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RESUMEN

Las bases moleculares de la accion antiherpética del interferéon no son bien conocidas.

Nuestro trabajo estd orientado hacia el estudio de las bases moleculares de la accion del
interferén linfoblastoide humano sobre el virus herpes simplex tipo 1 en células HeLa.
Se demuestra que la sintesis de proteinas y de ADN virales no son bloqueadas durante
las fases tempranas de la infeccion.

Se estudia también las caracteristicas de las particulas virales producidas en las células
tratadas con interferon.

Los resultados obtenidos demuestran que la accion del interferon se ejerce en alguna de
las etapas tardias del ciclo de replicacion viral.

SUMMARY

The molecular basis of the interferon antiherpetic action are not well known.

Our work is directed toward the study of the molecular basis of the antiviral action of
human lymphoblastoid interferon on herpes simplex type 1 in HeLa cells.

The results of this work show that viral proteins and DNA synthesis are not inhibited
by interferon during the early steps of virus replication.

The characteristcs of viral particles produced in cells treated with interferon are also
studied.

It is demonstrated that interferon’s action on herpes simplex virus type 1 is exerted in
some of the late steps of the viral replication cycle.
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INTRODUCCION

Los interferones son una familia de proteinas producidas y secretadas al medio por las
células de animales superiores en respuesta a distintos estimulos que son capaces de ejercer
diversas actividades biologicas (Stewart [I, 1981). Entre éstas sc encuentra su capacidad para
inhibir la replicacion de un amplio rango de virus. La etapa del ciclo viral que es bloqueada por
el tratamiento de las células con interferon varia de un virus a otro. En la mayoria de los casos
parece tratarse de una fase temprana, la transcripcion o la traduccion (Sen, 1982; Lengyel, 1982).

La accion antiherpética del interferdon es hoy bien conocida. Sin embargo, poco es lo que
se sabe por el momento acerca de su mecanismo molecular. Nuestro trabajo se ha orientado
al estudio de las bases moleculares del bloqueo que el interferon linfoblastoide humano
(HUlFN- « (Ly)) ejerce sobre el virus herpes simplex tipo 1 (HSV-1).

MATERIALES Y METODOS

Materiales

El interferon linfoblastoide humano (HulFN- « (Ly); 1,6 x 10% U/mg de proteina) fue gene-
rosamente cedido por los Drs. Finter, Fantes y Johnston de los Laboratorios Wellocome,
Beckenham, Inglaterra. Los productos radiactivos fueron suministrados por The Radiochemical
Centre, Amersham (Inglaterra). Los medios de cultivo y el material de plastico para el creci-
miento de ¢élulas fueron adquiridos a Gibco Biocult y Falcon Plastics respectivamente.

Células y virus

Las células humanas Hela fueron crecidas en medio de Eagle modificado por Dulbecco
(E4D) suplementado con un 10% de suero de ternera recién nacida (E4D10).

Los virus herpes simplex tipos 1y 2 (HSV-1, HSV-2) fueron crecidos en monocapas de
células HeLa en el medio mencionado suplementado con un 2% de suero de ternera (E4D2).

Condiciones de la infeccion viral y medida de la sintesis de proteinas

Las células HeLa crecidas en placas de 24 pocilies de 16 mm de didmetro (Linbros) fueron
infectadas con el virus correspondiente a la multiplicidad de infeccion descrita en cada experi-
mento; después de 1,5 h de incubacion a 37°C se eliminé el medio, afiadiéndose 0,5 ml de
medio E4D2 fresco. Para marcar las proteinas las células fueron incubadas durante periodos
de una hora en 0,5 ml de medio carente de metionina suplementado con un 1% de suero de
ternera y 0,1-0,2 # Ci de (358) metionina (1100 Ci/mmol; 5,4 mCi/ml). Una vez finalizado
el periodo de marcaje el medio fue eliminado y las células lavadas con solucion salina tampo-
nada con fosfato (PBS), precipitadas con 4cido tricloroacético al 5%y lavadas tres veces con
etanol. Las monocapas fueron a continuacion secadas bajo una [dmpara de rayos infrarrojos
y disueltas en 225 1.1 de NaOH 0,1 N con dodecilsulfato sodico (SDS) al 1%. La radiactividad
presente en alicuotas de 125pl fue estimada usando liquido de Brays en un contador de
centelleo liquido Intertechnique.
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Analisis de las proteinas sintetizadas en células infectadas por virus

