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Resumen

RESUMEN

ROL DE LOS POLISACARIDOS SULFATADOS Y VARIANTES DEL
VIRUS HERPES SIMPLEX TIPO 1 EN LA PATOGENIA VIRAL

El virus Herpes simplex (HSV) es responsable de una variedad de
manifestaciones clinicas desde ulceras oro-faciales y genitales hasta encefalitis y
alteraciones respiratorias. Los sintomas son usualmente autolimitantes pero
pueden ser extensivos y prolongados en individuos inmunocomprometidos. En
estos casos, puede requerirse una larga terapia antiviral, lo que resulta en la

generacion de virus resistentes a las drogas como el aciclovir (ACV).

El HSV ingresa a las células mediante una interaccién primaria entre las
glicoproteinas virales y el hepardn sulfato (HS), molécula presente en la
superficie celular y en la matriz celular. Los carragenanos (CGNs) son
polisacédridos sulfatados derivados de algas rojas cuya estructura es similar a la
del HS. Ellos acttan como inhibidores potentes y selectivos de HSV, al bloquear

la interaccion de virus con su receptor primario en la etapa de adsorcién viral.

En estudios previos realizados en nuestro laboratorio se seleccionaron y
caracterizaron variantes virales de HSV-1 cepa F. Estas fueron obtenidas bajo
presion de seleccion con un CGN natural p/v denominado 1C3 de estructura
relacionada con los CGNs kappa (k) e iota (1)-(1C3syn14-1 y 1C3syn17-2). A fin
de evaluar la reproducibilidad del método utilizado para generar las variantes
virales se realizaron pasajes seriados de HSV-1 cepa KOS en células Vero en
presencia de concentraciones crecientes de CGN 1 o heparina (H). Se
seleccionaron 4 clones, 116-6, 116-11, H17-5 y H17-16, los cuales exhibieron
caracteristicas similares en: resistencia relativa al compuesto usado durante el
tratamiento selectivo y al ACV, al igual que su curva de replicacién viral.
Ademas, fueron menos virulentos que la cepa patrén en ratones BALB/c por
inoculacién intravaginal pero no por via intranasal, a excepcién de la variante

116-11 que fue atenuada por ambas vias.
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Resumen

Por otro lado, se profundizé el estudio de la caracterizacién citopatica y
patogénica de las variantes virales, derivadas de HSV-1 F, en mucosa
respiratoria. Se demostré la activa participaciéon de los macréfagos como
protagonistas en la patologia viral y se la correlacioné con la menor activaciéon

de citoquinas inflamatorias (TNF-a, IL-6) en relacién con la cepa control.

Alteraciones puntuales detectadas en el gen de la glicoproteina D de las
variantes virales podrian ser parte responsable de la liberaciéon disminuida de
citoquinas proinflamatorias. Mientras que las moléculas de adhesion VCAM e
ICAM no se vieron afectadas. Por otro lado se mostr6, que el procedimiento
empleado usando CGNs permitio la seleccién y/o modificacion de los genes de

la Timidina Quinasa y la ADN polimerasa sin alterar la resistencia viral al ACV.

El conjunto de estos resultados indican que la regulacién de los niveles
de las citoquinas TNF-o e IL-6 juega un rol importante en la patologia
respiratoria de HSV y ademads que el método utilizado de obtencién de las
variantes permite la seleccion de virus con caracteristicas estables. Estos
resultados contribuyen a la caracterizaciéon de las variantes virales con el
objetivo de profundizar los conocimientos de la respuesta inflamatoria en el

tracto respiratorio luego de una infeccion por HSV.

Palabras Claves: virus Herpes simplex, Carragenanos, variantes virales,

atenuacién, inmunopatologia.
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ROLE OF SULFATED POLYSACCHARIDES AND HERPES SIMLEX VIRUS
TYPE 1 VARIANTS IN VIRAL PATHOGENICITY

Herpes simplex virus (HSV) is responsible for a variety of clinic
manifestations, from oro-facial and genital ulcers to encephalitis and
respiratory disorders. Symptoms are usually self-limiting but they can be
extensive and prolonged in immunocompromised patients. In these cases, it
might be required a long antiviral therapy, resulting in the generation of drug-

resistant viruses such as Acyclovir-resistant viruses.

HSV enters the cell by a primary interaction between viral glycoproteins
and the heparan sulfate (HS), molecule present in the cell surface and cellular
matrix. Carrageenans (CGN) are sulfated polysaccharides derived from red
algae with a chemical structure similar to HS. CGN were identified as potent
and selective inhibitors of HSV by blocking the interaction between the virus

and HS during the adsorption.

In previous studies carried out in our laboratory, viral variants from
HSV-1 strain F were selected and characterized. They were obtained under
selective pressure of the u/v -1C3 natural CGN with a chemical structure
related to the kappa (k) and iota (1) CGNs (1C3syn14-1 and 1C3syn17-2). In
order to evaluate the reproducibility of the method used to generate viral
variants, serial passages were done with HSV-1 strain KOS in Vero cells in the
presence of increasing concentrations of the 1 CGN or heparine (H). Four clones
were selected: 116-6, 116-11, H17-5 and H17-16, which exhibited similar
characteristics such as relative resistance to the compound used for the selective
treatment and ACV, as well as theirs viral replication curve. Furthermore, they
were less virulent than the parental strain in BALB/c by intravaginal
inoculation but not intranasally, except for the variant i16-11 which was

attenuated by both routes.

On the other hand, the cytopathic and pathogenic effect of the viral
variants, derived from HSV-1 F virus, were characterized in the respiratory

mucosa. It was demonstrated that the active involvement of macrophages as
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key players in the viral pathology correlated with the lower release of the

inflammatory cytokines (TNF-o and IL-6) in relation with the parental strain.

Punctual mutations detected in the gene of glycoprotein D of the viral
variants could be partially responsible for the low concentration of the
inflammatory cytokines. Moreover, the expression of adhesion molecules
VCAM and ICAM was not altered. It was also shown that the use of the CGN
allowed the selection and/or modification of the Timidine Kinase and DNA

polimerase genes without modifying resistance to ACV.

All these results indicate that the regulation of TNF-a and IL-6 play a
key role in the respiratory pathology of HSV and that the method used to
obtain the viral variants allows the selection of virus with stable and attenuated
characteristics. Results obtained in the present study contribute to characterize
viral variants in order to extend the knowledge about the cellular inflammatory

response induced in the respiratory tract by HSV-1.

Keywords: virus Herpes simplex virus, Carrageenans, viral variants,

attenuation, inmunopathology
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Introduccién

1. INTRODUCCION
1.1. Herpesvirus

Los herpesvirus se encuentran ampliamente distribuidos en la naturaleza
y logran infectar distintas especies, desde las almejas y peces marinos hasta la
mayoria de los vertebrados acudticos y terrestres incluyendo humanos

(Villarreal L.P., 2005).

De los mas de cien tipos de Herpesvirus que fueron al menos
parcialmente caracterizados, ocho fueron aislados a partir de humanos: virus
Herpes simplex tipo 1 (HSV-1), virus Herpes simplex tipo 2 (HSV-2),
Citomegalovirus humano (HCMV), virus varicela zoster, (VZV), virus Epstein-
Barr (EBV) y los herpesvirus 6, 7 y 8 humano (HHV-6, HHV-7, HHV-8,

respectivamente).

La familia Herpesviridae se caracteriza por presentar un ADN lineal doble
cadena, cadpside icosaédrica de 100 a 110 nm aproximadamente, constituido por
162 capsémeros; un tegumento amorfo y asimétrico que rodea la capside y una

envoltura cuya superficie contiene espiculas glicoproteicas.

Estos virus presentan genomas de gran tamafio (més de 100 kpb) lo cual
refleja su larga historia evolutiva. El herpesvirus es filogenéticamente antiguo y
ha logrado co-evolucionar con el hombre (Pellett P.E. y Roizman B., 2007). La
adaptacion a su huésped ha permitido no sélo infectar al hombre sin causar
demasiado dafio, sino también “esconderse” en el sistema nervioso por el resto

de su vida.

Los herpesvirus conocidos comparten cuatro propiedades biolégicas que

son significativas:

1- Todos presentan enzimas para el metabolismo de &cidos nucleicos,

sintesis de ADN y procesamiento de proteinas.

2- Tanto la sintesis de ADN viral como el ensamblaje de la capside ocurren

en el nacleo.
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3- La produccién de la progenie estd acompafiada por una destruccién

irreversible de la célula infectada.

4- Los virus examinados hasta la fecha son capaces de mantener infecciones
latentes en sus huéspedes naturales. Dentro de las células donde se encuentran
latentes, los genomas virales mantienen un arreglo molecular de forma circular

y so6lo pueden expresarse un grupo reducido de genes.

Sin embargo, los herpesvirus también presentan gran variabilidad en
otras propiedades biolodgicas. Por ejemplo, algunos virus como el HSV-1 y HSV-
2 presentan un amplio rango de células-huésped, pueden multiplicar
eficientemente y destruyen muy rapidamente las células que infectan. Por otro
lado, otros virus como el EBV y el HHV-6 presentan un rango de células-
huésped més acotado y el HCMV multiplica mas lentamente. Mientras que
todos los herpesvirus se mantienen latentes en células especificas, dichas células
varian segin el virus estudiado. Como ejemplos, en el caso de HSV, se
recuperan viriones a partir de las neuronas sensoriales, sin embargo EBV hace
latencia en linfocitos B. Otra caracteristica en la que difieren entre si es en las

manifestaciones clinicas de las enfermedades que cada uno causa.

La diversidad en dichas caracteristicas ha permitido clasificar a la familia
Herpesviridae en tres subfamilias a través del Grupo de Estudio del Herpevirus
perteneciente al ICTV (por sus siglas en inglés de Internacional Committee on the
Taxonomy of Viruses): Alphaherpesvirinae, Betaherpesvirinae y Gammaherpesvirinae

(Fauquet C.M. y Fargette D., 2005).

1.1.1. Alphaherpesvirinae

Los virus pertenecientes a esta familia se caracterizan por un rango de
huéspedes variable, ciclo reproductivo corto, diseminacion rapida en cultivos
celulares, destruccion eficiente de células infectadas y capacidad de establecer
latencia en el sistema nervioso periférico, ganglios trigémino o sacro, segun la

via de entrada. Algunos ejemplos son HSV-1, HSV-2y el VZV.
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1.1.2. Betaherpesvirinae

Una caracteristica, aunque no exclusiva, de esta subfamilia es el rango
acotado de huéspedes. El ciclo reproductivo es largo y el progreso de la
infeccion en cultivo celular es lento. En general, las células infectadas sufren de
citomegalia (aumentan de tamafio) y pueden establecer latencia en glandulas
secretorias, células linforeticulares, rifiones y otros tejidos. El HCMV, HHV-6 y

HHV-7, son algunos Betaherpesvirus.

1.1.3. Gammaherpesvirinae

Todos los herpesvirus de esta subfamilia replican in vitro en células
linfoblastoides y algunas causan infecciones liticas en algunos tipos de células
epiteloides y fibroblasticas. Los gamaherpesvirus son especificos para linfocitos
T o B. Dentro de los linfocitos, la infeccién suele ser pre-litica o litica pero sin
produccién de progenie infecciosa. La latencia en general se establece en el

tejido linfoide. Un ejemplo es el EBV.

1.2. Virus Herpes simplex

El HSV fue identificado por primera vez por Lowenstein en 1919.
Cuarenta afios mas tarde, Schneweiss los clasific6 en dos grupos serolégicos
diferentes (Schneweis K.E., 1962) y finalmente fueron designados formalmente
como HSV-1 y HSV-2 por el Comité Internacional de Taxonomia de los Virus
(Roizman B. y col., 1981). HSV-1 y HSV-2 son muy similares entre si, presentan
un 83% de homologia en las regiones codificantes para proteinas y un
porcentaje menor en las no codificantes. Los tamafios de sus genomas tampoco
varian significativamente (152 kpb para HSV-1 y 155 kpb para HSV-2)
(McGeoch D.J. y col,, 1988) y ademas codifican para genes correspondientes
(Dolan A. y col., 1998). Las pequenias diferencias en las secuencias generan sitios
de restriccion diferentes para las endonucleasas, los cuales permiten ser

utilizados como herramientas epidemiolégicas importantes (Sakaoka H. y col.,
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1994). En general, el HSV-1 causa lesiones oro-faciales mientras que el HSV-2 lo
hace en la zona genital. Sin embargo, se ha detectado la presencia de ambos
virus en ambas zonas del cuerpo. En este contexto, cabe destacar que estudios
epidemiol6gicos realizados en los ultimos afios en los Estados Unidos, han
demostrado un importante incremento en la transmision sexual de HSV-1
(Gupta R. y col., 2007) donde se observé que un 60% de la poblacién estudiada
con herpes genital fue producido por HSV-1. El area de infecciéon depende del
sitio de inoculacién, es por ello que las regiones mas comunes de apariciéon de

vesiculas son la boca o el drea genital.

Ademas, tanto HSV-1 como HSV-2 pueden ser una seria amenaza para
individuos inmunocomprometidos, como ser neonatos, pacientes con el virus
de la inmunodeficiencia humana (HIV) o aquellos que se encuentran bajo

tratamientos inmunosupresivos.

1.3. Virus Herpes simplex Tipo 1
1.3.1. Estructura viral

Al igual que todos los Herpesvirus, el HSV-1 es un virus envuelto con
capside icosaédrica de aproximadamente 100nm. A través de la envoltura
lipidica se encuentran ancladas las glicoproteinas. Hasta el momento se han
descripto 12 glicoproteinas diferentes: gB, gC, gD, gE, gG, gH, gl, gJ, gK, gL,
gM, gN (Campadelli-Fiume G. y col,, 2000; Diefenbach R.J. y col., 2008;
Mettenleiter T.C., 2004). Su principal funcién se encuentra relacionada con la
adhesion a las células a través de receptores y la fusiéon de membranas, en
especial gB y gD, aunque algunas de ellas tienen diferentes efectos

inmunorregulatorios.

En el espacio entre la envoltura y la capside, la particula viral posee una
estructura amorfa denominada tegumento. Mediante analisis de protedmica se
ha demostrado que el tegumento presenta 23 proteinas virales involucradas en
las fases iniciales de la infeccién y replicaciéon como el transporte del ADN viral

fuera de la capside (Loret S. y col, 2008; Zhou Z.H. y col, 1999), el
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silenciamiento del mecanismo de sintesis celular (Read G.S. y Frenkel N., 1983)
y la iniciacién de la transcripciéon de genes virales (Batterson W. y Roizman B.,
1983). En los ultimos afios se ha demostrado que las proteinas del tegumento
cumplen roles multifuncionales. Participan tanto en todos los pasos del ciclo de
replicacion litico como en la reactivacion de la latencia a través de la

manipulacién del ambiente intracelular del huésped (Kelly B.]. y col., 2009).

La capside estd compuesta por una estructura compleja icosaédrica
formada por 162 capsémeros, cada uno con un canal central que corre desde la
parte externa hacia la interna de la capside y formados por 6 proteinas virales
diferentes presentes en la superficie (Diefenbach R.J. y col., 2008). Dentro de
ésta, se encuentra empaquetado el genoma de ADN lineal doble cadena con sus
extremos muy cercanos (Fig. 1).

Glicoproteinas

(al menos 12 diferentes)
Envoltura

Tegumento Cépside

Genoma

Figura 1: Estructura del virus Herpes simplex. Modelo de particula viral donde
se esquematizan los diferentes componentes virales. De adentro hacia fuera:
genoma viral (ADNdc lineal de 152kb), capside, tegumento y envoltura viral
con espiculas de glicoproteinas.

El genoma es una tnica molécula que se la divide en dos segmentos

denominados S y L (Short y Long, respectivamente) los cuales se encuentran
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unidos en forma covalente y presentan secuencias invertidas repetidas en cada
uno de sus respectivos extremos. El ADN contiene una gran densidad de
informacién genética con 94 marcos de lectura abiertos (ORF),
aproximadamente (Fig. 2). De estos, alrededor de 84 codifican para polipéptidos
de los cuales s6lo 37 son necesarios para la replicacion del virus en células de

cultivo (Read G.S. y Frenkel N., 1983).

Los genes virales se expresan en forma de cascada en grupos
denominados inmediatamente tempranos (a), tempranos (f3), tempranos tardios
(y1) y tardios (y2). En general, los productos de los genes a son inductores de la
trascripcion, los de los genes [3 son enzimas virales como la Timidina Quinasa
(TQ) y ADN polimerasa (ADN pol) y los productos de los genes y son proteinas
estructurales de las particulas virales (Whitley R.J. y Roizman B., 2001).
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Figura 2: Organizaciéon funcional del genoma de HSV-1. El ADN viral de HSV
contiene dos regiones Unicas denominadas UL y US, cada una de ellas
flanqueada por repeticiones invertidas (TRL/IRL y TRS/IRS). Cada region
codifica para distintas proteinas, estructurales y no estructurales.
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Este mapa genético tan complejo se lo puede dividir en seis regiones

principales:

1- Los extremos de las moléculas lineales. Estos son importantes tanto en la
“circularizaciéon” del ADN viral como en el empaquetamiento del genoma en el
virion.

2- La secuencia “Long Repeat” (RL) de 9 kpb la cual codifica para una

proteina regulatoria importante del grupo a (a0) y el promotor del transcripto

asociado a la latencia (LAT).

3- La region “Long Unique” (UL) que consiste en 108 kpb y codifica para mas
de 56 proteinas diferentes. Contiene genes para enzimas de la replicaciéon del

ADN y proteinas de la capside, entre otras.

4- Rs (short repeat), de 6,6 kpb que codifica para una proteina a muy
importante que actia como un potente activador transcripcional y junto con a0
y a27 en la region UL estimulan la expresion génica viral dentro de la célula

infectada, permitiendo asi la replicacién del ADN viral.

5- El origen de la replicacion. oriL que se encuentra en el medio de la regiéon
UL y oriS en la RS del cual existen dos copias. Por lo tanto las tres regiones
operan en conjunto durante la infeccién dando como resultado un aparato de
replicacion complejo.

6- La region “Short Unique” (Us) de 13 kpb codifica para 12 ORFs de los

cuales una gran parte son glicoproteinas involucradas en el rango de

hospedador y en la respuesta contra su defensa inmunolégica.

1.3.2. Infeccion de HSV

Luego de la infeccién inicial, el HSV se mantiene latente en las neuronas
sensoriales y replica en células epiteliales durante la infeccién primaria y
reactivacion (Heldwein E.E. y Krummenacher C., 2008). Durante este periodo,
el huésped es capaz de diseminar la infeccién a otro humano esparciendo

viriones en forma asintomatica. La reactivaciéon del virus puede deberse a una

22



Introduccién

variedad de estimulos ambientales, como estrés fisico o emocional, y como
consecuencia lleva a una replicaciéon viral en células epiteliales que produce
lesiones mucocutdneas intermitentes por el resto de la vida del huésped. La
habilidad de HSV de evadir al sistema inmune y de establecer latencia en una
proporcion significativa de la poblacion (80% HSV-1 y 40% HSV-2) es facilitado
por su capacidad de entrar a las células del epitelio para la expresion de genes
virales, replicaciéon y eventualmente, diseminacién de célula a célula hacia las
terminales nerviosas y finalmente a los ganglios sensoriales para el
establecimiento de la latencia. Por lo tanto la entrada del virus al huésped

marca el paso més critico para la patogenia viral.
La infeccién viral se puede describir en los siguientes pasos:
a. Adsorcién y entrada

En esta primer etapa, el virus se adsorbe a la célula a través de la
glicoproteina B o C (gB o gC) que interacttia con el receptor celular, una cadena
de heparan sulfato (HS) de proteoglicano en la superficie celular (Fig. 3) (Shukla
D.y Spear P.G., 2001; Spear P.G., 2004). Esta interaccién permite que el virus se
ancle a las células concentrandolo en la superficie celular (Connolly S.A. y col.,,
2011). Si bien el gC exacerba la unioén del HSV a través de su interaccién con el
HS, su presencia no es imprescindible para la entrada (Spear P.G. y Longnecker

R., 2003).

El HS es un anclaje importante para la mayoria de los herpesvirus y
facilita la interaccién subsecuente con otros correceptores necesarios para la
entrada. Dependiendo del tipo de interaccién y del tamafio de la cadena de HS,
una sola podria unir multiples ligandos virales en un mismo virién (Shukla D. y

Spear P.G., 2001).

El siguiente paso es crucial, donde gD interacttia con su receptor de
entrada (Fig. 3) de los cuales se han descripto tres clases: el mediador de
entrada de herpes virus (HVEM) que pertenece a la familia de receptores del
Factor de Necrosis Tumoral; nectina-1, miembros de la superfamilia de las

inmunoglobulinas (Spear P.G. y col., 2000) y el hepardn sulfato-3-O-sulfatado
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(HS 3-O-S) que es una modificaciéon del HS llevada a cabo por enzimas 3-O-
sulfotransferasas (O'Donnell C.D. y Shukla D., 2008). El uso diferencial de estos
receptores es importante para la entrada a los diferentes tipos celulares y la
infeccién en células polarizadas. Por ejemplo, nectina-1 es importante para
infecciones en mucosa vaginal, neuronas, keratinocitos, células epiteliales y
endoteliales (Galen B. y col., 2006; Huber M.T. y col., 2001; Krummenacher C. y
col., 2004; Linehan M.M. y col., 2004; Simpson S.A. y col., 2005). Este receptor se
encuentra localizado principalmente en las uniones adherentes de las células y
tejidos donde se expresa (Takahashi K. y col.,, 1999) y forman parte de las
uniones célula-célula al interactuar con otras nectinas (Takai Y. y Nakanishi H.,

2003).

Por otro lado, HVEM se expresa principalmente en células linfoides
como células T y B y monocitos, en tejido pulmonar, higado, rifién y tejido
linfoide y también, aunque en menor medida, en fibroblastos y células
endoteliales (Montgomery R.I. y col., 1996; Tiwari V. y col., 2005). Stiles y col,
han propuesto que la interaccion de HSV con dicho receptor tendria un rol
importante en la modulacion de la respuesta inmune (Stiles K.M. y col., 2010).
Luego de la unién a uno de dichos receptores, se generan cambios
conformacionales en gD que conllevan a la interaccién con gB y el dimero gH-
gL y resulta en una fusion de membrana mediante un mecanismo que atn no se
conoce en detalle (Fig. 3) (Lazear E. y col.,, 2012; Perez-Romero P. y col., 2005;
Spear P.G. y Longnecker R., 2003).

