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ABREVIATURAS

FHA: Fiebre Hemorrágica Argentina.

PI : particuias interferentes.

DI : particuias defectivas interferentes.

ADN: ácido desoxiribonucleico.

ARN: ácido ribonucïeico.

VSV: virus de 1a estomatitis vesicular.

NDV: virus de 1a enfermedad de Newcastle.

LCM: virus de 1a coriomeningitis iinfocitaria.

ACP: acción citopatogénica.

UFP : unidad formadora de piaca.

UHA: unidad hemoaglutinante.

F.I. : foco de interferencia.

CTDISO: cultivo de tejido, dosis infectante 50%.

DLSO: dosis ietai 50%.

PBS : buffer saiino fosfatado.

Act D : actinomicina D.

p.i. : post-infección.

m.i. : muïtipiicidad de infección.

i.c. : intracerebrai.

t : termosensible.
s

iog : iogaritmo en base 10.



INTRODUCCION

La multiplicación de un virus en una célula sensible da origen a una

progenie que se libera más o menos rápidamente al medio exterior.

La madurez de esta progenie dependerá de la interacción entre el vi

rus parental y la célula huésped infectada, en un medio ambiente favorable.

Sin embargo, aün en las mejores condiciones experimentales la proporción

de viriones en la progenie que poseen capacidad infectiva, varia entre un

0,0001 %y un 10 % (1) cuando se trata de virus animales. Esto significa

que de cada 100 particulas virales producidas sólo 10 -más o menos pueden

dar origen a un nuevo ciclo de multiplicación. Los 90 restantes son virus

que por diferentes causas han perdido su potencial replicativo, aün cuando

algunos conserven la capacidad infectante.

Varios son los factores que contribuyen a la existencia de esta des

cendencia anómala. En general, la célula infectada produce un exceso de com

ponentes virales; además,una cierta proporción de los virus durante su cre

cimiento o por el manipuleo al cual son sometidos, sufren una inactivación

irreversible; otro porcentaje corresponde a particulas virales genéticamen

te defectivas, ya sea por mutaciones o deleciones en su genoma, por pérdida

de alguna pieza del mismo, si es que se trata de un virus cuyo genoma es

segmentado, o incluso por la falta completa de su ácido nucleico, dando ori«

gen a viriones vacios (2). Finalmente, existen particulas virales con alte

ración en su envoltura que impiden la correcta adsorción a la célula huésped

debido a modificaciones de los sitios especificos de fijación.

Es decir, la descendencia que resulta de la replicación de un virus en

una célula está integrada por un porcentaje bajo de particulas infectantes,



y una población defectuosa, incapaz de autoreplicarse y con un espectro de

anomalías que varia entre las meramenteestructurales y las genéticamente

irreversibles.

Si bien la mayoria de estas particulas virales son incapaces de ini

ciar un ciclo de replicación, puedenparticipar de interacciones genéticas

cuando se producen infecciones múltiples y reducir o incrementar el rendi

miento del virus estándar (3).

La existencia de particulas defectivas fué comunicadainicialmente por

P Von Magnus (4) en 1947 y ampliada en 1951 (5), en base a observaciones he

chas sobre la multiplicación del virus de Influenza en huevos embrionados.

En sus investigaciones VonMagnusdescubrió que luego de sucesivos pasajes

concentrados en este huésped,los stocks de virus Influenza sufrian una pér

dida de su capacidad infectante pero no en el númerode particulas fisicas,

las cuales podian ser detectadas por hemoaglutinación.

El virus recuperado de los sucesivos pasajes concentrados presentaba

caracteristicas biológicas que lo diferenciaban de la cepa original,denomi

nada "estándar", como ser un menor potencial patógeno tanto "in vitro“ como

"in vivo', y la capacidad de interferir con la multiplicación del virus pa

rental.

En los años posteriores se descubrió una gran variedad de sistemas vi

rus-huésped en los cuales se producía este fenómenode interferencia homó

loga (6) entre ellos figuran los virus: Rift Valley fever, Estomatitis Vesi

cular (VSV), Paperas,.Sendai, SV40, Polioma, siendo en la actualidad un he

Cho generalizado que abarca la casi totalidad de los grupos de virus ani

males y algunos vegetales (7) y bacteriofagos (8).

En el cuadro N° 1 se resumen los principales virus animales ARNy ADN



capaces de dar origen a particulas defectivas.Si bien estas particuias no

han sido especificamente caracterizadas en todos los sistemas,_existen evi

dencias suficientes basadas en 1a interferencia homólogaque se produce por

pasajes concentrados, comopara incluirias en ese cuadro.

PROPIEDADES GENERALES DE LAS PARTICULAS INTERFERENTES

Los experimentos realizados por Von Magnus indicaban que luego de suce

sivos pasajes concentrados de] virus de Infiuenza (5) a aïta muitiplicidad

de infección se producía una inhibición de 1a muitipiicación del virus es

tándar. Es decir que una de ias primeras caracteristicas que se detectó de

ias particulas defectivas es su capacidad de interferir con 1a multiplica

ción de1 virus parenta]. La segunda está reiacionada con su inhabiiidad pa

ra propagarse en ausencia de un virus "heiper", en este caso, el mismoque

ïes dió origen. Estas dos caracteristicas, 1a de repiicar en presencia de]

estándar y 1a de interferir con su muitipiicación, traen comoconsecuencia

1a tercer propiedad que poseen y que consiste en su enriquecimiento a ex

pensas y en detrimento del virus "heiper".

a.- INTERFERENCIA

Existen varios métodos para medir 1a actividad interferente; eilos se

basan en 1a detección de 1a inhibición que se produce en 1a actividad cito

Iitica, en 1a patogenicidad o en e] rendimiento de] virus estándar cuando se

hace una infección mixta (virus estándar + interferente), en re1ación a un

contro].



CUADRO N°1

Presencia de particuias defectivas en los virus ARNy ADN

FAMILIA

PICORNAVIRIDAE

TOGAVIRIDAE

ORTOMIXOVIRIDAE

RHABDOVIRIDAE

ARENAVIRIDAE

REOVIRIDAE

RETROVIRIDAE

PARAMIXOVIRIDAE

PAPOVAVIRIDAE

HERPESVIRIDAE

ADENOVIRIDAE

PARVOVIRIDAE

LR'i

GENEROS

ENTEROVIRUS

ALFAVIRUS

INFLUENZAVIRUS

VESICULOVIRUS

LISAVIRUS

ARENAVIRUS

REOVIRUS

ONCOVIRUS TIPO C

PARAMIXOVIRUS

MORBILIVIRUS

m

POLIOMAVIRUS

HERPESVIRUS

MASTADENOVIRUS

ADENO-ASOCIADOS

ESPECIE

Poiio

Sindbis

Infiuenza

VSV

Rabia

LCM,Junin,Paraná
Pichindé

Reo

Sarcoma murino

NDV,Sendai,Paperas

Sarampión

SV40 y Poïioma

Herpes y Seudorabia

Adeno

AAV tipo 2



La interferencia mediada por particulas defectivas tiene propiedades

que permiten diferenciaria de otro tipo de interferencia.