Al finalizar el periodo de marcaje con el isbtopo correspondiente las células se lavaron
con tampon fosfato y se disolvieron en 200 p1 de NaOH 0,02N con SDS al 1%y 200 pl de
tampoén de electroforesis (glicerol al 17% , ditiotretitol 0,1 M, Tris-CIH 0,37 M, pH 6,8, SDS al
1%y azul de bromofenol 0,024% como indicador). Las muestras fueron a continuacién soni-
cadas con objeto de reducir su viscosidad y calentadas a 90°C durante 5 min. 10 | de cada
muestra fueron analizadas mediante electroforesis en geles de poliacrilamida al 15% a 30 V
durante toda la noche. Una vez secos, los geles fueron sometidos a autorradiografia segin el
método previamente descrito (Mufioz y Carrasco, 1981). La digitalizacion de los autorradio-
gramas se realiz0 mediante un microdensitémetro digital Optronics P1700 conectado en lineas
con un microordenador PDP 11/45.

Medida de la glicosilacion de proteinas en células en cultivo

El nivel de glicosilacion de las proteinas se estimd mediante pulsos de 15 . Ci/ml de (3H)
glucosamina de la duracién indicada en un medio carente de glucosa y suplementado con
una cantidad de dcido pirdvico diez veces superior a la normal y 2% de suero de ternera diali-
zado previamente frente a PBS. El procesamiento y andlisis electroforético de las muestras
fue el mismo que el empleado en el caso de marcaje de proteinas con (358) metionina.

Medida de la fosforilacion de proteinas en células en cultivo

El nivel de fosforilacion de las proteinas se estim6 mediante pulsos de 25 pCi/ml de (32P)
fosfato de la duracién indicada en un medio sin fosfato con 10 mM Hepes pH 7.4 y suple-
mentado con un 2% de suero fetal de ternera dializado frente a medio de Hanks sin fosfato.
El procesamiento y andlisis electroforético de las muestras fue el mismo que el empleado en
el caso de marcaje de proteinas con (355) metionina.

Obtencion y analisis de viriones marcados radiactivamente

Con objeto de disponer de viriones de HSV-1 marcados radiactivamente en el ADN se infec-
taron monocapas confluentes de células HelLa control y tratadas con interferon (400 U/ml
durante las 18 horas anteriores a la infeccién), crecidas en placas Petri de 100 mm de diametro,
con HSV-1 a una mdi de 5 ufp/célula. Para marcar el ADN se anadio a la tercera hora de
infeccion (3H) timidina (20 1 Ci/ml) al medio E4D?2, continudndose el marcaje hasta el final de
la infeccion. Al concluir la infeccidn se recolectd el medio con las células, dindose diez pases
por un Potter estéril con objeto de romper Jos restos celulares. A continuacion se llevo a cabo
una centrifugacion a 6.000 r.p.m. durante 15 minutos en un rotor $$34 a 29C. El sobrenadante
se centrifugd posteriormente en tamp6n fosfato sobre un colchon de sacarosa al 10%en tampén
fosfato a 30.000 r.p.m. durante 90 minutos en un rotor SW50, precipitando los virus en ¢l
fondo del tubo, que fueron resuspendidos en tampon fosfato.

Los viriones asi obtenidos marcados radiactivamente en su ADN fueron analizados mediante
cromatografia en columna de Sepharose 6B de 4 x 0,5 cm previamente equilibrada con tampon
fosfato. Se recogieron fracciones de 200 5! en tubos de polipropileno, cuya radiactividad fue
estimada afiadiendo 2 ml de liquido de Bray.
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Tincion negativa de viriones

Con el fin de llevar a cabo la tincidn negativa de viriones producidos en células control
y tratadas con interferon, tras su crecimiento y recoleccion se coloco una gota de la suspension
viral correspondiente sobre rejillas de 400 mesh recubiertas por una pelicula de carbon y
colodion. Después de 30 segundos de adsorcion se retird el liquido con papel de filtro y se
tifieron con é4cido fosfotdngstico al 2% en agua destilada llevado al pH 7 con NaOH.

