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Abreviaturas

AG = aminoguanidina

c¢GMP = guanosina monofosfato ciclica

DAB = diaminobenzidina

eNOS (endothelial nitric oxide synthase) = sintetasa endotelial de 6xido
nitrico

FHA = fiebre hemorragica argentina

GFAP (glial fibrillary acidic protein) = proteina gliofibrilar acida

HE = hematoxilina/eosina

IC = intracerebral

ICQ = inunocitoquimica

iNOS (inducible nitric oxide synthase) = sintetasa inducible de 6xido nitrico

IP = intraperitoneal

MOI (multiplicity of infection) = multiplicidad de infeccién

nNOS (neuronal nitric oxide synthase) = sintetasa neuronal de 6xido nitrico

NO = 6xido nitrico

NOS = sintetasa de 6xido nitrico

PBS (phosphate buffer saline) = buffer fosfato

PI = postinfeccién/postinoculacién

SFB = suero fetal bovino

SNC = sistema nervioso central

SODc = Cw/Zn superéxido dismutasa / superéxido dismutasa citoplasmaética

UFP = unidad formadora de placa

VJ = virus Junin

XO = xantina oxidasa
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Resumen

Con el objetivo de estudiar el papel del 6xido nitrico (NO) en la infeccién
del SNC por virus Junin (V]), se investigd la presencia de la sintetasa inducible
de 6xido nitrico (iNOS) junto con la expresién de la proteina gliofibrilar acida
astrocitaria (GFAP) en un modelo experimental murino y en cultivos
predominantemente astrocitarios. En ambos casos, ademas, se estudié el efecto
del tratamiento con aminoguanidina (AG), inhibidor especifico de la iNOS. En
ratones inoculados IC con V] y tratados con AG, se registr6é al dia 18 PI un 31%
més de mortalidad esponténea (p<0,05) respecto de los animales infectados no
tratados con AG. En aquellos tratados con AG y no infectados no se observo
mortalidad. Sin embargo, no se registraron diferencias en cuanto a titulos
infectivos en el tejido neural de los animales infectados. Tanto en animales
como en cultivos astrocitarios inoculados con V] se detect6 expresion de iNOS en
células con morfologia de astrocitos. La inmunomarcacién de SODc y eNOS fue
positiva en el endotelio vascular y en células indeterminadas, respectivamente,
pero negativa en cultivos astrocitarios. Por marcacién de GFAP, se precis6 una
significativa activacién astrocitaria en animales y cultivos infectados, mientras
que se observé una activacién menor cuando se realizé tratamiento con AG.
Estos resultados confirman la previa observaciéon de la activacién astrocitaria
consecutiva a la infeccién por V] y demuestran una mayor induccién de la iNOS

en astrocitos en respuesta a la infeccién con V]. Ademds, sugieren un papel



Resumen

protector del NO respecto de la mortalidad inducida por la infeccién del SNC por

VJ.
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Introduccién

El éxido nitrico en el SNC

El 6xido nitrico (NO) es un radical libre gaseoso con un electrén no
compartido, producido por la conversién de L-arginina a L-citrulina, reaccién
catalizada por una NO sintetasa o NOS (Moncada and Higgs, 1993), y fue
originalmente descrito como el factor relajante derivado de endotelio (Furchgott
and Zadawzki, 1980).

El NO es una sustancia clave en el mediado de informacién, cuyos efectos
pueden ser tanto fisiolégicamente estimuladores como inhibidores en vasos
sanguineos, corazén, pulmén, rifién, cerebro, pancreas, intestino y el sistema
inmune. El NO tiene varias propiedades que lo diferencian de los mensajeros
moleculares convencionales. Una de ellas es la capacidad para difundir a través
de las membranas, ya que es un gas, y asi actuar sobre constituyentes celulares
localizados en lugares distantes al sitio de su formacién. Su disponibilidad
biolégica se basa en la difusién transcelular hacia blancos intracelulares, y no
esta restringida a estructuras anatémicas o al sistema circulatorio. En el cerebro,
esto hace que el NO se comporte parcialmente como un neurotransmisor y
parcialmente como una hormona. Al contrario de otros mensajeros moleculares,
el NO tiende a formar uniones covalentes con sus blancos, en lugar de mediar sus
efectos via tipicos mecanismos de activacién de un receptor. Los blancos para el
NO originado en las neuronas incluyen otras neuronas y células gliales vecinas
(Murad, 1998).

El NO media la relajacién del misculo liso en muchos érganos. En el SNC



Introduccién

varios fenémenos involucran al NO, incluyendo nocicepcion, termogénesis,
tolerancia a la morfina, control central de la presién sanguinea y actividad de
nervios simpéticos. También estd involucrado en procesos de aprendizaje y
memoria. Por otra parte, ha generado especial interés el papel del NO en los
cambios neurodegenerativos, ya que el NO es un radical libre potencialmente
téxico, y su excesiva generacién puede tener consecuencias nocivas y contribuir
a condiciones neurodegenerativas (Garthwaite et al., 1993). En el SNC, es sabido
que el NO funciona como un poderoso activador de la forma soluble de la
guanilato ciclasa, enzima que sintetiza el cGMP (Knowles and Moncada, 1994), lo
cual lo involucraria en procesos de transduccién de sefial.