I. Es homó]oga, es decir, actúa frente a1 virus que originó dichas

particulas o con virus serológicamente re1acionados.

II. Ocurre en una etapa intraceluiar de 1a muitipiicación de] estándar.

Mediante distintas técnicas puede determinarse que no bloquea los pasos de

adsorción, penetración o 1iberación de] virus parental. En 1a mayoria de los

casos, 1a irradiación previa de 1as particulas defectivas anu1a su capaci

dad inhibitoria (9)(10), 10 cua] indicaria que necesitan que su genomasea

funciona] para producir interferencia.

Se han detectado, sin embargo, particuias pertenecientes a virus de]

grupo Arena (11)(12) cuya actividad interferente resuitó estabïe frente a

1a 1uz UV.

III. La interferencia no está condicionada a la presencia de interferón

(13) aunque se conocen particuïas defectivas capaces de inducirio (14).

Mecanismopor e] cua] se produce 1a interferencia

E] mecanismopor e] cua] 1as particuias defectivas interfieren con 1a

muïtipiicación de] virus parental no está aún ac1arado aunque en 1a mayoria

de ios casos se encuentra invoïucrada 1a etapa de repïicación de] ácido nu

c1eico virai (11)(12)(15)(16)(17)(18). La excepción seria e] caso de] virus

Poiio, cuyas particuias defectivas son deficientes en un 15%de ARNrespec

to de] estándar, e incapaces de sintetizar e] precursor de ias proteinas de

1a cápside de] virión, aunque pueden 11evar a cabo todas las otras funciones

virales (19). Según Ba1timore y C01 (20) 1a interferencia ocurriría en dos



niveles de] ciclo de Crecimiento de] estándar. E1 primero correspondería a

1a etapa de sintesis de proteinas ya que en ias céiuïas dobïemente infecta

das con e] virus parenta] y las particuias defectivas habria dos ciases de

poiiribosomas (unos conteniendo e] mARNestándar y otros, e] mARNde las

particuïas defectivas) pero sóio aquellos sintetizarian e1 precursor de las

proteinas de 1a cápside.

E1 otro nivei de interferencia seria en 1a encapsidación de] ARNviral,

ya que habria dos tipos de ARNcon posibiiidades de ser encapsidados, están

dar y defectivo, pero uno soio de eilos seria funciona].

Page] de 1a céiula huésped

La cé1u1a huésped tiene un ro] importante en 1a expresión de 1a capaci

dad interferente de las particuias defectivas. Las funciones ceiulares invo

Iucradas se desconocen hasta e] presente, sin embargo se sabe que distintas

1ineas de células inocuiadas con una misma preparación de virus estándar y

particuias defectivas puedendar vaiores distintos de interferencia (21)(22)

(23)(24)(25) y (26) e inciuso en aïgunas no producirse este fenómeno (27)

(28)(29). Por su parte Darne11 y Koprowsky (30) trabajando con una cepa de

ratones resistentes a 1a infección con e] virus West Nile encontraron que

esa resistencia ies era conferida por un gen dominante que favorecia 1a in

terferencia mediada por particuïas DI.

Un hecho singuiar que enfatiza e] pape] de 1a cé1u1a huésped en 1a ex

presión de 1a interferencia 1a proporciona e] virus Semliki Forest, el cua],

1uego de sucesivos pasajes concentrados en céiuias de embrión de poiio, ne



cesita un pasaje adicional en células murinas para que se manifiesten las

particulas defectivas generadas en los pasajes anteriores (31).

Sin embargo, la evidencia más directa que se tiene acerca de la impor

tancia del huésped en la inducción de particulas defectivas, la proporciona

el trabajo de C.Yong Kang and Rae Allen (32) quienes demostraron que este

mecanismode inducción requiere una función de la célula huésped que es sen

sible a la Actinomicina D (Act. D).

b.-CARACTER DEFECTIVO

Las particulas defectivas son incapaces de replicar en ausencia de un

virus "helper", esto implica que en su genomadebe existir alguna lesión en

un gen esencial. El "helper" proveeria entonces la(s) función(es) necesa

ria(s) para la multiplicación de estas particulas.

Naturaleza del defecto

Los resultados obtenidos con particulas defectivas de los diferentes

grupos de virus indican que la.mayoria de las veces esa lesión es una dele

ción (21)(33)(34)(35), y que en el caso de los virus cuyo genoma es segmen

tado las particulas interferentes carecen de 1 ó más piezas de su ácido nu

cleico, comopor ejemplo Reovirus (36), Influenza (37) y Pichinde (38).

En otros casos, estas particulas tienen un genOmade aproximadamente

el mismo tamaño que el del virus estándar, el cual se ha originado por una

deleción seguida de una duplicación y que puede incluir, además, incorpora



ción de ADNde] huésped o poiimerización de trozos de] ADNvirai 5010 o uni

do a ADNcelular (39)(40)(41)(42).

Mecanismo de 1a deïeción

E1 mecanismo por e] cua] se produce una pérdida de materia] genético du

rante Ia repïicación de] virus estándar para originar las particulas defec

tivas no está aün ac1arado, pero dependeria de ias caracteristicas de] geno

ma vira].

La de1eción en e] ácido nucieico defectivo puede ser terminal o inter

na, e incluso en ei caso de virus de genoma segmentado hay pérdida de una o

más piezas de] mismo (36)(37)(38).

Estas de1eciones se producen por recombinaciones intra e intermoïecuïa

res de] ácido nuc1eico durante 1a etapa de repiicación vira], faltando asi

secuencias especificas del mismo.

Si bien 1a consecuencia de estos eventos será un genoma defectivo con

menor contenido en ácido nucleico vira], no necesariamente su tamaño resul

ta siempre inferior a1 de] estándar, ya que se han detectado dupiicaciones

en tandem y/o incorporación de materia] genético de] huésped en ias parti

Cuias defectivas, que compensan1a pérdida sufrida (39)(40)(41)(42)(43).

En un principio se pensó que e] tipo de particulas DI que se generaba

por pasajes concentrados estaba genéticamente predeterminado para cada cïon

de virus estándar (44)(45); sin embargo ios resultados obtenidos por Hoiiand

y Co] (28) con e] virus VSV, y más recientemente por Janda y C01 (46) traba

jando con 1a mutante ts-52 de] virus de Infïuenza, indican que se trata de un



proceso al azar, en el cual las particulas defectivas se originan durante

la preparación de un stock de virus clonado y luego son amplificadas por

pasajes a alta multiplicidad de infección.En algunos casos esas partÏCulas

emergen durante la formación de una placa p0r un virus infeccioso ya que la

misma requiere múltiples ciclos de infección que en general son a alta mul

tiplicidad (46). Es decir que las particulas defectivas aparecerian al ori

ginarse una placa en el momentode clonar el virus, o durante la prepara

ción de un stock viral con ese clon.

Los gen0masdefectivos asi obtenidos deben reunir ciertas caracterism

ticas para dar lugar a particulas defectivas, comoser:

I.- Poseer el sitio de iniciación para su replicación. Esta seria la

única secuencia teóricamente indispensable para dar origen a particulas DI.

