan el procesamiento, bloquean drásticamente 1a sintesis
de proteinas y de ARN(271,462).

Sin embargo, cierta especificidad estructural fue observada,
ya que, unos inhibidores son mas efectivos que otros depen­
diendo de la linea celular usada (269,464). Asi, por ejemplo,
experimentOS llevados a cabo con una cepa atenuada de poliovi
rus mostraron que las proteinas virales producidas en células
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HeLaeran escindidas, en parte, por una actividad tipo tripsina
(inhibida por TLCK),mientras que, la mismacepa viral propaga
da en células de riñón de mono, no mostraba inhibición alguna
en el procesamiento de las proteinas virales en presencia de la
mismaconcentración de inhibidor (269). Un inhibidor de activi
dad proteolitica tipo quimiotripsina (TPCK)era masefectivo
en esta última linea celular.

Es posible que algunas de las grandes proteinas producidas en
los cultivos de células infectadas en presencia de estos inhi
bidores, sean productos de escisión anormales, los cuales se
producen cuando el prOcesamiento secuencial de las proteinas
es alterado (464).

Ha sido informada una reducción en 1a incorporación de aminoá
cidos y una inhibición preferencial en la marcación de pépti­
dos de bajo PMsiguientes al tratamiento de células infecta­
das o no con virus en presencia de TPCK(370,464,471-472).

Puesto que este inhibidor no tendria efecto sobre la sintesis
de proteinas "in vitro" en extractos libres de células de ma­
míferos (471), se sugirió que el incremento en la marcación

de péptidos de alto PM, después de 1a adición de TPCK,era de
bida a una inhibición del pracesamiento post-traducción y no
debida a la inhibición en la iniciación de la cadena peptidi­
ca (471-472)­

Otros datos sugieren, en cambio, que el TPCKinhibe 1a inicia
ción de la cadena peptidica "in vivo" y podria, por lo tanto,
inhibir preferencialmente la sintesis de péptidos de pequeño
PMmuy tempranamente después de ser agregado a1 medio de incu
bación. Por lo tanto, 1a marcación preferencial aparente de
péptidOS de alto PMen células tratadas con TPCKno puede ser
tomada comoevidencia inequívoca para la existencia de un me­
canismo de escisión post-traducción.

Conalgunas cepas virales no fue posible obtener ningún efecto
apreciable con el uso de estos inhibidores. Asi, por ejemplo,
ni el TPCKni el TLCKfueron efectivos en la inhibición del vi
rus de la encefalomiocarditis en células asciticas tumorales
(157) o en células BHK-zlinfectadas con el virus aftoso (51).
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III.- fiTERIALES Y METODOS

III.1.- LINEA CELULARY CEPA DE VIRUS

Células BHK-Zl, clon 13 (453,311), obtenidas del Centro Panameria
cano de Zoonosis, Buenos Aires, Argentina, fueron propagadas en
monocapas usando medio Eagle minimo (MEM)suplementado con 10% de

suero bovino o en cultivos en suspensión con medio Eagle modifica
do (101). Medio Eagle minimo (Leu_) con ZOmMHEPESpH 7,4 fue usa

do en aquellos experimentos en los cuales la leucina-3H reemplaza
ba al aminoácido no marcado en el medio de incubación. MEMsuple­

mentado con ZOmMde HEPESpH 7,4 fue usado para el resto de los

experimentos en los cuales se usó comoprecursor radioactivo la ul
ridina- 4C 0 uridina-3H.

El subtipo A Cruzeiro del virus de la fiebre-aftosa fue usado en
estos experiíintos. El virus fue clonado en cultivos de células
BHK-Zlen monocapa (339) y replicado cerca de 40 veces en las mis
mas células. Los experimentos llevados a cabo en esta investiga­
ción fueron realizados infectando —auna alta multiplicidad- cul­
tivos de células BHK-Zl,clon13, crecidas en suspensión (103), a
una temperatura de 37°C (309,380). Bajo condiciones normales de
infección, esta cepa viral sintetiza una considerable cantidad de
particulas vacias o procápsides.

Los stocks virales fueron cosechados en monocapas de células BHK­
8 I21, clon 13, crecidas en frascos rotantes (lO celulas/frasco) y

guardados a —70°Co en ampollas en nitrógeno liquido (—l76°C) has
ta ser usados.

III.2.— REACTIVOS

Todas las concentraciones de los inhibidores usadas en este traba
jo son referidas a las cantidades de los mismosañadidas a la sus

.I .I a npenSion celular. La concentrac1on intracelular real es descon0c1­
da debido a la falta de información acerca de la solubilidad de
los inhibidores en el medio y el grado de absorción de los mismos
por las células (87).
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Cloruro de zinc (ZnClz), grado analítico, fue obtenido de Fisher
Scientific C0.. Una solución stock concentrada de ZOmMdisuelta

en agua tridestilada, fue usada a través de todos los experimen­
tos. TLCK(N-alfa-p-tosil-L-lisina clorometil cetona ClH), TPCK

(L-l-tosi1amida-2-feniletil clorometil cetona), IAA(iodoacetami
da), actinomicina D (GradoIII), ácido N-2-hidroxietilpiperazina­
N'—2-etanosulfónico (HEPES),cicloheximida, fueron obtenidas de
Sigma Chemical C0..

Los radioisótopos usados en estos experimentos han sido obtenidos
de NewEngland Nuclear: 3H-Leucine (NET-460, actividad especifica
110,0 mCi/mmol), 14C-Uridine (NEC-167,actividad especifica 53,2
mCi/mmol)y 3H-Uridine (NET-156, actividad especifica 20-30 Ci/
mmol).

III.3.- PROCEDIMIENTOS DE INFECCION Y MARCACION

Células BHK-Zl,Clon 13, creciendo en suspensión, fueron lavadas
y resuspendidas en MEMa una concentración de 107 células/ml. Se
infectaron a una multiplicidad de 50 y después de un período de
adsorción de 45 min a 37°C fueron diluidas con un volumen de MEM

conteniendo 10 ug/ml de actinomicina D y buffer HEPES40mMpH 7,4
continuando la incubación a 37°C.

A los tiempos indicados para cada experimento, las células infec­
tadas fueron marcadas con uridina-14C, a una concentración final
de 0,5 uCi/ml o leucina-3H lO uCi/ml (concentración final) e incg
badas hasta observar efecto cit0pático total (aproximadamente
270-300min p.i.). En los experimentos en los cuales se usó uridi

3na- H la concentración final fue de l uCi/ml.

Las condiciones especificas de cada experimento y las concentra­
ciones añadidas durante los mismos, se indican en las leyendas de
las respectivas figuras.
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III.4.- PROCESAMIENTO DE LAS CELULAS INFECTADAS Y DE LOS SOBRE

NADANTES

A1final del tiempo de incubación, células infectadas y no infec­
tadas (controles), fueron centrifugadas a 600 rpm durante 5 min,
en frio, y los sobrenadantes guardados a 0°C hasta su prOcesamieg
to posterior. Las células fueron resuspendidas a una concentra­
ción de 107 células/m1 en buffer de lisado (0,05 MTris-HCl pH 7,4,

0,05 M KCl, 0,001 MMgClz, 0,01% Tritón X-100) y mantenidas por
3-5 min en hielo. Los núcleos fueron separados del extracto cito­

plasmático por centrifugación a 2000 rpm durante 3 min y la isotg
nicidad fue restaurada por 1a adición de 2MNaCl.

Los sobrenadantes celulares y los extractos citOplasmáticos fueron
mezclados, tratados con EDTApH 7,3 (concentración final lmM)y

clarificados por centrifugación a 10.000 rpm durante 15 min a 4°C
en una ultracentrifugaBeckman L50. Viriones y particulas vacías
del virus aftoso no fueron afectados por este tratamiento. Resul­
tados similares fueron obtenidos al reemplazar el detergente de
la solución de lisis por 0,5% de Nonidet P-40.

III.5.- ANALISIS DE VIRUS Y PROCAPSIDES EN GRADIENTES DE SACA­

ROSA Y MEDICION DE LA RADIOACTIVIDAD ACIDO PRECIPITA­

BLE

Los clarificados de los sobrenadantes de las células infectadas y
de los extractos citOplasmáticos, procesados según las condicio­
nes ya mencionadas, fueron colocados sobre gradientes de sacarosa
10-30% (p/v) preparados por medio de un aparato de dos cámaras cg
nectadas entre si, una de las cuales contiene una solución conceg
trada de sacarosa (30% en solución NET: 0,05 MTris-ClH pH 7,4,

0,12 MNaCl, 0,001 M EDTA)la cual era continuamente diluida con
una solución menos concentrada de la misma (10% en el mismo buf­

fer). Los gradientes fueron formados en tubos de nitrocelulosa y
centrifugados a 3°C durante 4,2 horas a 27.000 rpm en un rotor
BeckmanSW27. E1 pico de absorbancia correspondiente a la partí­
cula viral (1408) y a las procápsides (755) fue seguido por medio
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de un registro continuo de la absorbancia a 260 nmen un espectrg
fotómetro Gilford equipado con una celda de flujo continuo siguien
do la técnica ya descripta (153).

Se determinó la radioactividad ácido precipitable en cada fracción
del gradiente, añadiendo a cada una de las mismas un volumen de á
cido tricloroacético (TCA)20%frio y filtrando a través de mem­
branas Millipore de nitrocelulosa (0,45 micrones). Posteriormente,
los filtros se dejaron en presencia de hidróxido de amoniopor 15

min, La radioactividad presente en las membranasfue medida colo­
cando cada filtro en viales de vidrio de borosilicato conteniendo
7ml de liquido centellador basado en tolueno-metil cellosolve (Hi
drofluor) y determinando las cuentas por min (cpm) preciptadas en
un contador de centelleo láuido Beckman LS 3150T.

En algunos experimentos, virus purificados (1405) y subunidades I
ribosomales (30 y SOS) derivadas del tratamiento con EDTAde los

extractos citoplasmáticos de células infectadas, fueron registra­
dos a 260 nm y usados como marcadores de sedimentación internos.

III.6.- MEDICION DE LA ACTIVIDADDE LA REPLICASA VIRAL "in vi­

vo" EN PRESENCIA Y AUSENCIA DE INHIBIDORES

Cultivos de células BHK-Zl,clon 13, creciendo en suspensión, fuí
ron infectadas en las condiciones ya mencionadas. A distintos
tiempos post-infección, se tomanalicuotas de la suspensión celu­
lar, procesándose las mismas del siguiente modo: de cada tiempo
se extraen dos alicuotas iguales, una de las cuales recibirá una
concentración determinada del inhibidor mientras que la otra ser­
virá comocontrol. Los tiempos usados para la tema de las alicuo­
tas, asi comoel tipo y concentración de inhibidor, se indican en
las leyendas de las figuras respectivas.

Tanto de la muestra control (sin inhibidor) comode aquella conte
niendo la droga en estudio de cada uno de los intervalos de tiem­
po p.i. elegidos, se extraen, a su vez, alicuotas maspequeñas a
intervalos de lO min. Cada una de estas alicuotas permanece duran

3, 1te 8 min en presencia de 1 uCi/ml de uridina— 4C o uridina— H.
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Al cabo de este periodo, se detiene la reacción por el agregado
de un volumen de TCAfrio. La alícuota es entonces filtrada a

través de membranasde nitrocelulosa (Millipore tamaño 0,45 micrg
nes). Los filtros fueron secados a 60°C durante 30 min y puestos
en viales de vidrio de borosilicato conteniendo 5 m1de liquido
centellador basado en tolueno (liquid fluor). Las cuentas por min
presentes en cada vial fueron leidas en un contador de centelleo
liquido Beckman LS 3150 1.

III.7.- EXTRACCIONDE LAS PROTEINAS INTRACELULARESDEL VIRUS

AFTOSO

Para la obtención de las proteinas intracelulares del virus afto­
so, se usaron 3 x lO7 células BHK-zl, clon 13, crecidas en suspen
sión e infectadas en las condiciones ya descriptas. A los 180 min
p.i., se añade al medio de cultivo 20 uCi/ml de leucina-3H, presi
guiéndose la incubación hasta los 240 min p.i.. A1 final de este
periodo, las células fueron centrifugadas a 600 rpm por 3 min y
el pellet obtenido se resuspende en una solución solubilizadora
para electroforesis (0,375 M Tris-HCl pH 6,8, 2%SDS, 10% glice­
rol, 5%2-mercaptoetanol), calentándose a lOO°Cdurante 5 min.

Unaalícuota de esta solución -equivalente a 4 x 105 células- es
sembradaen geles de poliacrilamida, llevándose a cabo la corri­
da electroforética y el procesamiento de revelado del gel para
la individualización de las proteínas, según se describe mas ade­
lante. Para la identificación de cada pico viral se ad0ptó la no­
menclatura descripta en 1a sección II.2.3.5.—

Este mismoprocedimiento fue usado para la sepración de las pro­
teínas intracelulares del virus aftoso en presencia de inhibido­
res, con 1a única diferencia que el agregado de la droga en estu­
dio se efectúa 5 min antes del añadido del precursor radioactivo
(o sea, 175 min p.i.). La incubación continúa hasta los 240 min
p.i., procesándolase las muestras tal comose señaló mas arriba.
Las concentraciones y tipo de inhibidor usado se indican en las
leyendas de las respectivas figuras.
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III.8.- ELECTROFORESIS EN GELES DE POLIACRILAMIDA EN PLACAS

En este trabajo de tesis se han usado geles discontinuos de polií
crilamida 10%, según el prOCedimiento -modificado- seguido por
Laemmli (285). El gel separador fue de acrilamida 5%polimerizada
en: 0,125 M Tris-HCl pH 6,8 y 0,1% SDS. El largo -aproximado- fue
de 2 cm. El gel resolutivo de acrilamida 10%fue polimerizado en:
0,375 M Tris-HCl pH 8,8 y 0,1% SDS con una longitud de 12,5 cm.