Seguin publicaron Atanasiu y col., gD activa gH/gL y permite la unién y
activacion de la actividad fusogénica de gB. Sus datos sugieren que gB es el
tnico fuségeno de HSV y que gD y gH/gL acttian estimulando la fusion célula-

célula y virus-célula permitiendo la entrada de HSV (Atanasiu D. y col., 2010).
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1. Adsorcién 2. Unién al receptor (activacién) 3. Post-fusién

gHigL gD gB oC gH/gL gD gB gC

env F

4 4
LA L

Membrana celular  HSPG t * HVEM

Figura 3:Ilustracion de los pasos de la entrada de HSV-1. Las estructuras de gD
y gB estan ubicadas en el contexto de entrada del virus a fin de ilustrar los
cambios moleculares y las interacciones durante la adsorcién, unién al receptor
y estado post-fusiéon. La posicion relativa de cada proteina es hipotética. Las
cristalografias de gB y gD se encuentran ilustradas a escala en relaciéon de una
con la otra.

Los virus envueltos entran a las células induciendo la fusién entre la
envoltura viral y la membrana celular. Dicha fusién puede ser disparada, segtn
el tipo de célula, de al menos dos maneras resultando en diferentes vias de
entrada (Milne R.S. y col., 2005; Nicola A.V. y col., 2005). Por ejemplo, la unién
del virus a la célula puede inducir endocitosis del virus seguido por la
acidificacion del endosoma, que a su vez puede disparar la fusiéon de la
envoltura del virus con la membrana endosomal. En forma alternativa, la union
del virus a la célula puede generar multiples interacciones ligando-receptor en
la superficie celular que dispara la fusién. La mayoria de los herpesvirus
entrarian a la célula a través de esta tltima via. La fusién puede ocurrir también
por endocitosis de la particula viral en el endosoma, pero no es dependiente de
la acidificaciéon de éste (Shukla D. y Spear P.G., 2001). Cualquiera sea la via de
entrada que el virus utiliza, siempre son esenciales las glicoproteinas gD, gB,
gH/gL y un receptor celular (Nicola A.V. y Straus S.E., 2004). Durante la
diseminacién viral ocurre un proceso similar al de la fusion de membrana,
denominado fusiéon célula-célula y consiste en la fusion de la membrana
plasmatica de una célula infectada con la membrana de una célula vecina sin
infectar. Se ha reportado que el receptor celular HS 3-O-S estaria involucrado en
el evento de fusion célula-célula (O'Donnell C.D. y Shukla D., 2008). Una vez

que el virus entra, las glicoproteinas virales se expresan en la superficie de las
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células infectadas. Esto permite la unién y fusion de las glicoproteinas virales
en la superficie celular de las células infectadas con las vecinas que no lo estan,
y se forma lo que se conoce como “sincicio” (Akhtar J. y Shukla D., 2009). La
fusién célula-célula permite que el virus se disemine sin necesidad de salir al
medio extracelular y asi evita al sistema inmune del huésped. La diseminacién
del HSV-1 no esta bien descripta y atin no se conoce con profundidad el rol del
HS en este proceso. En el 2011, Karasneh y col. reportaron que el sindican-1,
una cadena simple de HS transmembrana, contribuye a la formacién de la
fusiéon célula-célula de HSV-1 y a su diseminacion lateral. El aumento del
sindican-1 en células blanco incrementa dicha fusién mientras que su
disminucién reduce tanto la fusién celular como la diseminaciéon (Karasneh

G.A.y col., 2011).

b. Replicacién y formacién de la progenie viral

Luego de la fusion la nucleociapside de HSV es transportada por
microtibulos hasta el ntcleo a través de la interacciéon con el motor molecular
celular formado por el complejo dineina/dinactina (Dohner K. y col., 2002;
Wolfstein A. y col., 2006). Este complejo lo lleva hacia un poro nuclear a través
del cual el ADN viral es liberado dentro del ntcleo (Ojala P.M. y col., 2000;
Sodeik B. y col., 1997). Tanto los productos del tegumento del virus como las
quinasas celulares son responsables de la iniciaciéon de la transcripcion de los
genes virales a (Schang L.M. y col.,, 1998). Luego, segin sea el tipo celular, la
infeccion serd litica o latente (Kent J.R. y col., 2003; Steiner I. y col., 1990). Un
evento clave en esta seleccion, serfa la induccion temprana de transcriptos
asociados a la latencia (LATs). En la fase inicial de un ciclo de replicacion litico,
los productos de los genes a, ademas de ser factores de transcripciéon para la
siguiente oleada de proteinas, regulan en forma intima funciones celulares a
favor de la replicacion viral y la evasion del sistema inmune (Daikoku T., 2000).
Una proteina denominada ICPO (Infected Cell Protein) que cumple la funcién de

transactivador promiscuo con gran capacidad de unién al ADN, fuerza a la
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célula a alcanzar un estado de “pre-divisién” que es 6ptimo para la sintesis de
proteinas virales (Hagglund R. y Roizman B., 2004; Roizman B., 1999). Ademas,
ICPO es activa en la inhibicion de mecanismos inmunolégicos como la
produccion de interferén y sus efectos antivirales (Harle P. y col., 2002; Melroe
G.T.y col., 2004; Mossman K.L. y col., 2000) y la induccién de la degradacién de
proteinas celulares involucradas en el proteosoma (Boutell C. y Everett R.D.,

2003). En la figura 4 se esquematiza el ciclo de replicacion.
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Figura 4: Ciclo de replicacion del virus Herpes simplex. El ciclo comienza con la
adsorcion del virus a la célula mediante la interacciéon de las glicoproteinas
virales con el receptor celular (HS) desencadenando la fusién de la envoltura
viral y la membrana plasmaética celular. Luego la capside viral es transportada
al nacleo celular a través de microttibulos del citoesqueleto donde el ARNm es
sintetizado. La traduccion proteica se lleva a cabo en el citoplasma y luego la
encapsidacion del ADN y proteinas vuelve a generarse en el ntcleo. En la
membrana celular se generan “zonas parches” con tegumento y glicoproteinas
virales donde las capsides se adhieren. Finalmente, las particulas virales quedan
acumuladas en el RE y son liberadas por exocitosis.
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c. Formacion de la progenie y brotaciéon

La progenie de HSV se forma en el ntcleo de las células infectadas donde
el ADN viral es empaquetado en capsides ya preformadas. Estas son
ensambladas junto con proteinas del tegumento y brotan desde la membrana
nuclear interna hacia el espacio perinuclear (Roizman B. y Whitley R.J., 2001).
Uno de los caminos de egreso propuestos es a través de vesiculas y del aparto
de Golgi, donde las proteinas de membrana son modificadas. Otra via, es por
fusiéon de la nueva envoltura adquirida con la membrana nuclear externa o de la
membrana de las vesiculas generando nucleocapsides desnudas en el
citoplasma. Desde aqui se llevaria acabo un nuevo evento de brotacién, por

ejemplo dentro del aparato del Golgi.

La nucleocapside de la progenie de HSV-1 adquiere la primer envoltura
por brotacién a través de la membrana nuclear interna hacia el espacio entre
ésta y la membrana externa denominado espacio perinuclear (Mettenleiter T.C.,
2002). Esta primer envoltura estd bien estudiada, sin embargo el transporte
desde el espacio perinuclear a través del citoplasma hasta el espacio
extracelular atin no estéd claramente elucidado. Actualmente, la posibilidad que
se acepta es que las nucleocapsides envueltas en el espacio perinuclear se
fusionan con la membrana nuclear externa, pierden la envoltura y se liberan al
citoplasma (Leuzinger H. y col., 2005; Mettenleiter T.C. y col., 2006; Mettenleiter
T.C. y Minson T., 2006). Luego, las nucleocdpsides adquieren una segunda
envoltura en la membrana citoplasmatica en el trans-Golgi (Harley C.A. y col,,
2001; Sugimoto K. y col., 2008; Turcotte S. y col., 2005) y finalmente los viriones
maduros son liberados de las células por exocitosis (Mettenleiter T.C., 2002).
Recientemente, se ha descubierto la participacion de una proteina celular
denominada nucleolina que es necesaria para que se lleve a cabo la liberacion

nuclear de HSV-1 en forma efectiva aunque atin no se conoce el mecanismo

(Sagou K. y col., 2010).
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1.3.3. Manifestaciones clinicas y patogénesis

En general, las infecciones primarias con HSV-1 suelen ser asintomaéticas
especialmente en nifios pequefios. Sin embargo, algunos individuos
experimentan infecciones primarias sintomaticas con gingivostomatitis
vesicular herpética, y en el caso de los adolescentes, pueden presentarse como

faringitis.

La patologia herpética es mayormente causada por un efecto citopatico
directo del virus que resulta en una lisis celular y necrosis localizada del area
infectada. En aquellos tejidos capaces de regenerarse, este hecho no resulta
devastador dado que las lesiones no destruyen totalmente el 6rgano ni resulta
en una disfuncionalidad durante la infeccién. Sin embargo, en el caso del
cerebro cuya capacidad de regeneracion es minima, una necrosis puede generar
secuelas de por vida (Kimberlin D.W., 2004). Cuando se genera una infeccion,
existe un balance entre la patologia inducida por el HSV y la inmunopatologia
inducida por la reaccién al virus y los efectos toxicos y funcionales de dichas
reacciones (Skoldenberg B., 1996). Si la respuesta inmunolégica es débil, pueden
generarse infecciones severas debido a la replicacion viral masiva y
diseminacién. Por otro lado, una reaccién inmunolégica fuerte puede provocar
una respuesta exacerbada generando reacciones locales tales como presion
intracerebral, complicaciones pulmonares o sintomas generalizados (Adler H. y
col., 1998; Kawada J. y col., 2004; Kurt-Jones E.A. y col., 2004; Skoldenberg B.,
1996).

Por lo tanto, el control temprano de la replicacion de HSV en la fase
inicial de la infeccién es crucial para el huésped. La inhibicién de la replicaciéon
viral temprana puede prevenir la diseminaciéon de la infeccién y la reacciéon
inmunolégica no-especifica evitando de esta manera, el desarrollo de una
infeccion sintomatica. Asimismo, el huésped se beneficiaria con una infeccién
atenuada o asintomatica, y a su vez el HSV, que mantiene la potencialidad de
reactivarse desde su sitio de latencia, también seria beneficiado ya que el

huésped logra sobrevivir y mantener una actividad social sin que sea
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obstaculizado por la infeccion sintomética. Por ende, el HSV tiene grandes
oportunidades de alcanzar un nuevo huésped susceptible lo que lleva a una

situacion de beneficio mutuo entre éste y el virus.

Ademas de la piel, el HSV-1 puede infectar una gran variedad de tejidos
mucosas incluyendo el tracto respiratorio. Se han reportado casos de
infecciones respiratorios herpéticas en pacientes inmunosuprimidos y neonatos
(Hull H.E. y col., 1984; Smyth R.L. y col., 1990; Witt M.N. y col., 2009) pero
también en pacientes inmunocompetentes (Canalejo Castrillero E. y col., 2010;
Martinez E. y col., 1994). Estas infecciones pueden derivar en un amplio rango
de patologias incluyendo traqueobronquitis y neumonia (Camazine B. y col,,
1995; Schuller D. y col., 1993; Tuxen D.V., 1994; van den Brink J.W. y col., 2004).
A pesar de que en la mayoria de los casos la infeccién es limitada, la
diseminacion viral puede llevar a complicaciones fatales esporadicas como la
meningoencefalitis (Whitley R.J.,, 1990; Whitley R.J., 2002). A pesar del
significado clinico relevante que representa la patogénesis de HSV-1 en el tracto
respiratorio, atin no se conoce con profundidad y no suele ser tenido en cuenta

a la hora de presentar un diagnéstico.

1.3.4. Herpes y la inmunidad del huésped

Los herpesvirus comenzaron su evoluciéon antes del desarrollo de la
inmunidad adquirida o adaptativa (Arzul I. y col., 2002). Por lo tanto, es
probable que la evasion de la inmunidad innata sea una funcién ancestral de los
alfaherpesvirus. Estos han logrado desarrollar nuevas estrategias de evasién
viral para adaptarse a los diversos repertorios de los receptores inmunolégicos
de células T y B que caracteriza a la inmunidad adquirida (Litman G.W. y col.,

1999).

La proteccién inmune frente a HSV requiere de la respuesta coordinada
tanto de la inmunidad innata como la adaptativa. La fase inicial de la infecciéon
por HSV-1 esta influida por mecanismos de la inmunidad innata tales como la

actividad de los interferones (INF) tipo I, macréfagos y células natural killer
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(NK), los cuales son necesarios para limitar la replicacién y diseminacion
temprana del virus (Reading P.C. y col., 2006). Mientras la respuesta adaptativa
se desarrolla, las células T y B antigeno-especificas, juegan un rol critico en la
resolucion de la infeccion, en particular las T, en el mantenimiento de la latencia

(Khanna K.M. y col., 2004).

Los macréfagos y las células NK presentan roles importantes en la
limitacion de la diseminacién y replicacion temprana de diversos virus,
incluyendo el HSV-1 (Kodukula P. y col., 1999; Roizman B. y Whitley R.J., 2001).
Estas células son capaces de inactivar virus en el medio extracelular, inhibir la
replicacion dentro de ellas mismas y en células vecinas, y destruir aquellas que
estdn infectadas (Biron C.A. y col., 1999; Kodukula P. y col., 1999; Mogensen
S.C.,1979; Wu L. y Morahan P.S., 1992).

Los macréfagos son células fagociticas que se originan en la médula 6sea.
En este tejido, promonocitos proliferadores dan lugar a monocitos que entran al
torrente sanguineo, y que al alcanzar finalmente los tejidos se diferencian en
macréfagos y adquieren funciones especializadas dependiendo de los
requerimientos del tejido donde se encuentran (Laskin D.L. y Laskin ]J.D., 2001).
En general, los macréfagos se encuentran orquestando una multitud de
acciones durante las primeras horas del ataque de HSV. En una primera oleada
de respuesta se producen citoquinas, principalmente INF tipo I, TNF e IL-6 que
generan un efecto antiviral directo y activan ellos mismos a los macréfagos. En
una segunda oleada, IL-12 junto con las citoquinas recién mencionadas y otras
mas, inducen la producciéon de INF-y en células NK, principalmente,
promoviendo una respuesta inmunolégica Thl fuerte (Ellermann-Eriksen S.,
2005). Muchos caminos de regulaciéon positiva e interacciones sinérgicas
intensifican estos sistemas y dan lugar al surgimiento de armas antivirales
como las especies reactivas del oxigeno y el 6xido nitrico. Asimismo,
macroéfagos y otras lineas celulares producen rapidamente la citoquina IL-6 en
sitios de tejidos locales luego de la infecciéon (Laskin D.L. y Laskin J.D., 2001;
Laskin D.L. y col., 2011). El HSV dispara la producciéon de citoquinas y

quimioquinas en dos momentos temporales diferentes. Una respuesta
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temprana dependiente de la superficie viral y proteinas del tegumento y otra
mas tardia que involucra factores producidos durante el ciclo de replicaciéon
viral. El virus regula negativamente la produccion de diversas citoquinas
proinflamatorias en un namero diferente de tipos células mediando la
inestabilidad de los ARNm de citoquinas proinflamatorias (Mogensen T.H. y
col., 2004)

Es sabido que la IL-6 puede afectar tanto la respuesta inmune innata
como a la adaptativa ya que esta involucrada también en la diferenciacién de
linfocitos B (Akira S. y col., 1993), crecimiento y diferenciaciéon de precursores
de células T citotoxicas (Sciortino M.T. y col., 2001), en la formacién de colonias
pluripotentes por células hematopoyéticas (Akira S. y col., 1993), en la secrecion
de anticuerpos IgA (Advani S.J. y col.,, 2001a), en la produccion de mdaltiples
proteinas de la fase aguda (Van Sant C. y col., 2001) y en la diferenciacién de
macroéfagos (Broberg E. y col., 2001), entre otras actividades. Luego de una
infeccién diversos tipos celulares la liberan en sitios localizados, entre los cuales
se destacan los macrofagos como fuente principal (Murphy E.A. y col., 2008).
Asimismo, en el 2008 se ha reportado que la presencia de IL-6 es critica para
sobrellevar la infeccion respiratoria por HSV ya que su depleciéon aumenta la

susceptibilidad a la infeccion (Murphy E.A. y col., 2008).

Por otro lado, TNF-a es uno de los productos derivados de los
macréfagos que contribuyen a la inhibicion de la replicacion de HSV-1
(Weichselbaum R.R. y col., 2001). Esta citoquina induce un alto ndmero de
mecanismos efectores antivirales, en particular la produccién de 6xido nitrico
(Advani S.J. y col.,, 2001b; Khodarev N.N. y col., 2001). Se ha demostrado que el
TNF-o es importante para la activacion de muchas células del sistema inmune
innato y por lo tanto es un factor relevante de la respuesta inmunoldgica

temprana (Pfeffer K., 2003).
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1.4. Las algas y los carragenanos

Las algas rojas (Division: Rhodophyta) pertenecen a uno de los grupos
mas grandes y ancestrales de las algas eucariotas (Fig. 5) con mas de 10000
especies descriptas. Estas se encuentras distribuidas mundialmente pero tienen
un mejor crecimiento en aguas con temperaturas de 15°C. Las algas presentan
las caracteristicas tipicas de todos los ecucariotas, incluyendo un ntcleo que en
algunas algas es mas pequefio que sus pléastidos. Poseen sexos separados, sin
embargo, dado que sus células carecen de flagelo necesitan del movimiento del
agua para transportar las células masculinas hacia los ovocitos. Otra
caracteristica que presentan son cloroplastos desorganizados que carecen de
reticulo endopldsmico externo y contienen tilacoides no apilados. Su color rojo
se debe a la presencia del pigmento ficoeritrina que refleja la luz roja y absorbe
las azules y verdes. Dado que la luz azul penetra en el agua a mayores
profundidades que la luz de mayor longitud de onda, las algas rojas pueden
fotosintetizar y vivir en aguas de hasta 260m de profundidad, donde reciben
s6lo el 0,1% de radiacion superficial, es decir 1000 veces menos luz que lo que se

recibe en la superficie.

Aquellas Rodophytas que presentan pequefias cantidades de ficoeritrina,
tienen un aspecto color verdoso o azulado por la clorofila y otros pigmentos

presentes en ellos.

Plantae
Stramenopiles

Animalia

Alveolates

Rhodophyta

Figura 5: Arbol representativo de la divergencia temprana de las Rodophytas.
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Las algas se han diversificado a fin de sobrevivir en nichos ecolégicos
competitivos (Rasmussen B. y col.,, 2008). Esta adaptaciéon ha llevado a la
evoluciéon de una gran cantidad y diversidad de constituyentes bioquimicos

presentes en las algas.

Las algas rojas contienen grandes cantidades de polisacaridos en su
pared celular de los cuales la mayor parte son galactanos sulfatados. Estos
galactanos son constituidos generalmente por unidades repetitivas de a-1,3-D-
galactopiranosa y -1,4-D-galactopiranosa y pueden diferir en el nivel y patrén
de sulfatacion, en la sustituciéon de grupos metoxi y/o piruvato y otros azticares
tales como manosa y xilosa. También pueden diferir en el contenido de 3,6-
anhidrogalactosa y en la configuracion de los residuos de a -1,3-

galactopiranosa.

Entre los galactanos, se encuentran los carragenanos (CGNs) que
presentan estructuras similares a los galactosaminoglicanos. Estos comprenden
un amplio grupo de estructuras que podrian dividirse en dos familias: la familia
K, definida por la presencia grupos sulfatos en C-4 en la unidad p-D que forman
los CGNs-x/1y los p/v; y la familia N\, que se caracteriza por grupos sulfatos en
C-2 en todas sus variedades. Los CGNs de tipo A y 1 presentan mayor
porcentaje de sulfataciéon que el HS derivado de los tejidos (Esko J.D. y Selleck
S.B., 2002). En general, este tipo de CGNs exhiben un potencial de inhibicién

viral levemente mayor que los k-CGNs.

Los polisacéridos estain compuestos por bloques que, a pesar de no ser
numerosos, su combinacion casi infinita lleva a un arreglo de polisacaridos con
una complejidad estructural importante (Stengel D.B. y col., 2011). La
diversidad estructural de los polisacdridos puede estar aumentada por la
metilacion y en la mayoria de las algas marinas, por sulfatacion (Usov A.L,
2011). Ademas, muchos polisacéridos de algas son activos metabdlicamente, ya
sea como una molécula de almacenamiento que pasa por cambios estructurales

durante su ciclo de vida o como un componente estructural.
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Los polisacdridos son compuestos muy abundantes y accesibles que
pueden ser aislados de diversas fuentes naturales. Actualmente, los de las
macro y microalgas se encuentran en investigacion por sus aplicaciones en
alimentos comerciales, en farmacéutica, cosmética y bioenergia entre otros (Ito
M. y col., 2006; Misurcova L. y col., 2012; Plaza M. y col., 2009). Se ha probado
que éstos son herramientas muy ftiles por su actividad inmunomoduladora y

antitumoral y su participaciéon en procesos inflamatorios.

Asimismo, se ha demostrado que los polisacaridos logran también
afectar el ciclo de replicacién viral. Dependiendo del tipo de alga se pueden
aislar polisacaridos sulfatados con estructuras similares a glicosaminoglicanos

(GAGs) que presentan actividades antivirales (Pujol C.A. y col., 2002).