II.- Servir comotemplados para la polimerasa viral.

III.- Ser reconocidos por las proteinas estructurales del virión, para

su encapsidación.Esto implica probablemente alguna secuencia especifica pa

ra la interacción de las proteinas de la cápside con el ácido nucleico.

IV.—Tener la cantidad minima necesaria de ácido nucleico para formar

con las proteinas una estructura estable. Se ha demostrado que en el caso

de VSVesa cantidad es de aproximadamente un 25% del genoma estándar (44).

mientras que el SV4Orequiere un 70% del ADNparental (47).

Cuando la deleción involucra trozos mayores de ácido nucleico que los

permitidos, la duplicación en tandem de algunas secuencias especificas y/o

la incorporación de material genético de la célula huésped pueden recons

truir el genomaoriginal y cumplir asi,con el requisito de ser encapsidado.
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c.-ENRIQUECIMIENTO

Otra de las propiedades de las particulas defectivas es su habilidad

para incrementar su número a expensas del virus estándar. Esto significa que

la proporción de estas particulas en la progenie de una infección mixta (co

infección con virus estándar) es superior a la existente en el inóculo. Si

este requisito se cumple, es decir, si se produce una amplificación de la

cantidad inicial de particulas DI por pasajes sucesivos, llega un momento

en que pueden ser detectadas.

Este enriquecimiento selectivo indica que en alguna etapa del ciclo de

crecimiento del virus estándar debe estar favorecida la sintesis de PI. Los

puntos criticos durante la multiplicación viral serian la replicación del

ácido nucleico y la encapsidación. Existen evidencias, en el caso del vi

rus Polio, de una replicación y encapsidación preferenciales del genomadew

fectivo respecto del estándar (48). Sin embargo, en la mayoria de los sis

temas estudiados, aunque el mecanismo responsable no se conoce con exacti

tud, se piensa que tanto la interferencia comoel enriquecimiento involucran

la etapa de replicación del ácido nucleico (27)(49)(50)(51).

Cuandouna célula resulta doblemente infectada, o en ella se generan gen

nomas defectivos, se produce una competencia por algún Factor limitante del

proceso de replicación. Ese factor es,generalmente, la polimerasa especifi

ca del virus, y un desplazamiento del equilibrio hacia la copia del ácido

nucleico defectivo indica una mayor afinidad de la enzima hacia él.

El mecanismode enriquecimiento podria explicarse, entonces, por un Sl“
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tio de iniciación en el gen0ma DI con mayor afinidad por la polimerasa, o por

un mayor número de sitios de iniciación en la cadena. El primer caso corres

pondería a algunos virus ARNque tendrian sitios de iniciación de elevada

afinidad (6)(26), mientras que para ciertos virus ADNse ha demostrado que

las particulas defectivas poseen dos o más sitios de iniciación (6)(41)(52)

obtenidos por recombinación o duplicaciones en tandem.

OBTENCION DE PARTICULAS DEFECTIVAS

La mayorparte de los intentos para caracterizar las particulas inter

ferentes se vieron demoradospor la dificultad que presentaba su purifica

ción, y principalmente su separación del virus estándar. Cuandoestas par

ticulas tienen diferencias de tamañoo densidad respecto del virus parental

pueden utilizarse métodos fisicos de separación comoser gradientes zonales

o de equilibrio. Tal es el caso de los virus de la rabia (53)(54), Polio

(33), VSV(55). En este caso Doyle y Holland (56) proponen un método más-riv

guroso de purificación, que asegura una contaminación menor de 5 UFPde virus

VSVinfeccioso en 0,2 mgde particulas DI puras. La técnica consiste esen

cialmente en someter el sobrenadante de cultivos infectados. previamente con"

centrado,a cuatro centrifugaciones zonales en sacarosa, tomandolas precau

ciones necesarias para evitar el arrastre de particulas estándar. Esto re

presenta una purificación de las particulas defectivas superior a 109 ve

ces respecto del virus parental.

Otro método utilizado bastante exitosamente con virus Papova (47)(5¡) y

Reo (58)(59) consiste en complementar particulas DI, no con el virus están



dar, sino con mutantes ts, en condiciones en que la progenie que se produce

es exclusivamente de particulas defectivas. Asi, por ejemplo, se observ6(58l

que la coinfección de células L con nucleoides provenientes de particulas

defectivas de Reovirus y una mutante ts determinada, a la temperatura no per

misiva (39°C) originaba sólo las particulas DI, es decir que la función au

sente en el virus defectivo era provista por la mutante; sin embargo, aquél

era incapaz de complementarla deficiencia de la ts. Esta falta de multipli
cación de la mutante a 39°C durante la infección mixta no se debia a un fe

nómenode interferencia, ya que a la temperatura permisiva (31°C) se produ

cia la replicación de ambosvirus.

En algunos sistemas virales se ha empleado el sobrenadante de cultivos

persistentemente infectados comofuente de particulas defeCtivas ya que su

proporción en la progenie se aproxima al 100%(12)(60)(61). Se sabe que las

mismas están contaminadas con una baja proporción de particulas infecciosas

las cuales se detectan por inoculación en cultivos normales {61). Estas no

pueden separarse por los métodos habituales, comoser gradientes zonales o

isopicnicos, debido a que las densidades respectivas son similares (62).

DETECCION

Existen métodos que permiten detectar particulas interferentes, aún en

presencia de virus estándar; los más utilizados se basan en:

I.-La capacidad interferentezque poseen sobre distintas propiedades bio

lógicas del virus estándar. En general se estudia la inhibición de la ACPo



de la formación de placas en cultivos, o la disminución de la mortalidad y

el aumento del tiempo de sobrevida en animales de experimentación.

Esta actividad puede cuantificarse, en forma aproximada, ya sea en base

a la interferencia con un determinado número de placas o con el rendimiento

del virus estándar luego de un ciclo de multiplicación.

II.- Propiedades fisicoquimicas diferentes

Algunos virus defectivos han Sufrido una deleción en Su genoma lo sufi

cientemente importante comopara presentar un comportamiento distinto del

estándar en gradientes zonales e isopicnicos. El prototipo de este grupo, es

sin duda, el virus VSVcuyas particulas defectivas tienen entre 1/3 y 2/3 de

su genoma y por lo tanto menor S, lo cual permite su separación en un gra

diente de sacarosa. La observación de una banda opalescente con menor velo

cidad de sedimentación que el estándar en estos gradientes es indicativa de

la presencia de particulas DI (32).

III.- Formaciónde focos de interferencig

Uno de los métodos de detección más sensibles es el propuesto por Popes

cu y Lehmann-Grube (63) para virus defectivos LCM.El mismo consiste en ino

cular el material interferente junto con una concentración de virus estándar

capaz de lisar el cultivo; las células coinfectadas por ambosvirus resultan

protegidas del efecto citopático por la acción de las partiCulas defectivas.

Este fenómeno se viSualiza como el negativo de un ensayo de placas, en el

cual sobre un cultivo lisado se observan áreas de células viables. Los auto
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res explican esta protección celular por la existencia de un factor que se

generaría en la célula coinfectada, y luego migrarïa a las células vecinas.