La solución usada para la corrida electroforética estaba compues­
ta por: 0,025 M Tris-HCl, glicina 0,025 My 1%SDS a pH 8,3.

Para cada corrida, los pellets de células procedentes de cada ex­
perimento son tratados a 100°Cpor 5 min en una solución solubili
zante conteniendo 2%de SDS, 0,6 M Tris-HCl pH 6,8, 10% de glice­

rol, 5%de mercaptoetanol y 0,001% de azul de bromofenol (Sigma
Chemical Co.).

La corrida electroforética se lleva a cabo a corriente constante

(20 mA)durante 8 horas a temperatura ambiente. Los geles de poli
acrilamida fueron lavados después de la electroforesis con una s2
lución de TCAe isopropanol -lO y 25%, respectivamente- toda la

noche con agitación suave. Este tratamiento remuevetodas las cuen
tas ácido-solubles sin afectar a los polipépticos TCA-precipitados
en el gel (472). A continuación, los geles son teñidos usando una
solución conteniendo 0,05% de azul brillante de Coomassie (Sigma
Chemical Co.), 7%de ácido acético glacial y 25%de isopropanol
(estos últimos de Carlo Erba, grado analítico). Después de Ser tg
ñidos durante l hora a temperatura ambiente, fueron desteñidos u­
sando una solución compuesta por 5%de ácido acético glacial y
10%de is0pr0panol con agitación suave y cambios de la solución
por otra nueva cada 2-3 horas hasta que las bandas de proteínas
teñidas se visualizaron claramente.

A1 final de este pr0ceso de lavado, los geles son procesados de g
cuerdo al método descripto por Korant (276) el cual, brevemente,
consiste en: cada calle del gel donde se ha corrido una muestra
es, cuidadosamente, separada del resto, obteniéndose asi una tira
de gel de aproximadamente 14,5 cm de largo y l cm de ancho. Cada
una de éstas es cortada en segmentos de 1mmde ancho, utilizando
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para ello un aparato cortador de geles consistente en un conjunto
de hojas de afeitar separadas 1mmentre si. Cada segmento de gel
es colocado en un vial de vidrio de borosilicato conteniendo agua
oxigenada (20-30 volúmenes) durante 18 horas a 60°C. Al cabo de

este tiempo, a cada vial se le añaden 7 ml de liquido centellador
en base tolueno, compuesto de: 33%Tritón X-lOO, 0,825% de 2,5-dí
feniloxasol (PPO)y 0,025%de 1,4-bis(2-(5-feniloxasolil)) bence­
no (POPOP)(Mallinckrodt). Las cuentas por min presentes en cada
vial fueron registradas en un contador de centello liquido marca
Beckman LS 3150 T.

III.9.- CURVADE CALIBRACION

La caracterización de las proteinas intracelulares sintetizadas
en condiciones normales por el virus aftoso, seefectuó determinan
do el PMde las mismas en base a su movilidad relativa (Rf) en gg
les de poliacrilamida 10%en SDS, comparando con el Rf de otras

proteinas (marcadoras) de PMconocido. Una vez obtenidos los valg
res de Rf de las proteinas marcadoras, se traza una curva de cali
bración (ver gráfico a continuación), en la cual la ordenada al 2
rigen representa el logaritmo del PMy la abcisa los valores de
movilidad relativa (113). Para la determinación del PMde proteí­
nas en geles de poliacrilamida en SDShay que tener en cuenta que
la movilidad de cada polipéptido es inversamente proporcional al
logaritmo del PM(240).

Para la determinación de 1a curva de calibración, las proteinas
marcadoras se visualizaron por el método descripto por Laemmli
(285). Comomarcadores electroforéticos de PMcon0cido se usaron
las siguientes proteinas: albúmina de plasma bovino (PM66.000 d),
albúmina de huevo (PM45.000 d), pepsina (PM34.700 d), tripsinó­

geno (PM18.400 d) y beta-lactoglobulina (PM14.400 d) todas obtg
nidas de Sigma Chemical Co.

Las Proteinas fueron disueltas hasta una concentración de l mg/ml
con la solución solubilizadora descripta en III.6.- a 1a cual se
le añadió un colorante -azu1 de bromofenol- hasta una concentra­

ción de 0,001%. Previo a la siembra de cada una de estas protei­
nas en el gel, se calentaron a 100°C durante 5-10 min.
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La corrida electroforética fuellevada a cabo en un gel de poliacri
lamida 10%con un gel separador de 5%de acrilamida, en las mismas
condiciones descriptas en la sección III.8. La individualización
de las proteinas en el gel se realizó de acuerdo al procedimiento
descripto previamente. Para el cálculo de la movilidad relativa
(Rf) de cada proteína se divide la distancia migrada por la pro­
teina en cuestión desde la zona de siembra hasta el centro de la

banda proteica (dx) por la distancia de migración del azul de brg
mofenol (di). Una vez obtenidos los valores de Rf, éstos se re­

presentan en una figura en la cual la ordenada representa el loga
ritmo del PMy la abcisa lOs valores de Rf (143).
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IV.— RESULTADOS

IV.1.- IONES ZINC

IV.l.1.- Efecto sobre la sintesis de macromoléculascelulares X
virales

Los iones zinc pueden inhibir la sintesis de ADN(443) y de ARN
(236) "in vitro" y ser tóxicos para diferentes sistemas celulares,
dependiendo de la concentración y de la linea celular usada (62,
230,278). Por lo tanto, se probó el efecto de diferentes concentra
ciones del inhibidor sobre la sintesis de proteinas y de ácido nu
cleicos en cultivos en suspensión de células BHK-21,clon 13, tri

tadas con actinomicina D, infectadas o no con el subtipo A24Cru­
zeiro del virus aftoso. La actinomicina D impide la síntesis de
ARN-dependiente de ADN(390) por intercalación en las secuencias

dG-dCdel templado de ADN(232), sin afectar 1a actividad sinteti
zadora de ARNinducida por 1a infección con picornavirus (391) y,
en particular, con el virus aftoso (52,76-77). Estas observacio­
nes posibilitaron tratar los cultivos infectados con el antibióti
co para suprimir la actividad celular del huésped y medir, especÉ
ficamente, 1a incorporación de precursores radioactivos en el ARN
viral.

Los resultados obtenidos (Figura 2) muestran que, concentraciones
de zinc por debajo de 0,2 mMno inhiben 1a incorporación de uridi
na-14C o de leucina—3Hen células no infectadas. Un pequeño incrg
mento, en el orden de un 10 a un 20%en la incorporación de ambos

precursores radioactivos, fue observada durante el ensayo. Posi­
blemente, sea debido a la activación por el zinc de diferentes en
zimas celulares (445).

Estas mismasconcentraciones del inhibidor fueron probadas en cé­
lulas infectadas por el virus, midiéndose 1a incorporación de am­
bos precursores radioactivos al cabo de 270 min p.i. (Figura 2).
Puede observase una inhibición tanto de la síntesis de ácidos nu­
cleicos comode las proteinas virales con el aumento de las con­
centraciones de zinc. Sin embargo, comparandolos porcentajes de



FIGURA N° 2.- EFECTO DE DISTINTAS CONCENTRACIONESDE IONES ZINC

SOBRE LA SINTESIS DE ACIDOS NUCLEICOS Y PRÓTEINAS

EN CELULAS BHK-Zl, CLON 13.
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aftoso (moi = 50) y tratadas con actinomicina D (5 ug/ml), fue­

Cruzeiro del virus

ron crecidas en cultivos en suspensión (III.3.-). A los 60 min
muestras por duplicado recibieron diferentes concentraciones de
cloruro de zinc y se incubaron por otros 30 min adicionales.
Luego de este tiempo, cada muestra gue marcada con leucina- H ouridina­ C. A los 270 min p.i., lO células de cada muestra se
precipitaron con TCAy se determinó la radioactividad TCAinso­
luble tal comose describió en la sección III.5.-.
Los resultados son expresados comoporcentajes respecto de un
control (células no tratadas).
Las células no infectadas en ausencia de actinomicina D fueron
tratadas bajo las mismascondiciones que las células infecta­
das.
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El grado de inhibición producido por los iones zinc sobre 1a re
plicación del virus aftoso en las condiciones de experimentación
de este trabajo fueron altamente reproducibles.
naturaleza de 1a forma activa del zinc no está clara.

Sin embargo, la
Probable­

mente, gran parte del ión añadido al medio de cultivo forma com
plejos con aminoácidos, fosfatos, proteinas y otros ligandos.
En este sentido, se ha señalado que el agregado de suero afecta
tanto la solubilidad como1a actividad de los iones zinc (278).
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inhibición, vemosun marcadoefecto inhibitorio sobre la sintesis
del ácido ribonucleico viral; con 0,15 mMde cloruro de zinc obte
nemos un 90%de inhibición en la sintesis del ARNviral y solamen
te un 30%de inhibición en la síntesis de proteínas virales.

Esta diferencia aparente en el efecto de los iones zinc podria ser
explicada considerando que, en presencia de actinomicina D, sólo
el ARNviral era sintetizado mientras que la sintesis de protei­
nas celulares especificas, no afectada mayormentepor los iones
zinc, sólo estaba parcialmente inhibida en el momentodel agrega­

do de la leucina-3H. A diferencia de otros picornavirus (122,459),
ciertas cepas del virus aftoso no inhibeïrápidamente la sinte­
sis de proteinas celulares y la sintesis de proteinas inducidas
parece ser aproximadamenteigual a la de células no infectadas
(51,53)­

En relación a las concentraciones no tóxicas de losiones zinc, ví
rias lineas de evidencia habian sugerido que el efecto de los mis
mos sobre diferentes tipos de células dependía, notablemente, del
tiempo de exposición al inhibidor. Por ejemplo, largos periodos
de incubación con bajas concentraciones del metal (0,1 mM)llevan
a la destrucción de la monocapacelular (62), mientras que, la
mismaconcentración en otro sistema celular no causa efecto inhiL

bitorio alguno (277). Para las experiencias llevadas a cabo en es
te trabajo de investigación, sólo se han tenido en cuenta periodos
de exposición a la droga no mayores de 6 horas, los cuales no han
mostrado ningún daño evidente al cultivo de células BBK-21,clon
13, en suspensión, medido en función de la incorporación de pre­
cursores radioactivos necesarios para la sintesis de proteinas o
de ácidos nucleicos celulares (Figura 2).

IV.1.2.— Inhibición diferencial de virus y procápsides

Conel objeto de determinar el efecto que podrian tener los iones
zinc sobre la sintesis de ARNy/o sobre la morfogénesis viral, cÉ
lulas BHK-Zlinfectadas en las condiciones descriptas previamente,
fueron tratadas a los 60 min p.i. con diferentes concentraciones

. . - . . 3 . .de zinc y 30 min mas tarde se anadió leuc1na- H al medio de incu­
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bación. Cuandose observó efecto citOpático total, los sobrenadan
tes y los extractos cit0plasmáticos fueron pr0cesados y analiza­
dos por centrifugación en gradientes de sacarOSa, según se deSCri
bió en Materiales y Métodos.

Por trabajos previos se conOceque la partícula infecciosa del vi
rus aftoso sedimenta en centrifugación zonal en gradientes de den
sidad a 14OS(o 1468, dependiendo del laboratorio) (16,20,64,l73)
mientras que la pr0cápside lo hace a 7OS (o 755) (129,405). Los
perfiles que se indican en la figura 3 muestran dos picos princi»
pales de sedimentación a 14OSy 7OS, los cuales fueron identifica
dos por microscopía electrónica comovirus y procápsides, respec­
tivamente. Puesto que no fue observada la presencia de uridina-14C
en el pico de 7OS(Figura 5), se descartó la posibilidad de conté
minación con procápsides artificiales, las cuales tienen el mismo
coeficiente de sedimentación que las naturales (405).

Los resultados obtenidos muestran que, en un control que no ha re
cibido zinc (Figura 3 A) se obtienen dos picos principales, uno
de 14OS (virus) y otro de 7OS (prOcápsides). A medida que se agrg
gan concentraciones crecientes de cloruro de zinc (Figura 3, B y
C) el pico de virus disminuye pero el de procápsides permanece

constante. A concentraciones de ZnCl2 de 0,15 mM(Figura 3 D) el
efecto inhibitorio sobre la sintesis de ambostipos de macromolé­
culas virales es total.

En la figura 4 se han graficado los resultados obtenidos por intg
gración de las áreas bajo los picos de 1408 y 7OSde los perfiles
de sedimentación de la figura 3. El punto inicial en ausencia de

ZnCl2indica la cantidad de radioactividad asociada a virus y prg
cápsides (Figura 3 A). A una concentración del inhibidor igual o

menor de 0,01 mMno se observó efecto alguno en la sintesis de es
tas macromoléculas virales, mientras que hubo una inhibición de,
aproximadamente, el 90%en ambas cuando se usaron concentraciones
de 0,15 mMde iones zinc. Sin embargo, concentraciones de la dro­

ga entre 0,01 y 0,05 mMinducieron una inhibición del 60%sobre
las particulas virales, sin afectar la producciónde procápsides;



FIGURA N° 3.- PERFILES DE LOS GRADIENTES DE SEDIMENTACION EN SACA

ROSA DE VIRUS Y PARTICULAS VACIAS SINTETIZADAS A Dl

FERENTES CONCENTRACIONES DE IONES ZINC.



LAx 107 células BHK-Zlfueron infectadas a una alta multiplicidad
tal comose describió en Materiales y Métodos (III.3.—). Después
del periodo de adsorción, la suspensión celular fue diluida tres
veces con MEM-Leu_conteniendo 5 ug/ml de actinomicina D. A los
60 min p.i. las células infectadas fueron divididas en cuatro mues
tras de 2 m1cada una,tres de las cuales recibieron diferentes con
centraciones de cloruro de zinc, quedandola restante comocontrol.
Después de 30 min de incubación, cada muestra recibió Leucina- H.