La actividad antiviral ha sido documentada para retrovirus: virus de la
inmunodeficiencia humana tipo 1 y 2 (HIV-1 y HIV-2), herpesvirus: HSV-1 y
HSV-2, citomegalovirus humano (HCMV); el virus de la pseudorabia,
flavivirus, virus dengue tipo 2, virus de la viruela, hepadnavirus: hepatitis B
(HBV), ortomixovirus: virus de la influenza A (inf A); paramixovirus: virus
respiratorio sincicial (RSV) y parainfluenza; rhabdovirus: virus de la estomatits
vesicular (VSV); arenavirus: virus Junin y Tacaribe; y togavirus: virus Sindbis y
Semliki. También se documenté actividad antiviral contra algunos virus
desnudos como el de la encefalomiocarditis, Hepatitis A y virus papiloma
(HPV) (Buck C.B. y col., 2006; Caceres P.J. y col., 2000; Carlucci M.]. y col., 1997;
Damonte E. y col., 1994; De Clercq E., 2000; Duarte M.E. y col., 2001; Girond S. y
col,, 1991; Haslin C. y col., 2001; Huheihel M. y col., 2002; Kolender A.A.y col,,
1997; Mazumder S. y col., 2002; Ponce N.M. y col., 2003; Pujol C.A. y col., 2002).

Para la mayorfa de los virus, la union inicial a las células es mediada
principalmente por la interacciéon entre el virus y los GAGs de la superficie
celular, principalmente el HS (Esko ].D. y Selleck S.B., 2002). En general los
polisacaridos sulfatados presentan una estructura quimica muy similar al HS,
por lo que podrian bloquear la infeccion viral por competir contra la adsorciéon

del virién a la superficie celular.
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Los GAGs son polisacaridos lineales constituidos por repeticiones
sucesivas de una unidad de disacarido que suele estar sulfatada. Estos pueden
dividirse en dos grupos: glucosaminoglicanos como el HS vy
galactosaminoglicanos como el condroitin sulfato. La incorporacion inicial de la
unidad del sacarido de N-acetilglucosamina o N-acetilgalactosamina,
respectivamente, le da su nombre. Una diferencia importante entre estos grupos
es que los glucosaminoglicanos se adhieren por uniones 1,4 mientras que los
galactosaminoglicanos lo hacen por uniones 1,3 y 1,4. Los GAGs se encuentran
principalmente en superficies celulares y en la mayor parte de la matriz
intracelular del tejido del mesodermo. Frecuentemente, una o mas cadenas de
GAGs, unidos covalentemente, se encuentran unidos a proteinas del core y

estas estructuras se denominan Proteoglicanos.

1.5. Relacion entre glicosaminoglicanos, carragenanos y virus

El descubrimiento de que los virus son sumamente abundantes en la
naturaleza y en particular en el agua, ha iniciado una renovacién de
investigaciones en el impacto de la infeccién viral y lisis en microorganismos
acudticos (Bergh O. y col., 1989). Se cree que los virus influenciaron la
composiciéon de las comunidades marinas. Cada infeccién tiene el potencial de
introducir nueva informaciéon genética dentro de un organismo o progenie
viral, llevando de esta manera a la evolucién, tanto del huésped como del

mismo virus (Carlucci M.J. y col., 2011).

Los motivos estructurales bésicos y las modificaciones del GAG HS se
encuentran conservados desde cientos de millones de afios de evolucion

(Cassaro C.M. y Dietrich C.P., 1977; Dietrich C.P. y col., 1983).

El HS es altamente sulfatado y se piensa que es el GAG mas activo
biolégicamente. La secuencia de monosacaridos sulfatados dentro del HS
determinan la especificidad de la unién de proteinas y regulan funciones

biolégicas fundamentales incluyendo el control de crecimiento, sefial de

37



Introduccién

transaccion, adhesion celular, homeostasis, morfogénesis, metabolismo lipidico

y patofisiologia (Esko J.D. y Selleck S.B., 2002).
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2. OBEJTIVOS

2.1. Objetivo General

Obtener y caracterizar variantes virales del virus Herpes simplex Tipo 1 (HSV-

1) para el estudio de la patologia herpética en infecciones mucosas.

2.2. Objetivos Especificos

1- Obtener variantes virales a partir de la cepa HSV-1 KOS utilizando
heparina o el carragenano iota. Comprobar la reproducibilidad de la técnica de
obtencion de variantes virales comparando con las obtenidas a partir de HSV-1

F con el carragenano 1C3.
2- Realizar un estudio inmunopatolégico de las variantes virales.

3- Analizar la respuesta inmunolégica innata de las variantes virales

derivadas del carragenano 1C3 en mucosas de vias respiratorias.

4- Secuenciar y estudiar la glicoproteina D, la enzima Timidina Quinasa y la

ADN polimerasa viral.
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3. HIPOTESIS DE TRABAJO

1- Los polisacéridos sulfatados modifican la patogenicidad del HSV en

infecciones por vias mucosas.

2- Las variantes virales obtenidas en presencia de polisacaridos sulfatados
retrasan o evaden la respuesta temprana del sistema inmune innato

atenuando procesos inflamatorios.
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Materiales y Métodos

4. MATERIALES Y METODOS

4.1. Compuestos

El CGN iota (1), heparina, Aciclovir (ACV) y Foscarnet (PFA) provienen
de Sigma-Aldrich, USA.

4.2. Lineas celulares

La linea celular Vero (American Type Culture Collection (ATCC) CCL
81), proviene de células epiteliales de rifiéon de mono verde africano adulto
Cercopithecus aethiops. Las mismas se cultivaron con medio minimo esencial
Eagle (MEM) (Gibco, USA) suplementado con 5% de suero fetal bovino
inactivado (SFB) (Gibco, USA) y 50 pg/ml de gentamicina (Sigma, USA). Para el
medio de mantenimiento (MM) la concentraciéon de suero fue reducida a 1,5%.
El medio de plaqueo consisti6 en MEM en doble concentracién suplementado
con 4% de SFB y 100 pg/ml de gentamicina, mezclado con voltimenes iguales
de metilcelulosa 1,4% (Sigma, USA). Cuando los cultivos se incubaron en estufa

a 37°C con 5% de COy, los medios se suplementaron con bicarbonato de sodio

1%.

La linea celular RAW 264.7 (ATCC TIB-71) de macréfagos adherentes,
deriva de ratones BALB/c inducidos con el virus de leucemia de Abelson. Las
células se cultivaron con MEM Dulbecco’s (DMEM) con glucosa, piruvato y
glutamina (Gibco, USA) suplementado con 10% SFB inactivado (Natocor,
Argentina), 10% HEPES (Gibco, USA), estreptomicina 100 pg/ml y penicilina
100 UI/ml (Promega). E1 MM fue preparado con una concentracién de SFB
reducida al 5%.

Las células 1G11, derivadas del endotelio vascular de pulmén murino se
mantuvieron en DMEM (alta glucosa, Gibco, USA) suplementado con 10% SFB,

1% de aminoacidos no esenciales, piruvato de sodio 2mM (Sigma),
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estreptomicina 100 pg/ml, penicilina 100 UI/ml (Promega), heparina (100
pg/ml) y Hepes 20 mM.

4.3. Recuento en camara de Neubauer

Para cuantificar el namero de células, se resuspendieron las monocapas
celulares mediante tratamiento con tripsina (Gibco, USA). A 10 pl del
resuspendido celular se le agreg6 10 ul de Azul Tripan al 0,4% y se sembraron

los 20 ul en la cdmara de Neubauer.

N° de Cél. Viables/ml: promedio de Cél. Viables en 1 cuadrante x 104/ml x
(1/dilucion)

% de Cél. Viables: N° de Cél. Viables/(N° de Cél. Viables + N° de Cél.
Muertas) x 100%

4.4. Obtencién de macr6fagos peritoneales

Se estimularon ratones BALB/c de 6 a 8 semanas con 2 ml de tioglicolato
por via intraperitoneal. Luego de 4 dias, se sacrificaron los ratones y se expuso
el peritoneo. Utilizando jeringas de 5 ml heparinizadas, se realiz6 la inyeccion
de 5 ml de RPMI sin suero volviendo a recuperar la suspension del exudado
peritoneal. Estos lavados se repitieron 3 veces por ratén. Las muestras se
centrifugaron durante 10 min a 2000 rpm y el pellet se resuspendi6 con 1 ml de
Buffer de lisis (Tris HCL 0,17 M, Cloruro de amonio 0,16 M, pH 7,1). Se incub6
durante 4 min a temperatura ambiente y se fren¢ la reaccién en hielo agregando
2ml de medio. Luego, se realizaron dos centrifugaciones y resuspensiéon en
medio. Con el fin de realizar infecciones sobre los macréfagos peritoneales, se
realiz6 el recuento de células en camara de Neubauer y se sembraron 1x10°
células en placas de 6 pocillos. Las células se incubaron a 37°C con 5% de COz
por 24 hs y antes de ser infectadas se lavaron con PBS estéril a fin de eliminar

las células no adherentes.
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4.5. Virus
4.5.1. Cepas

Para los ensayos se utilizaron las cepas F (HSV-1 F) y KOS (HSV-1 KOS)
de HSV-1, obtenidas de la ATCC. Las variantes de HSV-1 F: 1C3synl14-1,
1C3syn17-2, 1C3syn20-2 y 1C3syn21-2 se obtuvieron previamente por pasajes

sucesivos del virus con concentraciones crecientes del CGN 1C3 (Carlucci y col.,

2002).

4.5.2. Obtencién de las suspensiones virales

Los stocks virales se prepararon infectando monocapas de células Vero
con una multiplicidad de infeccién (m.i.) de 0,1. Se dej6 adsorber durante 1 h a
37°C, luego se retir6 el in6culo y se cubrieron las células con MM fresco. 24 hs
p-i., se lisaron las monocapas celulares mediante dos ciclos de congelamiento y
descongelamiento a fin de liberar al medio las particulas virales intracelulares.
Se eliminaron los restos celulares por centrifugacién durante 15 min a 1000 rpm

y se almaceno el sobrenadante a -70°C hasta su posterior uso.

4.5.3. Titulacion viral

La titulacion de los stocks virales se llevé a cabo empleando el método de
unidades formadoras de placas (UFP). Para ello, se crecieron monocapas de
células Vero en placas de 24 pocillos y se infectaron con 100 pl de diluciones
seriadas al décimo del stock viral. Se dejé adsorber durante 1 h a 37°C, se retir6
el in6culo y se cubri6é cada pocillo con 0,5 ml de MEM 2X:metilcelulosa 1,4%
(1:1). Luego de 48 hs de incubacién en estufa a 37°C con 5% CO2, se fijaron las
células durante 20 min con formol 10% y finalmente se tifieron con cristal
violeta 1%. Para obtener la concentracién del stock en UFP/ml se realiz6 la

siguiente férmula:

UFP/ml = N° promedio de placas /(dilucion x volumen de in6culo)
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4.6. Determinacion de actividad antiviral y virucida
4.6.1. Determinacién de la actividad antiviral: reduccién del namero de placas

Se infectaron monocapas de células Vero crecidas en 24 pocillos con 80
UFP/pocillo de HSV-1 en ausencia o presencia de diluciones seriadas al medio
del CGN sulfatado 1 o heparina. Cada dilucién fue ensayada por duplicado.
Luego, de 1 h de adsorciéon a 37°C, se descart6 el indculo, y se cubrieron las
células con MEM 2X:metilcelulosa 1,4% (1:1). Luego de 2 dias de incubacién a
37°C, se procedi6 a contar las placas previa fijacién con formol y tincién con
cristal violeta. La concentracién inhibitoria 50% (Cls0) se definié como la
concentraciéon del compuesto requerida para reducir el namero de placas en un

50% respecto del control viral sin tratamiento.

Para calcular la concentracion inhibitoria 50 (Clso) a partir de los
resultados obtenidos para la actividad antiviral, se seleccionaron las 2
concentraciones que contenian un ntimero de placas cercano al 50% del control
viral (la menor concentracién y la mayor) y por extrapolacion se obtuvo el valor

tinal a través de la siguiente férmula:

log ClIso = [(50%- m%]I)/ (M%I- m%]I)] x (log MC- log mc) + log mC

Donde: m%]I corresponde al menor porcentaje de inhibicién
M?%]I corresponde al mayor porcentaje de inhibicion
MC corresponde a la mayor concentraciéon

mc corresponde a la menor concentraciéon

4.6.2. Determinacion de la actividad virucida

La actividad virucida fue expresada como concentraciéon virucida 50
(CVs0). Para calcular la CVsp, una suspension de HSV-1 KOS conteniendo
aproximadamente 4x10¢ UFP se incubé durante 1 h 30 min en bafio a 37°C en
presencia de igual volumen de diluciones seriadas al medio de los compuestos.
Como control se incubd la suspension viral, en las mismas condiciones, con
igual volumen de MM. Luego se realizaron diluciones seriadas al décimo de las

distintas mezclas hasta calcular 80 UFP totales, aprox. y se titularon por UFP en
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células Vero. La concentracion virucida 50% (CVsp) se defini6 como la
concentraciéon del compuesto requerida para bloquear el virus en suspension en

un 50% respecto del control viral sin tratamiento.

Para calcular la concentracion virucida 50 (CVs) a partir de los
resultados obtenidos para la actividad virucida, se seleccionaron las 2
concentraciones que contenian un nimero de placas cercano al 50% del control
viral (la menor concentracién y la mayor) y por extrapolacién se obtuvo el valor

tinal a través de la siguiente férmula:

log CVso = [(50%- m%]I)/( M%I- m%I)] x (log MC- log mc) + log mC

Donde: m %] corresponde al menor porcentaje de inhibicién
M?%]I corresponde al mayor porcentaje de inhibicion
MC corresponde a la mayor concentracién

mc corresponde a la menor concentraciéon

4.7. Obtencién de variantes y clonacién
4.7.1. Obtencién de variantes de HSV-1

Se realizaron pasajes sucesivos de HSV-1 KOS (m.i. 0,1) en monocapas de
células Vero en presencia de concentraciones crecientes del CGN 1 o heparina,
presentes durante y después de la infecciéon. Se comenzé con una concentraciéon
inicial diez veces menor que su respectiva Cls y se superé dicho valor por més
de 100 veces hacia los ultimos pasajes. Las células se incubaron durante un
periodo de 24 a 72 hs p.i.,, hasta que las monocapas manifestaban una accién
citopética (ACP) de un 90% aproximadamente, momento en el que se procedioé
a lisar las células con dos ciclos de congelamiento y descongelamiento. Con el
tin de eliminar los restos celulares, se centrifug6 el lisado celular durante 15 min
a 1000 rpm y se conservo el sobrenadante a -70°C. En cada pasaje se registraron
las caracteristicas del efecto citopatico y el titulo utilizando el método de
reduccién de placas. En forma similar se realizaron pasajes sucesivos de HSV-1
en presencia de ACV. Como control se realizaron pasajes sucesivos de HSV-1

KOS en ausencia de compuesto.
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4.7.2. Clonacién de pasajes virales

A fin de obtener una poblacién viral homogénea se clonaron los pasajes
seleccionados infectando monocapas de células Vero en microplacas de 6
pocillos con 15 a 30 UFP en cada uno. Luego de 1 h de adsorcién, se retir6 el
indculo y se cubrié con agarosa 1,2% fundida: MEM 2X en partes iguales (1:1).
Las microplacas se incubaron durante 2 a 4 dias a 37°C en presencia de 5% CO»
y se incorporé rojo neutro 2% mezclado con medio agarosa 1,2% y MEM 2X en
partes iguales. Luego de una incubacién de 2 hs a 37°C protegida de la luz con
papel metalico, se procedi6 a picar los clones aislados y se diluyeron en MM.
Finalmente se los someti6 a una vigorosa agitacion y a dos ciclos de

congelamiento y descongelamiento.

Para la amplificacién de los clones se infectaron células Vero con cada
clon seleccionado, después de la adsorcion de 1 h a 37°C, se descarté el indculo
y se cubrié con MM, y se incub6 entre 24 a 48 hs, hasta desarrollo de ACP en
80% de la monocapa. Posteriormente se procedié a realizar dos ciclos
congelamiento y descongelamiento, se retiraron los restos celulares por
centrifugaciéon durante 15 min a 1000 rpm y los sobrenadantes se conservaron a
-70°C. Se determiné el titulo de cada clon amplificado por el método de

formacién de placas.

4.7.3. Efecto citopatico por tincion de Giemsa

Se infectaron monocapas de las células en estudio crecidas sobre
cubreobjetos con m.i. 1y 0,1 UFP/célula de cada virus y variante viral. Luego
de 1 h a 37°C se retir6 el inéculo y se cubrié con MM. A las 24 y 48 hs p.i. se
hicieron 2 lavados con PBS, se fijaron las células con metanol frio y se tifieron
con una solucién de Giemsa diluida en HxO (d) 5% PBS. Luego de 15 minutos,
se lavaron las monocapas con HxO (d) 5% PBS y se montaron sobre

portaobjetos.

49



Materiales y Métodos

4.8. Analisis de citoquinas por PCR y ELISA

Se crecieron monocapas de la linea celular RAW 267.4 y macroéfagos
peritoneales en presencia de RPMI 10% SFB. Estas fueron infectadas con HSV-1
F, 1C3syn14-1 y 1C3syn17-2 a una m.i. de 10. Cumplida la hora de incubacién,
se retir6 el inéculo y se agregé medio RPMI 10% SFB. Como control positivo de
estimulaciéon se utilizé LPS (1pg/ml). A las 2, 4, 6, 8 y 10 hs p.i., se cosecharon
los sobrenadantes para ser analizados mediante la técnica de ELISA y luego de
dos lavados con PBS y se cosecharon las monocapas con 0,5ml de Trizol
(Invitrogen). Todas las muestras fueron conservadas a -70°C hasta el momento

de su procesamiento.

4.8.1. Cuantificacion de citoquinas

Las citoquinas pro-inflamatorias IL-6 y TNF-a, y anti-inflamatoria IL-10
se determinaron en los sobrenadantes por el método ELISA (BD Biosciences

OptEIA™), segtin instrucciones provistas.

Se infectaron células (Macréfagos IP y células RAW 264.7) crecidas en
placas de 6 pocillos con HSV-1 cepa F y sus dos variantes virales (m.i. 10) como
se describi6 anteriormente. Como control negativo se utiliz6 un cultivo celular
con MM y como control positivo un tratamiento con LPS. Cada ensayo se
realiz6 por triplicado. Las placas fueron leidas en un lector de ELISA (Bioteck
ELX808IU) a 450 nm y la concentracién de proteinas se determiné empleando
una curva de calibracion. La cuantificaciéon de citoquinas se realiz6 por

duplicado.

4.8.2. RT-PCR
4.8.2.1. Extraccion de ARN

Se cosecharon las monocapas celulares con 0,5 ml de Trizol, luego de 3
lavados previos con PBS estéril. Se agregaron 250 pl de cloroformo y a la fase

acuosa rescatada se le agregd 1 vol de isopropanol. Finalmente, el pellet

50



Materiales y Métodos

obtenido por centrifugacion, fue lavado con alcohol 75%, secado en el
condensador durante 10 min y luego fue resuspendido en 50 ul de agua

bidestilada estéril.

4.8.2.2. Sintesis de ADNc

El ARN extraido fue utilizado para la sintesis de ADNc. Para ello, 2 pg de
ARN fueron adicionados a 2 pg de primers aleatorios (Promega, USA) y se llevo
a un volumen final de 10 pl con agua bidestilada. Se incub6 la mezcla durante 5
min a 70° C y otros 5 min en hielo y se le agregé la mezcla de reacciéon que
contenia: transcriptasa ImProm-II (Promega), buffer de reaccion 5x, 1 pl de
RNasin (Promega, USA) y los cuatro dNTP 10 mM. Esta mezcla final fue
llevada a un volumen de 10 pl con agua libre de RNAsas y los 20 pl resultantes
fueron incubados durante 5 min a temperatura ambiente (periodo de
annealing), 1 h a 42°C, tiempo durante el cual se lleva a cabo la sintesis de

ADNc y una incubacién final a 70°C durante 15 min.

4.8.2.3. Desarrollo de 1a PCR

El ADNc fue amplificado por PCR utilizando los siguientes set de

primers:
Primer Sentido (5"— 3) Antisentido (5"— 3")
IL-6 TTCTGGAGTACCATAGCTAC AGTTCTTCGTAGAGAACAAC
TNF-a | TTCTGTCTACTGAACTTCGGGGTGATCGGTCC | GTATGAGATAGCAAATCGGCTGACGGTGTGGG
B-Actina GAGACCTTCAACACCCCAGCC GAGACCTTCAACACCCCAGCC

La PCR se llevé acabo con una incubacién inicial a 94°C durante 10 min
seguido por 35 ciclos de 1 min a 94°C, 1 min a 60°C y 1 min a 72°C y una
incubacién final durante 10 min a 72°C. Los productos fueron sembrados en gel
de agarosa 1,5% conteniendo Bromuro de etidio. Las condiciones de corrida
fueron a 100V durante 1 h. El andlisis de la transcripciéon de citoquinas se

realiz6 por duplicado.
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4.9. Analisis de las poblaciones celulares en pulmoén de ratones infectados
4.9.1. Obtencién del homogenato de pulmén

Se infectaron ratones BALB/c de 6 a 8 semanas, por via intranasal con 20
pl de HSV-1 F o las variantes 1C3synl14-1 y 1C3synl7-2 (1x10°> UFP/rat6n).
Como control negativo se emplearon animales tratados con PBS. Al dia3y 5 p.i.
se extrajeron los pulmones para llevar a cabo el andlisis por citometria de flujo.
Para ello, se colocaron los pulmones en cajas de petri y se disgregaron en
presencia de RPMI-colagenasa 2X (Sigma) y RPMI-Dnasa 2X (Sigma) en partes
iguales. Luego, se trasvasd el homogenato a un tubo y se incubd a 37°C
vortexeando con intervalos de 10 min. Al cabo de 30 min, se centrifugé durante
7 min a 1100 rpm y el pellet fue resuspendido en RPMI. La suspension fue
tiltrada por malla de 40 pm (BD Falcon) con 20 ml de RPMI y se centrifugo
nuevamente durante 7 min a 1100 rpm. Luego del tratamiento con buffer de
lisis (500 pl de CINH4 1,66%) el pellet fue resuspendido en 5 ml de RPMI y se
llevé a cabo otra centrifugacién en las mismas condiciones. Las células se
contaron en camara de Neubauer obteniéndose aproximadamente 1x107 células
totales. Finalmente, las muestras fueron fijadas en paraformaldehido 4%

durante 15 min y luego en 0,5% a fin de conservarlas a 4°C hasta su marcacién.