Entrada de virus en células en cultivo

El analisis de la capacidad de los virus de penetrar en el interior celular se llevo a cabu
mediante cinéticas de incorporacion de los componentes viricos (ADN) a la fraccion de material
intracelular insoluble en dcido tricloroacético (TCA) tras la adicion de viriones marcados
radiactivamente a cultivos celulares 2 37°C. Como control de la cantidad de virus que cs capaz
de absorberse a las células pero no de pasar a su interior s realizaron cinéticas paralelas a
4°C. A los tiempos indicados en cada caso después de la adicion del virus a las monocapas
celulares se elimind el no absorbido mediante sucesivos lavados de las monocapas con 1 ml de
PBS frio, 0,5 ml de medio E4D sin suero y 0,5 ml de medio E4D con tripsina al 0.0025% .
A continuacién se afiadio TCA al 5% vy, transcurridos cinco minutos. se lavo dos veces con
etanol. Las monocapas fueron disueltas en 220 .1 de NaOH 0,1 N con 1% de SDS. estimandose
la radiactividad presente en 150 1.1 utilizando liquido de Bray.

RESULTADOS

Inhibicion de la replicacion del HSV-1 en células humanas HeLa

En primer lugar estudiamos el efecto que tiene el tratamiento de células HeLa con interferon
sobre la multiplicacion del HSV-1. Como se muestra en la Tabla I, el pretratamiento

Tabla 1

INHIBICION DE LA REPLICACION DEL HSV-1 EN CELULAS HeLa POR HulFN- ¢ (Ly)

Exp. mdi HulFN- « (Ly) Produccion de virus infectivo  Jocontrol
(U/ml) (u.fp/mlx 10°7)
I 1 — 8,0 100
1 4 1,6 20
1 40 0,72 9
1 400 0,36 4
1 1000 0,16 2
I 0,01 — 1,4 100
0,01 400 0,02 2
0,1 — 1,8 100
0,1 400 0,08 5
1 — 2,4 100
1 400 0,20 8
10 — 3,6 100
10 400 0,44 12

El interferon fue afiadido a las células 18 h antes de la infeccion. El virus producido fue reco-
lectado 48 h después de ésta.
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De modo analogo se estudio el efecto que el tratamiento con interferon pudiera tener sobre
la fosforilacién de las proteinas virales. Tampoco se observaron en este caso (figura 3) dife-
rencias respecto a las células no tratadas.

Herpes simplex virus tipol (mdi 5) Células no infectadas
Control HuIFN- (Ly) (400 IU/ml) Control + [FN (400 [U/mi)
Tiempo
(h) 930 —12.30-1530—1 -12.30—15.30- 18.30

HEIIEE

FIG. 3. Efecto del interferén sobre la fosforilacidon de las proteinas de HSV-1. El interferon
fue anadido a las células 18 h antes de la infeccion. Las células fueron marcadas con
25 p.Ci/ml de (32P) fosfato a los tiempos indicados y las proteinas analizadas mediante electro-
foresis en geles de poliacrilamida seguida de autorradiografia.

Efecto del tratamiento con interferén sobre el estado de la membrana plasmatica
de las células infectadas por HSV-1

Con objeto de conocer si el pretratamiento con interferén provoca alguna alteracion de la
integridad de la membrana plasmatica de las células infectadas por HSV-1, se llevo a cabo una
cinética de los niveles celulares de 86Rb como marcador interno del contemdo ionico (Resul-
tados no publicados). Observamos como durante las primeras horas de infeccion no hay dife-
rencias en los niveles de 86RbYentre células tratadas y no tratadas con interferon. Estos niveles
comienzan a descender a partir de la hora sexta-octava de infeccién, siendo el descenso ligera-
mente mds acusado a partir de la hora décima en las células tratadas con interferon, aunque
no es probable que este hecho tenga significacion en la inhibicion de la produccion de virus
infectivo.