A los 270 min p.i. iguales porciones de sobrenadantes y extractos
cit0plasmáticos fueron procesados de cada muestra, tal comose
describió en la sección III.4, analizándose en gradientes linea­
les de sacarosa 10-30% en solución NETpH 7,4 según se indicó en
Materiales y Métodos(III.5). La radioactividad ácido insoluble
fue medida en cada fracción tal comose señaló en III.5.—.
Las flechas indican las subunidades ribOSOmales 3OSy SOSusadas
comomarcadores internos.

La zona de los picos virales comprendidas entre las barras fue to
madapara representar en la figura 4 la radioactividad acumulada
en virus y particulas vacías.

A) Control; 13)ch12 0,01 mM; C) ch12 0,05 mM;D) ch1 0,15 mM.2
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FIGURA N° 4.- 'INHIBICION DE LA SINTESIS DE VIRUS Y PROCAPSIDES

PoR LOS IONES ZINC



Las condiciones experimentales fueron las ya descriptas para la
figura 3. La radioactividad total incorporada a partículas virí
les infecciosas (0) y a pracápsides ( 0'), fue calculada por
integración de las áreas bajo los picos de 14OSy 7OS, respecti
vamente, de 1a figura 3.
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En este experimento podemosnotar un efecto de inhibición diferen
cial por el zinc sobre la sintesis de estas macromoléculasvira­
les, en función de 1a concentración de inhibidor usada.

IV.l.3.- Efecto de 0,15 mMde ZnCl en la síntesis de virus,2

procápsides y ARNviral a distintos tiempos p.i.

Puesto que una concentración de 0,15 mMde ZnCl2 inhibia 1a multi
plicación viral cuando se agregaba tempranamenteen e1 ciclo in­
feccioso, se estudió su efecto en otras etapas del mismo.Para e­
llo, células BHK-Zlinfectadas con el subtipo A Cruzeiro del vi24
rus aftoso en las condiciones ya descriptas (III.3.-), fueron di­
vididas a los 80 min p.i. en dos alícuotas, recibiendo una de e­

1
llas leucina-3H y 1a otra uridina- 4C. Ambasmuestras fueron incg
badas a 37°C por otros 190 min adicionales.

A los tiempos indicados en 1a leyenda de 1a figura respectiva, se
tomó una muestra de cada una de las alícuotas a 1a que se le aña­

dió ZnCl2 hasta una concentración final de 0,15 mM.La sintesis
de ARNviral fue medida en las células marcadas con uridina-14 cg
moradioactividad TCAinsoluble, mientras que las células marca­
das con el aminoácido radioactivo fueron procesadas para 1a obten
ción de particulas virales infecciosas y procápsides, tal comose
describió previamente (III;4.-). La radioactividad incorporada en
las mismas comoasimismo el análisis en gradientes de sacarosa se
describió en 1a sección III.5.—.

Los resultados graficados en la figura 5 muestran que, cuando mas
tarde se agrega el zinc durante el ciclo infeccioso, menores su
efecto inhibitorio. Mas aún, cuando 0,15 mMde ZnCl es agregado2
luego de los 210 min p.i., ni 1a producción de virus ni 1a sinte­
sis de ARNviral es afectada, a pesar que 1a producción de pr0cáE
sides es inhibida en un 50%respecto del control sin inhibidor.

La relación observada entre la inhibición de 1a producción de vi­
rus infeccioso y 1a sintesis de ARNviral por los iones zinc, apg
yan la suposición acerca del efecto supresor de esta droga sobre
1a sintesis de particulas infecciosas comoconsecuencia de 1a in­
hibición provocada en 1a sintesis de ARNviral.



FIGURA N° 5.- EFECTO DEL zncl2 EN LA SINTESIS DE VIRUS -,¿.PARTICU­

LAS VACIAS (PROCAPS'IDES) Y ARN VIRAL A DISTINTOS
TIEMPOSP.I.



Células BHK-Zl,clon 13, crecidas en suSpensión, fueron infectadas
en las condiciones ya descriptas en la leyenda de 1a figura 3.
A los 80 min p.i. las células fueron divididas en dos muestras, r9
cibiendo una de ellas leucina- Hy la otra uridina- C. A los tiego
pos indicados en la figura, 6 x 10 células fueron tomadas de cada
muestra añadiéndoseles ZnCl2 hasta una concentración final de 0,15
mM.

La incubación se prolongó durante 190 min al cabo del cual las cé­
lulas conteniendo la leucina- H se procesaron tal comose describió
en 1a leyenda de la figura 3, calculándose las cantidades de virus
(o ) y procápsides (0 ) sintetizadas por integración de las áreas
bajo los picos de 14OSy 7OS, respectivamente.
Los resultados son expresados comoporcentajes respecto de un con­
trol sin inhibidor marcado con leucina- H.

14Las células marcadas con uridinn— C fueron precipitadas con TCAy
procesadas para determinar 1a cantidad de ARNviral acumulada se­
gún el procedimiento señalado en la sección III.5u- (A ). Estos re
Sultados también fueron representados comoporcentajes respecto de
un control sin inhibidor marcado con uridina- C.
Todos los valores fueron corregidos para la incorporación de célu­
las no infectadas tratadas con actinomicina D. Resultados idénti­
cos a los graficados en la figura 5 fueron obtenidos cuando la con
centración del inhibidor fue incrementada a 0,3 mM. _
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La falta de inhibición en la sintesis de virus o de ácidos nuclei
cos, cuando el zinc es añadido en las últimas etapas del ciclo in
feccioso, puede ser debida a:

1 - Disminución de la permeabilidad celular que impediria
la entrada de los iones zinc al interior de las célu­
las infectadas;

2 —Aumentodel cociente sustrato/zinc, debido a 1a acumu
lación de precursores polipeptídicos virales hacia el
final de la infección;

3 - Los iones zinc no actuarian inmediatamente luego de
ser agregados al medio de incubación;

4 —La existencia de un reservorio de moléculas de ARNvi
ral, las cuales se encapsidarian aún en la presencia
de la droga y/o debido a la presencia de una activi­
dad de replicasa remanente, la cual funciona normal­
mente en presencia de la droga;

Las dos primeras posibilidades fueron descartadas, puesto que los
mismosresultados de 1a figura 5 se obtuvieron a1 usar altas con­
centraciones de zinc (mayores de 0,15 mM).Por otra parte, la pri
mera de estas posibilidades también queda descartada por el efecto
altamente inhibitorio sobre la sintesis de prOCápsides observado
en estas etapas finales del ciclo infeccioso.

La tercera posibilidad fue excluida analizando la cinética de sin
tesis de virus y procápsides deSpués de cortos tiempos de exposi­
ción a 1a droga, en diferentes momentosdel ciclo infeccioso (Fi­
gura 6). En dicha figura puede observarse que, periodos de 50 min
de exposición a una alta concentración del inhibidor en las últi­
mas etapas del ciclo infeccioso, provoca una apreciable disminu­
ción en la sintesis de procápsides sin afectar, mayormente,la
producción de particulas virales infecciosas. Esto indica una ac­
ción inmediata de los iones zinc una vez que los mismos son agre­
gados a1 medio de incubación, corroborando, además, que el zinc
actúa en las etapas tardias del ciclo.



FIGURA N° 6.- SINTESIS DE VDIUS Y PROCAPSIDES DURANTEEL CICLO

INFECCIOSO



6 x 107 células BHK-Zl,Clon 13, crecidas en suSpensión e infecta­
das con el subtipo A Cruzeiro del virus aftoso en las condicio­
nes ya descriptas (IÏÏ.3.—), fueron marcadas a los 95 min p.i. con
leucina- Hy divididas en seis alicuotas iguales.
Una de las alicuotas fue incubada hasta los 130 min p.i., al cabo
de los cuales fue procesada para visualizar la presencia de virus
y procápsides acumuladas hasta ese momentosegún el procedimiento
ya descripto (III.5.-) (barra del histograma n° 1).
Otra de las muestras fue procesada a los 180 min p.i. en igual fo:
ma que la anterior (barra del histograma n° 2).
A los 180 min p.i., una de las cuatro alícuotas restantes recibió
ZnCl hasta una concentración final de 0,15 mM,continuando su in­
cubación por 50 min adicionales, luego de los cuales fue pr0cesada
para visualizar la presencia de virus y procápsides tal comose se
ñaló para las dos muestras anteriores (barra del histograma n° 3').
Una de las tres alicuotas restantes, procesada en la mismaforma a
los 230 min p.i., fue usada comocontrol (barra del histograma n°
3)­

A los 230 min p.i., una de las dos alícuotas restantes recibió Zn­
C1 hasta una concentracion final de 0,15 mM.A los 280 min p.i. se
procesaron ambas muestras (con y sin inhibidor) en la forma ya des­
cripta para determinar 1a presencia de virus y procápsides (barras
del histograma n°s. 4' y 4, respectivamente).
Las flechas en la figura indican cuál de las muestras recibió el in
hibidor. Los resultados son expresados en forma de un histograma —
donde cada barra representa la sintesis de virus y procápsides acu­
muladas en cada muestra durante los tiempos de incubación señala­
dos precedentemente. En la abcisa se indican los min p.i. a los cua
les fue concluida la incubación.

P = pr0cápsides ; V = virus.
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Otro de los datos que pueden extraerse de la figura 6 es que el
momentode máximavelocidad en la sintesis de virus y procápsides
se halla entre los 150 y 200 min p.i., resultado que coincide con
otros ya estimados para el virus aft0so (53,77).

La cuarta posibilidad fue investigada estudiando la cinética de
inhibición de la sintesis del ARNviral por los iones zinc. Para
ello, se usó una alta concentración del inhibidor (0,2 mM)agregg
da a distintos tiempos del ciclo infeccioso.

El experimento fue realizado de la siguiente manera: células BHK­
21, clon 13, crecidas en suspensión e infectadas en las condicio­
nes descriptas en Materiales y Métodos, fueron marcadas con uridi
na-14C a los 80 min p.i.. Muestras conteniendo cantidades equiva­
lentes de células fueron extraídas a los 90, 130, 170 y 210 min

p.i. e incubadas en la presencia de 0,Ï4mMde ZnCl2 hasta los 250
min p.i.. La incorporación de uridina- C fue medida comoradioag
tividad insoluble TCAprecipitable acumulada al cabo de los 250
min de incubación.

Comopuede verse en la figura 7, una concentración de 0,2 mMde

ZnCl2añadida a diferentes tiempos durante el ciclo de infección,
produce una inhibición de la sintesis del ARNviral similar a la
ya mostrada en 1a figura 5. Por otra parte, cuando el zinc fue a7
gregado después de los 90 min p.i., el efecto inhibitorio fue me­
nos evidente, indicando que una considerable cantidad de ARNfue
sintetizada, al menos hasta 50 min después de su adición.

Estos resultados apoyan la suposición que los iones zinc sonïincg
paces de inhibir la replicación del ARNviral mientras una cierta
cantidad de replicasa está aún presente. Puede también sugerirse
que, en presencia de los iones zinc, la vida media de la replica­
sa del virus aftoso se incrementa, al menos, en 50-60 min si se
la comparacon la obtenida en ausencia de sintesis de proteinas
(Figura 9) y con la informada para otros picornavirus (33).

Por lo tanto, puede concluirse que es posible detectar la presen­
cia de una actividad de replicasa remanente, 1a cual funcionaria
normalmente en presencia de 1a droga. Este efecto se estudia algo
mas en profundidad a continuación.



FIGURA N° 7.- EFECTO DE UNA CONCENTRACION DE 0,2 mM de ZNCl2
SOBRE LA CINETICA DE SINTESIS DEL ARN VIRAL



4 x 107 células BBK-21,clon 13, crecidas en suspensión e infecta
das en las condiciones ya descriptas en 1a leyegda de 1a figura 3,fueron divididas en alicuotas iguales de S x 10 células/m1. A los
80 minp.i. las células recibieron uridina- C (III.3.-). A 1 s
tiempos indicados en 1a figura, muestras conteniendo 7,5 x 10 cé
lulas fueron incubadas con ZnCl (concentración final 0,2 mM)has
ta los 250 min p.i. (las flechas indican los tiempos p.i. en los
cuales fue añadido el zinc a las muestras). De cada una de las
muestras se extrajeron alícuotas a diferentes momentosdel ciclo
infeccioso y se precipitaron con TCA5%frio para determinar la
radioactividad ácido insoluble, según se ha descripto en Materia­
les y Métodos(III.5.-).
Los resultados fueron normalizados sustrayendo la incorporación
obtenida en células no infectadas tratadas con actinomicina D.
(I ) células infectadas no tratadas; 0,2 mMde zinc a los:(o)
90 min p.i., (o) 130 min p.i., (A) 170 min p.i. y (Á) 210 min p.i.
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La existencia de un reservorio de moléculas de ARNvirales que se

encapsidan en presencia del ión no es incompatible con el resulta
do obtenido precedentemente. Sin embargo, no fue posible determi­
nar si esta situación ocurría realmente y en qué medida influia
en los datos observados.

IV.1.4.— Efectos de los iones zinc en 1a actividad de la replip
casa viral "in vivo"

En base a los datos graficados en las figuras 5 y 7 surge una ac­
ción diferencial de los iones zinc sobre la sintesis de ARNvi­

ral, dependiendo del momentodel ciclo infeccioso en el cual se a
gregó el inhibidor. El efecto de la droga se hacia menosevidente
hacia las etapas finales. Masaún, si los iones zinc eran suminis
trados al medio de cultivo después de los 21 min p.i., ni la sin
tesis de virus o de ácidos nucleicos era afectada.