4.9.2. Marcacion de las muestras

Con el fin de estudiar la poblacién celular de los pulmones infectados se
utilizaron los siguientes anticuerpos conjugados: Rata Anti-Ratéon CD11b-FITC,
control de isotipo x Rata IgG2b-FITC, Ratéon Anti-Ratén NK-1.1-APC, control de
isotipo x Raton IgG2a-APC, Hamster Anti-Raton CD28-PE, control de isotipo A1
Hamster- PE (BD Pharmingen).

Cada tratamiento fue marcado con los 3 anticuerpos y ademés con una
combinacién de los anticuerpos NK1.1-APC y CD28-PE. Como controles, se
hicieron también células sin marcar, control de isotipo para cada anticuerpo y

combinacion de isotipos de NK1.1-APC y CD28-PE.
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Para la marcacion, se llevd a volumen con PBS cada tratamiento y se
repartieron 100 pl a cada tubo. Las suspensiones fueron centrifugadas durante 7
min a 1100 rpm y se resuspendio el pellet en 50 pl de suero normal de ratén
inactivado 10% en PBS. Luego de 45 min de incubacién a temperatura
ambiente, se agregaron 1,5 ug del anticuerpo o isotipo correspondiente. Se
incub6 a temperatura ambiente resguardado de la luz. Una vez concluida la
hora de incubacién se hizo un lavado con 1ml de PBS, se centrifugé a las
mismas condiciones y se fijaron en 100 pl de paraformaldehido 1%. Las
muestras fueron leidas en citémetro de flujo (BD Biosciences) y analizadas con

el programa winmdi 2.9.

4.10. Secuenciacion de la Timidina Quinasa y de la ADN polimerasa
4.10.1. Extraccién de ADN

Con el fin de secuenciar las enzimas virales TQ y ADN pol, se infectaron
células Vero con la cepa parental F y sus variantes 1C3syn14-1, 1C3syn17-2,
1C3syn20-2 y 1C3syn21-2 a una m.i. de 1. Lo mismo se realiz6 con la cepa KOS
y sus variantes H17-5, H17-16, I16-6 e 116-11. Al obtener entre un 80 y 90% de
efecto citopético se coseché la monocapa para llevar a cabo la extracciéon de
ADN total utilizando el QIAMP DNA mini KIT (Qiagen) segun las
instrucciones indicadas. Brevemente, las células se cosecharon con tripsina y se
lisaron con proteinasa K y buffer de lisis. Luego de la precipitacion del ADN
con etanol (96-100%), se procedi6 a extraer el ADN mediante el uso de distintos
buffers de lavado y finalmente eluido con el buffer correspondiente. Las

muestras se conservaron a -20°C hasta su uso.
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4.10.2. Amplificacion por PCR

El ADN fue amplificado mediante la técnica de PCR con la enzima
Platinum Pfx DNA Polymerase (Invitrogen) ya que el fragmento de interés
tiene un tamafio aproximado de 1000 pb y el genoma de HSV presenta un alto
porcentaje de GC. Para ello, se agreg6é 5 pl de ADN en 45 pl de una mezcla
conteniendo: Buffer 10X, Enhancer 10X, MgSOs 50mM, Primers 50 ptM, ADN
polimerasa Pfx y agua libre de nucleasas (Biodynamics) para llevar a volumen.
La amplificacion se realizé con una incubacion inicial de 5 min a 90°C, seguido
de 35 ciclos de 95°C 1 min, 61°C 30 seg, 72°C 1 min 30 seg y finalmente una

ultima incubacién a 72°C durante 10 min.

Los primers utilizados para las secuencias fueron:

Primers utilizados para la secuenciacién de la TQ

Primer Sentido (5"— 3) Antisentido (5"— 3")

TQ TGG CGT GAA ACT CCC GCA CCT TCTGICTITTTATIGCCGTCAT
TQO02 GAT GACTTA CTG GGC GGG TGC TGG GTT GCT CTG GGG CTC GGC ACC
TQO03 AGG CCG TGC TGG CGT TCG TGG TAG CAC AGG AGG GCG GCG ATG G
TQO04 GACACGTTATTIT ACCCTGTTT CG AGG GCC ACC AGC AGTTGC GTG G

Primers utilizados para la secuenciacion de la ADN polimerasa

Primer Sentido (5"— 3) Antisentido (5"— 3")
HSV POL CATTCC CCT CTT TAG GGG TTC G CAG RAG CGT GAT GACGGT CC
(N-terminal) CAC GTG TAC GAC ATC CTG G CAG TTA AAC TCG ACG TCG
GTC GAG TTT AACTGY ACG CGT ACA TGT CGA TGT TCA CC
CGC AGC AAG ATM AAG GTG AACG GGT ACA GGCTGG CAA AGT C
HSV P.OL CCA GAA GGG CTT YAT YCT GC GAG CGG ATCTGCTTT CGC ATG G
(Medio) GACTAC CTG GAG ATCGAG G GGT GAA CGT YTT TTC GCA CTC
GAT GGG GAG CCA CAT CTCG GGA CAA AGT CCT GGA TGT CCC TG
HSV POL CTG CTG TTT TAC GAC GAT ACC CAT GCT GRTA CGT CAT CTT CC
(C-terminal) CAA GCT GCT GGT GTCCGA G GTG SGA GAA GTA ATAGTCC
Primers utilizados para la secuenciacion de la Glicoproteina D
Primer Sentido (5"— 3) Antisentido (5"— 3")
gD GGAGTTGTTCGGTCATAAGCTTCAGC | TTAAGGTCCCATCCCAACCCTGCAGACC
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4.10.3. Purificacion de los fragmentos amplificados

Los productos amplificados fueron sembrados en gel de agarosa 1% con
bromuro de etidio y se corrieron durante 1 h a 100 V. Dado que el ADN a
purificar no puede ser irradiado con UV, ya que este sufriria alteraciones, se
sembro un pequenio volumen (5 pl) de cada muestra en calles paralelas y estas
si fueron irradiadas y utilizadas como guia para ubicar cada una de las bandas.
Una vez marcadas, se recortaron del gel las bandas a purificar sin irradiar. Estos
fragmentos fueron luego purificados utilizando el kit Wizard SV Gel and PCR
Clean-up System (Promega). Este kit permiti6 disolver el gel de la banda y
luego purificar el ADN por centrifugacion de columnas. Finalmente el producto
de amplificacién fue eluido con 30 pl de agua libre de nucleasas y se conservoé a

-20°C hasta su uso.

4.10.4. A-tailing y ligacion al vector pGEM-T easy

Con el fin de ligar los productos purificados al vector utilizado para la
clonacion pGEM-T Easy Vector System I (Promega), se incub6 el producto
purificado durante 30 min a 70°C con Buffer 10X, CIMg 25mM, dATP 2mM y la
enzima ADN polimerasa Gotaq (Promega). Una vez realizado el A-tailing se
procedié a la ligacion al vector en presencia de buffer de ligaciéon 2X, vector
pGEM (50ng), productos de PCR, ADN ligasa T4 y agua libre de nucleasas para
llevar a volumen final. La incubacién se realizé6 a 4°C durante toda la noche

para obtener mayor eficiencia.

4.10.5. Transformacién de células competentes JM109

Se descongelaron las células JM109 (Promega) en hielo, y a 100 pl se le
agregaron 10 pl del producto de ligacién. Se incubaron en hielo durante 30 min
a fin de que los insertos puedan ingresar en las bacterias y luego se les dio un
heat-shock de 42°C por 2 min y en hielo por 2 min para permitir que recuperen

sus membranas. Se agregaron 800 pl caldo LB y se incubaron en bafio himedo
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con agitaciéon durante 2 hs a 37°C. La suspension fue finalmente sembrada en
placas de agar LB que contenian ampicilina, IPTG (100mM) y X-gal (50mg/ml).
Las placas sembradas se dejaron crecer durante toda la noche a 37°C. Dichas
células estan preparadas para transformarse por insercion del ADN en el gen de
la B-galactosidasa (B-gal). Por ello, las células no transformadas poseen el gen
de B-gal intacto, metabolizan el X-gal y las colonias generadas son de color azul.
Las colonias incapaces de metabolizar el X-gal (colonias de color blanco) fueron

indicadoras de la posible presencia del inserto de interés en el vector.

4.10.6. Colony PCR y amplificacion de bacterias transformadas

Con el fin de confirmar la presencia del inserto de interés en el vector
presente en las bacterias transformadas, se seleccionaron diez colonias blancas
por cada gen a analizar y fueron amplificadas por PCR. Como control negativo,
se eligieron dos colonias azules. La PCR se realiz6 en presencia de ADN
polimerasa Gotaq y siguiendo el mismo programa de ciclado detallado en el
item 2. De las colonias que dieron positivas para el inserto, se eligieron 3, se
inocularon en caldo LB conteniendo ampicilina y se incubaron durante toda la

noche a 37°C en bafio hiimedo con agitacion.

4.10.7. Minipreps

Con el objetivo de obtener los vectores transformados se llevaron a cabo
las minipreps utilizando el kit Wizard Plus SV Minipreps DNA Purification
System (Promega) de acuerdo a sus instrucciones. En una primera etapa se
produjo el lisado utlizando buffer de lisis y proteinas alcalinas. Luego, se
decant¢ el lisado por columna y se aisl6 el plasmido. Finalmente, se realiz6 el
lavado del plasmido aislado y se eluy6 de la columna con 70 pl de agua libre de

nucleasas.
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4.10.8. Secuenciacion

Las concentraciones de los plasmidos fueron medidas mediante el uso de
un fluorémetro Qubit (Invitrogen) y se hicieron las diluciones correspondientes
para alcanzar una concentracion final de 100ng/pl para cada uno. Las muestras
fueron secuenciadas por el Servicio de Secuenciacion y Genotipificado ofrecido
por el Departamento de Ecologia, Genética y Evolucién de la Facultad de
Ciencias Exactas y Naturales, UBA, por el Servicio del Hospital Ricardo
Gutiérrez en colaboraciéon con la Dra. Paola Barrero, y Macrogen (Korea). Los
resultados obtenidos fueron analizados con los programas DNAbaser 3.5.4.2 y

DNAMAN 4.15.

4.11. Efecto de la ciclosporina A y melitina

Con el fin de establecer en forma preliminar posibles mutaciones en gB,
gK o UL24, genes responsables del fenotipo syn en las variantes de HSV-1, se
utilizaron dos inhibidores de la formaciéon de syn inducidos por HSV, la
ciclosporina A y la melitina (Walev 1. y col.,, 1994). Para ello, se infectaron
monocapas de células Vero confluentes crecidas en placas de 6 pocillos con 80-
100 UFP/pocillo. Luego de 1 h a 37°C, se retir6 el in6culo y se cubrié con MEM
2X:metilcelulosa en partes iguales conteniendo ciclosporina A o melitina, 25 uM
y 1 uM respectivamente. Luego de 48 hs de incubacion a 37°C, se cuantificaron
las placas virales y se determiné el porcentaje de placas no syn. Los ensayos

fueron realizados por duplicado.

4.12. Estudio de la virulencia de HSV-1 (F) y sus variantes virales

Con el objetivo de esclarecer la patologia diferenciada observada en una
infeccién intranasal con HSV-1 F, 1C3syn14-1 y 1C3synl7-2 se procedi6 a
analizar la liberacién de citoquinas y la replicacion en los tejidos susceptibles.
Para ello se infectaron ratones BALB/c de 6 a 8 semanas por via intranasal con

1x10° de UFP total y como control negativo se inocularon con PBS. Se utilizaron
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8 ratones por grupo y 4 para control. A las 24 y 72 hs p.i. se realizaron lavados
vaginales y bronquioalveolares en 2 animales y se sacrificaron otros dos para la
extraccion del pulmoén y Gtero-vagina con el fin de realizar la titulacion viral en

dichos 6rganos.

4.12.1. Lavados vaginales

Los lavados vaginales se realizaron en los ratones BALB/c. Se utilizaron
100 pl de PBS por lavado, se recolectaron los lavados de 2 animales por grupo y
se guardaron a -80°C. Se hizo un pool de los lavados recogidos, se centrifugoé a
2700 rpm durante 5 min y se utilizé para la determinacion del titulo viral por

plaqueo directo.

4.12.2. Lavados bronquioalveolares

Luego de realizar los lavados vaginales, los ratones fueron anestesiados
con 20 U de Ketamina/ Xilacina (4:1). Una vez que hizo efecto la anestesia, se les
abri6 la piel desde el térax y se ablacioné la tiroides. Luego, se expuso la
trdquea, se evulciond para separarla del esdfago y se realiz6 una incisiéon entre
los anillos traqueales apenas del didmetro del capilar de una micropipeta
pasteur (1 ml) utilizada para llevar a cabo los lavados. Se hicieron 3 lavados con
1 ml cada uno de solucién fisiologica. Cada lavado consté de 3 repeticiones de
liberacién y recuperacion de la suspensiéon manteniéndose siempre en hielo. El
volumen recuperado fue centrifugado durante 8 min a 2700 rpm y se guardo¢ el

sobrenadante a -80°C hasta el momento de su procesamiento.

Posteriormente, se realiz6 una observacion al microscopio de una
muestra de la suspension recuperada. En ella, se encontré un alto porcentaje de
macrofagos alveolares (90% aproximadamente). También se observé la
presencia de hematies, unos pocos leucocitos y algunas células epiteliales. El

alto namero de macrofagos confirmé que el lavado obtenido era alveolar.
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La concentraciéon de IL-6, TNF-a e IL-10 en los BAL, se cuantifico a través

de la técnica de ELISA.

4.12.3. Extraccion y titulacion de 6rganos

A los dias 1 y 3 p.i. se sacrificaron dos ratones de cada grupo, a los que
no se le realizaron los lavados, para la obtencién de érganos (pulmoén y el atero-
vagina). Se colocaron los 6rganos en PBS (10% Peso/volumen con 5% SFB), se
pesaron y prepararon homogenatos de cada 6rgano por disgregacién mecanica.
Se centrifugaron las muestras por 5 min a 10.000 g y los sobrenadantes fueron

utilizados para calcular el titulo viral/ gr de 6érgano por UFP.

4.13. Cortes histologicos

Se infectaron hembras BALB/c de 6 a 8 semanas de vida por via
intranasal con 1x10° UFP/animal de cada virus HSV-1 F, 1C3syn4-1 y
1C3syn17-2. Al cabo de los dias 2 y 5 p.i. fueron sacrificados dos ratones de
cada grupo para la obtencién de érganos (cerebro, pulmén y vagina-ttero). Se
fijaron los ¢rganos con formaldehido al 4% y soluciéon de Bouin (4cido
picrico:formaldehido:acido acético en proporcion 15:5:1) durante 18 hs.
Transcurrido ese tiempo los 6rganos se conservaron en alcohol 70° hasta el
momento de su procesamiento. Las piezas se deshidrataron utilizando
graduaciones crecientes de alcohol etilico (80°-90°-96°). A fin de poder incluir el
material en Paraplast (punto de fusion 56°-58°) se sumergieron las piezas en
alcohol butilico (solvente intermediario) que es miscible en alcohol y en el
medio de inclusion. Las muestras se transfirieron posteriormente a una soluciéon
50:50 de alcohol butilico-Paraplast liquido, conservada en la estufa por 2 h.
Finalmente se procedié6 a la impregnacion definitiva de los 6érganos con
Paraplast puro. Antes de la solidificacion de las piezas se procedié a la
orientacién de las mismas con el fin de obtener cortes sagitales para los 6rganos
del sistema nervioso y cortes longitudinales para el pulmén. Se obtuvieron

cortes de 6 pm de espesor con un micrétomo de deslizamiento, los cuales

59



Materiales y Métodos

fueron montados en portaobjetos previamente embebidos en albimina de
Mayer para su posterior tincién con la coloracion topogréfica hematoxilina-
eosina. Cinco cortes representativos de cada 6rgano fueron examinados al
microscopio (Olympus BX51) con el fin de observar y definir la histopatologia y
la presencia de infiltrados inflamatorios. Las imagenes fueron recolectadas

utilizando el software Image-Pro Express.

4.14. Deteccion de moléculas de adhesion por citometria de flujo

Se prepararon monocapas de células endoteliales 1G11 y se infectaron
con una m.i. de 1y 0,1 con la cepa F y las variantes 1C3syn14-1 y 1C3syn17-2. A
las 18 hs p.i. se cosecharon los sobrenadantes para titular y las células fueron
levantadas con EDTA vy cuantificadas en cdmara de Neubauer a fin de colocar
5x105 células por tubo. Posteriormente, se realiz6 un bloqueo con solucién de
suero normal de cabra 10% en PBS durante 30 min y se agregaron
sobrenadantes condicionados de hibridomas como fuente de anticuerpos contra
I-CAM (Molécula de Adhesion Intracelular) y V-CAM (Molécula de Adhesion
Vascular Celular). La marcacion se incub6 durante 2 hs a temperatura ambiente
y se lavé con PBS. Luego, se agrego el anticuerpo secundario Cabra-anti-Rata-
Alexa 647 (Invitrogen) y se llevé a cabo una nueva incubacién durante 2 hs a
temperatura ambiente. Finalmente, las células fueron lavadas con PBS y fijadas

con paraformaldehido 2% hasta su lectura por citometria de flujo.

4.15. Estudio in vivo de la virulencia de HSV-1 (KOS) y sus variantes virales

Con el objetivo de estudiar la patogenicidad en ratones de las variantes
virales respecto de la cepa parental, se realizaron estudios mediante infecciones

intravaginales e intranasales.
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4.15.1. Infeccién intravaginal

Se trataron hembras BALB/c de 8 a 10 semanas de edad por via
subcutdnea con 50 pl de acetato de medroxiprogesterona, 25mg/ml en PBS
(Medrosterona, Gador, Argentina), para incrementar la susceptibilidad de los
ratones a la infecciéon con HSV sincronizando sus ciclos hormonales (Bourne N.
y col., 1999; Zacharopoulos V.R. y Phillips D.M., 1997). A los 5 dias post-
tratamiento se infectaron por via intravaginal con 20 pl de 1x10°® UFP de las
variantes y el control viral. Paralelamente se infectaron monocapas de células
Vero para determinar el titulo de las cepas empleadas. Se emplearon grupos de
5 animales por tratamiento utilizando como control ratones inoculados con PBS
estéril. Al dia 1, 2 y 3 p.i. se cosecharon lavados vaginales con 100 pl de PBS
estéril. Los lavados del dia 1 y 3 p.i. se utilizaron para cuantificar citoquinas por
ELISA y el del dia 2 p.i. para titulacién por método de formacion de placas. Los
animales fueron observados durante 21 dias y se sigui6 la evolucién de la

morbilidad y mortalidad de los animales inoculados.

4.15.2. Infeccidon intranasal

Ratones hembras BALB/c de 6 a 8 semanas de edad separadas en grupos
de 5 animales fueron anestesiadas por inyeccién intraperitoneal con 2 mg de
ketamina (Ketalar, Parke Davis, Argentina) y 0,04 mg Xilacina (Rompun,
Mosby, Argentina) en 0,1 ml de PBS. Luego los animales se infectaron
colocando 20 pl (10 pl en cada narina) de los virus (1x10¢ UFP). Como control

negativo se empleo ratones tratados con PBS.

Se observ6 la morbilidad y mortalidad de los animales diariamente
durante 2 semanas. Se utiliz6 la siguiente clasificaciéon: 0) infeccién inaparente;
1) pelos erizados; 2) ojos irritados; 3) lesiones y/o encorvado; 4) disfunciones
neurologicas (paralisis patas traseras); 5) insensible (no responde). Los animales

que mostraron niveles 4-5 fueron sacrificados.

Todos los procedimientos de manipulacién y cuidados de animales se

realizaron en conformidad con las leyes y politicas nacionales e internacionales
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(Regulacion para el cuidado y el uso de animales de laboratorio, Facultad de
Ciencias Exactas y Naturales, Buenos Aires, Argentina, aprobado por CD
140/00, y el Departamento de salud y Servicio humano, Public Health Service,
NIH, 2002).
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5. RESULTADOS

Capitulo 1: Seleccidn v caracterizacion de variantes de HSV-1 cepa KOS

En la actualidad, la aparicién de poblaciones virales de HSV resistentes a
los antivirales de uso comtn, como ACV o PFA, genera un problema para el
tratamiento de la enfermedad. Las terapias antivirales basadas en polisacaridos
sulfatados como los CGNs representan una nueva alternativa para el
tratamiento de la infeccion herpética. Desde hace afios en nuestro laboratorio se
viene trabajando en la obtencién de variantes virales del virus HSV bajo presion
de seleccion con diferentes CGNs a fin de utilizarlas como herramientas para el

estudio de las infecciones herpéticas.

La técnica de obtencién de variantes se basa en la realizacion de pasajes
sucesivos del virus en presencia de concentraciones crecientes del CGN en
estudio (Fig. 6). Cada pasaje contiene una poblacién modificada del virus ya
que la presencia del polisacarido ejerceria una presion de seleccion sobre las

particulas virales.

Concentracion del oo lisacaride

Figura 6: [lustracion de la técnica de pasajes sucesivos del virus en presencia de
concentraciones crecientes del polisacarido sulfatado.

El primer CGN empleado fue el 1C3, CGN p-v, obtenido a partir del alga
roja Gigartinia skottbergii que se utilizé sobre la cepa F de HSV-1 (HSV-1 F) de la

cual se aislaron dos clones denominados 1C3syn14-1 y 1C3syn17-2.

En el presente trabajo se obtuvieron nuevas variantes virales, a partir de

la cepa KOS de HSV-1 (HSV-1 KOS) en presencia del CGN-1 y de la heparina.
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5.1. Seleccion de variantes virales de HSV-1 cepa KOS

Para continuar con el estudio del efecto del tratamiento prolongado con
un CGN, se realizaron pasajes HSV-1 KOS sobre células Vero, en presencia de
concentraciones crecientes del CGN-1 y de heparina como se describe en
Materiales y Métodos. El CGN-1 forma parte de la estructura quimica de 1C3.
Cuando este CGN v/ se cicla se obtienen las estructuras 1y x (Fig. 7). Por otro
lado, la heparina fue utilizada como polisacarido sulfatado control ya que su
estructura es andloga a la del HS que se encuentra presente y ampliamente
distribuida en el organismo del huésped. Se excluy6 el empleo de HS por escasa
cantidad disponible, variada estructura (macromoléculas muy heterogéneas) y

el elevado costo de su adquisicion.

