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Los lipid droplets (LD) son organelas constituidas por un nucleo de lipidos neutros, rodeado
por una monocapa de fosfolipidos. En esta monocapa se insertan diferentes proteinas que
confieren a los LD diversos roles dentro del metabolismo celular. Entre sus funciones se
encuentra actuar como reservorio energético, almacenar moléculas hidrofdbicas, evitar la
lipotoxicidad y participar de la respuesta inmune innata. Ademas, los LD estdn involucrados en
la replicacién de diversos virus, como dengue y hepatitis C.

El virus Junin (JUNV), perteneciente a la familia Arenaviridae, es el agente etioldgico de la
fiebre hemorragica argentina. Es un virus con genoma de ARN que esta formado por cuatro
proteinas: la nucleoproteina (N), la glicoproteina (G), la proteina de matriz (Z) y la ARN
polimerasa viral (L). Nuestros trabajos anteriores demostraron la participacion del
metabolismo de lipidos en la correcta replicacidn de JUNV, sugiriendo la importancia del
estudio detallado de las estructuras lipidicas y su funcién en el ciclo de multiplicacién del virus.
En este trabajo se evalud el efecto de la modulacidn de los LD sobre la multiplicacién viral. Se
utilizaron las lineas celulares HepG2 (hepatocarcinoma humano) y A549 (carcinoma de pulmon
humano). Para modular la morfogénesis de los LD, se trataron durante 24 horas monocapas de
células con 4cido oleico (AO) o el inhibidor de la sintesis de acidos grasos C75. Las monocapas
fueron fijadas y tefiidas con Oil Red-O (ORO) para su analisis por microscopia y para la
cuantificacidn de lipidos neutros mediante la medicidn por absorbancia del colorante retenido.
Luego, se estudid el efecto de la modulacién de los LD sobre los niveles de replicacidn viral.
Para ello monocapas de células tratadas se infectaron con JUNV (MOI de 0,1) y se analizo la
proliferacién viral mediante RT-gPCR y mediante titulacion de las particulas infectivas
generadas. Monocapas tratadas e infectadas de la misma manera se analizaron también por
inmunofluorescencia, utilizando anticuerpos especificos contra las proteinas virales o contra la
proteina marcadora de los LDs, perilipina 2.

Se pudo verificar mediante la tincién con ORO que los tratamientos con AO y C75 estimulan e
inhiben la morfogénesis de LDs, respectivamente. Se comprobd ademas que la estimulacién de
los LDs se ve acompaiada por un aumento en la multiplicacion viral mientras que su inhibicion,
por una disminucién de la misma. Los ensayos de inmunofluorescencia de cultivos tratados
con AO, marcando las diferentes proteinas virales y perilipina 2, sugieren una asociacion entre
la nucleoproteina viral y estas organelas. Por otro lado se observé que en cultivos infectados
con JUNV hay una disminucién en el nimero de LDs respecto del nimero de LDs en las células
no infectadas.

En conclusién, mediante el uso de técnicas que permiten el estudio especifico de los LD se
demostré que la modulaciéon de estas estructuras afecta la replicacién de JUNV, asi como el
patrdén de expresion de la nucleoproteina viral. En conjunto, estos resultados sugieren que los
LDs tiene un rol relevante en el ciclo de multiplicacién de JUNV. El estudio acabado del mismo
permitira identificar nuevos blancos para el desarrollo de terapias antivirales.
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