Entre las posibles explicaciones para la observación de este feng
menofueron consideradas varias posibilidades, una de las cuales
suponía la existencia de una actividad de replicasa remanente, la
cual funcionaria normalmente en presencia de 1a droga. Con el obv

jeto de estudiar mas a fondo este efecto, se determinó —previame2
te- cuál era el comportamientode la replicasa viral durante el
ciclo infeccioso del virus aftoso.

Para medir 1a actividad de la enzima se usó el siguiente prOCedi­
miento: alícuotas conteniendo iguales cantidades de células fue­
ron extraídas a intervalos constantes a partir de los 110 min p.
i. de un cultivo de células BHK-Zlinfectadas con el virus afto­

so. Cada alícuota fue incubada durante 8 min en presencia de uri­
dina-3H. La actividad enzimática fue medida en función de la in­

corporación de este precursor en el ácido ribonucleico viral, mi
diéndose 1a radioactividad acumulada durante dicho lapso de tiem
po-tal comose indicó en Materiales y Métodos (III.6.-).

Los resultados son graficados en 1a figura 8 en forma de histo­
grama, representando cada barra la radioactividad acumuladaen á­
cido ribonucleico precipitado a1 cabo de 8 min de incubación con
uridina-3H.



FIGURA N° 8.- ACTIVIDAD DE REPLICASA VIRAL



2 x 107 células BBK-21,clon 13, crecidas en suspensión, fueron
infectadas en las condiciones indicadas en Materiales y Métodos
(I 1.3.-). A los 110 min p.i. se extrae una alícuotá de 1,5 x10 células y se la incuba en presencia de uridina- H (III.6.-).
A1 cabo de este tiempo se para la reacción por el agregado de
un volumen de TCA15%frio. Muestras similares, procesadas en 1a
forma ya señalada (III.6.—), se extraen a los distintos tiempos
p.i. indicados en la figura. La radioactividad incorporada es de
terminada según se indica en la sección III.6.-.
Cadabarra del histograma representa 1a radioactividad acumulada
durante los 8 min en que las células infectadas fueron expuestas
al marcador radioactivo.
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A partir de los 100 min p.i. se observa un rápido incremento en
1a actividad de la replicasa, llegando a un máximoentre los 160

y los 180 min p.i., momentoa partir del cual la actividad comieg
za a decaer en forma constante. Este patrón de actividad ya fue
señalado para 1a replicasa del virus de la polio multiplicado en
células HeLa(273). Unaposible explicación fue considerar la es­
cisión de un polipéptido esencial para la actividad enzimática.
Este preceso podria estar en relación directa con el aumentode
la actividad proteolitica en tiempos tardios del ciclo infectivo
en células infectadas con picornavirus (271). Sin embargo, no es
posible descartar otras hipótesis tales como:

a) Un mecanismoinhibitorio producido por el mismovirus para
evitar una posible acumulaciónde ácidos nucleicos virales
no utilizables (513);

b Desorganización de las estructuras celulares y/o daño de laV

maquinaria metabólica celular, imposibilitando 1a restaura­
ción del pool celular de nucleótidos o el abastecimiento de

I o o o oenergia necesario para el funCionamiento continuo del proce
so de replicación del ARNviral (368);

Cese de nueva sintesis de precursores de 1a replicasa viralV
c

e inactivación de las moléculas de enzima aún presentes por
estar afectada 1a sintesis de proteinas celulares. Comose
demostrará mas adelante (Figuras 9 y 15), la enzimarecesita

de la sintesis continua de proteinas para 1a provisión cons
tante de un factor proteico indispensable para mantener su
actividad.

Puesto que la actividad de replicasa viral no se mantenía constan
te durante el ciclo infeccioso, se determinó 1a vida media de 1a
enzima en diferentes momentodel ciclo infeccioso. Para ello se

tomaron dos alicuotas de células infectadas: una a los 165 min p.
i., cuando la actividad enzimática aún no entró en su fase de ere
cimiento exponencial (Ver inserto de la figura 9 A) y otra a los
180 min p.i. cuando se detecta máximaactividad enzimática (Ver
inserto figura 9 B).



FIGURA N° 9.- DETERMINACION DE LA VD'ATMEDIA’DE LA REPLICASA

VIRAL



Las experiencias se hicieron usando 3 x 107 células infectadas en
las condiciones señaladas en Materiales y Métodos (III.3.-). A
los tiempos indicados por las flechas en la figura, se dividieron_
las células en dos alícuotas iguales, una de las cuales recibió
100 ug/ml de cicloheximida (o) mientras que la otra es utilizada
comocontrol.( O). Muestras conteniendo 3 x lO células son ex­
traídas de estas alicuotas a los Ïíempos señalados y puestas enpresencia de 1 uCi/ml de uridina- C, durante 8 min. Al cabo de
este periodo de tiempo se detiene la reacción por el agregado de
TCA15%frio, midiéndose la radioactividad incorporada tal cómo
ya se expresara (III.6.-).
Las curvas de incorporación que aparecen en los insertos se deteg
minaron separando 10 células de 1a suspensÏÉn celular originalinfectada y añadiendo a las mismasuridina- C (III.3.—). A los
tigmpos señalados en las abcisas de los insertos, alicuotas de10 células son extraídas del cultivo y precipitadas con TCA15%
frío, determinándose la radioactividad incorporada a1 igual como
se indicó en la sección III.6.-.
A) Estimación de 1a vida media de la replicasa del virus aftoso

antes de los 170 min p.i.;
B) Idem que en A) pero a partir de los 180 min p.i..
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Para la estimación de la vida media de 1a enzima se usó ciclohexi
mida (*), un inhibidor inmediato de 1a sintesis proteica. En au­
sencia de nuevos precursores de la enzima, la actividad observa­
ble en cada alícuota durante los 50 min siguientes a1 agregado
del inhibidor muestra cuánto tarda la actividad enzimática presea
te originalmente en el tiempo t=0 (165 min y 180 min p.i.) en llg
gar a la mitad de su valor. En función de estos datos, se estable
ció que la vida media de la replicasa variaba entre 20 min (duran
te los primeros 170 min p.i.) a 7 min (después de los 180 min p.
i.).
Cabe destacar que de los datos obtenidos en 1a figura 9 se deduce

la necesidad de la síntesis continua de proteinas para tener acti
vidad de replicasa. En ausencia de la misma, la actividad de 1a
enzima decae al cabo de un corto tiempo.

Teniendo en cuenta los resultados señalados, se observó cuál era

el efecto de una alta concentración de iones zinc sobre 1a vida mg
dia de la replicasa viral agregadmsendiferentes momentosdel ci­
clo infeccioso. Se eligieron tres tiempos: 110, 140 y 170 min p.
i.. Los resultados se muestran en la figura lO en forma de histo­
grama, donde cada barra del mismorepresenta la actividad enzimá­
tica acumulada durante 8 min.

De los datos graficados se deduce que la concentración del inhibi
dor usada afecta 1a sintesis de nuevas moléculas de la enzima, ya
que las células infectadas tratadas con la droga, en ningún caso,
recuperan la actividad del control. Por otra parte, los iones
zinc son capaces de mantener actividad de replicasa constante al
menos hasta 50 min después de agregado el inhibidor.

(*) La cicloheximida (actidiona) -un antibiótico del hongo Strepto­
mzces griseus- inhibe la sintesis de proteinas"in vivo" en mE
chas levaduras, células animales y bacterias (165,262). Su mg
canismo de acción es muy semejante a cOmolo hace el cloranfg
nicol, bloqueando la transferencia deaminoácidosactivados en
el ribosoma desde el ARNde transferencia a las cadenas poli­
peptidicas en crecimiento (166,319,441), estabilizando asi a
los poliribosomas a lo largo del ARNmensajero.



FIGURA N° 10.- ACTIVIDAD DE LA REPLICASA DELÜVIRUS AFTOSO "IN VI­

V0" EN PRESENCIA DE 0,3 mM DE ZnCl2



Parte I

4 x 107 células BBK-21,clon 13, crecidas en suspensión, fueron in
fectadas en las condiciones mencionadas en Materiales y Métodos. A
log 110, 140 y 170 min p.i.,se separaron sendas alícuotas de 6 x10 células de 1a suspensión celular. Dichas alícuotas se procesa­
ron de la siguiente forma: una de las alicuotas recibe ZnCl hasta
una concentración final de 0,3 mM,sirviendo la otra alicuoga -si8inhibidor- comocontrol; De ambas se extraen muestras de 1,5 x 10
células a los tiempos indicados en 1a figura, prosiguiendo la in­
cubación en presencia de 1 uCi/ml de.uridina— H durante 8 min. A1
cabo de este tiempo, se para 1a reacción y se mide 1a radioactivi­
dad incorporada tal comose señaló anteriormente (III.6.-).
A) Alicuotas extraídas a los llO min; las barras del histograma

representan la radioactividad acumuladade las muestras a los
110, 13o, 14o y 150 min p.i.(I);‘
Alicuotas extraídas a los 140 min; idem que en A) pero las
muestras fueron extraídas a los 140, 160, 170 y 180 min p.i.(I);

B V

Alicuotas extraídas a los 170 min; idem que en A) pero-las
muestras fueron extraídas a los 190 y 200 min p.i.(I);

C V

Cada barra del histograma indica 1a radioactividad acumulada duran­
te los 8 min de exposición al marcador radioactivo. Las barras de
trazo-fino representan la incorporación del control mientras que,
las barras de trazo grueso la incorporación de las muestras que re­
cibieron el inhibidor. Las flechas verticales indican el momentode
agregado del inhibidor a las alicuotas.

Parte II
Los porcentajes de inhibición se obtienen considerando 1a actividad
del control para un periodo de 8 min como del 100%y, para ése mis­
mo,1apso de tiempo, cuántonrepresenta la actividad obtenida en pre
sencia de la droga. La diferencia entre ambosvalores nos da el p3¿
centaje de inhibición para cada intervalo de tiempo, el cual se gra
fica en la figura en forma de histograma. ­
A) Datos de la parte I (A); B) Datos de la parte I (B); C) Datos de
la parte I (C).
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Asimismo,es posible inferir que, una determinada cantidad de io­
nes zinc solamente protege (impide la inactivación) de una dada
cantidad de sustrato (Figura 10, parte C). Nopudieron ensayarse
concentraciones mayores de 0,3 mMya que las mismas afectaban el
metabolismo de 1a célula huésped (Ver figura 2).

Añadida a los 170 min p.i., esta concentración de iones zinc pro­
duce un efecto inhibidor muchomenor, tal comose aprecia en el
gráfico de los cálculos de porcentajes de inhibición de la figura
10, parte C. Este resultado coincide con el comportamiento obser­
vado anteriormente, al estudiar el efecto producido por esta con­
centración de la droga sobre 1a sintesis de viriones (Figura 5)
y, en particular, sobre la sintesis de ARNviral (Figura 7). Asi­
mismo, en base a estos datos de porcentajes de inhibición sobre
1a actividad de la replicasa, se confirma que el efecto inhibidor
sobre la sintesis de ARNviral depende de la cantidad de molécula
las de la enzima presentes al momentodel agregado del inhibidor.

IV.1.5.- Reversibilidad de la inhibición por los iones zinc

El efecto antiviral de los iones zinc sobre 1a replicación del vi
rus aftoso fue estudiado midiendo el grado de reversión de la ac­

(ión de los mismossobre la sintesis de ARNviral. Tanto la rever­

sibilidad como1a irreversibilidad de la acción del zinc fue seña
lada para varios sistemas virus-células (62,317,230,440), inclu­
yendo el subtipo A 119 del virus aftoso multiplicado en células
de riñón bovino (Bi? primario (381).

En este trabajo de tesis se midió la sintesis de ARNviral en cé­

lulas BBK-21,clon 13, usando el subtipo A24 Cruzeiro del virus
aftoso. La diferencia,en relación a los experimentos llevados a
cabo con otra cepa del virus aftOSo (381), tanto en la cepa de vi
rus comoen la linea celular usada, es significativa puesto que,
dos cepas del virus Herpes Simplex vHSV1 y HSV2-, propagadas en
presencia de iones zinc usando dos sistemas celulares distintos
(células BSCl o células Vero, respectivamente), fueron inhibidas
en su multiplicación de manera irreversible en el primer caso
(192,317) y reversiblemente en el segundo (230).
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Se llevaron a cabo ensayos tratando con 0,2 mMde ZnCl2 muestras
conteniendo iguales cantidades de células BHK-Zlinfectadas con

virus aftoso, a distintos tiempos p.i.. Unavez añadido el inhibi
dor, la incubación se prolongó durante 55 min adicionales al cabo
de los cuales se rem0vió el zinc de las muestras que lo contenían
por centrifugación a baja velocidad, descartándose el sobrenadan­
te. El pellet celular obtenido se resuspendió en un medio libre
de zinc (previos lavados con el mismomedio) conteniendo igual
cantidad de isót0po radioactivo. En todos los casos, la incuba­
ción se prolongó hasta los 320 min p.i. y la incorporación de ur;
dina-14C en las células fue medida comoradioactividad ácido pre­
cipitable, según el prOCedimientoya deScripto (III.6.-).

Los resultados se indican en la figura ll. Puede observarse que
las células tratadas con el inhibidor muestran una casi completa
reversibilidad de la sintesis de ARNdespués de la remoción de la
droga. Cuandolos iones zinc fueron añadidos entre los 90 y los

145 min p.i., solamente se obtuvo un 70%de recuperación en la sin
tesis de ARNviral.

Por otra parte, hay una fase de eclipse de, aproximadamente, 50
min durante la cual la sintesis de ARNviral permanece constante
a partir del momentoen que se lava la droga del medio de culti­
vo. Luego de este periodo, la sintesis de ARNviral se reasume
llegándose, en casi todos los casos, hasta los valores de activi­
dad máximosdel control sin inhibidor. Este período de eclipse es
independiente del tiempo p.i. en el cual fue añadido el inhibidor
y es casi idéntico al tiempo durante el cual las células fueron
puestas en presencia del mismo (55 min).