‘0380
CH,OH Carragenano p: R=H
) Carragenano v : R=SOs
OH
. -n
enzimas / tratamiento alcalino
‘0580 CH,OH 0] Carragenano x: R=H
-- C : R=505
o) -0 o- arragenano t 3
<< o)
OH OR

- =-n

Figura 7. Estructura quimica de los CGN p-v/ 1- x. El CGN 1C3 es un hibrido
/v parcialmente ciclado. Las variantes p/v ante enzimas y/o tratamiento
alcalinos se ciclan dando origen a las estructuras correspondientes a x e 1.

Previo a la obtencion de las variantes se determiné la Clsp de HSV-1 KOS
de cada una de las drogas. Para el caso del CGN-1 el valor de Cls obtenido fue

de 0,33 pg/ml mientras que el de heparina fue 1,70 pg/ml. Una vez obtenido
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este dato se hicieron pasajes sucesivos hasta alcanzar una concentracién de los

compuestos de hasta 200 veces mayor que las Cls de la heparina y del CGN-1.

Por otro lado, con el objetivo de descartar que los compuestos acttien
inhibiendo directamente la particula viral, se definié la actividad virucida a
través de la CVsp. Dicho andlisis demostr6 que la heparina no presenta
actividad virucida y el CGN-1 present6 una CVs5o cinco veces mayor respecto de
la Clso. Por lo tanto, se pudo confirmar que este CGN ejerce un efecto virucida

moderado.

Durante el ensayo de obtenciéon de variantes se observé que al aumentar
el namero de pasajes también fue aumentando el tiempo necesario para obtener
efecto citopatico (de 24 a 80 hs, aprox.). En aquellos pasajes que tardaban 72 hs
0 mas en atacar la monocapa en un 90% o cuyo titulo habia bajado a tres
logaritmos, se realiz6 la amplificacion de éstos en células Vero a fin de obtener
un titulo mayor. Los pasajes en presencia del CGN-1 y la heparina fueron
caracterizados segun el titulo viral y el tipo de efecto citopatico (Tablas 1y 2,

respectivamente).
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CGN-1

Pasaje CF Tpo. Cosecha Titulo Efecto
# (pg/ml) (hs p.i.) (UFP/ml) Citopatico
1 0,05 32 3,60x10 7 RC
2 0,08 30 3,80x10 7 RC
3 0,13 30 4,15x107 RC
4 0,16 32 4,65x107 RC
5 0,31 28 6,70x10 7 RC
6 0,60 28 1,10x10 8 RC
7 1,20 28 1,60x10 7 RC
8 2,08 48 5,20x10 7 RC, PG
9 4,16 48 2,55x10 8 RC, PG
10 8,00 36 7,10x107 RC, PG
11 12,50 72 5,40x10 7 RC, PG
12 25,00 72 4,75x10 > RC, PG
13 35,70 72 8,73x10 © RC
14 50,00 72 1,07x10 8 RC
15 62,50 72 5,75x10 8 RC
16 71,43 72 1,69x10 8 RC

Tabla 1: Caracterizacién de los pasajes sucesivos de HSV-1 KOS en presencia de
concentraciones crecientes del CGN-1. En cada pasaje se defini6 el titulo viral y
se registro el efecto citopatico ejercido sobre las células Vero. CF: Concentracion
final de la droga. RC: Redondeamiento celular, PG: placas grandes.
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HEPARINA

Pasaje CF Tpo. Cosecha Titulo Efecto
# (ng/ml) (hs p.i.) (UFP/ml) Citopatico
1 0,50 28 3,60x10 7 RC
2 1,00 24 4,25x107 RC
3 1,20 24 2,35x107 RC
4 1,25 28 5,25x107 RC
5 1,47 28 1,00x10 8 RC
6 1,66 28 1,20x10 8 RC
7 2,77 28 8,20x10 7 RC
8 5,00 30 2,65x107 RC, CE
9 10,00 48 1,70x10 8 RC, CE
10 20,00 48 7,15x10 8 PG, CE
11 33,00 72 8,90x10 8 PG, R
12 66,70 72 9,55x10 8 PG, R
13 125,00 48 6,86x10 8 PG, R
14 250,00 48 8,95x10 8 PG, Syn
15 312,51 48 8,11x108 PG, Syn
16 338,30 48 7,15x10 8 PG, Syn
17 400,00 48 7,15x10 8 PG, Syn

Tabla 2: Caracterizacion de los pasajes sucesivos de HSV-1 KOS en presencia de
concentraciones crecientes de heparina. En cada pasaje se defini6 el titulo viral
y se registro el efecto citopético ejercido sobre las células Vero. CF:
Concentracion final de la droga. RC: Redondeamiento celular, CE: células
estrelladas, PG: placas grandes, Syn: sincicios, R: rosetas.

Como se observa en las Tablas 1 y 2, el virus fue cambiando su efecto
citopatico a medida que fue aumentando la concentraciéon de los compuestos en
cada pasaje. Este cambio resulté de forma gradual y variable, oscilando entre
redondeamiento celular (efecto citopatico caracteristico de HSV), rosetas
(agrupaciones celulares), placas de mayor tamafio y, en el caso de la heparina,
se alcanz6 la formacion de sincicios (formacién de células multinucleadas por

fusion de células contiguas).
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Como control interno se realizé el mismo nimero de pasajes sucesivos
de HSV-1 KOS en ausencia de droga (Tabla 3). En general, entre el pasaje 8 y 10

se comenzaron a ver efectos citopaticos diferenciados respecto del control sin

droga.
CONTROL VIRAL
Pasaje Tpo. Cosecha Titulo Efecto
# (hs p.i.) (UFP/ml) Citopatico
1 28 3,60x10 7 RC
2 24 2,50x10 7 RC
3 24 5,15x107 RC
4 24 6,10x10 7 RC
5 28 7,90x107 RC
6 28 8,70x10 7 RC
7 28 2,70x107 RC
8 28 2,55x107 RC
9 28 2,15x108 RC
10 36 5,85x10 8 RC
11 48 8,85x10 8 RC
12 30 2,15x108 RC
13 48 5,05x10 8 RC
14 48 3,87x10 8 RC
15 24 6,21x10 8 RC
16 30 7,55x10 8 RC
17 24 4,00x10 8 RC

Tabla 3: Caracterizacion de los pasajes sucesivos de HSV-1 KOS. En cada pasaje
se defini¢ el titulo viral y se registro el efecto citopatico ejercido sobre las células
Vero. CF: Concentracién final de la droga. RC: Redondeamiento celular, CE:
células estrelladas, PG: placas grandes, Syn: sincicios, R: rosetas.

Con el fin de evaluar el patrén de resistencia generada por los
compuestos seleccionados, se repiti6 el ensayo de seleccion de variantes

utilizando ACYV, el antiviral principal que se encuentra actualmente en uso para
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las infecciones herpéticas. Para ello, se utilizé6 el mismo procedimiento de
pasajes sucesivos de HSV-1 KOS en células Vero (Tabla 4). Al igual que los
compuestos anteriores, se realizé en paralelo un control viral que corresponde a

pasajes de HSV-1 KOS en ausencia del ACV, denominado KOSpc.

ACV
Pasaje CF droga Titulo Efecto
# (pg/ml) (UFP/ml) Citopatico
1 0,15 9,80x10 7 RC
2 0,30 6,80x10 7 RC
3 0,60 4,50x107 PG
4 1,25 6,20x10 7 PG
5 4,00 1,07x107 PG, R
6 9,09 1,05x10 7 PG, R

Tabla 4: Caracterizacién de los pasajes sucesivos de HSV-1 KOS en presencia de
ACV. En cada pasaje se defini6 el titulo viral y se registr6 el efecto citopatico
ejercido sobre las células Vero. CF: concentracién final del compuesto en ug/ml.
RC: Redondeamiento celular, PG: placas grandes, R: rosetas.

En el caso del ACV, la Clsp aument6é muy rapidamente ya en los primeros
pasajes y la resistencia relativa (RR) se vio incrementada notablemente llegando
a un valor de 126,5 veces mayor en el pasaje 6 respecto del pasaje inicial,

pudiendo asi apreciarse la aparicién de resistencia en escasos pasajes.

5.2. Preseleccion de clones de HSV-1 KOS

En funcién de las caracteristicas fenotipicas observadas en los pasajes y a
la mayor concentraciéon de droga sometida al virus, se seleccion6 el pasaje 16
del CGN-1 (I16) y el pasaje 17 de heparina (H17). En ambos pasajes se observan
diferencias significativas en el efecto citopatico respecto al control; I16 generé
placas de gran tamafio mientras que H17 mostr6é ser sincicial en un 40% (8

clones de 20). El control viral utilizado correspondié al pasaje 17 sin droga
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denominado KOSpcl7. A partir de dichos pasajes, se procedi6 al clonado a fin
de trabajar con poblaciones virales homogéneas. En total se aislaron 20 clones

de cada tratamiento con el CGN-1 y con la heparina.

Cada clon fue amplificado en células Vero, los correspondientes stocks
fueron titulados y se determiné el efecto citopatico que producian. Por otro
lado, se calcul6 la Clso por el método de reducciéon del namero de placas de los
clones contra el compuesto que les dio origen y contra el ACV, y ademas se
determind la RR (Tablas 5 y 6). Se consideraron cepas resistentes a aquellas que
aumentaron el valor de la Clso de 3 a 5 veces con respecto de la cepa de HSV

control susceptible a la droga.

Todos los clones del CGN-1 mostraron un efecto citopéatico caracteristico

con formacién de placas de mayor tamario respecto del control viral sin droga.
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CGN-1 pasaje 16

Cl;’“ Cif(f;;tt‘i’co Titulo (UFP/ml) | Clsplota (RR) | ClsACV (RR)
1 PG 1,15x10°9 ND ND
2 PG 2,40x10°9 1,03+0,04 3,1) | 0,73+0,03 (2,20)
3 PG 1,45x10 9 0,79 +0,01 (24) | 0,91+0,07 (2,75)
4 PG 2,40x10°9 072+03 (218) | 0,83+0,02 (2,52)
5 PG 2,07x10°9 ND ND
6 PG 1,85%x10° | 0,86+ 0,01 (261) | 047 +0,01 (1,42)
7 PG 435x10° | 0,78+0,02 (2,36) | 1,00+ 0,05 (3,03)
8 PG 1,25x10 9 0,49 +0,01 (1,5) | 0,53 +0,02 (1,60)
9 PG 130x109 | 1,00+0,02 (3,00) | 0,72 +0,06 (2,18)
10 PG 2,35x10°9 0,60+ 0,01 (1,8) | 0.87+0,02 (2,60)
11 PG 270x10° | 0,56+0,01 (1,70) | 0,65+ 0,01 (1,97)
12 PG 200x10° | 0,78+0,01 (2,38) | 1,04+0,13 (3,15)
13 PG 2,33x10°9 ND ND
14 PG 1,95x10° | 0,29+ 0,01 (0,87) | 1,06 +0,03 (3,20)
15 PG 2,96x10°9 ND ND
16 PG 320109 | 0,55+0,02 (1,67) | 044 +0,02 (1,33)
17 PG 1,78x10°9 ND ND
18 PG 3,01x10°9 ND ND
19 PG 2,80x10°9 ND ND
20 PG 2,31x10°9 ND ND

Tabla 5: Preseleccion de clones Iota. Se calcul6 el titulo viral de cada clon por
UFP y se determin¢ la Cls de los clones contra el CGN de origen (Iota) y contra
el ACV. La resistencia relativa (RR) se calculd6 como la relaciéon
Clsoclon/ Cl50KOS. PG: Placas grandes. ND: No determinado.
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HEPARINA pasaje 17

Cl#?“ Cifj;;tt‘i’co Titulo (UFP/ml) | Clso Hep. (RR) CIs0 ACV (RR)
1 Syn 2,38x10 9 ND ND
2 PG 1,06x10 8 ND ND
3 PG 1,20x10 8 ND ND
4 Syn 2,68x10 9 ND ND
5 PG 2,30x10 9 2,21+0,12 (1,30) | 0,78+ 0,01 (2,36)
6 Syn 1,87x10° ND ND
7 RC 1,47x10 ° ND ND
8 PG 2,15x10 2,40 + 0,09 (1,41) | 1,00+ 0,03 (3,03)
9 PG 1,04x10 ° 3,79+0,17 (2,22) | 0,75+ 0,02 (2,27)
10 PG 3,20x10 9 1,58+ 0,83 (0,93) | 0,75+ 0,03 (2,27)
11 PG 2,15x10 9 ND ND
12 Syn 1,23x10 9 1,36+ 0,04 (0,80) | 1,04+ 0,07 (3,15)
13 PG 1,60x10 ° 2,76 +0,07 (1,53) | 0,87 +0,03 (2,65)
14 PG 8,10x10 ° 2,97 +0,09 (1,74) | 0,94+ 0,08 (2,27)
15 Syn 2,85x10 1,58 +0,03 (0,93) | 0,82+0,10 (2,48)
16 Syn 1,43x10 2,72+0,09 (1,60) | 1,1+0,05 (3,33)
17 PG 1,34x10° ND ND
18 Syn 2,83x10 ND ND
19 PG 3,45X10 8 ND ND
20 PG 8,97X10 8 ND ND

Tabla 6: Preseleccion de clones heparina. Se calcul6 el titulo viral de cada clon
por UFP y se determiné la Clso de los clones contra la heparina y contra el ACV.
La resistencia relativa (RR) se calcul6 como la relaciéon Clsoclon/Cls0KOS. RC:
redondeamiento celular, PG: grandes placas, Syn: sincicios

5.3. Susceptibilidad de las variantes virales a distintos compuestos

Se seleccionaron 2 clones del CGN-1y 2 clones de heparina (Tabla 7), que
mostraron caracteristicas distintas de resistencia tanto al compuesto que le dio

origen como al ACV, a fin de estudiar su susceptibilidad a otros compuestos.
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Como control se analiz6 el control viral pasado 17 veces en ausencia de droga

(KOSpc17).

Como se puede observar en la tabla 7, los clones obtenidos bajo presiéon
de selecciéon con el CGN y la heparina, generaron escasa resistencia contra la
misma droga que le dio origen y contra los antivirales comerciales mas
utilizados para las infecciones por HSV, como el ACV y PFA. Sin embargo en
s6lo 6 pasajes con ACV se obtuvo una resistencia contra la misma droga de

126,52 veces mas respecto de la cepa control.

ClIso (RR)

Virus
Iota Heparina ACV PFA

HSV-1 KOS 0,33 1,7 0,33 9,79
KOSpc17 |0,53 +0,01 (1,61)[1,87 + 0,02 (1,10)| 0,47 +0,01 (1,42) [10,08 + 0,57 (1,03)
H17-5 |0,43 + 0,02 (1,30) 2,21 + 0,08 (1,30)| 0,78 +0,01 (2,36) |17,91 + 1,23 (1,83)
H17-16 0,60 + 0,01 (1,82)(2,72 + 0,09 (1,60)| 1,10 + 0,05 (3,33) | 18,40 + 0,98 (1,88)
1166 0,86+ 0,01 (2,61)|2,55+0,10 (1,50)| 0,47 + 0,01 (1,42) | 13,12+ 1,00 (1,34)
11611 | 0,56 +0,01(1,70) | 3,06 + 0,12 (1,80)| 0,65+ 0,01 (1,97) |10,96 + 0,91 (1,12)
ACVp6KOS | 0,83 + 0,01 (2,52) [ 1,87 + 0,04 (1,10) |41,73 + 10,65 (126,52) | 16,64 + 1,27 (1,70)

Tabla 7: Actividad antiviral de diferentes drogas frente a las variantes virales
seleccionadas. ACV: aciclovir, PFA: Foscarnet. RR: Resistencia relativa
Clsoclon/Cl50KOS. Los valores representan el promedio de dos experimentos
independientes + DE.

5.4. Replicaciéon y efecto citopatico de HSV-1 KOS y sus variantes virales

A fin de continuar con la caracterizaciéon de las variantes virales
obtenidas, se estudio la cinética de replicacion en las células Vero y sus efectos
citopéticos. En la figura 8 se puede observar que la cinética de replicaciéon de los
clones seleccionados se mantiene igual a la cepa parental HSV-1 KOS. Por lo
tanto, no se observaron diferencias significativas en cuanto a la cinética de

replicacion viral entre las distintas variantes y la cepa parental.
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Figura 8. Estudio de la cinética de replicacion de HSV-1 KOS y sus variantes
virales en células Vero. Se infectaron monocapas de células Vero con una m.i.
de 0,01. Se cosecharon los sobrenadantes a las 18, 24 y 48 h p.i. y se titularon

mediante el método de unidades formadoras de placas.

Finalmente en la figura 9, se detallan los diferentes efectos citopaticos

obtenidos en los clones seleccionados. Las fotos muestran el aumento de los

tamarios de las placas generados por los clones respecto a HSV-1 KOS, cepa que

le dio origen, y en particular, la formacion de sincicios observada para el clon

H17-16.
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Figura 9: Efecto citopatico de HSV-1 KOS y sus variantes en células Vero. Se
infectaron monocapas de células Vero crecidas sobre vidrio con el virus
correspondiente, a una m.i. de 1. 24 hs p.i, se fijaron con metanol frio y se
tifieron con una solucién de Giemsa. El CC corresponde a la monocapa de
células Vero sin infectar. Las fotos se observan con un aumento de 400X.
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5.5. Estudio patogénico de las variantes de HSV-1 cepa KOS

Con el objetivo de profundizar la caracterizaciéon de los nuevos clones
seleccionados, se evalud la virulencia de las variantes de HSV-1 KOS en un
modelo experimental murino. La infecciéon se realizé por las vias mucosas
intravaginal e intranasal, con el fin de reproducir las rutas naturales de entrada
del virus. Para ello, se emplearon ratones hembras de la cepa BALB/c de 7-8
semanas de vida. Luego de la infeccion se examinaron los signos de infeccion

aguda y enfermedad neurolégica de los ratones diariamente durante 21 dias.

Por via intranasal, la mortalidad fue alta a excepcién de I16-11 que
genero6 s6lo un 40% de mortalidad y ACVp6KOS con un 100% de sobrevida. No
obstante, todas las variantes alargaron levemente el tiempo de sobrevida de los

animales respecto de la cepa parental (Tabla 8).

Por otro lado, la virulencia de las variantes difiri6 notablemente de la
cepa parental HSV-1 KOS cuando se consideré la mortalidad y el tiempo de
sobrevida al ser inoculadas por via intravaginal. La infeccién con HSV-1 KOS
provocé un 100% de mortalidad y un tiempo de sobrevida de 7 dias p.i. Sin
embargo, H17-5 y H17-16 (variantes derivadas de heparina) redujeron la
mortalidad a 0% y 40%, respectivamente. Con respecto a los derivados del
CGN-, la mortalidad se redujo a 60 y 40% para 116-11 y I16-6, respectivamente.
Asimismo, la variante ACVp6KOS resulté asintomatica al reducir su virulencia
con un 0% de mortalidad (Tabla 8). En la Tabla 9, se detallan los niveles de
sintomas alcanzados por los animales que enfermaron y mostraron diferentes

porcentajes de morbilidad.
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Intravaginal BALB/c Intranasal BALB/c
Virus Morbilidad | Mortalidad | Sobrevida | Morbilidad | Mortalidad | Sobrevida
(%) (%) (dias) (%) (%) (dias)
HSV-1 KOS 100 100 71 100 80 71
H17-5 20 0 Sobrevida 80 80 10+1
H17-16 40 40 8+1 100 100 11+1
I16-6 60 60 9+1 100 100 8+1
116-11 40 40 9+1 40 40 101
ACVp6KOS 0 0 Sobrevida 0 0 Sobrevida

Tabla 8. Virulencia de variantes de HSV-1 en BALB/c. Grupo de 5 hembras
BALB/c de 7-8 semanas de vida se infectaron por via intravaginal e intranasal
con 1x10¢ UFP/animal, (in6culo: 20pl). Se registré la morbilidad y mortalidad y
se calcularon los porcentajes correspondientes en cada grupo. Los animales se
monitorearon diariamente durante tres semanas.

BALB/c
Virus Intravaginal Intranasal
HSV-1 KOS 5 4-5
H17-5 2 4
H17-16 5 4
116-6 4 3
I16-11 5 3
ACVp6KOS 0 0

Tabla 9: Sintomatologia en BALB/c. Los ratones infectados por las distintas
vias, fueron monitoreados y los sintomas registrados y clasificados de la
siguiente manera, nivel de sintomatologia: Intravaginal: 0) infeccion
inaparente; 1) leve enrojecimiento perivaginal; 2) inflamacién y enrojecimiento
perivaginal; 3) eritema severo con caida de pelo en el area genital; 4) ulceraciéon
severa genital extendiéndose a otros tejidos (patas traseras); 5) enfermedad
neuroldgica. Intranasal: 0) infeccién inaparente; 1) pelos erizados; 2) ojos
irritados; 3) lesiones y/o encorvado; 4) disfunciones neurolégicas (paralisis
patas traseras); 5) Insensible (no responde). Para ambos casos los animales en
nivel 5 fueron sacrificados.

En base a estos resultados, se pudo concluir que todos los clones

infectados por via intravaginal redujeron su virulencia y provocaron un retraso
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en el dia de muerte de los ratones al compararlos con la cepa parental HSV-1
KOS. A fin de analizar si estas diferencias se deben a una capacidad replicativa
distinta, se llevé a cabo una titulacion de lavados vaginales. Para ello, los
lavados fueron cosechados a las 48 h y titulados. Como se puede observar en la
tigura 10, a pesar de las diferencias observadas en los porcentajes de mortalidad
y morbilidad, se detectaron niveles similares de virus infectivo en los lavados

vaginales de las variantes y el control viral.
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Figura 10. Titulo viral en lavados vaginales. Se recolectaron lavados vaginales
de hembras BALB/c infectadas por via intravaginal, a las 48 hs p.i. se determiné
la carga viral por el método de UFP.