Efecto del interferon sobre la sintesis de ADN viral

El estudio de la sintesis de ADN en Jas céfulas tratadas con interferon revelo que si bien
hay una marcada diferencia en la incorporacion de timidina tritiada en DNA en células tratadas
con interferon respecto a las no tratadas, el perfil de la sintesis es en ambos tipos de células
similar. siendo probablemente atribuible dicha diferencia al conocido efecto inhibitorio del
interferon sobre el transporte de dicho precursor al interior celular (Hilfenhaus et al., 1976;
Gewerteral 1981).
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Efecto del interferon sobre el ensamblaje e integridad de los viriones

Dada la imposibilidad de detectar modificaciones en la sintesis de los diferentes compo-
nentes que forman parte de los viriones se pasé a continuacion a estudiar si. como parecra
posible, el interferon afectaba alguno de los procesos finales del ciclo virico (ensamblaje o
liberacion) tal como ha sido descrito en el caso de retrovirus (Friedman, 1977).

Con este objeto las células infectadas se marcaron con (3H)-timidina desde la hora 3ala 22
de la infeccion. Los viriones fueron extraidos y analizados mediante cromatografia en columna
de Sepharose 6B. En la figura 4 se observa como la cantidad de particulas virales producidas
en células control y en células tratadas con interferon es comparable. lo que sugiere que la
sintesis de ADN virico no estd afectada.
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FIG. 4. Contenido de ADN de viriones formados en células HeLa tratadas y no tratadas con

interferon.

Las células se crecieron en placas de 100 mm de didmetro. El interferdn (400 U/ml) fue anadido
a las células 18 h antes de la infeccion por HSV-1 a una multiplicidad 5. Tres horas después de
ésta se adicionaron al medio 20 pCi/ml de (3H)—timidina. Los viriones fueron extraidos a las
22 h de la infeccion y pasados a través de columnas de 2,5 ml Sepharose 6B. Se representa la
radiactividad presente en fracciones de 250 ;:1. (o - o) Virus extraidos de células tratadas con
400 U/ml de HuIFN- « (Ly); (@ - ®) virus extraidos de células no tratadas.

A fin de analizar con mas detalle si pudiera existir algin defecto en el ensamblaje de los
viriones en células tratadas con interferon (carencia de envuelta...), los viriones obtenidos en
células control y células tratadas con interferén fueron analizados mediante microscopra

electronica.
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La tincion negativa de los viriones revel6 la existencia de cuatro tipos diferentes de particulas
virales en ambas preparaciones (Figura 5): particulas llenas de ADN con envuelta (a), particulas
llenas sin envuelta (b), particulas sin ADN con envuelta (¢) y particulas también vacias sin
envuelta (d). No se observan diferencias ni en la morfologia ni en el porcentaje de cada clase
de viriones formados en ambos tipos de células. Sobre un nimero de 300 particulas en cada
caso se obtuvieron las siguientes proporciones: 8% del tipo a, 7% del tipo b, 68%del tipo c y
17% del tipo d (células sin tratar), y 8%del tipo a. 4%del tipo b, 76% del tipo ¢ y 12 del tipo d
(células tratadas con IFN). El porcentaje de viriones conteniendo ADN es muy similar en
células control y tratadas. lo que de nuevo sugiere la ausencia de inhibicion de la sintesis de
ADN viral en células tratadas con interferon.

Oluym

FIG. 5. Tipos morfologicos de particulas virales formados en células HeLa tratadas o no con
interferon infectadas por HSV-1.

El tratamiento con Interferon fue llevado a cabo 18 h antes de la infeccion (5 u.f.p./célula).
Los viriones fueron extraidos 22 h después de ésta y tenidos negativamente con acido
fosfotingstico.

