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I. INTRODUCCION

El virus Junín, agente etiológico de la Fiebre Hemo
rragica Argentina (FHA)fue aislado por primera vez por Paro
di y col. (l) en 1958, del suero de pacientes provenientes de
la ciudad homónimasita en la provincia de Buenos Aires.

En la última clasificación del ComitéInternacional

de Nomenclatura Viral, presentada por Fenner en 1975, este vi
rus está ubicado en la Familia Arenavíridae, dentro del comple
jo Tacaribe integrado por virus biológica y antigenicamente
relacionados entre sí.

La enfermedad producida por el virus Junín es ende
moepidémica en un amplio sector del centro-oeste de la pampa

húmeda incidiendo sobre todo en la zona de cultivo de maíz,
de ahí el nombre que también recibe de mal de lOs rastrojos,
acepténdose en la actualidad que roedores del tipo del ratón
mnicero como el Calomys musculinus y Calomxs lancha, son rs
servorios del agente infeccioso (2).

Unode los animales de laboratorio más susceptibles
al virus Junín ha resultado ser el ratón albino lactante, el
que reproduce uno de los cuadros clínicos más graves de la en
fenmedad humanacomoson las formas encefalíticas (3)(4). En
cambio, el ratón adulto es muchomenos sensible a la_infscción.
lo que está indicando que en la patogenia de la encefalitis
producida por el virus Junín en este animal de experimentación,
hay una importante relación entre lu acción del virus y la edad
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del huésped, como sucede en un gran número de infecciones vi
rales (5).

Este trabajo de tesis se realizó con el objeto de
aclarar los factores de interacción virus-huésped que determi
nan que el ratón albino adulto no presente morbimortalidad
cuando es infectado con virus Junin.

Enfermedaddel ratón lactante con virus Junin

Para comprender o poder detenminar las razones por
las cuales el ratón adulto es menossusceptible a la infección,
es conveniente describir primeramentelas características de
esta infección en el ratón albino lactante, a 1a que hemosde
nominado: "fiebre hemorrágica experimental tipo del ratón"(6).

E1 cuadro corresponde al producido por la cepa prototipo (IJ)
del virus Junín, que es la que se utilizará en todas las expe
riencias que se describen en este trabajo.

El ratón albino inoculado entre 1 y 7 días de edad
intracerebrulmente (i.c.) con 1a cepa XJ de virus Junin desa
rrolla una severa encefulitis, con una mortalidad que alcanza
90-100 %alrededor de los 15 dias post-infección (p.i.).

Otros agentes del grupo Arenavirus presentán un cua
dro clínico muy semejante comopor ejemplo los virus de: Corio
meningitis linfocitaria (LCM),Tacaribe, Amapari, Machupo,etc.

La susceptibilidad del ratón albino al virus Junín
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varía también con la vía de inoculación en relación con la e

dad (7), siendo más susceptible por vía i.c. que por vía intra
peritoneal (i.p.).

es decir infección

50 de la
se determinó la distribución del virus en diferentes

En el modelo experimental tipo.
i.c. del ratón entre 24 y 72 hs. de vida con 1000 DL

cepa XJ,

órganos y se encontró replicación viral a las 48 hs. después
de la inoculación solamente en cerebro, alcanzando un título
máximoa los 7 días n.i. Desoués del 4° día p.1. también se

detecta virus en sangre y luego en hígado y bazo. La aparición
de las primeras manifestaciones clínicas coinciden con la in
vasión por el virus de todo el organismo.

Se detectan anticuerpos fijadores de complemento (FO)
recién en el último período de la enfermedad, mientras que el
título de anticuerpos neutralizantes (AN)se mantiene negati
vo hasta la muerte de los animales (6). En la fase terminal
fue posible demostrar una intensa leucolinfopenia (6).

En estos animales por inmunofluorescencia se puso
en evidencia antígeno viral a partir de los 7 días p.i. en el
citoplasma de las neuronas corticales y en el endotelio de los
pequeños vasos meníngeos (3).

Patogenia de la enfermedad caggada por el virus Junín en el
ratón lactante I

El estudio anatomOpatológicode las lesiones cerebrales
producidas por el virus Junín en el ratón lactante demostraron
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la existencia de una encefalitis con acúmulode células mono

nucleadas alrededor de los pequeños vasos cuyo aspecto histo
lógico es similar a1 que se produce en la encefalitis alérgi
ca experimental (8)°

Numerosostrabajos realizados posteriormente lleva
ron a la conclusión de que el virus Junin producía en el ratón
lactante una enfermedad inmunoalérgica.

Así, Schmuñis y col. (9) comprobaron que ratones lac
tantes timectomizados antes de las 12 hs. de vida y horas des
pués inoculados por vía 1.o. con virus Junín, no enferman, pre
sentando altos títulos de virus en cerebro hasta los 30 días

p.i. Es decir, que la timectomía neonatal protegía al 100 fi
de los animales a pesar de la importante concentración de vi
rus en cerebro.

Para confirmar estos resultados y demostrar la natu
raleza inmunológica del proceso, en otra serie de experimentos
se administró suero antitimocito (SAT)a ratones lactantes i
noculados i.c. con virus Junin, empleandoun esquemapreventi
vo, es decir, suministrando el suero previo a la infección y
continuándolo deepués de la misma aproximadamente l mes (10).

Tanto en este esquema experimental como con otro esquema que
comenzaba la administración del SATa los 4 y a los 7 días
p.i., se obtuvo una marcada disminución de la morbimortalidad,
con altos títulos de virus en cerebro. Tambiénen estos casos
las manifestaciones anatomopatológicasencefalíticas del ani
mal infectado eran inhibidas o suprimidas por el SAT(ll).

Los resultados obtenidos en las experiencias de
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Giovanniello y col.,utilizando otro inmunosupresor,la ciclofos
famida, en el mismomodelo ratón lactante-virus Junín, fueron
similares a las encontradas con la administración del SAT(12).