Este factor sería de naturaleza particulada y tendria la capacidad de inhi

bir la ACPy la multiplicación del virus estándar (63).

IV.- Amplificación

Holland y Villareal (64) desarrollaron un método de amplificación de

partículas defectivas , mediante el cual puede determinarse el númerode par

ticulas DI en un inóculo conociendo la proporción de las mismas en la proge

nie de una infección mixta hecha en células sensibles y utilizando 100 UFP

por célula de virus estándar. En base a la cantidad de particulas defectivas

producidas por esta amplificación puede calcularse, por extrapolación, su

concentración inicial. Se determinó asi que se necesitan aproximadamente 5

x 106 particulas DI/ml en el inóculo para que sean amplificadas lo suficien

te para ser detectadas comouna banda opalescente en un gradiente de sacaro

sa.



PARTICULAS INTERFERENTES "IN VIVO"

La existencia de particulas defectivas no está circunscripta al sistema

"in vitro" sino que han sido detectadas también en animales de experimenta

ción. En realidad, los estudios iniciales de VonMagnuscon el virus de In

fluenza, demostraban que tanto en ratones como en huevos embrionados se pro

ducia la sintesis de particulas interferentes (65). Sin embargo, recién en

los últimos años pudieron ser caracterizadas bioquimicamente las genera

da "in vivo". Asi fué comoHolland y Villareal (64) demostraron que el viU'I

rus VSVproducia particulas interferentes en cerebro de ratones infectados

las Cuales resultaron idénticas a las obtenidas en cultivos celulares.

Algo similar se observó en el caso de los virus de la Rabia (64) y LCM

(66). Lehmann- Grube y Popescu (66) estudiaron la generación de PI en los

distintos órganos de ratones lactantes y adultos inoculados con virus LCM

por via intracerebral e intraperitoneal. Encontraron que en amboscasos y

por ambasvias se producían particulas defectivas, siendo más eficiente el

sistema ratón-lactante. Estas particulas detectadas "in vivo" poseían propie

dades biológicas similares a las obtenidas por pasajes concentrados en célu

las L o a partir de cultivos persistentemente infectados (63).

Sin embargo, la mayor parte de los ensayos hechos en animales de expe

rimentación tropezaron con la complejidad propia del huésped, que hacia di

ficultosa la interpretación de los resultados obtenidos. Por esta razón los

estudios "in vivo" se centrarOn fundamentalmente en la inoculación de dosis

elevadas de particulas DI y la observación de las consecuencias que esto te

nia sobre la evolución de la enfermedad del animal.



Los estudios iniciales hechos por Bernkopf (67) y Von Magnus (5) con

virus defectivos de Influenza obtenidos por pasajes concentrados, demostra

ban que estos no sólo no producían efectos letales sobre el huéSped, sino

que eran capaces de protegerlo frente al desafío con el virus estándar. Esa

protección desaparecía si el material proveniente de los pasajes concentra

dos se inoculaba diluido. Resultados similares se obtenían si se trabajaba

con virus previamente sedimentado (68) lo cual hizo que diversos investiga

dores atribuyeran este efecto protector a partículas defectivas o incomple

tas del virus de Influenza, aün cuando estas no pudieran ser aisladas y pu

rificadas. Más recientemente, Gamboay col. (69) determinaron que el efecto

protector debido a las DI de Influenza era más notorio si se utilizaban ra

tones de 7 semanas en vez de 3 semanas.

En los últimos años, Holland y sus colaboradores han estudiado en pro

fundidad el efecto de las partículas defectivas de VSVsobre la evolución de

la enfermedad en el ratón (56)(64)(70)(71). Así, por ejemplo, encontraron

que los animales tratados con DI en vez de sufrir una muerte rápida, presen

taban una parálisis progresiva, que comenzabapor las extremidades posterio

res, con lomos arqueados y el pelo erizado y en desorden. Ellos concluyeron

que las partículas interferentes habían atenuado la infección viral y modifi

cado la evolución de la enfermedad del huésped.

Crick y Brown(72) encontraron algunas discrepancias con estos resulta

dos, ya que utilizando partículas defectivas inactivadas con acetiletilenimi

na (AEI), que destruye su capacidad interferente, se mantenía la protección

temprana que aquéllos atribuían a los virus DI. Esta interferencia, que no era

mediada por interferón, se producía también si se trabajaba con viriones tra



tados con AEI y ocurría no sólo frente a la cepa homóloga, sino con cepas he

terólogas de VSV,y con virus tales como Rabia y Fiebre Aftosa.

El otro modelo estudiado en animales de experimentación es la necrosis

cerebelar inducida por el virus LCMen ratas. Welsh y col.(73) encontraron

que las particulas defectivas de LCMpodian interferir con la infección

neurológica producida por el virus estándar "in vivo".

Los autores postulan dos posibles mecanismos para explicar este hecho:

a) las DI inhibirian la sintesis de virus LCMy la producción de antígenos

virales por interferencia directa; b) las DI inducirian una respuesta inmu

nológica, especifica o no, que protegería los animales de la infección con

virus estándar. Los resultados experimentales obtenidos sugieren que la ac

ción del virus DI no es de tipo inmunológico, siendo entonces más probable

el primer mecanismo propuesto.

El efecto profiláctico obtenido por la inoculación de particulas defec

tivas, hizo que varios investigadores las tuvieran en consideración para la

preparación de vacunas. Más aún, Mc Laren y Holland (74) demostraron que las

cepas vacunantes de virus Polio contenían una gran proporción de particulas

DI. Cuandoestas cepas se clonaban, regeneraban dichas particulas con mayor

frecuencia que las cepas virulentas.

Sin embargo, el empleo de virus defectivos con propósitos inmunizantes

debe ser tomado con precaución. La persistencia de las DI está condicionada

a pequeñas cantidades de virus estándar en el inóculo, y si bien su presen

cia puede resultar enmascaradapor la actividad interferente de aquéllas, el

conjunto de ambas es capaz de originar infecciones crónicas en el animal, con

un deterioro progresivo del mismo.



PARTICULAS DEFECTIVAS EN LAS INFECCIONES PERbISTENTES "IN VITRO"

E1 estabiecimiento de infecciones persistentes en cultivos ceiuiares es

un hecho habitua] para Ia mayoria de los grupos de virus (73)(76). Hasta el

presente, de ios diferentes mecanismospropuestos para expiicar esta persis

tencia, cinco fueron motivo de serias consideraciones(77).

0-4 . l Producción de particuias DI (25)

II.- Generación de mutantes termosensibles tS (76)

III.- Producción de interferón (78)(79)

IV.- Integración a1 genoma ceïuïar de copias ADNde] ARNviral (80)(81)

(82) de virus distintos de los Oncorna. En e] caso de virus tumora

1es ARNy para aigunos ADNeste mecanismo es esencia] para estabïe

cer y mantener la persistencia.