En base a los resultados obtenidos puede decirse que la acción a2
tiviral de los iones zinc sobre la multiplicación del virus afto­
so es de tipo virustática antes que virucida, puesto que luego del
lavado deJLBmismosdel medio de cultivo, la replicación del vi­
rus se reasume hasta casi alcanzar los valores normales de activi
dad de los controles.



FIGURA N° 11.- REVERSION DE LA INHIBICION POR LOS IONES ZINC DE

LA SINTESIS DEL ARN VIRAL



8 x 107 células BHK-Zl,clon 13, crecidas en suspensión, fueron
infectadas a una multiplicidad igual a 50 e incubadas en las
condiciones descriptas en la sección III.3.—. La suspensión ce­
lular se diluyó dos veces con MEMconteniendo lO ÏÏ/ml de acti­nomicina D y a los 50 min p.i. se añadió uridina- C.
Muestras conteniendo 7,5 x lO6 células fueron tomadas a los 50
(A), 90 (o) y 130 (A) nún p.i. e incubadas por 55 min en pre­
sencia de ZnCl (concentración final 0,2 mM).¿Alcabo de este
periodo de tiempo las células fueron¿sedimentadas por centrífu_
gación a bajas revoluciones (600 rp ) X resuspendidas en MEMconteniendo actinomicina D y uridina-1 C (0,5 uCi/ml). Muestras
controles de células no tratadas con el inhibidor ( o) comotam
bién de células infectadas tratadas con la mismaconcentración
de ZnCl durante todo el periodo de incubación ( I), recibieron
eleismo tratamiento que las muestras citadas al,comienzo.
Las curvas representadas en 1a figura estan corregidas habiéndg
seles restado el lapso de tiempo correspondiente al eclipse (50
min).

Los resultados fueron corregidos para la incorporación de célu­
las no infectadas tratadas con actinomicina D y la radioactivi­
dad ácido precipitable en el sobrenadante descartado durante 1a
remoción del zinc. Los resultados graficados corresponde al pro
medio de tres experimentos diferentes. La barra indica la des-­
viación estandar de cada valor graficado.
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IV.2.- INHIBIDORES PROTEOLITICOS

IV.2.1.- Efectos sobre 1a sintesis de macromoléculascelula­

res X virales

Compuestos tales como el TLCKy el TPCKtienen afinidad y son
reconocidos comosustratos por proteasas con actividad tipo
tripsina o quimiotripsina, resPectivamente, a las cuales se unen
covalentementee inhiben el sitio activo (Ver revisión en refe­
rencia 435). Sin embargo, ya que estos inhibidores también su­
primen la sintesis proteica en los sustratOS celulares usados
para el cultivo de los picornavirus (157,269,401,464) fue nece­
sario determinar la molaridad a 1a cual estos compuestos actua­
ban, especificamente, comoinhibidores de proteasas antes que
comoinhibidores de la traducción.

Puesto que la sintesis de proteinas en eucariontes está intima­
mente relacionada con el abastecimiento continuo de moléculas
de ARNmensajero y, siendo el genoma del virus aftoso una cade­

na de ARNque actúa, directamente, comomensajero (35), se mi­
dió el efecto de estos inhibidores sobre la sintesis de ARNce­
lular. E1 objetivo era encontrar qué concentraciones de estos
compuestos son capaces de alterar la sintesis de ARNviral sin
afectar la maquinaria metabólica celular.

En la figura 12 se indican los resultados obtenidos usandos dis
tintas concentraciones de estos inhibidores y de la IAAsobre
la cinética de incorporación de un precursor radioactivo -la u­

14ridina- C- necesario para la sintesis de ARN.

En función de los datos graficados en la figura 12, se determi­
naron las siguientes concentraciones no tóiicas para lOs inhibi
dores proteoliticos: TLCK0,.1 mM; TPCK0,1 mM; IAA 0,05mM.

En la figura 13 puede observarse el efecto de las concentracio­
nes no tóxicas de cada uno de estos compuestos sobre 1a sinte­
sis de ARNviral en células BHK-Zl, clon 13, infectadas con el
virus aftoso. Teniendo en cuenta la importancia que representa­
ba el tiempo p.i. sobre los efectos observables de lOs iones



FIGURA 191°12.- EFECTO DE LOS INHIBDORES PROTEOLITICOS SOBRE LA

SINTESIS DE Acmos NUCLEICOS EN CELULASmac-'21,

CÍLON 13



Células BHK-Zlfueron puestas en presencia de 0,1 mCi/ml de uriu
dina- C, A los lO min después de agregado el precursor radioag
tivo se dividió el cultivo en alicuotas iguales de 107 células
recibiendo, cada una de ellas, una concentración dada de inhibi
dor. Alicuotas conteniendo igual cantidad de células y de marca
dor radioactivo pero sin inhibidor, fueron usadas comocontro­
les ( 0 ). A los tiempos indicados en la abcisas de las figuras
se extraen muestras de las alicuotas, las cuales se precipitan
con TCA15%frío y la radioactividad incorporada se mide tal cg
mo se mencionó en Materiales y Métodos (III.6.-).
IAA: (n ) 0,001 mM; ( o ) 0,01 mM; (a) 0,05 mM; (A) 0,1 mM.

TLCK: (o) 0,05 mM; (A) 0,1 mM; (A) 0,5 mM.

TPCK: ( A ) 0,1 mM; (A ) 0,5 mM.

Las flechas señalan el momentodel agregado de las distintas con
centraciones de los inhibidores en las alicuotas, asi comoel
valor inicial de incorporación de radioactividad en ausencia de
inhibidor.
Se usaron soluciones stocks de los inhibidores (20 mM)prepara­
das disolviendo la cantidad de droga necesaria para obtener di­
cha molaridad en un volumen dado de agua tridestilada. La solu
bilidad en agua, tanto del TLCKcomo de la IAA fue óptima, mien
tras que, para el TPCK,fue necesario disolverlo previamente en
un pequeño volumen de metanol (Carlo Erba, grado analítico) y
luego llevar a volumencon agua tridestilada.
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FIGURA N° 13.- EFECTO DEL TPCK, TLCK Y IAA SOBRE' LA' SINTESIS DE

ARN VIRAL



3 x 107 células BHK-Zl,clon 13, crecidas en suspensión, se infeg
taron en las condiciones Xi descriptas (III.3.—). A los 60 min p.i. se les agregó uridina- C (III.3.—). A1 cab de 5 minutos fue­
ron extraídas tres alicuotas iguales de 8 x 10 células del culti
vo celular, las cuales recibieron la concentración no tóxica de
cada inhibidor en estudio. La incubación continuó hasta los 210
min p.i., extrayéndose muestras a los tiempos indicados en las ab
cisas de la figura. l '­
A los 155 min p.i., del cultivo celular infectado original se
extrajeron otras tres alícuotas iguales, con la mismacantidad de
células que las ya citadas, las cuales también fueron puestas en
presencia de idénticas concentraciones de los inhibidores. La in­
cubación también se prolongó hasta los 210 min p.i.. Los tiempos
correspondientes a la extracción de muestras de las alicuotas se
indica en las abcisas de los gráficos.
(o) TLCK0,1 mM; (A ) IAA: 0,05 mM; (A )TPCK: 0,1 mM; (o) Con­trol.
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zinc en la replicación de este virus, se eligieron dos etapas
diferentes del ciclo infecciOSo para el agregado de los inhibi­
dores proteoliticos. Unaa1 principio (65 min p.i.) y otra hacia
el final (165 minp.i.).

De los resultados obtenidos se deduce que las concentraciones g
sadas de IAA y TLCKdan curvas de inhibición muy similares a

las ya obtenidas con 0,15 mMde ZnClz (Ver figura 7). Sin embar
go, las curvas correspondientes al agregado de TPCKmuestran un
comportamiento diferente. Comopuede apreciarse en la figura 13
concentraciones de 0,1 mMde TPCKinhiben inmediatamente la in­
corporación del precursor radioactivo y, por ende, la sintesis
de ARNviral. A1estudiar el efecto de diferentes concentracio­
nes de los inhibidores proteoliticos sobre la actividad de la
replicasa viral se discute la importancia de este dato.

A1 igual que con el ión zinc, el grado de inhibición sobre la
sintesis del ARNviral provocado por el TLCKy la IAAdepende
del momentodel ciclo infecciOSo en el cual eran agregados. Es­
te comportamientode los inhibidores proteoliticOS ya fue cita­
do para el virus de 1a polio tipo 1 multiplicado en células He­
La. En este virus, tanto el TPCKcomo la IAAmostraron acción

inhibidora sobre la sintesis del ARNviral en función del momen
to del ciclo infeccioso en el cual eran agregados, mientras que
el TLCKno mostró efecto alguno sobre 1a misma (136,396).

En presencia de las concentraciones no tóxicas de TLCKy IAAes
posible mantener constante 1a sintesis de ARNviral aún hasta
50 min después de ser agregados. Este efecto podria ser explicg
do teniendo en cuenta que estos inhibidores, si bien impiden la
sintesis de nuevos precursores de 1a enzima -dado que en las cÉ
lulas tratadas nunca se recupera la actividad del control—, tam
bién afectarian a las proteasas reSponsables de llevar a una
formainactiva a la replicasa viral. Este efecto protector per­
mitiría mantener las moléculas de enzima presentes al momento
del agregado de los mismosfuncionalmente activas, por lo menos,
durante 50 min. Esta suposición se ve ap0yada por los resulta­
dos obtenidos al estudiar el efecto de estas concentraciones de
las drogas sobre la actividad de la enzima (IV.2.2.-).
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El efecto provocado por las concentraciones no tóxicas de los
compuestos TLCKy IAAmostró ser muy similar al observado con

concentraciones de 0,15 mMde ZnClz. Sin embargo, con altas con
centraciones de los inhibidores proteoliticos (0,5 mM)se inhi­
bió 1a actividad de la enzima (Figura 14, partes B y C), mien­
tras que, un aumento de 1a concentración de los iones zinc
(hasta 0,3 mM)no afectó el comportamiento de los mismos (Ver
figura 5).

Esta diferencia puede ser explicada teniendo en cuenta que, a1
utilizar concentraciones de los inhibidores proteoliticos mas
altas que las no tóxicas, la sintesis de proteinas celulares
se veria afectada y, de esta manera, 1a provisión de algún fag
tor proteico necesario para mantener la actividad de 1a repli­
casa constante. Evidencias en favor de esta hipótesis se mues­
tran en la figura 15 (Ver v1.2.2.).

IV.2.2.- Acciónde los inhibidores proteoliticos sobre la ac­
tividad de la replicasa viral

Conel fin de establecer si las concentraciones no tóxicas de
los inhibidores proteoliticos tenian acción protectora sobre la
degradación de las moléculas de la replicasa viral, se estudió
el efecto de dos concentraciones de los mismosen 1a actividad

de la enzima. Los resultados son graficados en la figura 14.

Comoya habia sido observado a1 analizar las curvas de inhibi­
ción del TPCKsobre la sintesis de ARNviral, esta droga no só­
lo afecta la sintesis de nuevos precursores de la enzima sino
que, además, no permite obtener actividad de replicasa remanen­
te (Figura 14, parte A). Teniendo en cuenta que concentraciones
de 0,1 mMde IAA y de TLCK(Figura 14, partes B y c) si permi­
ten visualizar actividad de replicasa constante en las células
infectadas, aún hasta 50 min después del agregado de las mis­
mas, puede deducirse que el comportamiento diferencial de los
inhibidores proteoliticos seria producido porque las proteasas
que llevan a cabo el pr0ceso de inactivación de 1a replicasa
del virus aftoso muestran actividad de tipo tripsina, ya que su
acción estaria inhibida en presencia de TLCKpero no de TPCK.



FIGURA N° 14.- ACTIYLDAD DE REPLICASA VIRAL EN PRESENCIA DE IN­

HIBJJÏORES PROTEOLITICOS



2,1 x 107 células BHK-Zl, clon
fectadas tal comose indicó en
alícuotas iguales de 7 x 106
tas en presencia de diferentes

13, crecidas en suspensión e in­
III.3.-, fueron divididas en tres
células. Dos de ellas fueron pues
concentraciones de inhibidor y 1a.

restante quedó comocontrol (o ).
Muestras de estas alicuotas se
se las incuba en presencia de urüina­

extraen a intervalos de 10 min y
C durante 8 min, según el

procedimiento ya descripto en III.6.-.
Las flechas indican el tiempo p.i.
alicuotas de 7 x 10 células y
A) TPCK (A) 0,1 mM;

B) IAA (A) 0,05mM;

c) TLCK (A) 0,1 mM;

en el cual se separaron las
se las puso en presencia de:

(Ü) 0,5 mM;

(ü) 0,5 mM;

(fl) 0,5 mM;

Los tiempos indicados en las abcisas de los gráficos indican el
momentodel ciclo ¿nfeccioso durante el cual fueron tomadas lasmuestras (1,5 x 10 células) y
sor radioactivo.

puestasen contacto con el precur
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En consecuencia, al no estar protegida de 1a inactivación las
moléculas de replicasa sintetizadas hasta ese momento,las nu­
cleasas presentes en el sistema de cultivo degradarian el ARNg
cumulado en las células que recibieron TPCK.Simultáneamente,
a1 estar inhibida la sintesis de nuevas moléculas de enzima, la
curva de incorporación de la uridina radioactiva cae con el
tiempo.