Todos los trabajos enumeradoshasta aquí llevaron
a la concïusión que, para que el ratón albino lactante enfer
me, es necesario la integridad de su aparato linfoideo timo

dependiente, ya que si éste se suprime por algunos de los me
canismos descriptos, e] animal logra sobrevivir sin que 1a
multiplicación del virus en cerebro sea capaz de producir mor
bimortalidad, es decir que sobre la base de estos resultados
puede afirmarse que, en las condiciones experimentales descrip

tas, el virus Junín no es citopatogénico para el ratón.

A diferencia de otros Arenavirus, el virus Junín no
desarrolla en este animal un estado de portador o l'carrier".

Los estudios histopatológicos realizados por micros
copía electrónica (8) confirmaronlos hallazgos anteriores ya
que demostraron que en el ratón lactante la patogénesis de los
desordenes inducidos por el virus Junín, está basada en una
reacción inmunológicade hipersensibilidad retardada.

Por otra parte, se comprobóque los anticuerpos ad
ministrados pasivamenteya sea en forma natural o artificial
confieren a1 ratón lactante un alto grado de resistencia a la
infección con virus Junín (13). Se ha postulado que esta resis
tencia sería debida a que 1a acción antiviral de los anticuer
pos no pennitiría que hubiera suficiente antígeno viral en el
cerebro comopara desencadenar la reacción inmunológica media
da por células sensibilizadas.



II. EXPERIENCIA PERSONAL

La idea de que una infección viral puede depender
del equilibrio que se establece entre la acción del virus y
los mecanismos inmunológicos humorales o celulares del huésped,
podia ser de utilidad para explicar o comprenderla patogenia
de le infección por virus Junín en el ratón albino lactante
o la resistencia a la infección que este huésped adquiere con
la edad.

El objeto de esta tesis fue tratar de evaluar algu
no de los factores que podrían estar implicados en la resisten
cia del ratón adulto u la infección viral.

Sería lógico suponer que el ratón adulto tiene su
aparato inmunocompetenteadecuadamente dotado para una efecti
va defensa contra el virus o al menos esta defensa debiera ser

superior a la del ratón lactante. Suponiendoentonces que en
los ratones adultos tanto la inmunidad humoral comola celular

fuesen los mecanismos que se ponen en juego para evitar que
el virus cause enfermedad, tratamos de suprimir ambos tipos
de mecanismos inmunológicos por medio de inmunosupresores y
tomandocomobase los utilizados previamente en el ratón lac
tante, se propuso estudiar la acción que sobre el ratón adul
to tenían los dos inmunosupresores ya usados: ciclofosfamida
y suero antitimocito. Previamente a esos estudios, se quiso
demostrar la existencia de una sensibilización del ratón adul
to por el virus Junín, para comprobarsi la inhibición de di
cha sensibilización producía alguna modificación en el curso

. . . I .que Sigue la inf9001on innparente.



l. Mecanismode acción de los inmunosupresores utilizados

en este trabalo

Ciclofosfamida

La ciclofosfamida es un derivado de la mostaza nitro

genada que se emplea con algún éxito en el tratamiento de
las neoplasias experimentales y humanas. Numerosostrabajos
sugieren que el principal metabolito citotóxico de la ciclo
fosfamida es un compuesto aldehídico que posee actividad
alquilante. La ciclofosfamida no es tóxica por sí misma,
pero por acción enzimática se transforma en un derivado a1
quilante citotóxico (14) conocido comofuerte agente inmu
nosupresor porque su efecto está dirigido principalmente
hacia células linfoideas bursa derivadas (linfocito B). En
los ganglios y en el bazo de los roedores, la ciclofosfami
da induce una desaparición de linfocitos B, dando comore
sultado una menor formación de anticuerpos. Sin embargo,
esta droga afecta también las células linfoideas de 1a cor
teza tímica causando una disminución de linfocitos timo-de

pendientes del ganglio y del bazo. Además,la ciclofosfami
da puede afectar funcionalmente a los linfocitos T ya que,
su prolongada administración provoca en el hombre una supre
sión de 1a inmunidad mediada por células. Este efecto es
reversible y la recuperación funcional y morfológica del
sistema timo-dependiente es más rápido que la que se obtie
ne en el sistema timo-independiente. Es de hacer notar que
1a ciclofosfamida por su acción citotóxica sobre las célu
las linfoídes de] sistema inmune, induce a 1a tolerancia
inmunológica (15).



En conclusión se puede decir que el tratamiento con
ciclofosfamida coincidentemente con la inoculación de un

antígeno inhibe la subsecuente respuesta de anticuerpos (16),
pero tiene diferentes efectos sobre la inmunidadcelular.

Puede impedir el rechazo de injertos (16) o la hiper
sensibilidad retardada a proteínas, pero sobre 1a sensibi
lidad de contacto tiene una acción muypoco precisa; una
sola dosis de droga deprime la concentración de linfocitos
de las áreas timo-independientes de los ganglios linfáticos
y del bazo, dejando prácticamente inalteradas las áreas ti
mo-dependientes (17).

Suero nntitimocito

Unsuero contra.células blancas sanguíneas fue pre
parado y utilizado por Metchnikoff en 1899,aunque estudia
do en forma sistemática recién desde 1956.

El término "suero antilinfocítico" se refiere a un
suero preparado en una especie animal por inmunización con
linfocitos homólogoso heterólogos. Tiene una actividad di
recta contra linfocitos del donante (especie-específico)
produciendo leucopenia. Es decir que el suero anti-linfoci
tico actúa selectivamente sobre las células responsables
de la respuesta inmune, dañando también otros tipos celula
1'88.

In vitro, puede provocar: aglutinación o lisis de



leucocitos (dependiendo de 1a presencia del complemento),
transformación blástica, inhibición de la acción citotóxi
ca de linfocitos sobre células sensibilizsdas (células blan
co o "target"), opsonización, etc. (18)(19).

Se ha demostradoque el suero antilinfocito resulta,
por lo tanto, ser uno de los más poderosos inmunosupresores,
pudiendo inhibir reacciones inmunológicas del tipo de ello
y xeno injertos, formación de anticuerpos, etc.

Entre las numerosashipótesis que han sido postula
das para explicar su modo de acción como inmunosupresor ee
pueden mencionar:

l) Linfocitotoxicidad: Reducciónde los linfocitos
que intervienen en la respuesta inmunepor lisis con media
ción del complemento.