V.- Sintesis de una proteina distinta de] interferón (83)(84)

La participación de 1as particuïas interferentes en infecciones persis

tentes ha sido demostrada en e] caso de ios virus LCM(85), Sindbis (36),

Parana (60), Rabia (54), Sarampión (9), Sendai (87), Encefalitis japonesa (8

(88) y VSV(89)(90). Existen otros sistemas viraies c0mo ser: sarampión (91)

(92)(93), Encefaiomiocarditis (94), VSV(95) y Polioma (96), en los cuales a

pesar de no haber establecido fehacientemente 1a existencia de partÏCUias DI,

ias evidencias experimentaies sugieren su intervención en esta clase de in

fecciones.

Los cuitivos persistentemente infectados, presentan caracteristicas cov

munes que podrian resumirse en ias siguientes:
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a) Son resistentes a la sobreinfección con el Virus homólogo, pero sen

sibles a virus heterólogos

b) Se pueden detectar antígenos virales por inmunofluorescencia en un

%variable de células.

En algunos sistemas la infectividad en el medio extracelular muestran
V

una evolución cíclica, con crisis esporádicas de acción citopatogé

nica en los primeros pasajes de las sublineas.

Estas se establecen más facilmente a mayor multiplicidad de infecciónQ. V

Las particulas virales liberadas por las sublineas tienen menor po('D V

tencial citolitico que la cepa parental, son no patógenas "in vi

vo" y capaces de interferir con la multiplicación del virus están

dar.

f) En general, no se necesita el interferón para mantener la persis

tencia (9)(54)(87)(89) aunque en algunos sistemas no puede descar

tarse su presencia (86)(97)

g) Las DI son capaces de originar y mantener una infección crónica, si

tienen comohelper el estándar

Si bien existen sistemas virus-célula en los cuales los viriones defec

tivos son los únicos involucrados en el desarrollo de una infección persis

tente, en ciertas oportunidades se enCuentran asociados a la selección de

mutantes termosensibles (ts) (91)(98) o son inducidos por pasajes concentra

dos de estas mutantes(99)(100)(101). Asi mismo, como se mencionara en párra

fos anteriores, es posible detectar en algunas de estas infecciones peque

ñas cantidades de interferón. Sekellik and Marcus (14) encontraron una in

teracción original entre una partícula DI del virus VSV(VSV-DI-Oll) y la
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célula huésped. El genoma de esta DI contiene un ARNpequeño de doble cadena

que es un excelente inductor de interferón, el cual protege los cultivos

frente a la descarga con el virus estándar. La producción de interferón en

este sistema estaba condicionada a una sintesis continua de particulas DI.

Los posibles mecanismos involucrados en el establecimiento y manteni

miento de las infecciones persistentes son sumamentecomplejos, y los resul

tados obtenidos hasta el presente indican que existe en la mayoria de los

casos una coparticipación más que un único mecanismo. Tal es el caso de las

células L infectadas con VSV(78) en las cuales, Nishiyama concluyó, deben

intervenir interferón, mutantes tS y particulas DI para mantener la infec

ción persistente. Resultados similares fueron comunicados por Ramseury

Friedman (79)(102).

Una última consideración que habria que hacer sobre este tema se rela

ciona con los factores responsables de la iniciación y el mantenimiento de

una infección crónica que no necesariamente deben ser los mismos. En la fase

de iniciación lo fundamental es prevenir el efecto citopático producido por

el virus. Esto se ha logrado por medio de anticuerpos (98)(103), utilizando

una mutante ts a la temperatura no permisiva (104), pretratando con inter

ferón (78)(102)(105), coinfectando con el virus estándar y particulas de

fectivas (9)(87)(89) o utilizando un virus poco adaptado al cultivo celular

(106).

El mantenimiento de la persistencia en cambio está condicionado a la

estabilización de alguno o varios de los mecanismos antes mencionado, como

se observó para los virus Sindbis (86), Rabia (54), Sarampión (9)(98), Dis

temper canino (83), LCM(77) y VSV(101)(104)(107). Younger y col.(76)(101)
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(144)(107) estudiaron en profundidad 1a interacción de] virus VSVcon las

células L y encontraron que en ese sistema e] mantenimiento de 1a infección

crónica estaba relacionado a 1a selección de una mutante tS ARN', aún cuan

do e] cultivo se hubiera iniciado con mutantes tS ARN+o con particuias de

fectivas. Esto indicaba que e] genomaque se hacia predominante durante 1a

persistencia podia diferir profundamentede] que habia originado 1a subïi

nea. En estos cu1tivos también era posibie detectar indirectamente 1a pro

ducción de interferón.
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-PARTICULAS DEFECTIVAS EN LAS INFECCIONES POR ARENAVIRUS

Una de las propiedades más importantes de los Arenavirus es la capaci

dad de establecer una relación no citocidica con el huésped que parasitan,

ya sea en el roedor, reservorio natural del agente (108)(109)(110)(111)(112)

(113), o en cultivos celulares (60)(61)(85)(114)(115)(116)(117).

El virus LCMes el prototipo de este grupo, y el primero para el cual

se describió el fenómeno de interferencia. Traub en 1938 (118) demostró que

ratones persistentemente infectados con LCMexhibian un nuevo tipo de inter

ferencia, que era homóloga y no dependía de la inmunidad humoral. Más tarde

se vió que el interferón no estaba involucrado en este tipo de infecciones

(13). Mimsy Subrahmanyan (119) estudiando el mecanismo por el cual los ra

tones cr6nicamente infectados con LCMeran resistentes a la descarga con es

te virus descubrieron que si se aislaban los macrófagos de esos animales y

los cultivaban "in vitro", estos también resultaban resistentes al desafio

con el virus homólogo.

Entre los años 1960/70 se aislaron otros miembros del grupo Arenavirus:

Tacaribe (120), Junin (121), Machupo (122), Amapari (113), Tamiami (109), Pa

raná (123), Pichinde (112), Latino y Lassa (124), la mayoria de los cuales

pueden establecer infecciones crónicas en roedores silvestres, con transmi

sión horizontal y vertical del virus, mecanismopor el cual éste se manten

dria en la naturaleza. A diferencia de lo que OCUrre con LCM,en el caso de

estos virus el fenómenode persistencia “in vivo" no está aün demasiado es

tudiado, pero las evidencias experimentales que se poseen (125)(126)(127)

muestran una gran -analogia con el sistema LCM-MusMusculus.
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La persistencia del virus LCMen cultivos celulares fue comunicada ini

cialmente por Hotchin (128) y confirmada posteriormente por Benson utilizan

do células L (129). El sobrenadante de estos cultivos crónicamente infecta

dos no inducía ACPen células normales, pero si las protegía frente a la

descarga con el virus estándar. Benson concluyó que esos sobrenadantes de

bían contener algün agente protector de naturaleza desconocida.

En los años subsiguientes fueron varios los autores que investigaron

esta relación prolongada del virus LCMcon distintos cultivos celulares (85)

(130)(131)(132). Las características más notables eran la producción cí

clica de virus en los primeros estadios de la infección, la ausencia de ACP

y la presencia de antígenos virales en un gran porcentaje de células, a pe

sar de lo cual no podía detectarse virus infectante en el medio extracelular

luego de un cultivo prolongado. Si estas células se inoculaban a ratones

eran capaces de protegerlos frente a la descarga con LCM.La sublínea infec

tada era resistente a la sobreinfección con el virus homólogo, pero no fren

te a virus heterólogos comoVSV,Vaccinia o Encéfalomiocarditis.