En todos los casos, el NO es generado a partir de uno de los nitrégenos del
aminodcido L-arginina junto con oxigeno molecular, y el subproducto es la L-
citrulina (Marletta, 1993). Existen varias sintetasas de NO, las cuales, dada la
simplicidad del NO, son sistemas enziméticos sorprendentemente complejos.
Actualmente se conocen tres sintetasas de NO diferentes. La de mayor
distribuciéon en el SNC es una proteina soluble de 150 kDa expresada
constitutivamente y dependiente de Ca** y calmodulina (nNOS, tipo I o cNOS
neuronal). La enzima presente en células del endotelio vascular (eNOS o tipo III)
posee propiedades similares, pero es menor (130 kDa) y estd asociada a
membrana. Finalmente, la tercera enzima difiere de las otras dos en que no esta
presente en condiciones normales sino que su sintesis es inducible y su actividad

es independiente del Ca®* (INOS o tipo II). En el SNC, son las células de la
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microglia quienes reconocidamente expresan esta sintetasa (Knowles and
Moncada, 1994). Cuando es inducida, la iNOS permanece activa por periodos de
tiempo mas prolongados y sintetiza NO en concentraciones 100-1000 veces
mayores que las isoformas constitutivas (Licinio et al., 1999).

La iNOS puede ser inducida en el cerebro por dos mecanismos diferentes.
El primero involucra su expresién como respuesta a eventos patofisiolégicos que
ocurren en el SNC, como isquemia, trauma, infeccién y autoinmunidad por
intermedio de diversas citoquinas, incluyendo la interleukina 18, el factor de
necrosis tumoral a y el interferén y. Por otra parte, la iNOS puede ser expresada
en respuesta a infeccién sistémica; a ese respecto, productos bacterianos como
los lipopolisacéridos, pueden indirectamente causar la induccién de la iNOS a
través de la liberacién de diversas citoquinas (Licinio et al., 1999).

En estudios previos realizados para elucidar el papel potencial de las NOS
en la patogénesis de la encefalopatia viral se observé que la expresién de iNOS
aumentaba mientras que la expresién de la nNOS disminuia significativamente
en el cerebro de ratas inoculadas con virus, sea Borna o rdbico. Esto sugiere que
tanto la generacion excesiva de NO por los macr6fagos activados o la microglia,
como una disminucién en la produccién de NO por las neuronas, pueden
contribuir a la neuropatogénesis de las infecciones con virus neurotrépicos
(Akaike et al., 1995).

En los ultimos afios se ha acumulado evidencia sobre la importancia

bioldgica de la generacién de radicales libres inducidos por infecciones virales y
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bacterianas. En ciertas infecciones virales experimentales, se ha observado una
induccién paralela de la xantina oxidasa (XO) y la iNOS, lo cual genera la
reaccién simultdnea NO + O,* = ONOO'" (peroxinitrito). El peroxinitrito exhibe
una singular reactividad quimica que incluye la nitracién de proteinas, la ruptura
de las hebras de ADN y la nitracién de guanidinas, las cuales pueden producir
citotoxicidad y también mutagénesis. Las respuestas inflamatorias inducidas por
varios patégenos podrian acelerar la mutagénesis y el dafio tisular (Maeda and

Akaike, 1998).
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Infeccion del SNC por virus Junin

El virus Junin (V]) es miembro de la familia Arenaviridae y es el agente
etiolégico de la Fiebre Hemorrdgica Argentina (FHA). Si bien la FHA se
caracteriza por alteraciones hematolégicas, no ha sido infrecuente el compromiso
del SNC en pacientes afectados. A fin de estudiar la patogenia de la enfermedad
neurolégica en pacientes con FHA se ha recurrido a modelos experimentales,
generalmente representados por roedores inoculados intracerebralmente al
nacimiento con VJ. Por ejemplo, consecutivamente a la inoculacién
experimental del V] en el ratén, se ha observado meningitis moderada,
infiltracién perivascular linfocitaria y proliferacién de células de la microglia;
que a nivel ultraestructural coexisten con células aisladas (neuronas y astrocitos)
en proceso de degeneraciéon. Concomitantemente, se visualizaron particulas
virales libres en el espacio extracelular o en curso de brotacién, sobre todo en
neuronas aunque también en astrocitos (Lascano and Berrfa, 1974). Por
inmunomarcacién del antigeno del virus Junin se precisé su localizaci6n
principalmente en neuronas y, en menor cantidad, en astrocitos, justamente los
dos tipos celulares del SNC en que tiene lugar la brotacién de particulas virales.
La mayoria de las neuronas marcadas fueron observadas en corteza cerebral,
mientras que en el cerebelo las células de Purkinje mostraban expresién selectiva
del antigeno viral.

En la infeccién persistente, a mayores tiempos pi, el virus se limita a

subpoblaciones neuronales especificas incluyendo la corteza cerebral, ganglios
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basales y cerebelo, lo cual sugiere que ciertos tipos celulares pueden albergar al
virus durante la prolongada etapa asintomatica, proveyendo asi un reservorio que
puede inducir el sindrome neurolégico retardado (Lascano et al., 1989). Se
observé que la encefalitis viral estaba acompafada por una notable reaccién
astrocitaria (Lascano and Berria, 1983). Por otro lado, la activacién astrocitaria
no correlacionaba con la presencia de antigenos virales y parece resultado de una
condicién generalizada, que posiblemente incluya factores cerebrales difusibles
inducidos por la infeccién por VJ (Lascano et al., 1989). En cultivos primarios de
astrocitos se observan similares cambios morfolégicos e inmunocitoquimicos
(Berria and Lascano, 1985).