2) "Blindfolding": Teoría que admite que las células
linfoideas no son dañadas por el suero,pero son recubiertas
por los anticuerpos IgG específicos que las mantienen inca
paces de reconocer antígenos extraños.

3) Competiciónantigénicí: Comoel suero antilinfo
cítico es al mismotiempo un antígeno, utiliza a las célu
las inmunocompetentes, compitiendo con los nuevos antígenos
que pueden llegar al organismo.

4) Inactivación estéril: La inactivación de los 11n
focitos inmunocompetentespor los anticuerpos del suero,
produce una transfornmción generalizada de las células con

--¡vn-n'
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pérdida de potencial inmunológico.

Numerososinvestigadores (18)(19)(20) sostienen o
contradicen cada una de estas teorías y en definitiva el
preciso modode acción del suero antilinfocítico no ha si
do aún completamente establecido pero se ha demostrado,
sin duda, que provoca una drástica disminución de una sub
población de células recirculantes, derivadas de las áreas
timo dependientes de los órganos linfáticos secundarios.

Las células que con mayor frecuencia han sido utili
zadas en la preparación de suero antilinfocítico son las
del timo, de los ganglios linfáticos, del conductotoráci
co y de sangre periférica.



-11

2, MATERIALESY monos

2.1 Determinación de la sensibiliggción del ratón adulto

Animal:

Ratones cepa Balb/c endocriados, obtenidos original
mente del Centro Panamericano de Zoonosis y reprodu

cidos posteriormente en la Cátedra de Microbiología,
Parasitología e Inmunología de la Facultad de Medi
cina - UNBA.

Virus:

Junín cepa prototipo XJ (Catalogue of arthropod-borne
viruses N° 77). Se utilizó un stock con 2 pasajes
en ratón lactante, 25 en cobayo, y 13 en ratón lao

tante, con un título de 2.5 x 108 DLSO/hlen este
último animal.

El stock fue preparado a partir de cerebro de ratón
lactante, obtenido 7 días después de la infección
í.c., suspendido al lO %en solución de Hanks y ti
tulado en ratón lactante. El título se calculó por
el método de Reed y Muench.

Obtención de células de bazo

Para obtener células esplénicas viables inmunes, ra
tones Balb/c de alrededor de 8 semanas de edad reci

bieron 5 inoculaciones de 103 DL50de virus Junín
cepa XJ, por vía i.p. separadas por una semana de
intervalo. Los animales se sacrificaron a los 7-10
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días de 1a última inoculación y se les extrajo el
bazo, los que se pasaron a través de mallas de ace
ro inoxidable estériles en líquido de Hanks. Las oá
lulas se lavaron dos veces en líquido de Hanks, cen
trifugando a 4° C y 700 g durante 5 minutos, se con
taron en cámaru de Neubauer y su número se ajustó

a 7-8 x 108 células/m1, inoculándolas inmediatamen
te. Se determinó su viabilidad por exclusión de azul
Trypan lo que en todos los casos osciló entre el 87
y el 92 fi.

Se determinó que la suspensión de células esplé
nicns no ers portadora de anticuerpos, incubando a
lícuotas de células durante 2 horas a 37° C en medio
199 con 3 % de suero de ternero. En los sobrenadan

tes se dosó anticuerpos neutralizantes, resultando
todos los ensayos negativos.

En extractos celulares obtenidos por congelación
y descongelación de las suspensiones no fue posible
detectar la presencia de virus.

De la misma manera se procedió para obtener las
células de bazo de animales nonmales.

2.2 Acción de los inmunosqpresores en la infección del ratón
adulto

Animales:

Ratones cepa Rockland reproducidos y mantenidos en
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la colonia de la Cátedra de Microbiología, Parasito
logía e Inmunología de la Facultad de Medicina - UNBA.

Conejos albinos de 2.5 a 3 Kg de peso.

Virus:
El mismousado en la parte 2.1 del trabajo.

Cultivos celulares:
Células Vero, línea continua de riñón de mono Cerco
pithecus aetiops (21). los ensayos de titulación de
virus, se hicieron infectando monocapasconfluentes
preparadas en tubos, mantenidas después de 1a infec
ción con medio basal de Eagle con 3 fi de suero de
ternera.

Serología:
Para el dosaje de anticuerpos neutralizantes se em
pleó el método de dilución de suero-virus constante

+

(-1000 DICTSO
comola mayor dilución de suero capaz de neutralizar

). E1 título de anticuerpos se expresa

la aparición de acción citopatogénica en el 50 fi de
los cultivos de células Vero.

Los anticuerpos fijadores de complementose valo
raron por el método en placas (micrométodo), usando
un antígeno preparado a partir de cerebro de ratón
lactante infectado, según la técnica de Barrera
Oro (22).
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2.2.1 Inmunosupresores

Ciclofosfamida (CY)(Endoxén-AstaLaboratorios Inca):
Se administraron por animal 4 dosis de 50 mg cada

una, 1a primera 1 día antes de la infección viral
y las siguientes en los días +1, +4y +6 p.i., reci
biendo cada ratón un total de 200 mg de ciclofosfa
mida. En el dia 0 los animales fueron infectados 1.o.

con 1000 DLSOde virus Junín.

Obtención de suero antitimocito (SAT):
El suero fue preparado según el método de Levey y
colo (23) inoculando a conejos albinos dos sucesivas
inyecciones endovenosas con intervalo de 14 días,
de 109 células tímicas de ratón de 3 a 4 semanas de

vida. Los conejos fueron sangrados a blanco 7 días
después de la segunda inoculación.

La potencia del suero fue probada “in vivo" por
su capacidad de inducir leucolinfopenia en un ratón
adulto. La disminución de los leucocitos circulantes
y en especial de los linfocitos resultó en una caí
da del 49.6 y del 54 fi respectivamente a las 4 hs.
de su inoculación.