5.6. Cuantificacion de citoquinas en lavados vaginales

Dado que la patogenicidad de las variantes fue diferente entre ellas y su
cepa de origen HSV-1 KOS, a pesar de que su capacidad de replicacién fue
similar, se quiso estudiar la respuesta de las citoquinas proinflamatorias frente a
las infecciones virales. Para ello, a las 24 y 72 hs p.i. se tomaron nuevas muestras
de lavados vaginales de las hembras BALB/c infectadas por via intravaginal, a
fin de analizar la concentraciéon de IL-6 y TNF-a mediante la técnica de ELISA.
Como se puede observar en la figura 11, los grupos de animales inoculados con
las variantes presentaron en general, niveles menores de citoquinas

proinflamatorias IL-6 y TNF-a que la cepa parental KOS a las 24hs p.i.
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En las muestras de animales inoculados con HSV-1 KOS se obtuvo una
rapida respuesta de IL-6 a las 24 hs (491,9 £ 99,5 pg/ml) mientras que a las 72 hs
estos niveles se redujeron a 24,4 + 4,2 pg/ml. Sin embargo, los animales
infectados con las variantes virales no generaron una liberacion significativa de
IL-6 en ninguno de los tiempos estudios (Fig. 11). Por otro lado, la respuesta
TNF-a fue inmediata en los animales infectados con la variante 116-11 (Fig. 11)
que demostré un bajo porcentaje de mortalidad tanto por via intravaginal como

intranasal (Tabla 8).
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Figura 11: Cuantificacién de citoquinas proinflamatorias en lavados vaginales.
Se infectaron ratones BALB/c por via intravaginal, a las 24 y 72 hs p.. se
cosecharon lavados vaginales a fin de cuantificar la concentracién de citoquinas
proinflamatorias por el método de ELISA.

En base a los resultados de este capitulo, se puede concluir que los

pasajes sucesivos con los polisacéridos sulfatados no generan resistencia contra
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ellos, disminuyen las liberacién de citoquinas a las 24 hs p.i. y permite obtener
variantes virales con efectos patogénicos menores que el control por via
intravaginal. Estas observaciones con HSV-1 KOS coinciden con las obtenidas

en proyectos previos en nuestro laboratorio con las variantes de HSV-1 F.
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Capitulo 2: Estudio de la patologia pulmonar producida por HSV-1 F y sus

variantes obtenidas con 1C3

En estudios previos en nuestro laboratorio se seleccionaron y
caracterizaron variantes virales syn de HSV-1 F en presencia del CGN 1C3. Las
variantes virales obtenidas se denominaron 1C3syn14-1 y 1C3synl7-2 por su
fenotipo syn. En la figura 12, se muestran fotografias que representan los
efectos citopaticos sinciciales de las variantes, diferenciados de la cepa HSV-1 F

que les dio origen.

Figura 12: Efecto citopatico de HSV-1 F y sus variantes syn en células Vero. Se
infectaron monocapas de células crecidas sobre vidrio con el virus
correspondiente, a una m.i. de 1. 24 hs p.i.,, se fijaron con metanol frio y se
tifleron con una solucién de Giemsa. El CC corresponde a la monocapa de
células Vero sin infectar Las fotos se observaron con un aumento de 400X.

Luego se comparé la cinética de replicaciéon de las variantes virales, en
células Vero, respecto de la cepa parental HSV-1 F. En la figura 13, se observa
que no hubo diferencias significativas en cuanto a la cinética de replicacién viral

entre las distintas variantes y la cepa parental.
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Figura 13. Estudio de la cinética de replicacion de HSV-1 F y las variantes
virales en células Vero. Se infectaron monocapas de células Vero con una m.i.
de 0,01. Se cosecharon los sobrenadantes a las 18, 24 y 48 hs p.i. y se titularon
mediante el método de unidades formadoras de placas.

Posteriormente, se profundizé el andlisis citopatico y patogénico de las
variantes virales de HSV-1 F. Las mismas resultaron avirulentas en ratones
BALB/c infectados por via intravaginal respecto de la cepa patrén que mostré
alta mortalidad. La atenuacién se correlacioné con bajos niveles de citoquinas
en lavados vaginales. Se obtuvo una concentracién de TNF-o de 4040,3 + 69,2
pg/ml para HSV-1 F y 512,7 + 24,8 pg/ml para 1C3synl4-1. Para IL-6 se
detectaron concentraciones de 37,1 + 2,0 pg/ml en HSV-1Fy 7,5 + 0,4 pg/ml en
1C3synl14-1. No obstante el titulo viral fue similar al obtenido con la cepa

patron (del orden de 1x103 UFP/ml) (Mateu C.G. y col., 2011).

Sin embargo, por via intranasal las variantes mostraron una marcada
virulencia en ratones BALB/c, conduciendo a una diseminaciéon viral

generalizada (Fig. 14).
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Figura 14: Curva de sobrevida. Ratones BALB/c fueron inoculados con 1x10°

UFP de F, 1C3syn14-1 y 1C3synl7-2 por via intranasal e intravaginal. Los
ratones fueron observados durante 15 dias.

Con estos antecedentes, fue de nuestro interés utilizar las variantes como
herramientas para estudiar las posibles causas de la patologia respiratoria

ocasionada por una infecciéon herpética.

5.7. Histopatologia de pulmoén de ratones infectados con HSV

En base a los resultados obtenidos en las infecciones intranasales, se
decidi6 realizar histologias de pulmoén a fin de analizar si habian diferencias

entre los grupos de ratones infectados con HSV-1 F respecto de sus variantes
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virales. El estudio se realiz6 en colaboracién con la Dra. Cecilia Mateu (Tesis

Doctoral QB, FCEN, UBA, 2011).

Figura 15: Estudio histopatologico en pulmoén de ratones BALB/c sin infectar
(a) e infectados por via intranasal con HSV-1 F (b), 1C3syn14-1 (c) y 1C3syn17-2
(d). Los cortes corresponden a pulmones cosechados 5 dias p.i. y observados en
un aumento de 100X. Las flechas negras (A) localizan los sitios de mayor efecto
patogénico.

Mediante este estudio se pudo observar que, al dia 5 p.i., tanto los
pulmones infectados con HSV-1 F como con la variante 1C3syn14-1 (Fig. 15b y
15¢c, respectivamente) presentaron grandes infiltrados leucocitarios, en
particular en las zonas préximas a los bronquiolos y vasos sanguineos. Por otro
lado, en los pulmones de los ratones infectados con la variante 1C3syn17-2 se
observo pérdida de la morfologia caracteristica alveolar (Fig. 15d) con un
engrosamiento de la pared alveolar (Mateu C.G. y col., 2011). Como control se

realiz6 la histologia del pulmén de un ratén sin infectar (Fig. 15a).
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5.8. Analisis de las poblaciones celulares en pulmén

Dada las diferencias histopatolégicas observadas, se procedié a analizar
las distintas poblaciones celulares presentes en el foco de infeccion por
citometria de flujo. Para ello, se infectaron ratones BALB/c por via intranasal y
a los 3 y 5 dias p.i. se extrajeron los pulmones. Las poblaciones celulares
estudiadas fueron monocitos marcados con CD11b, linfocitos activados
marcados con CD28 y células Natural Killer (NK) que fueron marcados con
anticuerpos anti NK 1.1. En la figura 16 se observan las regiones utilizadas para
el estudio de las poblaciones correspondientes. La regiéon R1 encierra a la

poblacién linfocitica mientras que la R2 agrupa a la monocitica.
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Figura 16: Grafico de puntos para el andlisis de las poblaciones celulares. Se
analizaron las poblaciones celulares dentro de las regiones correspondientes. La
region R1 recuadra la poblacién linfocitica mientras que la R2 agrupa a la
monocitica.

Los histogramas de la figura 17 muestran la presencia de diferentes
poblaciones de células del sistema inmune en los distintos tiempos p.i. En la
poblaciéon monocitica no se obtuvieron diferencias significativas entre las
distintas infecciones con respecto al control sin infectar, en ninguno de los dos
dias analizados. Sin embargo, las poblaciones de NK y linfocitos activados

tuvieron una respuesta diferenciada al dia 5 p.i. En ambos casos los pulmones
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de los ratones infectados con 1C3synl4-1 generaron un mayor reclutamiento

respecto de la cepa parental HSV-1 F y la variante 1C3syn17-2.

Figura 17: Estudio de poblaciones celulares en pulmoén de ratones infectados
con HSV-1 F y sus variantes 1C3. Se cosecharon los pulmones de los ratones
infectados a los dias 3 y 5 p.i. y se procedi6 al andlisis de las poblaciones de
células mediante citometria de flujo. La marcacién simple se realizé con los
anticuerpos CD11b para monocitos, NK 1.1 para la poblacién de células NK y
CD28 para marcar linfocitos activados. El analisis se realiz6 mediante
histogramas.

Dado que el anticuerpo de NK 1.1 no distingue la proporcion de la
poblaciéon de NK que se encuentra activada, se llevd a cabo una doble
marcacion con el marcador CD28. Aquellas células que fueron doblemente
positivas (NK 1.1+/CD28+) representaron a la poblaciéon de NK que fue

activada.
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Como se puede deducir de la figura 18, tanto al dia 3 como 5 p.i. mas del
90% de la poblacién de NK estaba activada en los pulmones infectados con la
variante 1C3syn14-1. Por otro lado, los ratones infectados con la cepa HSV-1 F

presentaron un porcentaje de activacion entre el 65y 70% durante ambos dias.

En lo que respecta a la variante 1C3syn17-2, se observé que si bien al dia
3 p.i. se obtuvo un porcentaje de activacion similar a HSV-1 F, durante el dia 5

p-i. hubo una disminucién significativa de la poblaciéon de NK activados.

Dado que los NK cumplen un rol fundamental en el control de la
replicacion y diseminacion del virus, el efecto severo observado en las
infecciones llevadas a cabo con la variante 1C3syn17-2 podria estar asociado a

niveles reducidos de NK activados.

89



NK1.1

Resultados. Capitulo 2.

Dia 3 p.i. Dia 5 p.i.
2 3 ) z
Isotipo Ctrl. celular Isotipo i Ctrl. celular
" 09% | = 58,4% " 12% | = 57,8%
2 g 2 2

TR e Wi T aaae e asu T nae PO T
z = g
HSV-1F 1C3 syn 14-1 HSV-1F 1C3 syn14-1
s 65,4% 3 91,6% 5 70,6% ) 95,0%
3 2
00 10t 102 10810t T 100 1w 103 104 =1 i 108 10¢ 2160 0 102 103 10t
= 5
1C3 syn17-2 1C3 syn17-2
71,9% 43,9%

10
108

T TSN (- TR 1

CD28

Figura 18: Estudio de la activacién de células NK presentes en los pulmones de
ratones infectados con HSV-1 F y las variantes 1C3. Se cosecharon los pulmones
de los ratones infectados con HSV-1 F y sus variantes a los dias 3 y 5 p.i. y se
analizaron las poblaciones de células mediante citometria de flujo. El estudio
de las poblaciones de NK activadas se realizé por una doble marcacion
combinando los anticuerpos CD28/NK1.1. Los resultados se obtuvieron a partir
de cuadrantes de graficos de puntos.

5.9. Titulacién viral en pulmoén

Con el fin de definir si el incremento en la mortalidad observada en
ratones infectados con las variantes 1C3syn respecto de HSV-1 F presentaba una
correlaciéon con la replicacién viral, se procedié a titular los pulmones de
animales infectados. En la figura 19 se puede observar que a las 24 hs p.i., el
titulo viral de los animales infectados con las variantes 1C3syn14-1 y 1C3syn17-
2 fueron, de 1 y 2 logaritmos mas altos respectivamente, en comparacién con

aquellos registrados en ratones infectados con HSV-1 F. Sin embargo, a las 72 hs
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pi. los titulos obtenidos fueron cercanos a cero para los tres grupos de

infeccion.
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Figura 19: Titulacion en pulmoén infectados con HSV-1 y las variantes
1C3syn14-1 y 1C3synl7-2. Los pulmones de ratones infectados se cosecharon a
las 24 y 72 hs p.i. y se procesaron a fin de obtener el titulo de la replicacion
viral.

5.10. Cuantificacién de citoquinas en lavados bronquioalveolares

Considerando que los titulos virales fueron mayores en los pulmones de
los animales infectados con las variantes syn, se analizé si esto podria estar
relacionado con una modulacién diferencial de citoquinas. Para ello, se
estudiaron los niveles de TNF-a, IL-6 e IL-10 en lavados bronquioalveolares

(BAL).

Este estudio se realizé por infeccion de ratones BALB/c por via
intranasal con un titulo de 1x10¢ UFP tanto de HSV-1 F como de las variantes
1C3syn14-1 y 1C3synl7-2. A las 24 y 72 hs p.i. se llevaron a cabo los BAL (Fig.
20) y se cuantific6 la concentracion de las citoquinas mediante la técnica de

ELISA.
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Figura 20: Fotos de la secuencia del procedimiento para la obtencién de los
lavados bronquioalveolares en ratones BALB/c. Las fotos demuestran la
extraccion de la tiroides que expone la trdquea para ser evulcionada y luego el
orificio por donde se introduce la micropipeta que permite la realizaciéon del
BAL.

Al realizar el analisis de los BAL se observdé que las citoquinas
proinflamatorias IL-6 y TNF-a en ratones infectados HSV-1 F, fueron liberadas
rapidamente a las 24 hs p.i (Fig. 21). Sin embargo, en los BAL de ratones
infectados con las variantes 1C3syn se obtuvo una respuesta tardia en la
liberacion de TNF-a ya que, a pesar de que lograron alcanzar los mismos
niveles de concentraciéon de citoquinas que la cepa patrén (2000 pg/ml), éstos
fueron alcanzados recién a las 72 hs p.i. En el caso de los BAL de ratones
infectados con 1C3syn17-2, también se observé una liberacion tardia de IL-6 a
diferencia de 1C3syn14-1 y HSV-1 F en las cuales se detecté dicha citoquinas a

partir de las 24 hs p.i.

Dado que TNF-a cumple un rol primordial en el control de la replicaciéon
y diseminacién viral y la citoquina IL-6 en la respuesta aguda, la liberaciéon
tardia de ambas podria favorecer el aumento de la replicacion de las variantes

syn como se observa en la titulacién de los pulmones (Fig. 19).
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Por otro lado, se estudi6 también la presencia de la citoquina
antiinflamatoria IL-10 (Fig. 21). Los picos de liberacién de esta citoquina
coinciden con los de las proinflamatorias estudiadas, por lo tanto la regulacién

de la respuesta inflamatoria no estaria alterada.
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Figura 21: Andlisis de la concentracién de citoquinas por la técnica de ELISA. Se
infectaron ratones BALB/c con HSV-1 F y las variante syn. A las 24 y 72 hs p.i.
Se cosecharon los BAL y se analizaron por ELISA. Los signos * y ** representan
un p<0,05 respecto a HSV-1 F. El signo # representa un p<0,05 entre las
variantes 1C3syn.

5.11. Cuantificacién de citoquinas en macréfagos RAW 264.7

Es sabido que los macréfagos alveolares constituyen la mayor parte de
las células del sistema inmune presentes en el fluido de los BAL y que ademas
son la fuente principal de liberacion de TNF-a e IL-6. Con el fin de evaluar el
efecto de la infecciéon por HSV-F y sus variantes virales sobre la liberacién de
dichas citoquinas proinflamatorias, se iniciaron estudios in vitro utilizando la

linea celular macrofdgica murina RAW 264.7.

93



Resultados. Capitulo 2.

Como se puede observar en la figura 22a, los niveles de citoquinas
proinflamatorias detectados en los sobrenadantes, mediante la técnica de ELISA
fueron significativamente menores en células infectadas con 1C3synl4-1 y
1C3syn17-2, en comparacién con los obtenidos con HSV-1 F. La concentracion
de IL-6 y TNF-a0 medida entre las 2 y 10 hs p.i. disminuy6 en un rango entre 84
y 100% en infecciones con las variantes syn respecto de HSV-1 F (p<0.05). Como
control se utilizaron células sin infectar a las que se las denominé control celular
(CC). Por otro lado, células estimuladas con LPS se utilizaron como control

positivo obteniéndose una alta liberacién de citoquinas.

Con el objetivo de analizar si la disminucién en la expresiéon de las
citoquinas se debia a la modulacién de la transcripcién de las mismas, se extrajo
el ARN total a partir de los macréfagos infectados para un posterior estudio por
RT-PCR. Como era de esperar, la disminucién de la concentraciéon de las
citoquinas analizadas por ELISA correlacion6 con el andlisis cualitativo
realizado por RT-PCR. Dado que la intensidad de las bandas de la B-actina
(control interno) fue equitativa entre HSV-1 F y las variantes, la menor
intensidad observada en las infecciones con las variantes 1C3syn (Fig. 22b) fue
atribuida a la modulacién que éstas variantes virales ejercen sobre la liberacion
de dichas citoquinas proinflamatorias en la linea celular de macrofagos

estudiada.
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Figura 22: Estudio de la concentraciéon de citoquinas mediante la técnica de
ELISA (a) y de su transcripciéon por PCR (b) en células RAW 264.7. Los
resultados son el promedio de dos experimentos independientes + DE. CC:
Control de células. Syn14-1 y synl17-2 corresponde a 1C3syn14-1 y 1C3syn17-2.
La intensidad de la banda se representa en gréficos con ntimero de veces
respecto a las células sin infectar. Todos estan relativizados al control interno de
B-actina.

Para descartar que las diferencias observadas en la liberaciéon de
citoquinas se debieran a una menor capacidad de replicacién de las variantes
virales en la linea celular RAW 264.7, se analiz¢6 la cinética de replicacién. Como

se puede observar en la figura 23, las variantes 1C3syn generaron titulos
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mayores respecto de HSV-1 F, a pesar de que generaron niveles menores en las
citoquinas proinflamatorias. Por lo tanto, se puede descartar que la modulacién

observada se deba a una replicacion defectiva en la linea celular estudiada.

Células RAW 264.7

1.0x10%+
HSV-1F

== 1C3syn14-1

=+ 1C3synl7-2

1.0x100%=
1.0%1097-

1.0%10%4

UFP/ml

1.0%10%4

1.0x10%

1.0x10°3 ' ' ' .
0 12 24 36 48

Tiempo p.i. (hs)

Figura 23. Estudio de la cinética de replicaciéon de HSV-1 F y las variantes
virales en células RAW 264.7. Se sembraron monocapas de células RAW 264.7 y
fueron infectadas con una m.i. de 0,01. Se cosecharon los sobrenadantes a las 18,
24 y 48 hs p.. y se titularon mediante el método de unidades formadoras de
placas.

Si bien estos resultados obtenidos in vitro fueron coherentes con lo
observado in vivo, se quiso analizar el perfil de citoquinas en ensayos ex vivo a
fin de validar la linea celular utilizada. Para ello se cosecharon exudados
peritoneales a partir de ratones BALB/c estimulados con tioglicolato a fin de

obtener una alta proporciéon de macréfagos peritoneales.

Como muestra la figura 24, el perfil coincidié con lo observado con la
linea celular RAW 264.7 ya que las células infectadas con la variante 1C3syn14-1
generaron una liberaciéon de citoquinas proinflamatorias menor respecto de

HSV-1 F. El LPS fue empleado como control positivo.

En este caso se decidi6 usar solo una de las variantes para reducir el

nimero de animales sacrificados. Dado que la variante 1C3syn14-1 liber6é una
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concentraciéon de citoquinas levemente mayor respecto de la 1C3synl7-2, se

opt6 por realizar los ensayos con 1C3syn14-1.

B2hpi O4hpi @6hpi J8hp.i [J10hp.i

600+

4004

IL-6 pg/ml
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]
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syn 14-1
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LPS

F

syn 14-1

Figura 24. Estudio de la concentraciéon de citoquinas mediante la técnica de
ELISA en macréfagos peritoneales. Se prepararon monocapas de macroéfagos
extraidos del peritoneo de ratones BALB/c estimulados con tioglicolato. A las
24 hs, se infectaron las monocapas con HSV-1 y las variantes syn (m.i. 10) y a
distintas horas p.i. se cosecharon los sobrenadantes a fin de analizar las
concentraciones de citoquinas mediante la técnica de ELISA. Los resultados son
el promedio de dos experimentos independientes + DE. CC: control de células.
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5.12. Expresion de las moléculas de adhesion ICAM y VCAM en células

endoteliales

El virus HSV presenta un gran tropismo por células del endotelio. Sobre
la superficie de éstas células se encuentran diversas moléculas de adhesion que
participan activamente en la migracién leucocitaria durante la formacion de un
foco de infeccién. En particular, es sabido que TNF-a es una de las principales
inductoras de la expresion de moléculas de adhesion, especialmente ICAM y
VCAM. Con el fin de estudiar si las alteraciones observadas en la respuesta de
citoquinas inflamatorias podrian afectar también el evento de migracion
leucocitaria, se propuso analizar el efecto de las infecciones con HSV-1 F y sus
variantes en relaciéon con la expresion de las moléculas de adhesion ICAM y
VCAM. Para ello, se utiliz6é la linea celular 1G11 de endotelio de pulmén
murino. Esta linea fue seleccionada a fin de continuar con el estudio de las

variantes sobre el pulmon.

En primer lugar, se analiz6 la capacidad de replicacién de HSV-1 F y las
variantes 1C3syn en la linea celular en estudio. En base a la cinética, se pudo
comprobar que las células 1G11 son aptas para ser utilizadas en infecciones con

HSV-1 ya que la curva no presenta ninguna alteracién (Fig. 25).
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Células 1G11
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Figura 25. Estudio de la cinética de replicaciéon de HSV-1 F y las variantes
virales en células de endotelio de pulmén 1G11. Se sembraron monocapas de
células 1G11 y fueron infectadas con una m.. de 0,01. Se cosecharon los
sobrenadantes a las 18, 24 y 48 h p.. y se titularon mediante el método de
unidades formadoras de placas.