En cambio, en presencia de TLCK,si bien la sintesis de nuevas
moléculas de replicasa también se halla suprimida, las protea­
sas que inactivan a la enzima viral estarian bloqueadas y, por
ende, admitiendo un balance entre 1a sintesis y la degradación
del ARN,puede explicarse el nivel constante de este ácido nu­
cleico en las celulas que recibieron dicho inhibidor. La hipótg
sis del balance entre sintesis y degradación de las moléculas
de ARNtambién puede aplicarse a los resultados obtenidos con
los iones zinc (Ver figuras 7 y 10).

Con IAA, si bien se observa un efecto similar al provocado por
el TLCK,no puede afirmarse cuál es el tipo de actividad inhi­
bida por el mismoya que su acción no es específica.

Otro dato que también surge de la figura 14 es que concentracig
nes de<h5mMde los inhibidores produjeron una reducción en la

actividad medible de la enzima. Este efecto se supone está relg
cionado con el grado de inhibición sobre la sintesis de protei­
nas celulares causada por estas concentraciones de los mismos,
lo cual se discute

En función de los resultados obtenidos en las figuras 13 y 14
puedenextraerse las siguientes conclusiones:

1 —Concentraciones de 0,1 mMde TPCKinhiben 1a sintesis de

ARNya que afectan sensiblemente 1a actividad de la replica
sa viral. Dicho efecto se produciría por el efecto combina­
do de: a) inhibición de 1a sintesis de nuevas moléculas de
1a enzima; b) no inhibir las enzimas proteoliticas que inag
tivan a las moléculas de replicasa, Este mismoefecto se ob
tendria con cualquier concentración de TPCK.
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Concentraciones de 0,1 mMde TLCKy IAA inhiben la sintesis

de nuevos precursores de la enzima, ya que en las células
tratadas nunca se recupera 1a actividad de un control.

En presencia de concentraciones de 0,1 mMde TLCKy de IAA

se observa actividad de replicasa constante hasta casi 50
min después del agregado de los mismos. Este efecto se debe
ria a que las proteasas encargadas del prOceso de inactiva­
ción de 1a enzima se hallarian bloqueadas por este inhibi­
dor.

Concentraciones de 0,5 mMde TLCKy de IAA causan una redug

ción en los niveles de actividad de la replicasa. Este he­
cho se explicaría teniendo en cuenta que a estas concentra­
ciones de los inhibidores proteoliticos podria estar afecta
da la maquinaria metabólica celular para la sintesis de prg
teinas, con lo cual se veria afectada la actividad de repli
casa debido a 1a dependencia de 1a misma de un factor celu­

lar indispensable para mantener su actividad constante. Evi
dencias en favor de esta hipótesis se basan en lo siguien­
te:

Korant (269,271,274) estudiando el efecto de las clorometil ce;
tonas y de la iodoacetamida en el virus de 1a polio, encontró
que es posible tener actividad de replicasa constante después
del agregado de cicloheximida si, previamente, las células son
tratadas con un inhibidor de la actividad proteolitica. Conel
objeto de determinar si el comportamiento de la replicasa del
virus aftoso era similar a la del virus de la polio, se estudió
la actividad de la misma"in vivo" en presencia de concentracio
nes de 0,1 mMy 0,05 mMde TLCKy IAA, respectivamente. Los re­

sultados se expresan en la figura 15.

Ningunode los inhibidores proteoliticos usados fueron capaces
de mantener la actividad de la replicasa viral una vez agregado
el inhibidor de sintesis proteica. Este mismoresultado tam­
bién se obtuvo aún cuando se aumentaran las concentraciones de
dichos inhibidores.



FIGURA N°'n'-15.- EFECTO DEL TLCK‘3EN LA'Ï'ACTIVIDAD”DE LA REPLICASA

VIRAL EN AUSENCIA DE SINTESIS PROTEICA



Células BHK-Zl(4 x 107 células) fueron infectadas en las cendi
ciones señaladas en la sección III.3.—. A los 145 min p.i. se
las separa en cuatro alicuotas iguales de 107 células, dos de
las cuales llevan TLCKhasta una concentración de 0,1 mM.Luego
de 15 min de incubación, dos de las alícuotas —unade las cua­
les lleva el inhibidor- se les agrega cicloheximida hasta una
concentración de 200 ug/ml. A partir de este momento, se ex­
traen muestras de todas las alícuotas, las que son puestas en
presencia de uridina- H durante 8 min y prOCesadas_para_visua—
lizar 1a radicactividad incorporada en cada muestra según se
describe en la sección III.6.4.
Las flechas indican el momentodel agregado de los inhibidores
a las alícuotas.
( o) Control; (o) TLCK0,1 mM; (A) Cicloheximida 200 ug/ml;

( Ü) TLCKy Cicloheximida 0,1 mMy 200 ug/ml, respectivamente.
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Por lo tanto, cabe concluir que, a diferencia de lo observado
con el virus de la polio, la replicasa del virus aftoso requie­
re para su funcionamiento algún factor proteico que debe sinte­
tizarse continuamente.

IV.2.3.—Producción de particulas virales en presencia de inhi­
bidores proteoliticos

Puesto que las concentraciones no tóxicas de TLCKy IAA,añadi—
das después de los 120 min p.i., permiten mantener sintesis de
ARNviral constante, se estudió el efecto de estas concentracig
nes sobre 1a producción de particulas virales. Los resultados
obtenidos se muestran en 1a figura 16.

Unaconclusión importante de los datos graficados en dicha figu
ra es que, si bien esta concentración de los inhibidores proteg
liticos protege a las moléculas de replicasa de 1a inactivación
por proteasas, por otra parte inhiben tanto la sintesis de virus
comode pr0cápsides. Este resultado era esperado ya que se habia
señalado que estas concentraciones de TLCKy de IAAafectan 1a
sintesis de nuevas moléculas de replicasa. En consecuencia, te­
niendo en cuenta la existencia de un único sitio de iniciación
para la sintesis de proteinas, cabía suponer una inhibición si­
milar para el resto de los precursores proteicos del virus aftg
SO.

Sin embargo, no puede descartarse que la acción inhibidora de
estos compuestossobre la sintesis de particulas virales pueda
ser debida, en realidad, a que inhiben el procesamiento proteo¿
litico normalde los precursores proteicos virales, sin afec­
tar por ello, la sintesis de los mismos.

En la búsqueda de evidencias acerca de cuál era el tipo de ac­
ción producidas por estas concentraciones de TLCKy IAAsobre
el procesamientoproteolitico del virus aftoso, se estudió el g
fecto de las mismassobre la sintesis de proteínas, cuyos re­
sultados se indican a continuación.



FIGURA N°16.- PRODUCCION DE PARTICULAS VIRALES EN PRESENCIA DE

TLCK Y IAA



73 x 10 células BBK-21,clon 13, fueron infectadas en las condi­
ciones mencionadas en Materiales y Métodos (III.3.-). A los 175'
minp.i. el cultivo celular fue dividido en tres alicuotas igua­
les, recibiendo dos de ellas 1as<Dncentraciones no tóxicas de c5
da inhibidor: 0,1 mMde TLCKy 0,05 mMde IAA, quedando la res­
tante comocontrol.

A lOs 180 min p.i., se añadió leucina-3H por a1icuota,-continuán
dose la incubación hasta los 240 min p.i., al cabo de los cuales
la suspensión celular fue centrifugada, procesándose el sobrena­
dante y los extractos cit0plasmáticos para ver virus y procápsi­
des, tal comose indica en la leyenda de 1a figura 3. A1 ser el
resultado obtenido por ambosinhibidores, prácticamente, el mis­
mo, sólo se ha graficado uno de ellos (o) TLCK.(o ) Control.
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IV.2.4.- Sintesis de proteinas intracelulares en presencia de
inhibidores proteoliticos

E1 efecto del agregado de las concentraciones no tóxicas de
TLCKo IAAsobre la sintesis de proteinas intracelulares produ­
cidas por el virus aftoso, fue analizado por medio de Ja.e1ec­
troforesis en geles de poliacrilamida 10%en SDS. E1 empleo del
dodecil sulfato de sodio en las electroforesis en geles de polií
crilamida ha permitido separar los diferentes polipéptidos de
los picornavirus en base a sus PM(312).

Enprincipio, puedenplantearse las siguientes posibilidades
respecto de la acción inhibidora de estos compuestos:

1) si afectaran la sintesis naciente de los precursores prima­
rios del virus aftoso, el perfil de las proteinas intracelu­
lares virales tendria que mostrar polipéptidos de muyalto
PM,tal comoaquellos que representaran 1a traducción complg
ta del ARNmensajero del virus, o sea, 1a poliproteina;

2) si sólo afectara el procesamientoproteolitico normal, el
perfil deberia presentar polipéptidos de alto PMcorrespon­
diente a los precursores primarios no escindidos;

V3 En cambio, si no afectara ninguno de estos procesos, el per­
fil de las proteinas intracelulares no deberia modificarse
respecto del obtenido en idénticas condiciones pero en ausen
cia de los inhibidores proteoliticos.

Comose demostrará mas adelante, la segunda de estas posibilida
des es la que se produciría en las condiciones de experimenta­
ción de este trabajo.

Previo a1 examende los extractos cit0p1asmáticos de células ig
fectadas en presencia de los inhibidores proteoliticos, se estg
dió el perfil de las proteinas intracelulares virales produci­
das en ausencia de tales compuestos. Los resultados de este ex­
perimento se indican en la figura 17. En la mismapuede observar
se gran cantidad de picos de radioactividad correspondientes a
polipéptidos de bajo PM,tal comoera de esperarse en condicio­
nes normales de infección. Los precursores primarios son rápida
mente escindidos a sus productos mas estables, no detectándose
ningún pico viral con PMmayor de 70.000 d.



FIGURA N° 17.- PROTBINAS INTRACELULARES DBL VIRUS AFTOSO



Las condiciones de infección, marcación y procesamientqïde los
extractos cit0p1asmáticos de este experimento han sido descriB
tes en Materiales y Métodos(III.7.-). La electroforesis en gg
les de poliacrilamida 10%en SDSenplaca para la visualización
de las proteínas virales, así comoel procesamiento del gel
luego de finalizada la corrida electroforética ya han sido des­
criptos (III.8.-).
La nomenclatura usada para la identificación de los picos de
proteínas virales ha sido citada en II.2.3.5.­
La determinación de los PMde cada uno de los picos de radioag
tividad se realizó en base a la metodología ya mencionada en
la sección III.9.-.
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Este perfil cambia notablemente cuando el ensayo se repite en
presencia de las concentradones no tóxicas de estos inhibidores.
En la figura 18 se muestran los resultados obtenidos en estas
condiciones. Puede verse que solamente se detectan tres picos
de radioactividad cuyos PMestimados son: 95.500, 88.000 y
59.000 daltons.

Es posible asumir que, en función de la estrecha similitud en­
tre lOs PM, lOS'piCOS de radioactividad de 95.500 y 88.000 po­

drian representar a los precursores primarios plOOy p88 del vi
rus aftoso. El pico de menor PMpodria corresPonder al precur­
sor primario p52. La diferencia de pesos moleculares puede ser
atribuible a las condiciones usadas comoasí también a las ce­
pas virales y celulares. Esta situación se discute en detalle
en la discusión.

En relación a la diferencia observada en 1a pr0porción relati­
va de cada uno de estos picos virales, puede suponerse que las
mismas obedecen a una marcación diferencial debida a1 precursor
radioactivo usado.

El uso de inhibidores de proteasas para demostrar la acumula­
ción de especies proteicas de alto PMen células infectadas con
picornavirus han dado resultados conflictivos. Por ejemplo, se
demostró que en células HeLainfectadas con el virus de la polio
tipo 2, el inhibidor de tripsina -TLCK- causaba una inhibición
del proceso de escisión de las proteínas inducidas por el virus,
pero el TPCKno tenia efecto alguno (269). Otros autores (396,
464) encontraron el resultado Opuesto, vale decir, el TPCKpero
no el TLCKinhibia la escisión de las proteinas virales en célu
las HeLainfectadas con el virus de 1a polio tipo 1. En células
aSCíticas tumorales infectadas con el virus de la encefalomio­
carditis ninguno de los dos inhibidores tenia efecto alguno so­
bre los mecanismosde escisión (157). No ha sido aún resuelto
si los datos opuestos obtenidos en las células HeLaen los dos
laboratorios fue debida a diferencias en las células, en el vi­
rus o en las técnicas experimentales.



FIGURA N° 18.- PROTEINAS INTRACELULARES DEL VIRUS_ AFTOSO PRODU­

CEAS EN PRESENCIA DE INHIBDORES PROTEOLITICOS



Para este experimento de usaron extractos citoplasmáticos obteni­
dos en las condiciones ya descriptas en la leyenda de la figura
17, con la salvedad del agregado a lOs 175 min p.i. de las concen
traciones no tóxicas de TLCKy de IAA (0,1 mMy 0,05 mM,respect;
vamente).
El tiempo de corrida a 20 mAy a temperatura ambiente fue de 12
horas con el prOpósito de mejorar la Sanmaciónentre los picos ra­
dioactivos.
La determinación de los PMde los picos radioactivos así como 1a
nomenclatura usada para los mismos ya ha sido descripta en la 1e­
yenda de la figura 17.
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V.— DISCUSION

Las primeras hipótesis acerca de la sintesis proteica en picor—
navirus establecían que se asemejaria al de los bacteriófagos a
ARN,tales como QBy R17. El ARNmensajero de estos bacteriófa­

gos está dividido en tres cistrones que codifican para una pro­
teina de maduración, una proteina de la cápside y una polimera­
sa. Cadauno de estos cistrones tiene sus propias señales de i­
niciación y terminación (señales de "puntuación" genéticas) y
la velocidad de sintesis de cada proteina parece estar controla
da por la accesibilidad del ribosoma a cada sitio de iniciación
en el ARNviral (504).