Las pruebas "in vitro" realizadas con el suero
fueron: citotoxicidad (90 fi con una dilución del sue
ro 1/64) y título leucoaglutinante (1/320), ambas
determinaciones siguiendo la técnica de Earth y ool.(24)q_

PreVia a su utilización, el SATfue decomplementado”ím‘
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(calentándolo 30' a 56° C), adsorbido con glóbulos
rojos frescos de ratón normal (en relación de 3 vo
lúmenes de suero a 1 volumen de glóbulos rojos duran
te l hora a temperatura ambiente) y comprobado"in
vitro" que carecía de efecto antiviral.

Esquemade administración del suero:
Se siguió el esquema de administración de SATsegún

Hirsch y col. (25). Los animales fueron inoculados
i.p. con 0.25 ml de SATcada 3 días, comenzando 6

días antes de la infección viral y en el día O fue
ron ínoculados i.c. con lOOODL. de virus Junín;50
es decir, que el esquema de inoculación fue -6, -3,
O, +3, +6. El mismo esauema experimental fue utili
zado cuando se usó suero normal de conejo como con
trol.

2.2.2 Elstoggtología

Para realizar un estudio sistemático de los cam
bios patológicos cue pudieran producirse a nivel del
SNCde lOs animales infectados y tratados con los
distintos esquemasexperimentales, se estudió la his
topatología del cerebro de estos ratones comparando
los con los controles infectados sin tratamiento.

Los cerebros de los animales sacrificados fueron

fijados en formol al 20 fi en buffer de fosfatos, pH
7.4, procesados con las técnicas histológicas habi
tuales e incluidos en parafina. Decada muestra se
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hicieron por lo menos 15 cortes de 6-7 micrones de

espesor, los que fueron teñidos con hematoxilina y
eosina y por el método tricrómico de Masson.

Análisis estadísticos:
Para los estudios estadísticos fue usado el test de
Kblmogorov-Smirnov.
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RESULTADOS

3.1 Determinaciónde la sensibilización del ratón adulto.
Experiencias de trasglante de células de bazo de animal
adulto inoculado con virus Junín a ratones lactantes
infectados con este mismovirus

Ciento tres ratones cepa Balb/c endocriadas de 48
3

DL50 de virus
Junin. Se dividieron 24 hs. después, en tres grupos expe

n 96 horas de vida fueron infectados con lO

rimentales:

l) Grupo CS + V (33 animales) fueron transferidos
7i.p. con 7-8 x lO células esplénicas viables inmunes.

2) Grupo CN + V (30 animales) fueron transferidos
7i.p. con 7-8 x lO células viables procedentes de bazos

nomales.

3) Grupo V (40 ratones) dejados como control de vi
I'USo

Los animales se controlaron diariamente para regis
trar morbimortalidad.

Las curvas de mortalidad ncumulativa de los 3 grupos
están expresadas en el gnífico l.

Ea evidente que 103 animales que recibieron células

‘C"ÏÏÍ



Sá é
74m¿[EWWQAWZDV'CNM077ÜQEWQA/

701 604 v8 401
Q
N) 20‘ fi01

‘b

.L.L.Ir

CI6fio{2‘¿ÓfififlB

lO0t

¿9045AIOSÏBflNVWFCCAZN

MortalidadacumulativaderatonesBalb/c,infectadosalas48-72

deedad

w¿,
’Éa¿¡deepués

x

conlOJDLSOdevirusJunín,cepaXJporvia1.o.einjertadosa

6

con70-80.10 (—*--—)controldevirussolamente.



-13

procedentes de ratones adultos inoculados con virus (gru
po CS + V) mueren 3-4 días antes que los controles inocu
lados con virus solamente, es decir, entre el 8° y 13° día
p.i., mientras que los infectados sin transferir solo a1
canzan, en el día 13° p.i., el 50 fi de mortalidad (p<:0.001).

Es de hacer notar que por una razón no fácil de com
prender la transferencia de células normales también pro
duce una aceleración en la morbimortalidad de los ratones.

Noobstante el análisis estadístico de la diferencia
de la morbimortalidad registrada entre el grupo transferi
do con células normales y sensibilizadas mostró también
una alta significación (p<0.001).

Este gráfico demuestra que las células esplénicas
provenientes de animales adultos han sido sensibilizadas
por acción del virus ya que son capaces de modificar el
curso de la enfermedad del ratón lactante. El tiempo de
aceleración corresponde en general al necesario para la
sensibilización de tipo celular.

Acción de los inmunosupresores en la infección ggl ratón
adulto con virus Junín

3.2.1 Tratamiento con ciclofosfamida {CY}

Trescientos treinta y seis ratones cepa Hbcklanden
tre 60 y 90 días de vida fueron divididos en tres grupos:
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l) Grupo CY + V: Los 203 ratones que constituyeron
este grupo fueron inoculados comofue descripto, i.p.
con 50 mg de ciclofosfamida en los días -1, +1, +4, +6.
En el día O los animales previa anestesia fueron infec

3 DL de virus Junín cepa XJ.tados 1.o. con lO 50

32) Grupo V: 96 animales Que recibieron 1.o. 10 DL50
de virus constituyeron un grupo control.

3) Grupo CY: 37 ratones recibieron con el mismo rit

mo y dosis que el grupo CY + V solamente ciclofosfamida,
constituyendo el grupo control de la droga.

los animales fueron controlados diariamente durante

90 días, registrándose los signos de enfermedady morta
lidad.

Las curvas de mortalidad de los grupos experimenta
les CY+ V y V se presentan en el gráfico 2. En los ani
males tratados con ciclofosfamida e infectados con virus

Junín la mortalidad alcanzó el 54,5 fi entre los días 9
a 20 p.i. En el grupo que recibió virus solamente la morb

talidad alcanzó el 10,4 fi entre los días 9 y 13 p.1. El
estudio estadístico mostró diferencias significativas
entre los 2 grupos con un p< 0.001.

La muerte de los animales no presenta las caracterís
ticas clínicas del cuadro clásico de la fiebre hemorra
gica argentina experimental observada en los ratones lac

tantes, ya que no muestran signos de encefalitis ni aún
24 hs. antes de la muerte.