Luego de la inoculacién intracerebral de ratas recién nacidas con VJ se
pudieron diferenciar tres estadios: una fase temprana de enfermedad aguda, hasta
30 dias postinfeccion (PI); uno intermedio, que se extiende por 280 dias pi, sin
signos clinicos pero con evidente persistencia viral, y un periodo final de
enfermedad crénica, conformando un sindrome clinico neurolégico

(Weissenbacher et al., 1986).
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Astrocitos

En 1895, Mihaly von Lenhossek propuso el nombre astrocito para
identificar a elementos celulares bien diferenciados dentro del sistema nervioso
central (SNC) y el de neuroglia para englobar a todas las células con funciones de
soporte en el SNC. Durante mucho tiempo se consider6 que los astrocitos tenian
un papel meramente estructural y que reaccionaban en forma lenta y
estereotipada en el curso de la enfermedad. Es gracias a los avances en cultivos
celulares y a formas mas especificas de identificar estas células, que actualmente
se ha incrementado el conocimiento sobre el desarrollo, estructura, funcién y
papel del astrocito durante la enfermedad (revisado en Tower, 1988).

Los astrocitos maduros, como su nombre lo sugiere, son células estrelladas
con prolongaciones; estan distribuidos a lo largo del cerebro y de médula espinal.
Tradicionalmente, se los dividi6é en protoplasméticos y fibrosos basandose en su
morfologia y distribucién en el SNC (Privat and Rataboul, 1986). Mas
recientemente, se propuso clasificarlos en astrocitos de tipo I (protoplasméticos)
y de tipo II (fibrosos), cada uno proveniente de diferentes células progenitoras.
Mientras que la célula progenitora del tipo I seria de estirpe astrocitica, la del tipo
IT podria diferenciarse en astrocitos tipo II o bien en oligodentrocitos (Cameron
and Rakic, 1991).

Los astrocitos son células diversificadas funcionalmente. Se diferencian
continuadamente desde el periodo embrionario y postnatal temprano, a partir de

células neuroepiteliales localizadas en las regiones ventriculares y
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subventriculares del cerebro en desarrollo. Después de alcanzar su destino final,
inician su diferenciacién en astrocitos maduros, los que exhiben una forma
asimétrica, un citoesqueleto bien desarrollado y numerosas prolongaciones. Por
otro lado, ciertos precursores astrocitarios pueden permanecer como un
reservorio de células indiferenciadas, constituyendo una fuente de astrocitos
potencialmente reactivos frente a un eventual dafio (de Vellis, 1993).

Los astrocitos, por su niimero y por sus relaciones con otros componentes
estructurales y celulares, ocupan una parte esencial y diversa en el desarrollo y
funcionamiento normal del SNC. Algunas de estas funciones son: guiar la
migracién neuronal durante el desarrollo del SNC, proveer proteinas de matriz
extracelular y moléculas de adhesién necesarias para el desarrollo, asegurar el
mantenimiento de relaciones estructurales y de la reparacién del SNC luego de
una lesiéon. Ademés pueden producir factores solubles neurotréficos, inducir y
mantener la barrera hematoencefélica, participar en la recaptacién de
neurotransmisores y la regulacién de pH, ajustar la concentracién de iones y la
osmolaridad del microambiente cerebral, asi como jugar un papel importante en
la detoxificacién, la fagocitosis y en la respuesta inmune (Montgomery, 1994).

El citoesqueleto astrocitario esta constituido por tres componentes
filamentosos principales: microtibulos, de 25 nm de didametro constituidos por
tubulina y otras proteinas; microfilamentos, de 10 nm de didmetro constituidos
por actina, y filamentos intermedios, de 15 nm de didmetro aproximado

constituidos por diversas proteinas (ver mas adelante). Los componentes del

10
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citoesqueleto estén unidos a sitios especificos en el citoplasma y tienen
proyecciones sobre su superficie que les permiten interactuar entre si y con otras
organelas. El citoesqueleto desempefia un papel importante en diferentes
funciones, tales como la motilidad celular, organizacién espacial de otros
componentes celulares, determinacién de la forma celular y la fagocitosis.

Entre las funciones especificas de los microtiibulos se encuentran los
movimientos cromosémicos durante la mitosis, el transporte selectivo de
constituyentes citoplasmaticos, el desarrollo y mantenimiento de la forma
celular, la movilidad celular y la transduccién sensorial.

Los microfilamentos son responsables de diferentes tipos de movimientos
citoplasmaticos, incluyendo la endocitosis, citocinesis, el flujo citoplasmatico, el
transporte de proteinas en la membrana celular y la liberacién de granulos de
neurotransmisores.