El estudio mediante microscopia electronica de inclusiones de ¢élulas infectadas por HSV-1
pretratadas o no con interferon tampoco ha permitido observar diferencias en la formacion de
particulas viricas. en el ciclo viral. ni en el efecto que dicha infeccion provoca en las células
HeLa (desintegracion del o de los nu<leolos. desagregacion de la cromatina y su distribucion por
la periferia nuclear. vacuolizacion del citoplasma. . .).
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Se examind a continuacién la naturaleza y contenido de las proteinas incorporadas en
viriones con objeto de comprobar si existen diferencias que puedan explicar la reducida infecti-
vidad de aquellos producidos en células tratadas con interferén. Para ello se obtuvieron viriones
crecidos en células control y tratadas con interferén que habian sido marcados con (358)-metio-
nina en sus proteinas analizindose posteriormente éstas mediante electroforesis en geles de
poliacrilamida. La figura 6 pone de manifiesto diferencias en el contenido de protefnas entre
los viriones crecidos en células control y los crecidos en células tratadas con interferon, hecho
que revela la existencia de alguna alteracion del proceso de ensamblaje de las proteinas virales
en éstas, que puede ser la responsable del descenso de la infectividad de Jos viriones formados.

IFN
(400 U/ml)  _— 4

s
*e

FIG. 6. Efecto del interferébn sobre el ensamblaje de las proteinas de HSV-1 en viriones. Las
células fueron tratadas e infectadas como en el caso de la figura anterior. Al final del periodo
de incubacién con el virus y alas 2, 4, 6 y 8 h de éste se anadieron al medio carente de metionina
5 ©Ci/ml de (35S)»metionina y sus proteinas analizadas mediante electroforesis en geles de
poliacrilamida.

Efecto del interferon sobre el segundo ciclo de replicacion

Una vez establecido que en las células tratadas con interferon se produce un nimero de
viriones similar al de células control, los cuales tienen ademas una morfologia y contenido de
ADN anilogos, diferencidndose sélo en el contenido de algunas proteinas, se inicio el estudio de
la infectividad de dichos viriones.

Se examind en primer lugar el efecto citopdtico producido por viriones crecidos en células
control y tratadas con interferon (resultados no mostrados) en nuevas células HeLa control en
un segundo ciclo infectivo como en células pretratadas con interferon. Se observo unareduccion
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de alrededor del 90%en la infectividad de los viriones crecidos en células tratadas, resultado que
concuerda con los obteriidos en términos de unidades formadoras de placa (Tabla 1). Esta
diferencia se mantiene cuando las células son pretratadas con interferon. Este hecho es impor-
tante pues indica que la replicacion de los viriones infectivos producidos en células tratadas es
inhibida cuando infectan en un segundo ciclo células tratadas con interferén, es decir, que los
virus infectivos producidos en un primer ciclo de replicacion en células tratadas no son intrin-
secamente resistentes al interferon y, por tanto, seleccionados, puesto que su replicacion es
bloqueada en células tratadas con interferdn en el que seria el segundo ciclo de infeccion.

Se estudio a continuacion la posibilidad de que los virus formados en células tratadas con
interferon pudieran ser defectivos en el reconocimiento, unién o entrada en células HeLa. Con
este objeto se obtuvieron viriones marcados en el ADN o en sus proteinas, analizindose la
cinética de entrada de su marca radiactiva en células HeLa utilizando como control virus crecido
en células no tratadas (figura 7). Se observa solo una ligera reduccion de alrededor del 10-30%
en la internalizacion, resultado que sugiere que los viriones formados en células tratadas con
interferon tienen capacidad de unirse y penetrar en una segunda célula para iniciar un nuevo
ciclo de infeccion similar a la de virus formados en células control.
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FIG. 7. Entrada en nuevas células de HSV-1 crecido en células HeLa tratadas o no con interferén.
Se anadieron viriones marcados en el ADN a monocapas de células HeLa crecidas en Linbros de
24 pocillos, siendo su paso al interior celular analizado segiin se describe en Materiales y
Métodos ( A ) Entrada de virus crecido en células tratadas con 400 U/ml de HuIFN- « (Ly).
( & ) Entrada de virus crecido en células no tratadas. A) Curvas de concentracion de la entrada
de virus marcado en el ADN B) Cinética de la entrada de virus marcado en el ADN: las lineas
continuas representan la entrada a 37°C y las lineas discontinuas la entrada a adsorcién a 4°C.