JI II

50

caa'n'ca2

40fi 204

«y,m/¿vmumv avqnvwou
¡a -D- ------------------------------------7’/-

T'_JL

o94o20Jo7’¡o

0/25Posr-¡hrtccia'n

MortalidadacumulativaderatonesBocklandadultosinoculadoscon103 DLSOde virusJunincepa.LIporvíai.c.: ()Tratadosconciclofoafamida(CY) (---)Controldevirussintratamiento



- 20 _

En los 37 animales inoculados con CYque sirvieron
de control se registró solamente l muerte sin evidencias
de poder ser atribuida a la droga.

Multiplicación del virus Junín en el cerebro de los ra
tones adultos:

Otro lote de animales de características similares
a los anteriores constituidos por 19 ratones para el gru
po CY+ V y 17 nara el grupo V se utilizaron para deter
minar si el virus Junín se multiplicaba en los mismos.
Se extrajeron los cerebros, se homogeinizarony se titu
laron en cultivos celulares de células Vero.

Los títulos eXpresados como loglo DLso/hl de ambos
grupos están expresados en 1a tabla 1 y en el gráfico 3.

Tabla 1

Días 7 9 11 22

+V 4,2 3.1
v (2,2 <2,2 <2,2’ <2,2

Comolo demuestra la tabla l y el gráfico 3, la ad
ministración de la droga favorece la multiplicación v1
ral en el cerebro. ya que el virus alcanza títulos de

k. -..I__
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4,94 log en los animales tratados, siendo <:2,2 log en
los inoculados con virus solamente.

ïjtulación de anticuerpos neutralizantea

Un lote de animales del grupo CY + V y del grupo V

fueron sacrificados a los 3, 6, 8. 11, 20 y 33 días p.1.
para determinar el título de anticuerpos neutralizantoa
en suero,utilizando 2 a 4 animales por tiempo.

Tabla 2

Días 3 6 8 11 20 33

CY+'v k1/1o <1/2o «<1/2o <1/?o <1/ao 1/320

v < 1/10 < 1/20 < 1/20 < 1/40 1/40 1/320

La tabla 2 parace indicar que la ciclofosfamida pro
duce cierta inhibición en 1a formación de anticuerpos,
ya que en los animales infectados sin tratamiento, ya
al dia 20° p.i. comienzana detectarse anticuerpos neu
tralizantes en circulación, mientras que en los ratones
infectados y tratados, en ese momentolos anticuerpos
están por debajo de los valores detectables. Esto sin
embargono resultó altamente significativo.
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Histopatología

Animales de los grupos V y CY+ V fueron sacrifica

dos a los 3, 7. 9, ll, 15, 20 y 30 días p.i. utilizando
2 animales por tiempo. El estudio histológico no demos
tró grandes diferencias anatomopatológficas ya que las
lesiones de los cerebros de los dos grupos eXperimenta
les presentaban características similares, es decir las
que corresponden a una encefalitis focal mínima.

Tratamiento con suero antitimocito

Un total de 177 ratones cepa Rbckland entre 60 y 90
días de vida fueron divididos en tres grupos experimen
tales.

l) Grupo SAT+ V: 87 ratones se inocularon i.p. con
0,25 m1 de SATlos días -6, —3, o, +3, +6. El día o los

animales, previamente anestesiados fueron infectados 1.o.
3con lO DL50 de virus Junin cepa XJ.

2) Grupo V: 70 ratones fueron infectados en el dia O
constituyendo el grupo control de virus.

3) Grupo SATsolo: 20 ratones recibieron solamente

SATen el mismo ritmo y dosis que el grupo SAT + V, cons

tituyendo entonces el grupo control de SAT.

Los animales fueron controlados diariamente durante

90 días, registrándose los signos de enfermedad y la mor
talidad.



_ 23 _

Las curvas de mortalidad de los grupos experimenta
les SAT+ V y V están expresadas en el gráfico 4.

En el grupo que recibió virus solamente se registró
una mortalidad del 8,6 fi entre los días 8 y 12 p.i. En
los animales tratados con SATe infectados con virus Ju

nín, la mortalidad alcanzó el 28,9 fi entre los días 7
y 37 p.i.

Las diferencias de mortalidad entre ambosgrupos re
sultó estadísticamente significativa (p<<0,001). En los
animales tratados solamente con SATse registró en los
90 días de observación una sola muerte, por lo que se
considera cue el suero no provoca mayores alteraciones
en los ratones normales.

Titulación de virus

Otro lote de ratones constituido por 21 animales del
grupo V y 25 animales del grupo SAT+ V fueron sacrifi

cados a los 3, 6, 10, 13, 20, 30, 40 y 50 días p.i. pa
ra determinar el título de virus en cerebro usando en

cada caso 2-3 animales por tiempo.

Ios títulos expresados comologlo DLso/hl fueron en
todos los casos para los animales de los dos grupos (2,2
log, a excepción de una muestra de lO días procedente
de ratones inoculados solamente con virus en la que se
registró un titulo de 3,44 log.
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Titulación de anticuerpos neutralizantes

Veinte animales del grupo V y 23 animales del grupo

SAT+ V fueron sacrificados a los 10, 20, 30, 40 y 50
días p.i. para determinar el título de anticuerpos neu
tralizantes en suero usando entre 3-4 animales comomí
nimo por tiempo.

Tabla 3

Días 10 20 3o 4o 50

SAT+ v <1/10 1/20 1/320 1/640 1/640

v < 1/10 1/40 1/160 1/640 1/1280

Ia tabla 3 demuestra que el tratamiento con SATno
tiene mayorinfluencia sobre la sintesis de anticuerpos
antivirales ya que el titulo de anticuerpos neutralizan
tes, de los 2 grupos estudiados,SAT + V y V solo/no mues
tran diferencias significativas en los tiemposestudia
dos.

Histopgtologia

Animales del grupo V: Se estudiaron 19 ratones sacrifi
cados desde el ¿ía 3 p.i. hasta los 76 dias p.i. Las le
siones anatomopatológicas comienzana visualizarse a
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partir del 10° día p.i., consistiendo en una meningoen
cefalitis leve sin mayoreslesiones parenquimatosas; las
mismaspersisten sin Variaciones de intensidad hasta los
65 días p.i. Los animales de 76 días p.i. estudiados no
presentaron lesiones histológicas.