Para analizar la expresion de las moléculas ICAM y VCAM se llevé a
cabo un estudio por citometria de flujo. Como se puede observar en los
histogramas de la figura 26, los niveles de expresién ambas moléculas son
similares tanto en las células infectadas con HSV-1 F como en las infectadas con

las variantes 1C3syn y las que no fueron infectadas (Control celular).
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Figura 26: Expresion de las moléculas de Adhesiéon ICAM y VCAM en células
endoteliales. Se infectaron células endoteliales 1G11 con m.i. de 1 y 0,1, con el
virus HSV-1 F y las variantes 1C3syn14-1 y 1C3syn17-2. A las 18 hs p.i. se
cosecharon las monocapas y se procesaron para el andlisis de la expresion de las
moléculas de adhesion ICAM y VCAM por la técnica de citometria de flujo.

En base a los resultados obtenidos, se puede deducir que la expresiéon de
las moléculas de adhesion VCAM e ICAM no se alteraria en infecciones con
HSV-1. Ademas, si bien TNF-a provoca la expresion de las moléculas de
adhesion en células endoteliales, sorpresivamente, su liberacién tardia no

influy6 sobre dicha expresion.
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En resumen, en el capitulo 2 se pudo comprobar que si bien las variantes
virales 1C3syn tienen el mismo porcentaje de mortalidad, su interaccion con el

sistema inmunolégico es diferente.

En infecciones con 1C3synl17-2, el efecto histopatolégico observado fue
mas severo y al analizar la poblacion celular en el pulmén, se detectaron bajos
niveles de células NK. Asimismo, la capacidad del virus de replicar en dicho
tejido fue mayor coincidiendo con una respuesta tardia de la liberacién de las

citoquinas proinflamatorias TNF-a e IL-6.

Por otro lado, la variante 1C3syn14-1, provocé un efecto mas leve en el
pulmoén y el reclutamiento de la poblaciéon de células NK fue significativamente
mayor. No obstante, esta variante también logré evadir el sistema inmune
retrasando la liberacion de TNF-a y logré replicar en el pulmén a diferencia de

la cepa HSV-1 F, que les dio origen.

Finalmente, ninguna de las variantes alter6 la expresion de las moléculas
de adhesion ICAM y VCAM sobre células endoteliales de pulmon, a pesar de la

baja concentraciéon de TNF-a ante las infecciones.
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Capitulo 3: Estudio molecular comparativo de las variantes de HSV-1Fvy

HSV-1 KOS

5.13. Estudio molecular de la secuencia de gD en HSV-1 F, HSV-1 KOS y sus

respectivas variantes.

El HSV codifica para 12 glicoproteinas de las cuales 5 estarian
involucradas en el proceso de entrada (gC, gB, gD, gH y gL). Sin embargo, la
gD cumple un rol fundamental y esencial en dicho proceso, y ademads, su
interaccion con los receptores celulares, en particular HVEM, regula la
respuesta del sistema inmune. Es por ello que fue de nuestro interés estudiar la
secuencia de la gD a fin de analizar si las alteraciones observadas en la
respuesta inmune podrian asociarse a mutaciones en dicha glicoproteina. Este
estudio se llevd a cabo en colaboracién con la Dra. Florencia Linero (Lab.
Virologia, FCEN, UBA). Las mutaciones fueron consideradas como tales de
acuerdo al nivel del “Quality Value” (barra verde, Fig. 27), obtenido en el
electroferograma correspondiente. En la figura 27a se ejemplifica una mutacién
obtenida con QV alto y en la figura 27b, el minimo considerado. Dado que este
estudio se realiz6 por primera vez en las mutantes, se decidi6 comenzar por las
que presentaron patologias mds relevantes. Por lo tanto, las variantes
estudiadas fueron: 1C3synl14-1 y 1C3synl17-2 de HSV-1 F y de HSV-1 KOS se
seleccionaron H17-16 e 116-11.
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Figura 27. Electroferograma de la secuencia de gD. Se analizaron los
electroferogramas a fin de comprobar si las alteraciones observadas en las
secuencias correspondian a mutaciones con “Quality Value” (barra verde)
aceptable. a) Mutacién con QV alto, correspondiente a la variante 1C3syn14-1
de HSV-1 F, b) Mutacién con valor de QV minimo aceptable, correspondiente a
la variante I16-11.

En base al andlisis de las secuencias y sus electroferogramas
correspondientes, se detectaron mutaciones puntuales en todos los casos. En la
figura 28 se detallan las secuencias alteradas y en la Tabla 10 se resumen las

mutaciones encontradas.
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HSV-1 F:
157
1C3synld-1:
157
1C3synl7-2:
157

HS5V-1 F:
257
1C3synld-1:
257
1C3synl7-2:
257

HSV-1 F':
337
1C3synld-1:
337
1C3synl7-2:
337

HSV-1 KOS:
17
H17-16:

17

Ile-11

17

HS5V-1 KOS:
37
H17-16:

37

Ile-11:

57

HSV-1 EKOS:
17
H17-16:

77

Ile-11:

7

HSV-1 EKOS:
1377
H17-16:
117
Iie-11:
117

H5V-1 KOS:
177
H17-16:
177
Ile-11:
177
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Figura 28. Secuencias de nucle6tidos y aminodacidos de la gD de las variantes de
HSV-1 F y HSV-1 KOS que presentan mutaciones puntuales. Se destacan los
codones mutados junto con el aminodacido resultante.

105



Resultados. Capitulo 3.

Virus Mutacion
1C3syn17-2 L165L

1C3syn14-1 D272N
1C3syn17-2 K348N

H17-16 Q27P
H17-16 168S
116-11 168S
116-11 H79Q
H17-16 Q132Q
116-11 L195M

Tabla 10. Mutaciones puntuales detectadas en la secuencia de gD de las
variantes de HSV-1 F y HSV-1 KOS.

Ninguna de las mutaciones obtenidas con nuestras variantes han sido
reportadas previamente en bibliografia. Es interesante destacar que estas
mutaciones se seleccionaron naturalmente con los pasajes sucesivos, a
diferencia de la mayoria de las mutantes reportadas que fueron por

mutagénesis dirigida creadas en el laboratorio.

Segun se publico en el 2006 (Zhou G. y Roizman B., 2006), la secuencia de
gD se puede dividir en distintas zonas (Fig. 29). En base a la figura 29, se puede
observar que todas las mutaciones seleccionadas corresponden al ectodominio,
excepto la alteracion K348N de la variante 1C3synl7-2, que pertenece al

dominio citoplasmatico.
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Dominio Citoplasmatico

Figura 29. Caracterizacion de gD en su secuencia de aminoacidos. En rojo se
resalta la zona de péptido senal. El primer aminodcido se lo considera a partir
del inicio del ectodominio (negro). En verde se representa la zona del dominio
transmembrana y en azul el citoplasmatico.

Algunas de las interacciones de gD con sus receptores fueron mapeados
en la zona N-terminal. Estas interacciones activarian otros residuos de la zona
C-terminal del ectodominio (residuos 260-310) permitiendo la fusién de la
membrana a través de las glicoproteinas B, Hy L (Zhou G. y Roizman B., 2006).
Al analizar la secuencia de la variante 1C3syn14-1, se observé una mutacién
puntual que resulté en un reemplazo del Acido Aspértico (D) de la posicién 272

por Asparagina (N) (Fig. 28, Tabla 10).

Si bien, se ha reportado en numerosas ocasiones que las zonas de unién a
HVEM vy a nectina-1 son diferentes, ambos utilizan un mismo mecanismo que
consiste en el desplazamiento de la zona C-terminal del ectodominio. Sin
embargo, de acuerdo a lo citado por Zhang y col., el aminoacido Q27 estaria
involucrado tanto en la unién de gD con HVEM como con nectina-1 (Zhang N.
y col., 2011). Para nuestra sorpresa, la variante H17-16 de HSV-1 KOS presenta
una mutaciéon puntual que gener6 el reemplazo de la glutamina presente en

dicha posicién por una prolina (Q27P). Es decir que la presiéon de seleccion
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ejercida por la heparina seleccion6 una mutacién en un sitio esencial para la
interaccion con sus receptores. La misma variante present6 también una
mutacion puntual en el codén correspondiente al aminoacido 132, el cual esta
reportado como uno de los 21 aminoacidos involucrados en la unién con
nectina-1 (Zhang N. y col,, 2011). Sin embargo, en este caso, la mutacién fue
silenciosa ya que la alteracién no modificé la presencia de la glutamina en dicha
posicién. A pesar de las mutaciones encontradas en la gD, las variantes no
mostraron alteraciones en la cinética de replicacion respecto del control viral
(Fig. 8 y 13). Para profundizar estos datos estan programados ensayos de la
cinética viral en etapas tempranas del ciclo viral, adsorciéon y penetracién, para

su comparacion con la cepa patrén.

5.14. Susceptibilidad de las variantes syn a la ciclosporina A y melitina

Para hacer un estudio preliminar sobre el efecto de los CGNs sobre otras
glicoproteinas, se emple6 el método de ciclosporina A/melitina que se utiliza
s6lo en el caso de obtener fenotipo sincicial ya que son dos inhibidores de la
formacién de sincicios. La ciclosporina A, NO inhibe los sincicios si la mutacién
responsable del fenotipo se encuentra en la region carboxi-terminal de la gB.
Por otro lado, la melitina bloquea la formacién de sincicios si la mutacién

responsable se encuentra en la gK.

De acuerdo a lo observado en la Tabla 11, se puede deducir que las
variantes analizadas podrian presentar alteraciones en la porcion carboxi-
terminal de gB ya que en ningtin caso la formacion de sincicios se vio inhibida
por la presencia de la ciclosporina A. Sin embargo, las variantes 1C3syn14-1 y
1C3synl7-2 podrian ademads, presentar una mutacién en la glicoproteina K ya
que no se generaron sincicios en presencia de la melitina, mientras que H17-16

no presentaria dicha mutacion.
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) Efecto Citopatico viral
Virus
Control | Ciclosporina | Melitina

HSV-1 (F) RC RC RC

1C3synl4-1 Syn Syn RC

1C3syn17-2 Syn Syn RC

HSV-1 KOS RC RC RC

H17-16 Syn Syn Syn

Tabla 11: Efecto de la ciclosporina A y la melitina sobre la formaciéon de
sincicios. Monocapas de células Vero confluentes crecidas en placas de 6
pocillos se infectaron con 100 UFP/pocillo. Los ensayos se realizaron por
duplicado. Luego de 1h a 37°C, se retir6 el in6éculo y se cubri6 con MM
conteniendo ciclosporina A o melitina, 25 uM y 1 uM respectivamente. Luego
de 48 hs de incubacién a 37°C, se cuantificaron las placas virales y se determiné
el porcentaje de placas no syn. RC: redondeamiento celular. Syn: sincicios

Estos resultados preliminares nos permiten conjeturar que la presion de
seleccion externa generada por los CGNs podria seleccionar alteraciones a nivel

de estas glicoproteinas.

5.15. Secuenciacion de la Timidina Quinasa

El uso de polisacaridos sulfatados como agentes de presion de seleccion
sobre el virus HSV ha demostrado ser una técnica que permite la obtencién de

variantes virales con patogenicidad diferenciada.

Durante el estudio de HSV-1 F, HSV-1 KOS y sus respectivas variantes se
analizé su resistencia al ACV, entre otras drogas. Se ha demostrado que la
resistencia a dicho antiviral estd relacionada con mutaciones a nivel de la
enzima TQ y en menor medida con la ADN pol. Por este motivo se decidi6
estudiar la secuencia de esta enzima y analizar si la presion de seleccién ejercida

externamente pudo seleccionar modificaciones a nivel de dicha enzima.
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En primer lugar se decidi6 estudiar a HSV-1 F y sus variantes 1C3syn14-
1y 1C3syn17-2 cuyas RR frente al ACV se detallan en la tabla 12.

Clon RR al ACV
1C3syn14-1 3,5
1C3Ssyn17-2 10,0

Tabla 12: Valor de la resistencia relativa (RR) frente al ACV de las variantes
1C3syn derivadas de HSV-1 F. La RR se obtuvo mediante la relacién de la Clso
de la variante/la Clso de F. Los valores representan el promedio de dos
experimentos diferentes.

Como se puede observar en la figura 30, los resultados obtenidos
demostraron una mutacién puntual en la variante 1C3syn17-2. La mutacion
consistio en el reemplazo de Alanina por Valina en el aminoacido 192 (A192V).
Sin embargo esta zona ha sido informada como polimérfica (Chibo D. y col,,
2004) por lo tanto no se puede atribuir completamente esta mutaciéon a la

resistencia observada.

HSV-1 F: GTGTTGGCGTTCGTGGCCCTCATCCCGCCGACCTTGCCCGGCACAAMCATCGTGTTIG
187 v L. A ¥F v AL I P P T L P G T N I V L
1C3synld-1: GTGTTGGCGTTCGTGGCCCTCATCCCGCCGACCTTGCCCGGCACARACATCGTGTTG
187 v L. A F VA L I P P T L P G T N I V L
1C3synl7-2: GTGTTGGCGTITCGTGETCCTCATCCCGCCGACCTTGCCCGGCACARACATCGTIGTTG
187 v L. A F VvV ¥ L I P P T L P GG T N I V L

Figura 30: Andlisis de la secuencia de la TQ de HSV-1 F y sus variantes 1C3syn.
Se detalla la zona de la secuencia donde se detect6 la mutacién.

Con el objetivo de comprobar si la mutacién detectada se mantuvo en
pasajes posteriores se volvio a realizar la secuenciacion de la TQ sobre otros dos
clones de pasajes siguientes que también presentaban resistencia al ACV: los

clones 1C3syn 20-1 y 1C3syn 21-2 (Tabla 13 y Fig. 31).
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Clon RR al ACV
1C3syn20-2 20,0
1C3syn 21-2 20,0

Tabla 13: Valor de la resistencia relativa (RR) frente al ACV de las variantes syn
derivadas de HSV-1 F. La RR se obtuvo mediante la relaciéon de la Clso de la
variante/la Clso de F. Los valores representan el promedio de dos experimentos
diferentes.

1C3syn20-1: GIGTTGGCGTITCGTIGETCCTCATCCCGCCGACCTTGCCCGGCACARRCATCGTGTTG

187 v L A F V ¥ L I P P T L P G T N I V L
1C3syn21-2: GIGTTGGCGTTCGTGETCCTCATCCCGCCGACCTTGCCCGGCACAARCATCGTGTTG
187 v L. A F V¥ L I P P T L P G T N I WV L

Figura 31: Andlisis de la secuencia de la TQ de HSV-1 F y sus variantes syn. En
rojo se detalla la zona de la secuencia donde se detect6 la mutacion.

Estos resultados demostraron que si bien sélo se detecté una mutaciéon
puntual en una zona reportada como polimorfica, es interesante destacar que la

misma mutacion se mantuvo durante los pasajes sucesivos.

Para continuar con el estudio de la enzima TQ, se evaluaron las
secuencias de HSV-1 KOS y sus variantes virales, a pesar de que éstas no

presentaron resistencias significativas frente al ACV (Tabla 14).
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Clon RR al ACV
I16-6 1,42
I16-11 1,97
H17-5 2,37
H17-16 3,32
ACVp6KOS 126,53

Tabla 14: Valor de la resistencia relativa (RR) frente al ACV de las variantes
derivadas de HSV-1 KOS. La RR se obtuvo mediante la relacién de la Clso de la
variante/la Clso de HSV-1 KOS. Los valores representan el promedio de dos
experimentos diferentes.

HSV-1 KOS:

242
I16-6:
242
Ile-11
242
H17-5:
242
H17-16:
242

ACVp6KOS:

242

CTTGCCAATACGGTGCGGTATCTGCAGGGCGGCGGETCGTGGCGGGAGGATTGGGGA
L AN T V R Y L Q0 G G G 5 W R E D W G
CTTGCCAATACGGTGCGGTATCTGCAGGGCGGCGGGTCGTGGCGGGAGGATTGGGGA
L AN T V R Y L 0 G G G 5 W R E D W G
CTTGCCAATACGGTGCGGEATCTGCAGGGCGGCGGETCGTGGCGGGAGGATTGGGGA
L AN T V R DL Q G G G 5 W R E D W G
CTTGCCAATACGGTGCGGTATCTGCAGGGCGGCGGGTCGTGGCGGGAGGATTGGGGA
L AN T V R Y L Q G G G 5 W R E D W G
CTTGCCAATACGGTGCGGTATCTGCAGGGCGGCGGETCGTGGCGGGAGGATTGGGGA
L A N T V R Y L Q0 G G G 8 W R E D W G
CTTGCCAATACGGTGCGGTATCTGCAGGGCGGCGGETCGTGGCGGGAGGATTGGGGA
L AN TV RE Y L Q@ G G G 5 W R E D W G

Figura 32: Analisis de la secuencia aminoacidica de la TQ de HSV-1 KOS y sus
variantes. Se detalla la zona de la secuencia donde se detect6 dicha mutacién.

En base a los resultados obtenidos en la figura 32, se pudo demostrar que

no siempre las resistencias al ACV estan relacionadas con alteraciones en la

secuencia de la TQ. La variante ACVp6KOS, que gener6 una resistencia 126

veces mayor respecto a HSV-1 KOS, mantuvo su secuencia sin alteraciones

mientras que la Ginica que presenté una mutaciéon puntual fue el clon 116-11 el

cual presentaba la menor resistencia al ACV. La mutacién observada fue un

reemplazo de una Tirosina por Acido Aspartico en la posicion 248. Esta

posicién, si bien no fue reportada previamente, no corresponde a zonas

conservadas (Fig. 33).
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Figura 33. Sitios conservados de la TQ de HSV-1. Los seis sitios conservados se
representan con recuadros negros. El sitio ATP corresponde al sitio de unién a
ésta molécula y el NBS al sitio de unién de nucleésidos. El sitio 1 se ubica entre
los AA 56 al 62, el sitio 2 entre el 83 y 88, el sitio 3 entre el 162 y 164, el sitio 4
entre 171 y 173, el sitio 5 entre el 216 y el 222 y el sitio 6 entre el 284 y 289 (Piret
J. y Boivin G., 2011).

5.16. Secuenciacion de la ADN polimerasa

Otra enzima esencial para el virus HSV es la ADN polimerasa (ADN
pol). Esta enzima se encuentra involucrada en la patogenia del virus y se la
asocia con resistencias a otro antiviral muy utilizado en la terapia contra HSV,
el PFA y en menor medida con la resistencia al ACV. Este estudio de
secuenciacion y andlisis de la ADN pol se lleva a cabo en colaboracién con la
Dra. Paola Barrero (Lab. Virologia, Hospital de Pediatria Ricardo Gutiérrez).
Debido a la complejidad y longitud (4200pb) de la ADN pol solo se incluye un

estudio preliminar de aproximadamente, el 50% del gen de cada virus.

El anélisis demostr¢ alteraciones s6lo en la variante 1C3syn17-2 derivada
de HSV-1 F. Las mutaciones encontradas fueron: A405T, L448F, R500C y
Q631K. Sin embargo, segin la estructura génica conocida de la ADN pol viral
(Fig. 34), estas posiciones no corresponden a sitios conservados ni de relevancia
para su actividad (Piret J. y Boivin G., 2011). No obstante, se continuara con el

estudio de esta secuencia.
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Figura 34. Sitios conservados esenciales para la actividad de la ADN pol. Estos
sitios se muestran como recuadros negros y las posiciones de aminoacidos, por
debajo (Piret J. y Boivin G., 2011).

Todas las variantes virales analizadas a lo largo del trabajo presentaron
modificada su virulencia en mucosas intactas respecto del control. Sin embargo,
las mutaciones halladas en las secuencias de gD, y parcialmente en TQ (son las
mismas a partir del pasaje 17 del CGN-1C3) son diferentes, dependiendo del
CGN empleado para obtener las variantes. Estos resultados nos permiten
suponer que la presion de seleccion con dichos compuestos nos posibilitara
identificar nuevas mutaciones que generarian resistencia al ACV pero que

podrian estar relacionados con la virulencia, replicacion y reactivacion viral.
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6. DISCUSION

El virus Herpes simplex es considerado de importancia en salud publica
por la creciente prevalencia de la infeccién y de la enfermedad, la transmisién
durante los periodos asintomaticos, el impacto en la sociedad con relaciéon al
manejo de las secuelas fisicas y psicoldgicas en adultos y las serias amenazas de
vida en la enfermedad neonatal resultante de la transmisioén vertical (Robinson
J.L. y col,, 2012). Por ser la causa mas comun de ulceras genitales en paises
desarrollados, es también un importante co-factor en la transmisiéon de la
infeccién por HIV (Corey L. y col., 2004; Koelle D.M. y Wald A., 2000). A pesar
de las terapias actuales, la incidencia y prevalencia de la infeccién con HSV
continda creciendo mundialmente (Lingappa J.R. y Celum C., 2007). Asimismo,
en las dos ultimas décadas, se realizaron numerosos esfuerzos sin lograr
desarrollar exitosamente vacunas que generen protecciéon (Lou Y. y col.,, 2012;

Stanberry L.R. y col., 2002).

Una de las caracteristicas biologicas principales de la patogenicidad del
HSV es su capacidad de invadir y replicar en el sistema nervioso central (SNC)
y establecer latencia en los ganglios (Novak N. y Peng W.M., 2005). Esta
caracteristica es mantenida por distintas proteinas, de hecho, la ausencia de
alguno de los genes esenciales para la replicacién del virus en cultivos celulares,
disminuye notablemente la capacidad de invadir y replicar en el SNC (Rasty S.
y col., 1997). Asi, la gran diversidad de sintomatologia, tropismo y severidad de
la enfermedad tiene estrecha relacién con la complejidad y el tamafio del
genoma del virus herpes. Por lo tanto, teniendo en cuenta que el virus del
herpes ha co-evolucionado con el hombre (McGeoch D.J. y col., 2006), hace que

un factor como la virulencia no dependa sélo de la expresion de un gen.

Con el objetivo de estudiar las modificaciones en la virulencia y
patogenicidad en poblaciones de HSV-1 expuestas a polisacaridos sulfatados
por tiempo prolongado, se seleccionaron nuevas variantes virales a partir de la
cepa KOS de HSV-1, luego de realizar pasajes seriados in vitro con

concentraciones crecientes del CGN 1y heparina. Estas variantes se compararon
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con las variantes 1C3syn14-1 y 1C3syn17-2 obtenidas previamente con el virus
HSV-1 cepa F empleando 1C3, CGN hibrido p/v parcialmente ciclado (Mateu
C.G. y col., 2011). Los resultados presentados confirman la reproducibilidad de
la estrategia empleada para la obtencién de variantes. Asimismo, confirmaron
que los polisacaridos sulfatados son lentos y débiles inductores de virus
resistentes (Carlucci M.]J. y col., 2002). Todos los clones aislados de HSV-1
fueron estables, atin después de varios pasajes en cultivos celulares sin el

compuesto.