Los filamentos intermedios estdn compuestos por polipéptidos de amplio
rango de tamano que varian segin el tipo celular. Los filamentos intermedios
estan involucrados en el comportamiento de los astrocitos, en el desarrollo de su
citoarquitectura durante la proliferacién postnatal, en la transicién al estado
diferenciado, y en el envejecimiento y la enfermedad. La proteina gliofibrilar
acida (glial fibrillary acidic protein, GFAP) es el principal componente de los
filamentos intermedios de la astroglia (Tardy et al., 1993). Fue aislada en 1971
por Eng a partir de la cicatriz glial de un paciente con esclerosis miltiple (Eng et

al., 1971). La estructura y regulacién del gen que la codifica en el cerebro

1
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humano y de ratén han sido caracterizadas, y la secuencia completa establecida
(Tardy et al., 1993). El transcripto es traducido a una proteina de 41 a 51 kDa
dependiendo de la especie, y su organizacién y polimerizacién aparece
sincronizada con la acumulacién de gliofilamentos (Eng, 1988). La
inmunomarcacién de la GFAP ha permitido su localizacién precisa en el cuerpo
celular y las prolongaciones citoplasméaticas. Aun cuando se la ha encontrado
también en el sistema nervioso periférico y en tejidos no neurales (Eng and
Ghirnikar, 1994), la GFAP es la proteina mas especifica del citoesqueleto de los
astrocitos y es utilizada como marcador astrocitario.

Las lesiones en el SNC, tanto por trauma, anoxia, infeccién o dafio
quimico, como por enfermedades desmielinizantes o neurodegenerativas,
ocasionan una respuesta tipica de los astrocitos denominada astrogliosis. La
astrogliosis reactiva es una caracteristica prominente de los astrocitos adyacentes
al sitio de la lesién y que se extiende mas alld de ella. Esta reaccién se
caracteriza por la proliferacién astrocitaria, hipertrofia extensiva de nicleos,
cuerpos celulares y prolongaciones citoplasmaticas, y por un incremento en la
GFAP (Vijayan et al.,1990). La acumulacién de GFAP puede incluso causar una
barrera fisica que impediria el restablecimiento de un medio ambiente funcional
(Ghirnikar et al., 1994).

Las gliosis reactivas que ocurren en casi todos los tipos de trauma o lesién
estdn caracterizadas por una expresién aumentada de GFAP y vimentina (otro

filamento intermedio presente en variados tipos celulares), que produce
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importantes cambios morfolégicos en los astrocitos reactivos (Oblinger et al.,
1993). Dependiendo de la naturaleza del dafio pueden existir diferentes
mecanismos biolégicos que sean capaces de inducir y mantener este incremento
durante diversos perfodos. Fundamentalmente, las gliosis reflejan tanto un
nimero aumentado de prolongaciones citoplasmaticas, como sustanciales
cambios en el volumen de las células astrogliales (Tardy et al., 1993). Se han
observado importantes astrogliosis reactivas en encefalopatias espongiformes
asociadas a priones, enfermedades inflamatorias desmielinizantes, lesiones
cerebrales agudas traumaticas, enfermedades neurodegenerativas como la de
Alzheimer, y en demencia asociada a SIDA. La gliosis reactiva no es una
respuesta estereotipada, sino que varia ampliamente en duracién y grado de
hiperplasia, incluyendo variacién temporal en la expresién de GFAP. Hay
diferentes mecanismos biolégicos para la induccién y mantenimiento de la
gliosis reactiva, los cuales, dependiendo de la clase de dafio tisular, resultan en
diferentes expresiones de esa respuesta (Norton et al., 1992).

Es interesante destacar que el NO influye en la gliosis reactiva propia de la
respuesta microglial al dafio neural pero no en la astrocitaria (Caggiano and
Kraig, 1996).

La prominencia de la reaccién astroglial en varias enfermedades, la rapidez
de la respuesta astroglial y la conservacién evolutiva de la astrogliosis reactiva
indican que los astrocitos reactivos cumplen importantes funciones del SNC. Sin

embargo, el rol exacto que juegan los astrocitos reactivos en las enfermedades del

13
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SNC no esta todavia precisado (Eng and Ghirnikar, 1994).
Basandose en los antecedentes expuestos, resultaba de interés caracterizar
el efecto de la infeccién con V] en tejido neural murino, con el interés centrado

en la posible induccién de la iNOS y su papel en la mencionada patologia.
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Virus

Se utiliz6 la cepa XJ-44 del V], gentilmente cedido por la Dra. A. Ambrosio
(Instituto de Enfermedades Hemorragicas, Pergamino). Se realiz6 un stock en
células Vero, el cual fue titulado segtin se describe mas abajo. Se utilizaron 6 x

10* UFP por indculo tanto en estudios in vivo como in vitro.

Titulacién de infectividad

Se procedié segtn previa descripcién (Gémez et al, 1991). Brevemente: en
el caso de las muestras de encéfalo de animales infectados, se realizé
previamente un homogenato al 20% (P/V) en PBS. Las monocapas inoculadas
con las respectivas muestras, fueron mantenidas a 37°C por 1 h, para luego ser
sometidas al agregado de una solucién 1:1 de metilcelulosa 1,6% y MEM 2X con
4% de suero fetal bovino (SFB). Las placas fueron retornadas a la estufa por 6-7
dias, después de lo cual a cada pocillo se agregé una solucién fijadora de tincién
(8 partes de agua, 1 de formaldehido 8% y 1 de cristal violeta 1% en alcohol),
incubando por 1 h. Los resultados correspondientes a las muestras de animales
infectados fueron expresados en UFP/gr, mientras que los de la titulacién del

stock viral en UFP/ml.