Sin embargo, poco después se comprobó que el ARNmensajero de

los picornavirus se comporta como el de la mayoria de los ARN
mensajeros eucariontes, o sea, es monocistrónico. Es necesario
hacer una aclaración al respecto: funcionalmente el ARNde los
picornavirus es monocistrónico, ya que da origen a un sólo poli
péptido -la poliproteina- pero, estructuralmente, es policistró
nico pues lleva codificada la información de varias proteinas
no superpuestas. Mas aún, fue pr0puesto un modelo bicütrónico
para explicar la ausencia del polipéptido p31 en la secuencia
del polipéptido p210 del virus de la polio (1).

Nosólo en este aspecto los picornavirus mostraron diferencias
en relación al resto de los organismos conocidos sino que, ade­
más, presentaban un mecanismode procesamiento de sus proteinas
muyparticular: las proteinas de bajo PMson productos de esci­
sión de precursores proteicos de mayor PM(Ver II.2.3.). Hasta
tal punto es usado este proceso que los picornavirus representan
uno de los mejores ejemplos de cómo es usada la escisión proteg
litica para producir todas las proteínas virales.

Apesar de estas disimilitudes, el mecanismode sintesis de las
macromoléculas de los virus animales es muysimilar a las de
las células eucarióticas. Tanto la sintesis de proteinas como
de los ácidos nucleicos del genomade los picornavirus depende
de la maquinaria metabólica de la célula huésped. Aparentemen­
te, son requeridos los mismosfactores de iniciación, elonga­
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ción, terminación, ribosomas y metabolitos que utiliza 1a célu­
la eucariótica para sus procesos biosintéticos.

Por lo tanto, era necesario conocer si la acción de determina­
das drogas se llevaba a cabo especificamente, sobre el prOceso
de multiplicación viral. Dadoque los inhibidores usados en es­
te trabajo de tesis habian mostradocierta toxicidad sobre di­
versos sistemas celulares, fue necesario determinar,en primer
término, cuáles eran las concentraciones de los mismosa las
cuales era posible observar una acción directa sobre los proce­
sos en estudio y no un efecto inhibitorio generalizado sobre el
metabolismo celular.

Por otra parte, 1a posibilidad de favorecer una acumulación de
particulas vacías implicaba la elección de un agente capaz de
impedir el acceso del ácido ribonucleico recién formado a 1a
cápside viral madura (o procápside). Unade estas posibilidades
se basaba en la inhibición selectiva de la última etapa del prg
ceso morfogenético del virus aftoso, 1a escisión de VPOpara
dar VPZy VP4. Comose ha señalado en la introducción, esta eta
pa se halla asociada con el último de los pasos requeridos para
la formación del virión infeccioso. 0 sea, tanto el procesamien
to proteolitico normal hasta dar la partícula vacia, comola
sintesis de nuevas moléculas de ARNnecesarias para la sintesis
de proteinas virales, no deberian estar mayormenteafectadas en
presencia de dicho agente. La acumulación de particulas vacías
debia ser, entonces, una consecuencia inevitable.

La acción de una droga que bloquee el mecanismo de replicación
del virus aftoso puede estar dirigida ya sea hacia su sustrato
especifico, modificándolo de manera tal de no ser reconocido por
proteasas que lo escinden, o afectando la conformación tridimen
sional activa de las enzimasproteoliticas intervinientes. Para
este trabajo de tesis se estudió el efecto provocadotanto por
una droga del primer tipo -los iones zinc- comoasi también por
inhibidores del segundo tipo -TPCK, TLCKy IAA-.

Para determinar el efecto especifico del zinc o de los inhibidg
res proteoliticas sobre las proteinas virales, se usaron concen
traciones de las drogas inocuas para la célula huésped. La no
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toxicidad se probó en la sintesis de proteinas y ácidos nucleip
cos (Figuras 2 y 12). Una vez halladas estas concentraciones se

estudió el efecto de las mismas sobre la sintesis de ARNdel vi
rus aftoso.

Los resultados de tales experimentos pronto evidenciaron una ag
ción diferencial de los iones zinczsi bien la sintesis de ARN

viral era afectada en gran medida a las concentraciones no tóxi
cas, 1a sintesis de proteinas no mostraba este mismogrado de
inhibición (Figura 2). Asimismo, el grado de inhibición sobre
la sintesis de ARNviral estaba en función de 1a concentración
de inhibidor usada y del momentodel ciclo infeccioso en el cual
fueran añadidos (Figuras 2 y 7). Los inhibidores proteoliticos
-TLCK,TPCKy IAA-, por otra parte, no mostraron acción difereg
cial como lo habian hecho los iones ZinCIBPO,al igual que és­
tos, el grado de inhibición sobre la sintesis de ARNviral de­
pendía de la concentración (Figura 12) y del tiempo p.i. en el
cual fueran añadidos (Figura 13).

En función de los datos señalados precedentemente, se trató de
caracterizar el mecanismode inhibición producido por estas drg
gas. Para ello se tomó en cuenta: 1°) la relación entre el gra­
do de inhibición de la multiplicación viral y la concentración
de la droga; y 2°) el momento del agregado de la misma.

En relación a la concentración de inhibidor usada, se investigó,
en primer término, la acción de diferentes concentraciones de
iones zinc sobre la sintesis de particulas infecciosas y procáp
sides. Si bien concentraciones menores de 0,01 mMde zinc añadi
das antes de los 120 min p.i. no mostraban efecto alguno sobre
la sintesis de particulas virales, concentraciones entre 0,01 y
0,05 mMevidenciaron una acción diferencial: se inhibia la pro­
duccióntb virus pero no 1a sintesis de procápsides (Figura 3C).

A concentraciones de 0,15 mMde ZnCl2 se encontró acción inhibi
dora completa sobre la producción de ambostipos de particulas
virales (Figura 3D).

La concentración de iones zinc requerida para la inhibición com
pleta de la replicación del virus aftoso, es comparablecon las
concentraciones inhibitorias halladas para otros picornavirus
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(87,278,38l,416). Masaún, el tiempo del ciclo infeccioso en el
cual es posible encontrar el máximoefecto inhibitorio para es­
ta concentración se aproxima estrechamente con el citado para 2
tro subtipo de virus aftoso (381).

Es de destacar que concentraciones intermedias de iones zinc
producenuna inhibición selectiva sobre la sintesis de particu­
las infecciosas respecto de las procápsides.

La acción inhibidora de las concentraciones entre 0,01 y 0,05
mMde los iones zinc cuando se añaden antes de los 120 min p.i.,
puede ser debida a la alteración de procesos biológicos norma­
les implicados en la replicación del virus. Por lo tanto, se
puede considerar la acción de estas concentraciones de la droga
tanto a nivel de la morfogénesis viral comode la sintesis de
ARNviral.

En relación al primero de estos procesos puede decirse lo si­
guiente: 1a existencia natural de procápsides en infecciones
del virus aftoso ha sido demostrada (129,405), comoasimismo en
casi todos los picornavirus (409), al igual que su papel en el
proceso de ensamblado del virus (212,252,371-372,518). Puesto
que su sintesis no se halla mayormenteinhibida en presencia de
estas bajas concentraciones de 1a droga, es de suponer que 1a
sintesis y el procesamiento del precursor de los polipéptidos
estructurales tampocoestará afectada.

Si la etapa del proceso morfogenético que lleva a la formación
de procápsides no se halla alterada, quedaria por considerar
que ocurre en el último paso del proceso de maduración del vi­
rus. Comose ha mencionadoanteriormente (II.2.3.3.), este paso
está mediado por la escisión del precursor VPOpara dar los po­
lipéptidos estructurales estables: VP2y VP4. Si concentracio­
nes entre 0,01 y 0,05 mMde iones zinc suprimieran esta escisión
del precursor, se favoreceria la acumulaciónde procápsides in­
hibiéndose, en consecuencia, la formación de viriones infeccio­
sos. Sin embargo, esta posibilidad queda.descartada, ya que la
sintesis de virus tiene lugar aún en presencia de altas concen­
traciones de iones zinc (Figura 5), resultado comparable con o­
tros obtenidos anteriormente para el virus aftoso (212).
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Por otra parte, el grado similar de inhibición entre la sintesis
de ARNviral y la producción de viriones infeccioso (Figura 5),
sugirió una estrecha relación entre ambosprocesos, 1a cual es­
taria dada a través del siguiente mecanismo.Bajas concentracig
nes de iones zinc (entre 0,01 y 0,05 mM)inhiben la sintesis de
nuevas moléculas de replicasa viral, lo cual disminuye el núme­
ro de moléculas de ARNdisponibles para ser encapsidadas. Si
bien hay procápsides en exceso, éstas no pueden ser utilizadas
debido a la escasez de moléculas de ácidos nucleicos disponibles
para 1a encapsidación.

Asimismo,a estas bajas concentraciones de los iones zinc el
procesamiento proteolitico normal del virus no se hallaria afeg
tado. Esto es asi ya que la formación de procápsides alcanza
los niveles de un control sin tratar, lo cual es posible sola­
mente si el procesamiento proteolitico no se halla afectado. C2
mose recordará (II.2.3.2. y Figura 1), la formación de las prg
cápsides implica la escisión del precursor primario p88, el
cual lleva las proteinas estructurales. Esta serie de pasos de
escisión (escisiones secundarias, II.2.3.3.) estaria mediadapor
proteasas de origen viral.

Esta asociación del efecto inhibitorio de los iones zinc sobre
la sintesis de ARNviral cuando son añadidos tempranamente en
el ciclo infeccioso, guarda una estrecha relación con el tiempo
en el cual es detectada actividad de ARNpolimerasa viral en cé
lulas infectadas con el virus aftoso. Unasituación similar ya
habia sido observada al estudiar la cinética de sintesis de prg
teinas y ARNvirales en presencia de otro inhibidor de la re­
plicación del virus aftoso, la guanidina (385). La inhibición
de la multiplicación del virus aftoso por la guanidina sólo era
posible si el compuesto se hallaba presente entre los 30 y 90
min p.i. (77), o sea, sólo aquella parte del genomaviral que
es expresada durante este intervalo de tiempo era sensible o r2
primida por la guanidina. Puesto que lo primero que se detecta
en las células infectadas es la actividad ARNpolimerasa, la ag
ción supresora sobre la replicación viral de la guanidina fue a
tribuida a que inhibia la sintesis de dicha enzima (52,77). Evi
dencias en este mismosentido también fueron informadas para o­
tros picornavirus (38,41,475).
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Conel agregado de altas concentraciones de iones zinc'(mayores
de 0,15 mM)pudo observarse dos efectos (Figura 7):por una par­
te, se obtuvo actividad de replicasa constante durante, al me­
nos, 50 min después de ser agregados al medio de cultivo y, por
otra, la acción inhibidora sobre la sintesis de ARNviral dismi
nuyó a medida que el añadido de la droga se realizó cada vez
mastarde en el ciclo infeccioso.

A1analizar el primero de estos efectos, cabe señalar que, la
presencia de los iones zinc impide el prOceso de inactivación
de las moléculas de enzima ya presentes en el citOplasma de las
células infectadas. Por tal motivo, se puede detectar actividad
de replicasa constante luego de-su agregado. Para corroborar es
te efecto, se determinó la cinética de actividad de esta enzima
durante el ciclo normalde replicación viral (Figura 8), esti­
mándose la vida media de la misma en etapas tempranas y tardías
del ciclo infeccioso (Figura 9). Se obtuvo para el primer caso
un valor aproximado de 20 min y para el segundo de 7 min. En pre
sencia de los iones zinc esta tiempo se incrementó hasta, por
lo menos, 50 min (Figura 10). Este resultado confirma que los
iones zinc inhiben el proceso de escisión que lleva a una forma
inactiva a la replicasa, ya que la vida media de la mismase in
crementó de 7 min a 50 min. Al hablar de est>mismo efecto en

presencia de los inhibidores proteoliticos, se discute la rela­
ción existente entre sintesis de proteinas y actividad de la r3
plicasa. De dichas observaciones se deduce que la sintesis de
proteinas no se halla afectada en presencia de esta alta con­
centración de iones zinc.

La acción protectora sobre la inactivación de las moléculas de
enzima por los iones zinc, puede deberse a dos causas: o bien
la droga inactiva a las proteasas que llevan a cabo el proceso
de degradación de la replicasa viral o bien alteran la conforma
ción espacial de la enzima impidiendo su reconocimiento por las
proteasas. Esta última posibilidad ya fue señaladapara los io­
nes zinc en otros picornavirus. El ión se une a las proteinas
modificándolas de manera tal de no ser reconocidas por las pro­
teasas encargadas de llevar a cabo procesos de escisión sobre
las mismas (269,278,341).
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Asimismo, el hecho que los iones zinc son capaces de mantener
actividad de replicasa viral constante es otra prueba masde
que su acción sobre la sintesis de ARNviral se debe a la inhi­
bición de la sintesis de nuevas moléculas de la enzima antes

que afectando su actividad. Esto se pudo confirmar teniendo en
cuenta los resultados de igual actividad de replicasa frente a
diferentes concentraciones de sustrato (Figura 10).

Otro de los efectos observados cuando altas concentraciones de

iones zinc (mayores de 0,15 mM)son añadidas durante las últi­
mas etapas del ciclo infeccioso es una reducción en casi el 50%
de 1a cantidad de pr0cápsides (Figura 5). Este resultado puede
ser explicado en función de la acción citada para los iones
zinc en el resto de los picornavirus, o sea, inhibiendo el pro­
cesamientode los precursores primarios virales, en particular,
el correspondiente al de las proteinas estructurales (87,278,
341). Resultados similares también fueron obtenidos para el vi­
rus herpes simplex, ya que una concentración 0,1 mMde iones
zinc afectaba, principalmente, la sintesis de los polipéptidos
virales (217,230) mientras que, concentraciones mayores de 0,2
mMinhibian tanto la producción de virus comola sintesis de
ARNviral (440).