Lehmann-Grubey col. (85) encontraron que los cultivos persistentemente

infectados con LCMaún cuando no producían virus infeccioso, liberaban par

tículas semejantes al virus estándar por su capacidad inmunogénica y su ve

locidad de sedimentación. Estos reSultados fueron confirmados y profundiza

dos por Nelsh y col. (12) quienes determinaron que esas particulas eran neu=

tralizables por inmunosueroanti-LCM, incapaces de replicar en ausencia del

virus homólogoy relativamente resistentes a la irradiación con luz UV, lo

cual los llevó a postular la existencia de partículas defectivas interferen

tes en estos sistemas celulares crónicamente infectados.
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Staneck y Pfau (60), y Dutko y c01.(38) llegaron a conclusiones simila

res iuego de estudiar 1a interacción de los virus Paraná y Pichinde con cé

iuias BHK21/13S.

En e] sistema Pichinde-BHK21/13S (38) se analizó además 1a composición

de ios ARNsde los virus estándar y defectivo. Ei perfii electroforético en

ge] depoiiacriiamida indicó para e] virus Pichinde ia existencia de 6 compo

nentes con coeficientes de sedimentación de 31, 28, 22, 18, 15 y 4-65. Las

particulas defectivas en ningún momentopresentaron ias especies 22 y ISS,

y luego de 200 generaciones ceiuiares también hubo una pérdida de] compo

nente 315 con aparición de una nueva especie 205.

Unestudio simiiar hecho por Neish y col. con las particuias defectivas

de LCM(62) confirmaron 1a presencia de ARNSde coeficientes 31, 28, 23 y

185 en e] virus estándar, pero no pudieron detectar diferencias con e] per

fii eiectroforético correspondientes a ios viriones DI.

En e] Cuadro N°2, extraido de] trabajo de Weish y coi.(62) están esque

matizadas en forma comparativa ias propiedades de los viriones estándar y

defectivo de LCM.

PARTICIPACION DE LAS PARTICULAS INTERFERENTES DE ARENAVIRUS

EN LAS INFECCIONES "IN VIVO"

La persistencia de ios Arenavirus en roedores siivestres sóio es posi

bie si existe:

(a) una respuesta inmune incapaz de erradicar a] agente o li

mitar su diseminación.



mu
Propiedades de Igs_viriones de LEM.

ESTANDAR DEFECTIVO

Densidad (g/cm3) 1,17 1,15 - 1,17

Ribosomas + +

Especies de ARNceïuïar 28 S, 18 S 28 S, 18 S

Especies de ARNvira] 31 S, 23 S 31 S, 23 S

ADN - N.H.

ARNinfeccioso - N.H.

ARNpolimerasa - N.H.

Transcriptasa inversa - 

Nucieocápside infecciosa — N.H.

Sensibilidad a 1a luz UV +(a1ta) +(baja)

Sensibiiidad a1 rojo neutro +(a1ta) +(baja)

Antigeno fijador de c0mp1emento + +

Antigeno de fïuorescencia + +

Antigeno inmunizante + +

Antigeno neutraiizante + +

Potencia] citoiitico + 

Potencia} interferente ? +

Potencia] repiicativo + —

N.H. = No Hecho

+ = positivo
- = negativo
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(b) ausencia de actividad citolitica o citopatogénica produ

cida por la multiplicación del virus en órganos vitales.

Los experimentos hechos "in vivo" con el virus LCM(133)(134) indican

que el establecimiento del estado "carrier" en los ratones infectados sólo

ocurre cuando la multiplicación viral aventaja al desarrollo de la respues

ta inmune. Volkert y col. (133) inocularon ratones de 0 a 30 dias de edad

con LCM,y estudiaron:

1.- La aparición de inmunidadcelular contra el antígeno viral.

2.- El %de esos animales que desarrollaba persistencia.

El 100%de los animales inoculados dentro de los 10 dias de vida resul

taron crónicamente infectados y en ninguno de ellos se detectó inmunidad ce

lular. Por el contrario cuando se trabajó con animales de más de 20 dias los

resultados fueron completamente opuestos. Para ratones entre 10 y 20 dias de

edad, ambosparámetros tuvieron valores intermedios, es decir, se observó un

aumento progresivo de la inmunidad celular y una disminución del número de

animales que quedaban persistentemente infectados. Asimismo, estos autores

pudieron revertir el estado "carrier" y producir la eliminación del virus en

los ratones inoculados, transfiriéndoles células linfoides de ratones inmu

nes. El tratamiento con inmunosuero anti-LCM en dosis repetidas fue comple

tamente ineficaz.

Las conclusiones generales de este trabajo fueron:

1.- En los animales persistentemente infectados se establece un estado

de tolerancia inmunológica celular.

2.- Esta tolerancia es completa.
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3.- Los anticuerpos son de escasa importancia en la erradicación del

virus, aunque pueden tener efecto preventivo ante reinfecciones

posteriores.

Lehmann-Grube (134) y col. obtuvieron resultados similares trabajando

con el mismo sistema "in vivo", con lo cual se cumpliria con el primer re

quisito estipulado, (a) para que se produzca la persistencia.

En relación a la ausencia de aCtividad citolitica en los ratones "ca

rrier" (b) durante muchotiempo se pensó que debia existir en estos anima

les un fenómenode interferencia homólogaque actuaria protegiendo los ór

ganos y/o tejidos murinos de la actividad citopatogénica del virus estándar.

La estrecha relación que hay "in vitro" entre la presencia de particu

las defectivas y la resistencia de un cultivo persistentemente infectado

frente a la descarga con el virus parental, las señalaron comoprobables

responsables de aquella interferencia. Másaún, actualmente se sabe que ade

más de interferir con la replicación del virus homólogoy de enriquecerse

a expensas de él, estas particulas tienen la propiedad de enmascarar su po

tencial citolitico (29).

Popescu y Lehmann-Grube (66) por su parte encontraron que en ratones

recién nacidos inoculados con LCM,se originaban particulas defectivas cuyo

titulo máximoera del orden de 107 particulas/g de tejido (medidas como uni

dades formadoras de focos de interferencia (UFI)) al 7° dia p.i., en momen

tos en que el virus infeccioso comenzaba a disminuir. Luego de 1 o 2 meses

ambosparámetros se estabilizaban alcanzando un equilibrio prolongado, con

predominio del virus infeccioso. Este comportamiento se adecúa al modelo
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propuesto por Huang(135), en el cual la interacción continua entre parti

culas defectivas, virus estándar y célula huésped, mostraria inicialmente

una fluctuación cíclica de ambostipos de particulas, para alcanzar luego

un equilibrio mutuo en el cual las oscilaciones serian minimas o nulas.