Animales
Para los estudios in vivo, se recurrié a ratones Balb/c menores de 48 hs de

vida sin diferencia de sexo.

15
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Cultivos astrocitarios

Se prepararon cultivos primarios de cerebro a partir de encéfalos de
ratones Balb/c dentro de las 24 hs después del nacimiento. Después de remover
cuidadosamente meninges y vasos sanguineos adheridos, el tejido fue incubado
en PBS, cortado con tijeras de iridectomia, diluido en medio adicional (DMEM
10% SFB) y disgregado por pipeteo repetido. La suspensién resultante fue
incubada 15 min con tripsina a 4°C, luego centrifugada 5 min a 1000 rpm, y el
pellet resuspendido en DMEM 10% SFB. Esta suspensién fue sembrada en
botellas a razén de 6 x 10° células/ml. Luego de 2-3 semanas in vitro la
monocapa se disocié con tripsina para su resuspensién en DMEM 10% SFB y su
siembra en tubos Leighton. Reemplazando el sobrenadante con medio de
mantenimiento (DMEM 5% SFB) dentro de las 24 hs posteriores al subcultivo, las
neuronas fueron eliminadas por medio de su adherencia diferencial a la
superficie de cultivo (Lim et al, 1973), obteniéndose una poblacién

predominantemente astrocitaria.

Diseno experimental

Se constituyeron 4 grupos de ratones de ambos sexos con menos de 48
horas de vida: a) inoculados por via intracerebral (IC) con V], b) inoculados por
via IC con V] y que recibieron aminoguanidina (AG), un inhibidor selectivo de

iNOS (Griffiths et al.,, 1993) a razén de 130 mg/Kg de peso/dia por via
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intraperitoneal (IP), c) inoculados por via IC con PBS y que recibieron AG IP, y d)
inoculados solamente con PBS por via IC. Se evalu6 mortalidad a los 18 dias PI,
y titulo de infectividad viral en tejido cerebral e histopatologia (incluyendo
inmunocitoquimica de antigeno iNOS, eNOS, SODc, y GFAP) a los 7 y a los 24
dias PI.

Los mencionados estudios se repitieron con un disefio similar en cultivos
de astrocitos. Se conformaron 4 grupos de cultivos en monocapa confluente en
tubos Leighton: a) infectados con V], b) infectados con V] y con AG (120 mg/ml),
c) s6lo con AG y d) sin infectar y sin AG. Se evalué6 morfologia, e

inmunocitoquimica de antigeno viral, iNOS, GFAP, SODc y eNOS a los 7 dias PI

Infeccion de los cultivos primarios con el virus

Para llevar a cabo la infeccién de los cultivos primarios astrocitarios con el
V], el medio de crecimiento fue removido de los cultivos y reemplazado por un
10% del volumen original de medio conteniendo 6 x 10* UFP de virus (MOI
aproximada 0,1 UFP/célula). Se permitié la adsorcién del virus por 1 h a 37°C;
luego de la cual se removié el inoculo mediante lavados con PBS. Se agregé

luego medio de mantenimiento fresco y se incubaron los cultivos a 37°C.

Histopatologia e inmunocitoquimica
Las muestras cosechadas (encéfalos) a los 7 y 24 dias PI fueron fijados en

metanol 4cido (metanol 5% acido acético v/v) durante 1 h a -20°C y luego
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procesadas para inclusién en parafina en forma rutinaria. Se realizaron cortes de
5-8 pm de espesor y luego de su rehidratacién por pasajes seriados en alcoholes
se procedi6 a su tincién con hematoxilina y eosina (HE) o a una reaccién ICQ
como ya se ha descripto (Lascano and Berria, 1983). Brevemente, los cortes de
tejido rehidratados fueron tratados primeramente con una solucién de metanol +
3% de H,0, a fin de bloquear la peroxidasa endégena. Luego fueron tratados con
Tris salino 0,05 M + 5% de suero de cabra decomplementado durante 30 min a
fin de bloquear el ligado inespecifico. A continuacién se incub6 con el antisuero
primario correspondiente a 4°C durante toda la noche. Se lavé repetidamente
con tris 0,05 M y luego se aplic6 el antiespecie biotinilado a temperatura
ambiente durante 30 min. A continuacién, luego de lavados repetidos, se agreg6
el complejo extravidina-peroxidasa durante 30 min. Luego de repetidos lavados,
el revelado se realiz6 con solucién de tris 0,05 M con DAB (0,03%) + H,O,
(0,02%) durante aproximadamente 20-30 min bajo control microscépico. En
ocasiones se realizé contracoloracién con hematoxilina de Mayer. Finalmente,
las muestras fueron deshidratadas y montadas de forma rutinaria.

En el caso de los cultivos astrocitarios se procedié de la misma forma
excepto que se omiti6 el bloqueo de la peroxidasa endégena; y asi, luego de la
fijacién en metanol 4cido, se rehidraté y se incubo en Tris salino 0,05 M + 5%
suero de cabra.