En cuanto al segundo de los efectos mencionados, es necesario
destacar 1a importancia del tiempo p.i. en el cual son añadidos
los iones zinc. Teniendo en cuenta los resultados graficados en
las figuras 2 y 3, concentraciones de la droga mayores de 0,15
mMcausan inhibición completa de la replicación del virus añadi
da antes de los 120 min p.i.. A medida que esta concentración
es agregada cada vez mas tarde en el ciclo infeccioso, menor es
su acción inhibidora hasta que, cuando se la añade después de
los 210 min p.i., ni la sintesis de ARNviral ni la producción
de virus es afectada (Figuras 5 y 7).

Este efecto de los iones zinc hacia las etapas finales del ciclo
infeccioso también se observa en el porcentaje de inhibición de
la actividad de la replicasa del virus aftoso (Figura 10, parte
II). A medida que el añadido de la droga se efectúa cada vez mas
tarde, el porcentaje de inhibición es menor. Teniendo en cuenta,
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además, los datos graficados en la parte I de la mismafigura,
se deduce que el grado de inhibición de los iones zinc sobre la
replicación del virus aftoso, se halla en relación directa con
la cantidad de replicasa viral presente al momentodel agregado
de la misma.

Otras hipótesis que pueden llegar aexplicar la falta de inhibi
ción de los iones zinc sobre la sintesis de ARNviral y de par­
ticulas infecciosas en esta etapa del ciclo infeccioso son:

1.- En las etapas tardias del ciclo infeccioso podría haber un
aumentode la relación sustrato/zinc, debido a la gran acumula­
ción de precursores polipeptidicos. Asimismo,la célula infecta
da puede haber disminuido su permeabilidad al ión, siendo la
concentración efectiva del mismoen el citOplasma celular menor
respecto de la encontrada en las etapas tempranas del ciclo in­
feccioso. Sin embargo, el incremento de la concentración de zinc
hasta 0,3 mMno modificó los resultados obtenidos (Figura 5).
Concentraciones mas elevadas no pudieron ensayarse pues afecta­
ban el metabolismo celular.

2.- Otra posibilidad a tener en cuenta es la rapidez con la
cual los iones zinc actuarian inhibiendo la sintesis de ARNvi­

ral y las demásmacromoléculas de origen viral. Si bien han si­
do citados varios trabajos señalando la rapidez del efecto inhi
dor de esta drogra una vez agregada al medio de cultivo (278,
381), fue estudiado el mismoen las condiciones de este trabajo.
De los resultados graficados en la figura 6 surge que los iones
zinc actúan en forma inmediata.

3.- Otra posibilidad a considerar es la actividad de replicasa
remanente, la cual funciona normalmente en presencia de la dro­
ga. Comoya se ha mencionado, pudo detectarse actividad de re­
plicasa viral hasta los 50-60 min después de ser agregada la drg
ga (Figura 10).

4.- Para explicar que la sintesis de particulas infecciosas no
se halla afectada puede suponerse la existencia de un reservo­
rio de moléculas de ARNlas cuales son encapsidadas aún en pre­
sencia de la droga. Los datos de las figuras 7 y lO no descartan
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ni afirman esta situación, aunque el hecho de observar activi­
dad de replicasa constante en presencia de los iones zinc pare­
ceria señalar una aceptable via de explicación para entender el
resultado observado.

Finalmente, para completar las caracteristicas sobre los meca­
nismos de acción de los iones zinc, fue investigado si el efec­
to inhibidor de altas concentraciones de la droga sobre 1a sin­
tesis de ARNdel virus aftoso era reversible o no. De acuerdo a

los datos graficados en la figura ll, se ve que la acción de
los mismoses de tipo virustática ya que la replicación del vi­
rus se reasume luego del lavado de los iones del medio de culti
VO.

Al igual que altas concentraciones de iones zinc, el agregado
de las concentraciones no tóxicas de los inhibidores proteoliti
cos durante las etapas tempranas del ciclo infeccioso (antes de
los 120 min p.i.) provocan una inhibición total sobre 1a sínte­
sis de ARNviral (Figura 13). En cambio, cuando estas mismas
concentraciones se añaden al medio de cultivo hacia las etapas
finales del ciclo infeccioso (165 minp.i.) el grado de inhibi­
ción causado por el TLCKy la IAAsobre la sintesis de ARNvi­

ral es menor. Por otra parte, el TPCKcausa una inhibición total
de la mismaen cualquiera de estos momentosdel ciclo infeccio­
so (Figura 13).

Comparandoestos resultados se deduce que, al igual que para
los iones zinc, los inhibidores proteoliticos afectan también
la formación de nuevas moléculas de la replicasa viral. Cuando
una cierta cantidad de la enzima ya se halla presente en el me­
dio de cultivo -como es el caso a medida que nos acercamos a
las etapas finales del ciclo infeccioso- la inhibición es menos
evidente (Figura 13).

Undato interesante que también surge del análisis de los datos
graficados en dicha figura, es que tanto el TLCKcomo la IAA
permiten mantener actividad de replicasa constante hasta casi
50 min después de ser agregados al medio de cultivo. En esta e­
tapa de la infección viral el tiempo de vida media de la enzima
fue estimado en, aproximadamente, 7 min (Figura 9). Este efecto
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para el mismointervalo del ciclo infeccioso, fue señalado para
altas concentraciones de iones zinc. Sin embargo, en aquél caso
no fue posible inferirwnada acerca del tipo de actividad proteo
litica involucrada en la inactivación de la replicasa viral.

Con los resultados obtenidos con TLCKpuede decirse que la(s)
proteasa(s) implicada en este proceso muestra una actividad de
tipo tripsina. Esta suposición se ve corroborada por el hecho
que el TPCK-inhibidor de enzimas con actividad de tipo quimio­
tripsina- no muestra efecto protector alguno-sobre la actividad
de la enzima (Figuras 13 yl4 A). La IAA, aunque no es un inhibi
dor proteolitico de la especificidad de las clorometil cetonas,
también produce actividad de replicasa constante por un periodo
similar al citado para el TLCK(Figura 13). Por lo tanto, la(s)
proteasa(s) involucrada en este proceso presenta, además, grupos
sulfidrilos expuestos en su sitio activo.

Unanálisis mas profundo en relación a las concentraciones de
TLCKy IAAnecesarias para mantener actividad de replicasa confi
tante, puso en evidencia que cuando se agregan altas concentra­
ciones de estos inhibidores (0,5 mM)se observa un decaimiento
en la actividad medible de la replicasa (Figura 14, B y C). Este
resultado puede ser explicado por lo siguiente: elevadas conceg
traciones de estos compuestoscausan inhibición en la sintesis
de proteinas celulares (157,269,401,464). Puesto que la replica
sa necesita de la sintesis continua de proteínas (Ver discu—

sión de la figura 15 a continuación), la presencia de estas con
centraciones de los inhibidores proteoliticos impidenel normal
abastecimiento de algún factor proteico necesario para mantener
la actividad de la misma.

La relación existente entre sintesis continua de proteinas y ag
tividad de la replicasa del virus aftoso, se puso de manifiesto
por el agregado de cicloheximida en células infectadas tratadas
previamente con TLCK(Figura 15). No es posible obtener activi­
dad de replicasa constante si se halla inhibida la sintesis de
proteinas, aún cuando las proteasas que llevan a la forma inac­
tiva de la enzima se hallan bloqueadas por la concentración no
tóxica de TLCK.
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Este resultado contrasta notoriamente con el obtenido por Ko­
rant en el virus de la polio usando TPCKo IAA (269,271,274).
Eneste virus, si las células infectadas son tratadas previa­
mentecon el inhibidor proteolitico antes del añadido de ciclo­
heximida, 1a actividad de la replicasa se mantiene constante.

La dependencia de la actividad de la replicasa del virus aftoso
de factores provistos por la sintesis de proteinas de la célula
huésped es un fenómenobien caracterizado para varios tipos de
virus, comopor ejemplo: las replicasas de los bacteriófagos a
ARN(S7,l76,259,282) y de algunos picornavirus, tales comomen­
govirus (303), virus de la encefalomiocarditis (150,477), rino­
virus (345) y el virus de 1a polio (l38,140-l41,344).

En el virus de la polio no era posible recuperar actividad de
replicasa cuando la enzima se purificaba en forma exhaustiva
(139,184,186). Si se le agregaba el medio de lavado de alto 002
tenido salino de ribosomas procedentes de células HeLano infeg
tadas, se reconstituia cOmpletamentela actividad. Este factor
parece tener un importante papel en la fase de iniciación de la
reacción de c0piado del ARNy no parece ser alguno de los factg
res conocidos de iniciación y elongación celulares (140).

Puesto que en presencia de las concentraciones no tóxicas de
TLCKy la IAA, agregadas durante las etapas finales del ciclo
infeccioso (Figura 13), se obtenía una cinética de sintesis de
ARNviral constante, se estudió cuál era el efecto de las mis­
mas sobre la sintesis de virus y procápsides. Los resultados
mostraron una completa inhibición en la producción de ambas pag
ticulas virales (Figura 16). Puesto que estas concentraciones
de los inhibidores habian mostrado un efecto supresor sobre la
sintesis de nuevas moléculas de replicasa viral (Figuras 13 y
14), se investigó si las mismasconcentraciones afectaban tam­
bién el procesamiento proteolitico normal.

Los resultados (Figura 18) mostraron la acumulación de tres prg
ductos proteicos de alto PM,los cuales, enlnse a la estimación
de sus pesos moleculares en estas condiciones de experimenta­
ción,serian los correspondientes al precursor de las proteinas
estructurales del virus aftoso (p88) y a1 precursor que contie­
ne a la replicasa viral (p100). Surge .alguna dificultad en a­
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signar el origen del tercer polipéptido (p59) ya que, de tratag
se del precursor que corresponde a la región intermedia del ARN
(Ver Figura l), deberia tener un PMcercano a los 52.000 d, se­
gún se deduce de los datos publicados.

Estos resultados confirman que el efecto de los compuestospro­
teoliticos es alterar los prOCesosde escisión secundarios de
las proteinas del virus aftoso, lo cual concuerda con los obte­
nidos en el virus de la polio usando este mismotipo de inhibi­
dores (270).

Unade las hipótesis para explicar la discrepancia entre los pg
sos moleculares es considerar que el pico de 59.000 d estaria
compuestos, en realidad, por dos picos superpuestos: uno corres
pondiente a 52.000 d y otro por un pico de 56.000 d correspon­
diente al antígeno VIA(la forma inactiva de la replicasa viral
(343)). En las condiciones de corrida en geles de 10%de acrila
mida usada para estos experimentos no ha podido ser resuelto en

sus compOnentes. Otras hipótesis que pueden ser consideradas cg
moprobables son:

a) p59 y p52 serian exactamente el mismopolipéptido y las
diferencias en sus pesos moleculares se deberia a las 002
diciones particulares de experimentación, a la cepa viral
y/o a la linea celular usada (53,87,160,204,469,503);

b) la presencia de los inhibidores proteoliticos podria pro­
vocar patrones de escisión alterados, lo cual llevaria a
obtener precursores proteicos de pesos moleculares algo
diferentes de los eSperados (269);

Es interesante destacar que, si bien se acumulanprecursores de
alto PMen presencia de TLCKo de IAA, el procesamiento de los
mismosse hallaria totalmente inhibido. Esta hipótesis se ve a»
valada por el hecho que no se observan productos proteicos de
bajo PM(Figura 18).y se inhibe el proceso de maduración del vi
rus (Figura 16). Este resultado contrasta con el informado por
Black en 1975 (51), quien trabajando con una cepa tipo 0 del vi
rus aftoso en células BHK-Zl,no pudo detectar inhibición del
procesamiento de las proteinas inducidas por el virus, ya sea
en presencia de TPCKo TLCK.Un resultado similar se obtuvo u­
sandotrasilol (aprotinina) otro inhibidor proteolitico (416).
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La discusión de los resultados obtenidos permite concluir que:

Si bien fue posible hallar una concentración de iones zinc ca­
paz de concentrar procápsides no permitió, sin embargo, inhibir
totalmente la producción de particulas infecciosas. Además,pe­
queñas diferencias en las concentraciones de la droga hacian
cambiar notablemente los efectos observados. Con los inhibido­

res proteoliticos no hubosintesis de particulas virales. En lo
que se refiere a afectar en forma exclusiva la escisión de VPO,
no fue posible con las concentraciones y tipo de inhibidores u­
sados en este trabajo de tesis.

Hubouna inhibición de la replicación viral acentuada al comieg
zo del ciclo infeccioso, la cual disminuia hacia el final del
mismo. Fue posible hallar una correlación entre inhibición de
la replicación viral y la inhibición en la sintesis de ARN.Tag
to los iones zinc como las concentraciones no tóxicas de TLCKy
IAAy cualquier concentración de TPCKinhibian la síntesis de
nuevas moléculas de replicasa viral. Cabe señalar que el efecto
de las bajas concentraciones de iones zinc sobre la actividad
de la replicasa viral en particular, no habia sido señalado prg
cedentemente para el virus aftoso.

En presencia de iones zinc y las concentraciones no tóxicas de
TLCKy IAAla vida media de la replicasa del virus aftoso se in
crementa apreciablemente. De acuerdo a los datos ya publicados
y a los resultados obtenidos en este trabajo, los iones zinc
se unirian a 1a enzima alterando 1a conformación de la misma im
pidiendo ser reconOCidapor las proteasas qurllevan a su inacti
vación, mientras que los otros inhibidores actuarian bloqueando
directamente a las enzimasproteoliticas, las cuales muestran
actividad tipo tripsina.

Es necesaria la sintesis continua de proteinas para poder obse:
var actividad de replicasa viral, aún en presencia de TLCKque
inhibe la actividad proteolitica. Esto indica la necesidad del
aprovisionamiento continuo de un factor celularlnra que la repli
casa viral muestre actividad sintetizadora de ARN.
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