Es de hacer notar nue un animal de 8 días p.1. que
murió espontáneamente presentaba una meningoencefalitis
de mediana intensidad, extensas áreas de necrobiosis en
corteza y necrosis de hipocampo.

Animales del grupo SAT+ V: Se estudiaron 28 animales

desde el día 3° p.i. hasta los 76 días p.i. Las lesiones
observadas consistieron en una meningoencefalitis y co
rioependimitis de leve a intensa. La lesión es leve a
los 10 días p.i., alcanza su máximaintensidad a los 20
dins p.i.,y se mantiene henta los 76 días p.i. Existen
además lesiones de necrosis hemorrágica focal parenqui
matosa. En algunos animales después de los 50 días p.i.
se observa fibrosis focal con hemosiderosis que indica
una expresión de evolución hacía la cicatrización como
secuela de las lesiones necróticas.



FOTO l

Cerebro de ratón adulto infectado con 103 DLSOde virus
Junín y tratado con suero de conejo antitimocito de rata.
Muestra tomada a los 20 días después de la infección. Se
observa intenso infiltrado meningeoa expensas de linfo
citos y polimorfonucleares.
Hematoxilina y eosina 400 X.
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Cerebro de ratón adulto infectado con 103 DL5Ode virus
Junín y tratado con suero de conejo antitimocito de rata.
Muestra tomada a los 20 días después de la infección. Se
observa intenso infiltrado meningeoparenquimatoso y pe
rivascular.
Hematoxilina y eosina 400 X.



FOTO 3

Cerebro de ratón adulto infectado con lO3 DLSOde virus
Junín y tratado con suero de conejo antitimocito de rata.
Muestra tomada a los 20 días después de la infección.
Puede apreciarse una zona de hemorragia y foco de necro
sis cerebral reciente.
Hematoxílina y eosina 400 X.



FOTO 4

Cerebro de ratón adulto infectado con 103 DLSOde virus
Junín y tratado con suero de conejo antitimocito de rata.
Muestra tomada a los 70 días deepués de la infección. Se
observa una zona de fibrosis focal con hemosiderosis, ex
presión de evolución hacia la cicatrización con secuela
de las lesiones necróticas.
Hematoxilina y eosina 400 X.
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DISCUSION

La importancia que en 1a producción de enfermedad
tienen los fenómenos inmunológicos puestos en marcha como

consecuencia de una infección viral, ha sido comprobadoen
una serie de trabajos realizados fundamentalmentecon el
virus de la coriomenjngitis linfocitaria (LOM)pertenecien
te al grupo Arenavirus. Ia infección del ratón adulto con
este virus, ha sido establecida comoprototipo de la inmu
nopatología que induce la producción de una coriomeningitil
fatal. Sin embargo, la inoculación intracerebral del mismo
virus en el ratón recién nacido da lugar a una infección
persistente, e induce un estado de "portador", con altos
niveles de virus LCMen cerebro, sangre y otros tejidos y
sin patología detectable en el sistema nervioso central (SNC)
(26)(27)(28)

En lo que hace a la susceptibilidad y la edad, el
virus Junín perteneciente al mismogrupo virológico que el
LCMse comporta, sin embargo de manera diferente.

Comoha sido dicho, en el modelo experimental ratón
albino-virus Junin, se ha demostradoque es el rat6n lactan

te el que enferma y muere por el desarrollo de una inmuno
patología del tipo de la hipersensibilidad retardada. Io
ratones entre 24 y 96 hs. de vida inoculados i.c, o i.p.
con virus Junín desarrollan una encefalitis, precedida de

una corta viremia, con invasión en ambos casos del SNC,
mientras que los ratones adultos inoculados por vía neural
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o extraneurnl presentan una infección inaparente, sin vire
mia y con fugaces niveles de virus en cerebro.

las evidencias que la enfermedad neurológica del ra
tón lactante es un fenómenoinmunológico del tipo celular
provienen de trabajos realizados utilizando tratamientos
con inmunosupresores como el SATy la CYy de experiencias

de timectomín perinatal, métodos con los cuales ee consigue
prevenir el desarrollo de la enfenmedad(8)(10)(11)(12).

Estudios realizados con otro miembrodel grupo taxo
nómicoArenavirus, el Tacaribe, indican que este virus se
comporta en el ratón albino de manera similar al virus Ju
nín, es decir, es letal para el ratón recién nacido, produ
ciendo una enfermedad inmunológica mediada por células, re
sultando avirulento para el ratón adulto (29)(30).

Son numerosas las infecciones virales que provocan
una aguda y muchas veces letal enfermedad en animales recien
nacidos y que sin embargoson resistentes a la infección
en la edad adulta. Se ha postulado cue esta diferencia pue
de estar influenciada por los mecanismosdefensivos que va
adquiriendo el huésped con 1a edad. Estos mecanismos pueden
incluir la respuesta inmunecelular, humoral, 1a producción
de interferón u otros factores fisiológicos.

La importancia del papel que Juega la inmunidad hu
moral y celular en la recuperación de un animal despues de
una infección viral ha sido extensamente estudiada para gran
cantidad de virus, sin haber llegado a una conclusión defi
nitiva (25)(31)(32)(33)(34)(35).
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El presente trabajo destinado a indagar algunos es
pectos inmunológicos en el ratón adulto, inoculado con v1
rus Junín demuestra que los ratones adultos logran sensi
bilizarse y esa sensibilización puedeser transferida a ra
tOnes lactantes, con células esplénicas obtenidas entre 7
y 10 días de la última inoculación, lo que produce un acor
tamiento de 72 hs. en la sobrevida de los ratones lactantes
inoculados i.c. con virus Junín.

El momentode obtención de las células luego de la
inoculación viral parece ser crítico para lograr evidenciar
el estado de sensibilización, ya que comolo han demostra
do varios autores solo las células denominadastempranas
son capaces de modificar el curso de la enfermedad del ra;

tón, indicando que el estado de sensibilización en las in,
fecciones virales es relativamente breve si se lo compara
con lo que sucede con las bacterias, o bien que los mótodod
de transferencia comolos utilizados en nuestros trabajos,
no son válidos en el estadio tardío de una enfermedadviral,
para demostrar la hipersensibilidad celular (30)(36)(37)(38).