Como antisuero anti-V] se utiliz6é un pool de monoclonales cedido

gentilmente por el Dr. Barrera Oro (USAMRID), mientras que se recurrié a
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antisueros comerciales para aquellos anti-iINOS (Cayman), SODc, eNOS

(Transduction) GFAP y secundarios (Dako).
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Resultados

Mortalidad

De los 41 animales inoculados con V] que no recibieron AG, sobrevivieron
26 al dia 18 PI (aproximadamente 37% de mortalidad). En contraste, de los 39
animales infectados y que recibieron tratamiento con AG, sélo 13 sobrevivieron
al dia 18 PI (aproximadamente 68% de mortalidad). Comparativamente, se
registré un 31% de mortalidad mayor en los infectados que recibieron AG a los
18 dias PI. Esa diferencia analizada con el test de Fisher es significativa (p<0.05).
La mortalidad espontdnea acumulativa de diversos experimentos observada en
los grupos de animales infectados se representa en la Figura 1. La mortalidad
espontdnea registrada después del dia 18 PI en los animales infectados no
modifico6 sustancialmente la diferencia entre los porcentajes previamente
obtenidos. No se registraron muertes espontdneas en los animales inoculados

con PBS ni en los inoculados con PBS y que recibieron AG.
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Figura 1: representacién de la mortalidad en los animales inoculados con V] con

o sin tratamiento con AG al dia 18 PI.

Infectividad viral en tejidos neurales

Se detectaron aproximadamente 1 x 10° UFP/gr de virus infectivo a los 7 y
24 dias PI. Si bien se registr6 un mayor titulo de infectividad viral en aquellas
muestras provenientes de animales que recibieron AG, dicha diferencia result6
no significativa cuando se analiz6 con el test de Student. Los datos se

representan en la Figura 2.
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Figura 2: infectividad viral en muestras de animales inoculados con V] tratados o

no con AG alos 7 y a los 21 dias PIL

Histopatologia

En cortes tefiidos con HE, no se observaron diferencias con respecto a
controles en los animales cosechados a los 7 dias PI (datos no mostrados). En
contraste, en aquellos cosechados a los 24 dias PI, se observé una discreta
presencia de células necréticas y degeneradas en los animales que no habian
recibido AG, respecto de aquellos también infectados pero que habian recibido

AG, en los cuales no se observaron cambios histolégicos (Figura 3).
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Figura 3: cortes de encéfalo mostrando hipocampo tenidos con HE de animales no
infectados tratados con AG (A), infectados (B) e infectados y tratados con AG (C) a los
24 dias PI. Lasflechasindican células necréticas/degeneradas (220x)
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Inmunocitoquimica

La tincién para iNOS fue negativa en los animales control pero detectable
en los animales infectados, especialmente en las muestras provenientes de
animales sacrificados a los 24 dias PL.  Las células positivas, que
morfolégicamente asemejaban astrocitos, fueron abundantes en ciertas areas,
especialmente hipocampo. La marcacién fue levemente més intensa en las
muestras de los animales que no recibieron AG (Figura 4). También se detecto
positividad en algunas de las escasas células inflamatorias presentes asi como en
neuronas Purkinje del cerebelo (Figura 5).

La inmunomarcacién de eNOS fue también positiva en muestras de
animales infectados a los 24 dias PI y negativa a los 7 dias PI y en los controles
(Figura 6). El patrén de marcacion fue diferente al observado cuando se detecté
iNOS y en consecuencia, en relacién con el tipo celular involucrado, de dificil
interpretacion. Es posible que la marcacién positiva se deba a reaccién cruzada
de este antisuero con la/s otra/s isoforma/s de la enzima, hecho sustentado por la

negatividad de la inmunomarcacién en cultivos astrocitarios (ver mas adelante).
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Figura 4: inmunomarcacién de iNOS en hipocampo de ratones control
(A), inoculados con V] (B) e inoculados con V] y AG (C) a los 24 dias PI

(600x).
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Figura 5: inmunomarcacién de iNOS en células Purkinje en cerebelo de animales
infectados con V] alos 24 dias PI (650x).
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Figura 6: inmunomarcacién de eNOS en encéfalo de ratones control (A) e
inoculados con V] (B) a los 24 dias PI (600x).
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En cortes procesados para inmunomarcacién de GFAP, se observo
marcacion en algunos dispersos astrocitos en los tejidos de los animales control
(Figura 7). En contraste, los animales infectados con V] mostraron aumentada
marcacién de GFAP, especialmente evidente hacia el dia 24 PI. Dicha marcacién
representaba activacién astrocitaria con hipertrofia e hiperplasia de este tipo
celular observable en diversas 4reas del encéfalo, especialmente hipocampo
(Figura 8) y cerebelo (Figura 9). En los animales infectados y que no recibieron
AG, la marcacién fue de mayor intensidad con respecto a los animales infectados
y que recibieron AG, donde la marcacién fue también notoria pero de menor
intensidad (Figuras 8 Ay B, 9 A y B, respectivamente).

La SODc fue casi exclusivamente detectable en muestras de animales
infectados en células inflamatorias y, principalmente, a nivel del endotelio

capilar (Figura 10).
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Figura 7: corte representativo de encéfalo de animales no infectados procesados

para inmunomarcacién de GFAP (600x)
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Figura 8: inmunomarcacién de GFAP en hipocampo de ratones inoculados con V]
(A) e inoculados con V] y AG (B) a los 24 dias PI(600x).
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Figura 9: marcada deteccién de GFAP a los 24 dias PI en ratones infectados.
Animales inoculados con V] (A) e inoculados con V] y AG (B) (600x).
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Figura 10: inmunomarcacién de SODc en hipocampo de ratones control (A) e
inoculados con V] (B), alos 24 dias PI (600x).
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Los cultivos predominantemente astrocitarios no mostraron presencia de
efecto citopético por la infeccién con VJ o por la presencia de AG (dato no
mostrado).