Como se describié en la introduccion, a pesar de que el HSV-1 no es
considerado un virus respiratorio comun en humanos, causa diversas
patologias relacionadas al tracto respiratorio. Ademas, Glorieux y col., han
caracterizado la cinética de replicacion del HSV-1 en la mucosa respiratoria
humana, proponiendo dicho tejido como posible blanco de infeccién (Glorieux
S.y col, 2011). En base a los resultados obtenidos en el estudio de la patogenia
viral de las variantes derivadas de HSV-1 F, donde se obtuvo una respuesta
atenuada por via intravaginal pero no intranasal, fue de nuestro interés
caracterizar la infeccién herpética a nivel pulmonar. Para ello se ha utilizado un

modelo respiratorio de infeccién ya establecido (Murphy E.A. y col., 2008).

En primer lugar se realizaron estudios histopatolégicos en cortes de
pulmén de ratones BALB/c infectados con HSV-1 F y las variantes 1C3syn por
via intranasal. Como resultado se observé que tanto en los ratones infectados
con HSV-1 F como con 1C3synl4-1, los pulmones presentaban infiltrados
leucocitarios aunque atin més en los infectados con la variante (Fig. 15). Por otro
lado, los que fueron infectados con 1C3synl17-2 presentaron engrosamiento de
la pared alveolar junto con la pérdida de la morfologia caracteristica. En base a
estas observaciones, se decidi6 analizar poblaciones celulares presentes en el

pulmon de los animales infectados mediante la técnica de citometria de flujo.

Se ha reportado que las células NK son reclutadas a las vias &areas
inmediatamente luego de una infeccion con HSV-1 y éstas restringen la

replicacion viral en el pulmén. Asimismo, se ha demostrado que la
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citotoxicidad de las células NK de pulmoén estda influenciada tanto por el
nimero de células como por su estado de activacion (Reading P.C. y col., 2006).
En el andlisis por citometria de flujo del reclutamiento de células inmunes se
pudo observar que las poblaciones de NK y linfocitos activados tuvieron una
respuesta diferenciada al dia 5 p.i (Fig. 17). En ambos casos los pulmones de los
ratones infectados con 1C3syn14-1 generaron un mayor reclutamiento respecto
de HSV-1 F y la variante 1C3syn17-2. Ademas, méas del 90% de la poblacién de
células NK reclutadas luego de la infecciéon con 1C3synl4-1, se encontraba
activada (Fig. 18). Por lo contrario, los ratones infectados con la variante
1C3synl7-2 presentaron un bajo porcentaje de activaciéon de esta poblacion.
Estos resultados coinciden con los infiltrados leucocitarios observados en la
histopatologia de los ratones infectados con 1C3syn14-1 (Fig. 15c). Por otro
lado, los niveles reducidos de activacion de las células NK de los ratones
infectados con 1C3syn17-2, podria estar asociado al engrosamiento de la pared
alveolar y la pérdida de la morfologia normal alveolar observados en la figura

15d.

Nandakumar y col., han publicado que las células NK activadas por el
virus contribuye a la reduccion inicial de la carga viral y resalta la habilidad
estimulatoria de células dendriticas a través de un procesamiento antigénico y
una presentacion efectiva (Nandakumar S. y col., 2008). Por lo tanto, el alto
titulo viral cuantificado en los pulmones de los animales infectados con la
variante 1C3syn17-2, podria estar relacionado a la presencia de un bajo ntimero

de células de NK activadas (Fig. 19).

Teniendo en cuenta la relevancia que tiene la liberacion inmediata de
citoquinas proinflamatorias para contrarrestar la infeccién viral, se decidi6
analizar la modulacién de las citoquinas en pulmones de ratones infectados por
via intranasal. El estudio de la concentraciéon de las citoquinas en los BAL
mostré una respuesta retrasada en la liberaciéon del TNF-a en aquellos ratones
infectados con las variantes 1C3syn (Fig. 21). A pesar de que los animales
alcanzaron niveles similares a la cepa control, las infecciones con la cepa HSV-1

F activaron la respuesta inmunolégica en forma mds temprana (24 hs p.i.),
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mientras que las variantes 1C3syn14-1 y 1C3syn17-2 lo hicieron recién a las 72
hs p.i. Sin embargo, s6lo los animales infectados con la variante 1C3syn17-2
mostraron el mismo retraso en la liberaciéon de IL-6 mientras que 1C3syn14-1
generd una rapida respuesta de dicha citoquina. Esta diferencia podria estar
relacionada, en parte, con el comportamiento patolégico diferencial observado
en las infecciones entre las 1C3synl4-1 y 1C3synl7-2. El retraso en la
produccion de las citoquinas proinflamatorias coinciden con un aumento del
titulo en el pulmén de la 1C3syn14-1 (1 log) y un aumento atn mayor en
pulmones infectados con 1C3syn17-2 (2 log) respecto de la cepa control (Fig.
19). Esto sugiere que la presencia temprana de IL-6 y TNF-a es crucial para

inhibir la replicacion.

En los experimentos realizados in vivo, los ratones que fueron infectados
por via intranasal con HSV-1 F, generaron un 100% de morbilidad pero sélo un
25% de mortalidad mientras que en los infectados con las variantes syn, la
mortalidad fue del 100%. Segun los resultados obtenidos en los BAL, la
respuesta temprana en la liberaciéon de las citoquinas proinflamatorias en
infecciones con HSV-1 F, podria estar relacionada con la recuperaciéon de la
enfermedad. Por lo tanto, la habilidad de prevenir la replicacién viral podria ser

decisiva para la recuperacion de los animales.

Dado que la fuente principal de TNF-a e IL-6 en pulmén son macréfagos,
se decidi6 investigar en un sistema in vitro y ex vivo si el perfil de produccién de
citoquinas era el mismo que el registrado en los BAL de ratones infectados. Fue
interesante observar que los resultados obtenidos mediante las técnicas de PCR
y ELISA demostraron niveles de citoquinas proinflamatorias significativamente
menores en aquellos macréfagos infectados con las variantes syn, en
comparacion con HSV-1 F (Fig. 22). Los mismos resultados se vieron tanto para
la linea de macréfagos RAW como para los macréfagos peritoneales extraidos

de ratones BALB/c (Fig. 22 y 24).

En general, estas diferencias podrian influir en el desarrollo de la

infeccion obstaculizando la recuperacién de la enfermedad (mayor dafio tisular
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y carga viral) por la evasion de la respuesta inmune temprana alterando la
activacion de poblaciones celulares involucradas en el control de la replicaciéon

y la diseminacion viral.

Los resultados presentados hasta el momento sugieren que las variantes
1C3syn han desarrollado una estrategia para retrasar la activacion de
macréfagos y en consecuencia, la liberacion de las citoquinas proinflamatorias.
Sin embargo, es importante destacar que la morbilidad y mortalidad registradas
en infecciones por via intravaginal e intranasal, fueron opuestas. Por lo tanto, la
respuesta inmune frente a una infecciéon por herpes se manifiesta de manera

diferente entre ambas mucosas.

En base a las diferencias en la producciéon de citoquinas observadas
durante todo el desarrollo del capitulo 2, se quiso analizar si ellas podrian estar
relacionadas con alteraciones a nivel de la expresion de las moléculas de
adhesion VCAM e ICAM. Se conoce que TNF-a es una de las principales
inductoras de la expresion de dichas moléculas. Tanto VCAM como ICAM se
encuentran sobre la superficie de células endoteliales y son expresadas ante
estimulos de infeccién a fin de permitir la migracion leucocitaria y trasvasacion
celular hacia el sitio de foco de infeccion. Mediante el andlisis de citometria de
flujo pudimos determinar que la menor liberacion de TNF-a observada en
infecciones con las variantes 1C3syn (Fig. 21) no afect6 la expresion de dichas
moléculas en células endoteliales del pulmén en comparacion con HSV-1 F (Fig.
26). No obstante, estos resultados coinciden con bibliografia donde postulan
que el virus HSV no influye sobre la expresiéon de las moléculas de VCAM e

ICAM (Jung H.W.y col., 2004; Scheglovitova O.N. y col., 2001).

Finalmente, quisimos evaluar si el uso de los CGNs podrian seleccionar
modificaciones a nivel de la secuencia de gD y en enzimas esenciales para la
virulencia del HSV. Nuestro interés principal fue la gD ya que se conoce que
dicha glicoproteina es responsable por si misma de inducir numerosas
citoquinas durante la infeccién por HSV-1, entre las cuales se encuentran TNF-a

(Ankel H. y col., 1998; Paludan S.R. y Mogensen S.C., 2001) e IL-6 (Teng Y.C. y
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col., 2005), ademas de participar en la activacion del factor nuclear kB (NF-kB) y
de dar protecciéon contra la apoptosis en la fase temprana de la infeccion

asegurandose una suficiente replicacién viral (Novak N. y Peng W.M., 2005).

Esta glicoproteina interactia con HVEM, receptor involucrado en la
activacion de la respuesta por linfocitos T y proliferacion de citoquinas (Cheung
T.C. y col,, 2005; Stiles K.M. y col,, 2010; Tamada K. y col., 2000). HVEM
presenta dos ligandos celulares, entre otros, denominados LIGHT y BTLA (por
sus siglas en inglés de B and T lymphocyte attenuator) (Cai G. y col.,, 2008;
Gonzalez L.C. y col., 2005; Mauri D.N. y col., 1998; Sedy J.R. y col., 2005). El
primero se expresa en la superficie de linfocitos T, células NK y células
dendriticas inmaduras (Harrop J.A. y col., 1998, Mauri D.N. y col., 1998)
mientras que BTLA se expresa en linfocitos maduros, macréfagos y células
dendriticas (Watanabe N. y col., 2003). Cuando HVEM interacttia con LIGHT,
se inicia una cascada de sefializacion que promueve la activacion de los factores
de transcripcion NF-xB y AP-1. Estos permiten la activacion y proliferacion de
células T y la produccién de citoquinas (Marsters S.A. y col., 1997; Tamada K. y
col., 2000). Por el contrario, BTLA genera sefiales inhibitorias por lo tanto la
combinaciéon de la expresion de ambos ligandos a partir de las células
inmunolégicas provee un mecanismo bidireccional regulado de sobrevivencia
de las células, activacion o atenuacion de la respuesta inmune (del Rio M.L. y
col., 2010; Murphy K.M. y col., 2006; Murphy T.L. y Murphy K.M., 2010). Se ha
reportado que la interacciéon de gD de HSV con HVEM afecta la unién de los
ligandos naturales y modula la respuesta inmune durante la infeccion (Cheung
T.C. y col., 2005; Stiles K.M. y col., 2010). Ademas, Stiles y col. demostraron que
gD compite directamente con BTLA por HVEM lo cual indicaria la posibilidad
de que gD controle las sefiales de HVEM en forma selectiva (Stiles KM. y col.,
2010). Esta competencia genera la anulaciéon de la interaccion de HVEM con

LIGHT y de esta forma silencia la respuesta inmunolégica.

Otro receptor celular utilizado por HSV-1 es la nectina-1 que se
encuentra involucrada en las adhesiones célula-célula y su localizacion en las

uniones adherentes permite la interaccion con otras nectinas. Segun lo
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reportado por Krummenacher y col., la unién de gD de HSV a nectina-1
modifica la ubicacién de ésta en forma dependiente de la expresion de gD y la
nueva proteina reemplaza la nectina-1 de las células infectadas en las uniones
de las no infectadas. De esta manera gD logra atraer y mantener al receptor en
las uniones donde puede utilizarla para su diseminacién (Krummenacher C. y
col., 2003). Asimismo, las nectinas se unen en trans, por lo tanto la unién de gD
podria también evitar que se dispare alguna respuesta celular adversa para su

replicacion.

El anélisis de las secuencias de las variantes de HSV-1 F y HSV-1 KOS
demostré la presencia de mutaciones puntuales en todos los casos analizados.
Sin embargo, cabe destacar principalmente las halladas en H17-16. Esta variante
present6 una mutacion de Q27P, aminodacido reportado como involucrado en la
unién tanto de HVEM como de nectina-1 (Zhang N. y col., 2011). Este cambio
podria generar alguna modificaciéon importante ya que la Glutamina es un
aminoacido polar sin carga, mientras que la Prolina no sélo es hidréfoba sino
que también podria alterar la estructura del plegamiento del sitio de unién al
receptor por diferencias estéricas. Lazear y col. sugirieron que la fusién de HSV
a la membrana se llevaria a cabo mediante pasos secuenciales, comenzando por
la unién de gD a su receptor lo que genera un cambio conformacional en gDy
que permite activar a gH/gL. Esta activacion, a su vez conlleva a gB a su estado
fusogénico (Lazear E. y col., 2012). Si esta mutacién desfavorece la unién a los
receptores, H17-16 podria estar ingresando a la célula mediante endocitosis, ya
que al estudiar la cinética de replicacién no se observé ninguna diferencia
significativa respecto a las otras variantes (Fig. 8 y 13). Otra mutacién puntual
detectada en esta variante fue en el nucléotido 471 pero en este caso se obtuvo
una mutacién silenciosa ya que el aminoécido se mantuvo (Q132Q). De acuerdo
a Lazear y col, este aminodcido también estaria involucrado en la unién al

receptor nectina-1 (Lazear E. y col., 2012).

Por otro lado, en la variante 1C3syn14-1 se detect6 una mutacién puntual
donde se reemplazoé el Acido Aspartico por Asparagina (D272N). En este caso

un aminoacido con carga negativa fue reemplazado por otro sin carga. Se sabe
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que los residuos 260 a 310, pertenecen al extremo C-terminal del ectodominio
de gD, que estaria involucrado en la fusién de la membrana luego de la
interaccion del extremo N-terminal con el receptor correspondiente (Cocchi F. y
col., 2004; Connolly S.A. y col., 2005; Fusco D. y col., 2005; Krummenacher C. y
col., 2005; Manoj S. y col.,, 2004). A pesar de que esta mutacién estd dentro de
una zona de importancia, se necesitarian estudios complementarios para

atribuirle las diferencias observadas en la respuesta inmunolégica.

Asimismo, no se descartan posibles mutaciones en otros genes
involucrados en la modulacién de la respuesta inmune, tal como ICP0. Esta
proteina es activa en la inhibicién de mecanismos inmunolégicos como la
produccién de interferén y sus efectos antivirales (Harle P. y col., 2002; Melroe
G.T. y col,, 2004; Mossman K.L. y col., 2000) y la induccién de la degradacién de
proteinas celulares involucradas en el proteosoma (Boutell C. y Everett R.D.,
2003). Otras proteinas tempranas que podrian estar involucradas en la evasion
de la respuesta inmune son ICP4 e ICP27 (Mogensen T.H. y col., 2004). En este
sentido, Meckes y Wills mostraron las primeras evidencias que la interaccién de
la heparina con la glicoproteina C y probablemente gB y gD, por su estrecha
relacién, transmiten una sefial desde el exterior hacia el interior del virién
induciendo un rapido y eficiente cambio estructural en el tegumento (regién del
virién situada entre la membrana y la capside) (Chi J.H. y col., 2005; Meckes
D.G,, Jr. y Wills J.W., 2008). El tegumento es en parte responsable de numerosas
funciones, entre ellas la transcripcion de los genes ICP0, ICP4 e ICP27
(Batterson W. y Roizman B., 1983; Kelly B.J. y col., 2009), Lo cual hace suponer
que el virus podria anticipar ciertas estrategias de evasion inmune antes de

iniciar su ciclo de replicacion dentro de la célula.

Ademas, se realizé un estudio preliminar con ciclosporina A y melitina
en aquellas variantes que fueron sinciciales (Walev 1. y col., 1994). Segan los
resultados obtenidos, la gB presentaria alteraciones en su porcién carboxi-
terminal en todos los casos ya que ninguna de las variantes sinciciales

modificaron su fenotipo en presencia de ciclosporina. Por otro lado, el
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tratamiento con melitina indicaria la presencia de mutaciones en gK en las

variantes 1C3syn14-1 y 1C3syn17-2.

Por otro lado, estudios realizados en distintas etapas del ciclo de
replicacion viral con distintos CGNs mostraron que dichos compuestos no
interfieren en la internalizacién ni en la sintesis de proteinas tempranas y
tardias de HSV (Carlucci M.J., 2001). Sin embargo, hay trabajos de otros grupos
que han demostrado que polisacaridos sulfatados pueden actuar en etapas
posteriores a la unién a la célula (Callahan L.N. y col., 1991; De Vreese K. y col.,
1996; Gonzalez M.E. y col., 1987). Por lo tanto, también sospechamos que habria
modificaciones genéticas a nivel de la TQ viral que darfan como consecuencia
una disminuciéon 6 anulacién de la reactivaciéon viral desde la latencia
(Efstathiou S. y col., 1989; Evans ].S. y col., 1998), ademés de que el gen de la TQ
y el gen de la ADN polimerasa viral estdn involucrados en la virulencia y la
patogenicidad (Andrei G. y col., 2005). Dichas sospechas se revelan por las
variantes HSV resistentes al ACV y/o PFA obtenidas con los CGNs. Se pudo
descartar que los polisacaridos sulfatados tuvieran influencia en la resistencia al
ACYV por alteraciones a nivel de la TQ. Esto se debe a que sélo se han observado
en los clones 1C3yn17-2, 1C3syn20-2 y 1C3syn21-2 una mutacién puntual de
Alanina por Valina en la posicién 192 y en la variante 116-11 un reemplazo de
Tirosina por Acido Aspértico en la posicion 248. Estas posiciones fueron
reportadas como polimérficas en varias oportunidades, fuera de las posiciones
de resistencia al ACV (Chibo D. y col., 2003; Griffiths A., 2011; Piret J. y Boivin
G., 2011; Shiota T. y col., 2011). En general, las mutaciones asociadas a
resistencias al ACV corresponden a mutaciones que generan deficiencias en la
actividad de la TQ, principalmente por corrimientos en el marco de lectura o
por sustituciones nucleotidicas o aminoacidicas que resultan en codones stop
prematuros. También son frecuentes mutaciones que alteran la actividad de la
TQ debido a una disminucién en la fosforilacion (Shiota T. y col., 2011). A pesar
de que la incidencia es baja (5%), también se han reportado mutaciones a nivel
de la ADN pol, como causa de resistencia al ACV (Saijo M. y col., 2002). Por este

motivo, se decidié evaluar también la secuencia de dicha enzima. Si bien aun
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son resultados preliminares, segtin lo observado sélo la variante 1C3syn17-2
derivada de HSV-1 F present6 alteraciones a nivel de la secuencia. Ninguna de

las posiciones que sufrieron mutaciones corresponden a sitios relevantes para la

actividad de la ADN pol (Piret J. y Boivin G., 2011).

No obstante, la ausencia de cambios o cambios de “escasa importancia”
en los genes de la gD, TQ y ADN pol, no descartan posibles modificaciones a
nivel de las proteinas que podrian alterar ciertas caracteristicas como la
virulencia o evasion viral. Numerosos estudios han revelado que en respuesta
al medio ambiente, las proteinas reguladoras (“sintonizadores” epigenéticos)
pueden crear més de dos mil variantes de proteinas a partir de un mismo molde
génico cambiando su funcionalidad. Esto qued6 parcialmente evidenciado con
ACVp6KOS que no manifesté cambios en la secuencia de la TQ a pesar de su
elevada RR al ACV (Fig. 32). Dicho gen es responsable en un 95% de los casos
de resistencia al ACV (Andrei G. y col., 2005).

Asimismo, no se encontré relacion entre la RR de las variantes al ACV
con la virulencia. Las variantes virales derivadas de HSV-1 KOS no mostraron
resistencia al ACV mientras que ACVp6KOS presenté una RR:126,53. Sin
embargo, todas fueron asintomaéticas por via intravaginal. Por otro lado, por via
intranasal s6lo ACVp6KOS y 116-11 mostraron ser avirulentas (Tabla 8 y Fig.
14).

Los resultados contenidos en el presente estudio son ttiles para el
entendimiento de los factores que definen la virulencia de HSV-1. Ademés,
estas variantes son herramientas apreciadas para interrogar el sistema inmune e
investigar la contribucién de componentes especificos de la inmunidad en
mucosas. Las variantes podrian tener usos promisorios en biotecnologia y

aportar mayores conocimientos para el disefio de nuevas terapias antivirales.

Tomando en cuenta que los cambios de comportamiento viral (biolégico)
podria estar proporcionado tanto por la contribucién de los genes (herencia)
como por la contribucién del medio (mecanismos epigenéticos) o ambos, se

planifica realizar estudios fenotipicos-genotipicos de un mayor ntmero de
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clones para definir una proyeccién estadistica. Asi, este proyecto marcaria el

inicio de un camino para demostrar si la estrategia de obtencion de variantes

virales podria tener alguna relacién con un proceso evolutivo natural del virus,

comprobandose con bases de datos para la exploracién global evolutiva virus-

huésped.

En resumen:

2)

Las nuevas variantes obtenidas de HSV-1 KOS, empleando la misma
estrategia de generacion, presentaron caracteristicas similares a las
generadas con HSV-1 F, independientemente del polisacarido sulfatado
empleado (CGN-1C3, CGN-1, H) y de las mutaciones halladas en los
genes de gD, TQ y ADN pol.

Las variantes virales mostraron menor virulencia que la cepa patrén por

via intravaginal, pero no intranasal.

La patologia del HSV fue dependiente de la activacion temprana del
sistema inmune innato y del tropismo tal como se demostr6 en

infecciones pulmonares.

La patologia del HSV fue independiente de la replicacion viral por via

intravaginal.
No se encontro relacion directa entre resistencia al ACV y la virulencia.

Las moléculas de adhesion VCAM e ICAM no se vieron afectadas y las

citoquinas TNF-a e IL-6 disminuyeron en las variantes atenuadas.
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