Si retomamoslas condiciones planteadas al iniciar este tema, relacio

nadas con el establecimiento de la persistencia "in vivo" vemos que una de

ellas, la (a), ha sido estrictamente comprobada,es decir que los ratones

portadores de LCMcarecen de una respuesta inmune a nivel celular capaz

de erradicar el virus.

La persistencia de este agente en concentraciones elevadas dentro del

organismo del huésped ( 108 -109 UFP/g tejido) favoreceria la génesis de

particulas defectivas, las cuales actuarian protegiendo las células de los

diferentes órganos del efecto citopatogénico causado por el virus. Cono

ciendo las propiedades biológicas de estas particulas y sabiendo de su exis

tencia en los ratones portadores de LCM,parece lógico suponer que ellas,

junto con la falta de inmunidadcelular, serian los principales factores

involucrados en el establecimiento del estado "carrier".



29

ANTECEDENTES SOBRE EL VIRUS JUNIN

El virus Junin tiene comoreservorio natural cricétidos silvestres de

las especies Calomys musculinus, Calomys laucha y Akodon azarae. En Calomys

musculinus atrapados en areas endémicas se encontraron niveles altos de vi

rus en sangre y órganos (125) mientras que en el laboratorio se comprobó que

los animales infectados eliminaban virus por saliva y orina (125), Por estu

dios inmunohistoquimicos y de microscopía electrónica se detectó antigeno

viral, brotación y acumulaciónde particulas con caracteristicas de Arenavi

rus en las glándulas salivales de los roedores (135), lo cual estaria de

acuerdo con la propagación del virus que se produce por trasmisión vertical

post-parto y trasmisión horizontal, siendo éstas tanto mayores cuanto más

prolongado el contacto (125). El estudio inmunológico de los animales per

sistentemente infectados no se ha encarado hasta el presente.

El comportamiento del virus Junin "in vitro" es similar al de otros

miembros del grupo. Se caracteriza por multiplicar en una variedad de cul

tivos primarios y continuos sin producir efecto citopático, con excepción

de las lineas HeLay Vero (137) en las Cuales el desarrollo de la actividad

citolitica depende de la cepa de virus, la multiplicidad de infección y la

célula huésped.

La linea Vero ha sido hasta el presente la más utilizada para estudiar

el virus Junin. Comoconsecuencia de la infección entre el 3er. y 5to. dia

p.i. se inicia la ACPque muyraramente resulta irreversible, ya que las

células que sobreviven son capaces de multiplicar y dar origen a una subli

nea persistentemente infectada (114)(115)(116). Las caracteristicas princi

pales de estas sublineas son:
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a) Se establecen sin dificultad; no requieren agregado de inmunosuero

o condiciones nutricionaies especiaies.

b) Son morfoiógicamente semejantes a un cuitivo sin infectar. La velo

cidad de división también es similar a 1a de 1a linea Vero.

Ó V Por inmunofïuorescencia sóïo se detecta antígeno citoplasmático en

0,1% (138) a un 20% (139) de ias céiuias.

Q.
V

Los cuitivos persistentemente infectados son resistentes a 1a sobre

infección con e] virus homóiogo, pero sensibïes a virus heteróiogos.

No se detecta interferón, 10 cua] indica que 1a infección proïonga(D V

da se puede mantener sin su intervención.

f) Aigunas Iineas 1iberan espontánea y esporádicamente virus a] medio

extraceiuiar (115). En otros casos, ias particuias infecciosas sóio

pueden detectarse haciendo un extracto de céiuias(114).

Existen subiineas persistentemente infectadas que producen virus en(.0 V

forma cíclica (116). E1 estudio de 1as propiedades de este virus in

dica que se trata de una mutante termosensibie (ts) de] virus paren

ta] (140). Dentro de] grupo Arena este es el único caso hasta e]

presente en que se aisian tS comoresuitado de infecciones persis
tentes.

h) En otras oportunidades, en los sobrenadantes de iineas crónicamente

infectadas se detectan particuias sin potencia] citoiitico o citopa

togénico, pero capaces de interferir con 1a muitipïicación de] vi

rus estándar (115).
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OBJETIVOS DEL PRESENTE TRABAJO

La observación de aTgunos hechos peCuTiares reiacionados con 1a muiti

piicación de] virus Junin en céïulas Vero nos hizo suponer que en este sis

tema,a1 igual que en otros conocidos, se generaban particuias interferentes.

Puesto que no existían antecedentes de estudios en el tema se encaró en e]

presente trabajo de tesis, 1a búsqueday caracterización de estas particulas

en las infecciones originadas por e] virus Junin.

La detección de particuias interferentes asociadas a 1a multipiicación

del virus tanto "in vivo" como"in vitro", es un requisito indispensable pa

ra poder anaiizar,1uego, 1a participación de ias mismasen las infecciones

persistentes.

E1 mecanismo por e] cua] se estabiece y mantiene e] equiiñbrio entre un

virus y su céiuia huésped es e] objetivo hacia e] cua] se han dirigido ios

esfuerzos de numerosos investigadores. En e] caso dei virus Junin, estos es

tudios tienen una impartancia adiciona], ya que debido a la relación que

e] virus mantiene con determinados roedores siivestres, e] esclarecimiento

de este mecanismo sería una contribución más a 1a erradicación de 1a Fiebre

Hemorrágica Argentina.
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MATERIALES Y METODOS

VIRUS

.- 92512: se trabajó con 1a cepa atenuada de virus Junin denominada

XJC13 (141) y mantenida en e] 1aboratorio por pasajes en

cerebro de ratón 1actante. Se 1a utilizó en ei pasaje 9 pos

terior a su cïonado. E1 titulo de los stocks fue de] orden

de 108 UFP/m1 en céluias Vero.

.- Tacaribe: 1a cepa de virus empieada fue 1a TRLV11573, propagada

como1a anterior en cerebro de ratón Iactante y con titu*

los de 108 UFP/m] aproximadamente.

.- Pichinde: se empïeó la cepa An-3739 crecida en cerebro de ratón

Iactante. E] titulo de] stock fue de 2 x 107 UFP/m] en

céiuias RK13.

.- Virus de 1a estomatitis vesicglar: (VSV)cepa Indiana; e] stock

se preparó en céiulas Vero, cosechando sobrenadante y cé

1u1as a 1as 24 hs p.i.; Su tituio fue de 3 x 108 UFP/m] en

céïuias RK13.

.- Virus de 1a enfermedad de Newcastle (NDV): se trabajó con un stock

de 1a cepa Victoria preparado en embrión de poïio, cosechan

do e1 Ïïquido a1antoideo a 1as 48 hs p.i. E1 titulo de]

stock fue de 2 x 107 UFP/m] en céïulas Vero.

.- Herpes simplex, tipo I: proporcionado por e] Dr.Aurelian de] John's

Hopkins Memoria] Hospita] a 1a Dra.Nuria C. de De 1a Peña.
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El stoCk se preparó en células Hep-2 a partir de sobrenadan
¡1

te y células, y su titulo fue de 2,5 x 10 UFP/mlen célu

las RK13.