El antigeno viral pudo ser detectado en forma diseminada en la monocapa
en el citoplasma de células con morfologia compatible con astrocitos (Figura 11).

La marcacién de iNOS fue minima en los cultivos control no infectados, y
mostré claramente mayor intensidad en los cultivos infectados con V] (Figura
12), sin observarse diferencias entre los cultivos tratados o no con AG (dato no
mostrado). Tanto SODc como eNOS fueron negativos en todos los casos (dato no
mostrado).

La marcacién de GFAP en estos cultivos evidencié un aumento en los
infectados respecto de los no infectados. En los cultivos infectados sin tratar este
aumento fue notoriamente mdas importante que en aquellos infectados tratados

con AG (Figura 13).
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Figura 11: inmunomarcacién de antigeno viral en monocapa de cultivo
primario astrocitario. Cultivo control (A) y cultivo infectado con V] (B) a los 7
dias PI (600x).
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Figura 12: inmunomarcacién de iNOS en monocapa de cultivos primarios
astrocitarios control (A) e infectado con V] (B) alos 7 dias PI (600x).
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Figura 13: inmunomarcacién de GFAP en monocapa de cultivos primarios astrocitarios (600x).
A) cultivo control

B) infectado con V]

C) cultivo tratado con AG

D) cultivo infectado con V] y tratado con AG
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Discusién

La cepa XJ-44 del V] es una variante atenuada de dicho virus realizada por
el Dr. Barrera Oro partiendo de la cepa virulenta X] (Dra. Ambrosio,
comunicacién personal). En los experimentos aqui presentados, cuando fue
inoculada intracerebralmente en ratones recién nacidos, indujo una menor
mortalidad espontanea que otras variantes atenuadas previamente estudiadas
como la XJ-Clon3 (Winocur et al, 1990), lo que permiti6 que un ntmero
significativo de animales pudieran ser sacrificados para su estudio a los 24 dias
PI.  No se conocen con detalle los determinantes moleculares de virulencia del
VJ]. Sin embargo, es conocido que pueden generarse variantes con diverso grado
de virulencia dependiendo de diversos factores como diferente historia de
pasajes, o diferentes sustratos en los mismos, entre otros.

Tampoco estd aclarado cuéles son las causas especificas de muerte de los
ratones recién nacidos inoculados intracerebralmente con VJ. A ese respecto, es
interesante destacar la observacién realizada por otros investigadores cuando
ratones recién nacidos, congénitamente atimicos e inoculados con la cepa X]J del
V], presentaron escasa mortalidad espontanea comparada con la casi 100% de la
misma en ratones eutimicos, aun cuando se detectara una significativa presencia
de virus infeccioso en el tejido neural (Weissenbacher et al., 1983). Esto sugiere,
por un lado, un importante papel de la respuesta inmune celular en la virulencia,
y por otro, que la replicacién viral y la consecuente presencia de virus infectivo
en el cerebro no es motivo, per se, de virulencia y mortalidad.

En ese contexto, el hecho de que los animales que recibieron AG
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presentaran mayor mortalidad, podria indicar que el NO tendria un papel
protector. Sin embargo, a nivel histolégico, se observé mayor patologia en los
animales que no recibieron AG, lo que indicaria que el eventual papel protector
no se correlaciona con menor enfermedad neurolégica, al menos desde el punto
de vista histopatolégico. Tampoco se podria justificar por menor replicacién
viral, ya que no se encontraron diferencias significativas entre las muestras de los
animales que recibieron AG y las de aquellos que no la recibieron. Ademas,
como ya se menciono, la replicacién viral no seria un determinante de virulencia.

A este respecto, los resultados obtenidos concuerdan con los previamente
observados cuando se utilizé el virus de la coriomeningitis linfocitaria (LCMV,
otro miembro de la familia Arenaviridae y similar al V]) para inducir encefalitis
experimental. En ese estudio, se observo que la administracién de AG disminuye
el tiempo de sobrevivencia pero no modifica los niveles de virus infeccioso en los
tejidos cerebrales de los ratones tratados con AG respecto de aquellos de los
animales infectados pero no tratados. Sin embargo, la severidad clinica fue
mayor en aquellos que recibieron AG (Campbell, 1996). Lamentablemente, en el
citado trabajo no se realiz6 un estudio histopatolégico comparativo y por lo tanto
es incierto si la mayor severidad clinica correlacionaba con un mayor grado de
injuria a nivel histolégico, como ocurri6 en nuestro estudio.

La presencia de iNOS en los tejidos de los animales infectados fue
manifiesta sobre todo a nivel de hipocampo y cerebelo y levemente mas evidente

en los animales que no recibieron AG. Por lo tanto, se correlacioné la marcacién
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mas intensa en los animales que no recibieron AG con el mayor grado de injuria
observado en los mismos, sugiriendo que el NO juega un importante papel en la
injuria neural inducida por infeccién con VJ. El observar una clara induccién de
la expresién de iNOS en los animales infectados fue una condicién necesaria
para atribuir el efecto observado por la administracién de AG a inhibicién
especifica de la iNOS.