Es interesante el hecho que las células sensibiliza
das no produzcan en el animal adulto, inoculado con virus
Junín, muerte o evidencias clínicas de una enfermedad inmu
ne del SNC,mientras que ellas son capaces de acelerar le
meningoencefalitis letal cuandoson transferidas e ratones
lactantes preinfectados. Para poder explicarlo debemoste
ner en cuenta que en los ratones infectados con virus Junín
aparecen por lo menos 2 componentes diferentes que consti
tuyen los mecanismosoperativos que conducen a la lesión
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hística. Unoestá asociado a 1a capacidad funcional de los
linfocitos timo-dependientes comocélulas efectorae de 1a
inmunidad celular, mientras que el otro depende del número
de células (blanco o "target") infectadas en el órgano de
choque.

Conrespecto a las células efectoras ha sido donna
trado aue los linfocitos T sensibilizados tienen la capaci
dad de acumularse en el infiltrado celular provocado en u
na reacción mediada por células (39). Pero para que le pro
duzca daño letal tiene oue existir un númeroadecuado de

células target portadoras del antígeno (40). Las experiens
cias de transplante de células ya mencionadas demuestran
nue en nuestro caso el ratón adulto es portador de uno de
los componentes,es decir las células efectoraa, pero lo
que parecería ejercer mayorinfluencia en la falta de lesio
nes es la carecia de la concentración necesaria de celula.
infectadas en el cerebro (por la escasa multiplicación vi
ral en el mismo) comopara producir daño letal que lo con-'
duzca a la muerte.

Es posible que la existencia en el ratón adulto de
mecanismos inmunológicos maduros del tipo numeral o celular

actuan comomecanismo de limpieza y logren evitar que el
virus se replique lo suficiente en el cerebro comopara que
el númerode células a ser lesionadas sea el necesario.

Una vez comprobado que el virus Junín era capaz de
desencadenar en el ratón adulto una respuesta numeral y oe
lular se trató de detenminarcuál era la participación de
cada uno de estos mecanismos en 1a ausencia de enfermedad.
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Las experiencias se llevaron a cabo por medio de la
utilización de inmunosupresores de ambas respuestas como
es el caso de la CYy el SAT.

De los resultados obtenidos surge que la CYmodifi
ca el curso de la infección de los ratones adultos (60
90 días de vida) infectados i.c. con virus Junín. El trate
miento con la droga inmunosupresora incrementa marcadamen

te la mortalidad, ya que Jos animales que recibieron sole
mente virus presentaron una mortalidad del 10,4 fi, mientra
que los ratones infectados y tratados con CY, con el ritmo
y dosis ya señalado tuvieron una mortalidad de 54,4 f(!ig.2).

Los resultados de las presentes experiencias coinci
den con los de otros investigadores utilizando diferentes
virus y aún en otras especies animales. Deacuerdo a ellos
ha sido descripto que una infección inaparente originada
en animales adultos por un determinado virus, puede ser tran.
formada en una enfermedad letal por la inmunosupresión pro
ducida por CY, observando también un aumento de virus en

cerebro y un menor título de anticuerpos en suero (31)(34)
(4l)(42)(43).

En nuestro caso en evidente también una modificación
en le replicación de virus en cerebro entre los animales
tratados y no tratados con droga, ya que hasta el 7° día
p.i. el virus tiene unn mínimareplicación en los 2 grupos
de animales, pero a partir de allí hay una diferencia noto
ria entre los ratones tratados y no tratados. Mientrus en
el grupo inoculado con virus solamente, los títulos están
siempre por debajo de 2,? log, en el grupo de ratones adulto.
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infectados y tratados con CYel virus alcanza títulos cer
canos a los 5,0 log después de los 7 días p.i. manteniéndo
se en esos valores durante todo el período en que se regis
tró la muerte de los animales (Fig. 3).

En cuanto a los anticuerpos neutralizantes antivirus

Junín, nuestro trabajo ha demostrado que‘con el tratamien
to con CYparecería deprimir temporariamente su formación,
pues mientras en el grupo control a partir del día 20 p.i.
c0mienzana detectarse anticuernos en el suero de los rato
nes, en el grupo tratado con CYsolo alcanzan títulos detec
tnbles desde el dia 30 p.i. Es decir que en estos animales
el freno que provoca la CYsobre la inmunidad humoral (la
última dosis de droga se suministra a los 6 dias p.i.) se
ve reflejada más allá de los 20 dias p.i. Segúnalgunos au
tores esta acción depresora de la inmunidad humoral se ojer
cería a través de la eliminación de la respuesta de la cé
lula B, pues el tratamiento con CYafecta las células que
están en rápida división (44). Todo lo expuesto está de a
cuerdo con los resultados de quienes demostraron que la CY
tiene un efecto preferencial sobre los linfocitos que no
llevan el antígeno theta (l7)(45).

Por otra parte, Lagrange y col. (46) sostienen que
la inmunidad mediada por células T es potenciada o incremen
tada cuando se produce una selectiva supresión'de la forma
ción de anticuerpos por medio de la CY. En ratones inmuni
zados con dosis subóptimas de glóbulos rojos de carnero se
desarrolla hipersensibilidad retardada, la que es progresi
vamente b10queada cuando se aumenta la dosis del antígeno

ya que esto da lugar a que sea mayor el título de anticuerpos.
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Ia distinta acción que presenta la CYsobre las células B
y T es debida al diferente estado fisiológico de estas dos
poblaciones linfocitarias. Mientras las células T presentan
largos períodos de reposo y son por lo tanto insensibles
a la droga, las células B al hallarse permanentementeen
rápida multiplicación son por lo tanto susceptibles a la
acción de la CY, ya que como fue dicho esta droga solamen
te es activa cuandola célula está en mitosis.