Finalmente, dada la ausencia de efecto citopatico observada cuando se emplean viriones
crecidos en células tratadas, se analizo la sintesis de proteinas a lo largo de la infeccion de
células Hela por HSV-1 crecido en células control o tratadas. La figura 8 muestra como
en ¢l caso de virus crecido en células tratadas con interferdn no se detecta la sintesis de protei-
nas viricas durante el perfodo normal de infeccion, siendo aparente solo la sintesis de protefnas
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celulares. Este resultado estd de acuerdo con la inhibicion del efecto citopatico e indica que
aunque los viriones crecidos en células tratadas con interferon son capaces de entrar en ¢élulas
Hela, el segundo ciclo de replicacion estd bloqueado en una etapa temprana, puesto que no
tiene lugar la sintesis de proteinas virales.
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FIG. 8. Sintesis de proteinas en células HeLa infectadas por HSV-1 crecido en células control
o en células tratadas con interferon.

Células HeLa crecidas en placas p35 fueron infectadas con el mismo volumen de HSV-1 crecido
en control o tratadas con 400 U/ml de interferon. ( A - A ) células infectadas por HSV-1
crecido en células tratadas; (A - A ) células infectadas por HSV-1 crecido en células control.
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FIG. 9. Efecto del interferén sobre la sintesis de proteinas en células HeLa infectadas por
HSV-2. El interferon fue afadido 18 h antes de la infeccidén con 5 u.f.p./célula de HSV-2.
El nivel de la sintesis de proteinas y el analisis de éstas se llevd a cabo a los tiempos después
de la infeccion indicados segiin ya se ha descrito ( A - A ). Células no tratadas. ( A - A )
Células tratadas con 400 U/ml HulFN- a (Ly).
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Con objeto de comprobar si los resultados obtenidos eran generalizables a otro de los herpes-
virus de mads importancia médica, el virus herpes simplex tipo 2 (HSV-2), llevamos a cabo un
estudio del efecto del interferon sobre la sintesis de proteinas en-células HelLa infectadas por
HSV-2. De acuerdo con los resultados observados en la figura 9, el HulIFN- a (Ly) es mas
efectivo contra el HSV-2 que en el caso del HSV-1. Estos resultados son, ademas, corroborados
por cl analisis de la produccion de unidades formadoras de placa. Como en el caso del HSV-1,
la inhibicion de la sintesis de proteinas celular no es evitada por el tratamiento con el interferon.
ts posible también detectar la mayor parte de las proteinas virales. Sin embargo, alguna de
¢éstas en particular es mas drdsticamente inhibida que en el caso del HSV-1.

DISCUSION

Debido a su posible potencial clinico, la investigacion sobre el interferon ha sido muy intensa
durante los ultimos afios. Hoy en dia han quedado establecidos los efectos del interferon sobre
la queratitis herpética, herpes labial y, posiblemente, herpes genital (Merigan, 1981). Sin
embargo, son aun escasos Jos datos conocidos sobre la base molecular de la inhibicion de los
herpesvirus por el interferon. Nuestros estudios han revelado que, a diferencia de lo que ocurre
en el caso de la mayoria de Jos virus cuyo material genético es ARN (Mufioz y Carrasco, 1981),
el interferon no bloquea la sintesis de los componentes virales (ADN y protefnas) durante las
fases tempranas de la infeccion. En las células tratadas con interferén se forma un numero de
particulas virales comparable al de células control, la mayor parte de las cuales son, sin embargo,
no infectivas. La comparacion de ambos tipos de viriones indica la existencia de algunas dife-
rencias en el contenido de cierto nimero de proteinas. Estos viriones alterados son capaces,
sin embargo, de penetrar en nuevas células, en las cuales no pueden replicarse, estando bloqueada
su sintesis de proteinas. El efecto del interferon tiene lugar, por tanto, a nivel de alguna etapa
tardia del ciclo de desarrollo de los herpesvirus, probablemente del ensamblaje de las proteinas
virales, lo que origina la formacion de particulas virales defectivas.
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