La inmunomarcacién de iNOS sugirié su localizacién no sélo en las
escasas células del infiltrado inflamatorio o de la microglia, sino también, y
principalmente, en células con caracteristicas de astrocitos y en algunas
neuronas como las Purkinje cerebelosas. Si bien no se realizaron dobles
marcaciones o estudios con microscopia confocal, el hecho de que los cultivos
predominantemente astrocitarios expresaran iNOS luego de su infeccién por V7,
confirmé la capacidad de dicho tipo celular de expresar iNOS en forma
consecutiva a la infeccién por VJ y brindé sustento al hecho de que dicha célula
exprese iNOS en la infeccién por V] in vivo.

Este hecho difiere de otros estudios donde se ha utilizado LCMV, cuando
la expresién de iNOS se observ aumentada exclusivamente en células de estirpe
macrofégica (Campbell et al., 1994). La diferencia puede deberse a que LMCV y
V] inducen iNOS en forma selectivamente diferente o al diferente estadio
postinfeccién que se estudié en ambos trabajos. A la vez, asigna un todavia més
importante papel al astrocito en la encefalitis inducida por V] en relacién con la

produccién de NO. A ese respecto, es interesante destacar que los astrocitos son
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capaces de incrementar su produccion de NO y peroxinitrito en respuesta a
citoquinas. El NO/ONOO- formado no parece afectar la supervivencia de los
astrocitos, pero en ciertos desérdenes neurolégicos puede difundir y causar dafio
mitocondrial (y posiblemente la muerte) a otras células, como las neuronas
(Heales et al., 1999) y este podria ser uno de los mecanismos involucrados que
explicarian el mayor grado de injuria tisular observado en aquellos animales no
tratados con AG. Otro mecanismo podria involucrar al NO como elemento
regulador de la respuesta inmune, en especial en la induccién de apoptosis y en
el balance celular Th1/Th2 (Kolb and Kolb-Bachofen, 1998). En ese sentido,
interesa destacar que se ha descripto la induccién de iNOS consecutiva a la
infecciéon por LMCV en ratones eutimicos pero no en aquellos atimicos
(Campbell et al., 1994), justamente ratones que presentan menor mortalidad
cuando son inoculados con V] (ver previamente). De existir este mecanismo, se
podria predecir que la respuesta celular asociada a la muerte del animal eutimico
seria predominantemente Th2. Esta hip6tesis podria corroborarse cuantificando
la presencia de citoquinas en el tejido neural consecutiva a la infeccién viral.

Por otro lado, si bien se ha descripto previamente la presencia de iNOS en
algunas neuronas (revisado en Licinio et al, 1999) no consta, en lo mejor de
nuestro conocimiento, la descripcién de su presencia en neuronas Purkinje
cerebelosas, justamente donde se observara en otros estudios importante
presencia de antigeno viral (Lascano et al., 1989).

La deteccién de eNOS en cerebros infectados fue de dificil interpretacién.
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En primer lugar, porque la distribucién de antigeno no sugirié su presencia en
células endoteliales, primer lugar donde se esperaria detectarla, ni tampoco
sugiri6 su ubicacién en astrocitos, donde recientemente se ha descripto su
presencia (Barna et al., 1996), ya que la marcacién difiri6 de aquella obtenida
cuando se inmunomarcé iNOS. Mas atin, también se obtuvieron resultados
negativos cuando se intenté su marcacién en cultivos predominantemente
astrocitarios. Los motivos de estos resultados podrian deberse a que la marcacién
obtenida se trate de una reaccién cruzada del antisuero con isoformas de la
enzima, sea iNOS o nNOS y/o que la infeccién por V] no induzca dicha
isoenzima en astrocitos.

La deteccion de SODc, principalmente en el endotelio vascular de
animales infectados, podria deberse a un aumento en la expresién de dicha
enzima en ese tipo celular, quizas con fines detoxificadores. Es sabido que el
aumento de la concentracién de peroxinitrito en ciertas circunstancias requiere
de un mayor poder detoxificador de la célula (Heales et al., 1999).

El draméatico aumento en la inmunomarcacién de GFAP observado en las
muestras de animales infectados, tanto in vivo como in vitro, confirmé los
hallazgos obtenidos previamente por otros investigadores (Lascano and Berria,
1983; Berria and Lascano, 1985). Sin embargo, fue un hallazgo inesperado la
importante reduccién en la expresién de GFAP en aquellos animales que habian
recibido AG. Dicha reduccién podria deberse a que fue en aquellos animales que

recibieron AG donde se observé un menor grado de injuria tisular. Sin embargo,
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fue confirmada en los estudios de cultivos predominantemente astrocitarios
infectados y tratados con AG y por lo tanto es improbable que se deba
exclusivamente a ese motivo. Se podria especular que el NO induce directa o
indirectamente, sintesis de GFAP y/o activacién astrocitaria. También podria
deberse a que la AG por si misma altere la expresion de GFAP o su
polimerizacién. Quizas, una manera elegante de precisarlo seria cuantificar
niveles de GFAP soluble y de su respectivo ARNm en astrocitos tratados o no con

AG.
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