Por los resultados del presente trabajo y por el es
ouema, ritmo y dosis de administración de la CY, ésta inhi
be fundamentalmente la inmunidad humoral ejerciendo también

algún efecto sobre la inmunidad celular, que no impediría
la sensibilización del animal pero no alcanzaría a producir
limpieza de virus (47).

POr lo tanto la administración de CYen cantidad su

ficiente comopara alterar la respuesta humoraly celular
transforma un proceso silencioso o inaparente que se produ
ce en el organismo del ratón adulto infectado con virus Ju
nín, en una enfermedad letal.

En lo que se refiere al otro inmunosupresorutiliza
do, de acción casi selectiva sobre los mecanismosligados
a la hipersensibilidad celular, numerosasexperiencias.han '
demostrado que el componente celular de la respuesta inmu
ne en las infecciones virales es de particular importancia
para la defensa del huésped. Los trabajos de Blanden (47)
ponen en evidencia que en la infección del ratón por virus
de ectromelia, el usó del SATreduce notablemente la hiper
sensibilidad retardada, sin disminución de la concentración



-33...

de anticuerpos neutralizantes ni de interferón y debido a
la inhibición de 1a inmunidad celular se produce un marca
do incremento en la mortalidad de los animales, afirmando
entonces el concepto de que la inmunidad celular es de im
portancia fundamental, aunque no exclusiva en la recupera
ción del ratón a la infección con ectromelia.

Esto coincidiria con nuestras experiencias donde el
tratamiento con SATde ratones adultos entre 60 y 90 días
de edad infectados i.c. con virus Junín provoca un aumento
significativo de ln mortalidad (28,8 fl) comparadocon la
escasa mortalidad registrada en los animales controles in
fectados sin tratamiento (8,6 %)(Figo 4). Esto demuestra
la habilidad del SATen potenciar las consecuencias patoló
gicos de la infección por virus Junín incrementando la mor
bi-mortalidad de los animales infectados, sin detectar nin
guna variación en el titulo de virus en cerebro ni en los
valores de anticuerpos neutralizantes.

La función de limpieza viral ejercida por la inmuni

dad celular puede ser comprendida sobre todo, en los virus
uue salen de la célula infectada por brotación, comoes el
caso del virus Junín. Durante el proceso de brotación los
antígenos virales están presentes en la superficie celular
y podrian también fonmarse nuevos antígenos los que estarían
eXpresados sobre la membranacelular aún antes de que la
brotación comience. Los animales se eensibilizarian a los
antígenos del virus o a los antígenos celulares modificados
por el virus, dandoorigen a linfocitos con acción citotó
xica, que actunrian sobre la célula blanco o target (portadora
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del‘úrus o de antígenos virales o de los nuevos antígenos
codificados por el virus) destruyéndolas. Ia eliminación
o destrucción de la célula infectada es la más segura for
ma de interrumpir el ciclo de replicación viral.

Se sugiere que en el animal adulto la multiplicación
viral es suficiente comopara alcanzar la masa antigénica
oue logra sensibilizarlo y esto se realiza con la infección
de una pocas células. Ia destrucción de las mismas termina
con la infección, sin excesivo daño del huésped. Sin embar
go, cuando las circunstancias conducen a una tardía produc
ción de linfocitos sensibilizados, en nuestro caso por la
administración del SAT,muchas células pueden ser portado
ras del antígeno antes de que pueda actuar la respuesta ce
lular. Por el mecanismode hipersensibilidad retardada, el
cerebro comoórgano de choque puede sufrir entonces un da
ño irreversible.

Todo lo expuesto explicaría el incremento de la mor
bimortalidad en los ratones adultos infectados con virus
Junín e inmunosuprimidos con SAT.

No se puede dejar de señalar uue en todo este proce

so puede no ser el virus en si mismoel antígeno, sino,que
puden formarse nuevos antígenos por acción viral que agan
los responsables de la puesta en marcha del fenómenowinmu
nológico. Estos antígenos de los tejidos serían inmunogéni
cos por ser presentados al sistema inmune en una forma mo
dificada por acción viral (48)(49). la existencia de tales
antígenos en tejido nervioso capaz de dar "autosensibiliza
ción" ha sido aceptado comomecanismo patogénico en la
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encefalitis alérgica experimental.

Resumiendolas principales conclusiones que surgen
del trabajo presentado, podríamos decir oue cuando los ani
males son tratados con CY, la inhibición oue esta droga pro
voca en la inmunidad humoral, permite que el virus se mul
tiplique en cerebro en cantidad tal comopara que el núme
ro de células blanco o target infectadas sea adecuado para
que los linfocitos sensibilizados desencadenanel daño in
munológico.

La mortalidad provocada en el ratón adulto por el
tratamiento con SATsería debida a que'el suero al eliminar
la subpoblaciónde linfocitos T recirculantes sensibles,
elimina una de las poblaciones :ue logra producir 1a limpie
za de las primeras células que llevan los antígenos "sensi
bilizantes" y por lo tanto permite que se formen los mencio
nados antígenos del cerebro, los que al ser atacados por
los linfocitos sensibilizados formadostardíamente luego
de la suspensión del tratamiento con SAT,provocan el daño
tisular (50)(51)(52). Esto parecería estar confirmadopor
los resultados de laanatomía patológica que demuestran que
las lesiones son más intensas y tardías en los animales que
recibieron suero, si se comparacon las lesiones observadas
en los animales controles.

Los datos presentados pretenden ser un aporte a los
complejos mecanismos que entran en Juego en la defensa de
un individuo a las infecciones virales. El modelo experimen
tal ratón-virus Junin ofrece amplias posibilidades para el
desarrollo de investiueCúmREGoQWfinüífififiana a°la a“ a" I

P FES RRÏGULAR NTO pasionanteproblema,AAIO u
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Abreviaturas utilizadas

CN : Células de bazo normal

CS : Células de bazo sensibilizadoa

CY : Ciclofoafamida

FHA : Fiebre Hemorrágica Argentina

1.o. z intracerebral

i.p. z intraperitoneal

p.i. z post-infección

SNC Sistema nervioso central

V : Virus Junín cepa XJ

XJ : cepa prototipo del virus Junín

Ciclofosfamida
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