CULTIVOS CELULARES

Células Vero: se utilizaron tres lineas de células Vero (riñón de mono

verde africano Cercopithecus aethiops) de procedencias distintas, pero cre

cidas todas en monocapas.

Vero M:

Vero Z:

esta linea se obtuvo de la Cátedra de Microbiologia y Parasito

logia de la Facultad de Medicina. Se la mantuvo por repiques

bisemanales en medio H.L.S. compuesto por una solución salina

de Hank's adicionada de un 10%de hidrolizado de lactoalbümi

na al 5%, 6%de suero de ternera inactivado y 50 ug/ml de gen»

tamicina. La linea Vero Mse utilizó para la inducción de par

ticulas interferentes, la titulación de los materiales en es

tudio por el método de unidades formadoras de placas (UFP) y

por la técnica de dilución al punto final (ACP), y para la ob

tención de Sublineas persistentemente infectadas: VRJ-l, VRJ-Z,

y VRJ-3. Se la empleó entre los pasajes 150 y 300.

Esta linea celular fue suministrada por el Dr.0 Larghi del Cen

tro Panamericano de Zoonosis y se mantuvo por repiques cada 3

o 4 dias con MEM(medio esencial minimo con sales de Earle)

suplementado con 10%de suero bovino inactivado y 50 ug/ml de

gentamicina. Se la utilizó para hacer estudios comparativos de
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biogénesis de particuias interferentes, empleándoiaentre los

pasajes 150 y 220.

ygrg_gz esta linea fue provista por 1a Dra. Weissembacher quien 1a re

cibiera de] Dr. Monath. Se 1a mantuvo en e] Iaboratorio en

iguales condiciones que 1a anterior Vero Z observándose entre

ambas aigunas diferencias en la morfología y veiocidad de cre

cimiento. Se la utiiizó entre los pasajes 180 y 220 para estu

diar modificaciones de la interferencia en relación a 1a céiu

1a huésped.

E1 medio de mantenimiento en los tres casos fue MEMadicionado de 3% de

suero de ternera inactivado y 50 ug/m1 de gentamicina.

Sublineas de céiuias Vero persistentemente infectadas con virus Junin,

cega XJC13:se utilizaron cuatro subiineas en e] desarrolio de este trabajo.

Las condiciones de su estabiecimiento y mantenimiento, y las caracteristi

cas de cada una de e11as se esquematizan en e] Cuadro N°3. Estas sublineas

se obtuvieron de 1a siguiente forma: se infectaron células Vero en ei pasa

je y con la muitipiicidad de infección que se indican en cada caso en e]

Cuadro N°3. Una vez finalizada 1a adsorción, que fue de 2 hs a 37°C, se des

cartó e] inócuio y 1as céiuias se cubrieron con un voiumen apropiado de me

dio de mantenimiento. La aparición, intensidad y duración de 1a acción ci

topatogénica (ACP), y e] momentoen que se iniciaron ios subcultivos se es

pecifican en cada caso.



CUADRON°3

CaracteristicasdedistintasSubiineasdecéiuiasVeropersistentementeinfectadasconvirusJuninceaXJC13

SUBLINEASVRJ-lVRJ-ZVRJ-3VRJ-4

CéïuiasVeroMVeroMVeroMVeroU .pasajeN°167170180187 Muïtiplicidaddeinfección0,010,0020,060,5 Accióncitopatogénica:
.Aparición(diasp.i)3 32°2° .Intensidadmáxima(dia)4+(6”)3+(7°)3+(5°)3+(4°) .Duracióndias11666

Subcultivos:
.Mediodecrecimiento199+5?ST199+5%ST199+10%ST199+10%ST .Primero(diasp.i)25251823 .Segundo*33335 .SubsiguientesCada3ó4diasCada3ó4diasCada3ó4diasCada3ó4dias Duracióndelassubiineas: .N°desubcuitivos8911027 .Diasacumulativosin-vitro2832385126
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Caracteristicasdelas

SUBLINEAS

subïineas: .Liberaciónespontánea Estadoactuaï
S

Resistencia** devirus
ubïíneas:

deIas

VRJ-l

Tota]desde1° subcuitivo Escasa.Detec
tabiesoloen cultivode tejidos,n0en ratónlactan te. Perdida

*:Diasposterioresa]1°repique

CUADRON°3continuación)

VRJ-2

Tota]desde1° subcultivo Escasa.Detec
tablesoioen cu1tivode tejidos,noen ratónlactan te. Perdida

**:Frentea1adescargacon100UFPdevirusJunin

VRJ-3

Tota]desde5° subcuïtivo Escasa.Detec
tabIeenra tónIactante. Perdida

VRJ-4

Tota]desde1° subcuïtivo Nodetectabïe. Congeiada

36
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PREPARACION DE STOCKS DE VIRUS JUNIN

Cerebro de ratón ïactante: se inocuiaron ratones aibino-suizos de 24 a

48 hs de edad por via intracerebra], con 1030150 de virus Junin. A1 7° dia

posterior a 1a infección ios animaies fueron sacrificados, cosechándose sus

cerebros en frio. El homogeneizado se preparó a1 10%p/v de cerebro de ra

tón en una solución buffer fosfato isotónico pH 7,4, con 10%de suero de

ternera inactivado y antibióticos. La suspensión obtenida se centrifugó a

12.500 g durante 45 minutos, separando iuego cuidadosamente e] sobrenadan

te, ei cua] se utiïizó comofuente de virus. Los homogeneizadosasi obteni

dos se fraccionaron y congeiaron a -70°C, determinando su infectividad por

e] método de unidades formadoras de piacas. Los tituios fueron de] orden de

108 UFP/m].

Céiuias Vero: se inocuiaron céluias Vero a las 48-72 hs de sembradas,

c0n una multipiicidad de infección de 0,2 UFP/céiuia, durante 2 hs a 37°C

con agitación periódica. A1 cabo de ese tiempo se descartó e] inócuio y 1as

céiuias se cubrieron con medio de mantenimiento. A1 3er dia p.i. se cosechó

e] sobrenadante, se centrifugó 10 min a 1.500 rpm para eliminar los restos

ceiuiares y e] stock asi obtenido se fraccionó y congeió a —70°C.

DETERMINACION DE LA INFECTIVIDAD

La infectividad de ios distintos materiales estudiados se determinó

por observación de] efecto citopático producido en céiulas Vero o utili

zando 1a técnica de formación de piacas bajo agar.
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Titulación por observación de la acción citopatogénica causada

por el virus Junin en cultivos celulares

Células Vero crecidas en tubos fueron inoculadas, a las 48 hs de sem

bradas, con 0,2 ml de diluciones decimales Crecientes de virus Junin, duran

te 1 h a 37°C. Una vez finalizada la adsorción, se descartaron los inóculos

y a cada tubo se agregó 1 ml de medio de mantenimiento que se renovó cada 3

o 4 dias. Los cultivos se observaron diariamente al microscopio óptico, re

gistrándose la evolución e intensidad de la ACP;al décimo día p.i. se dió

por finalizada la titulación. Se usaron 4 tubos por dilución y la dosis in

fectante 50%para cultivo de tejidos (CTDISO)se calculó de acuerdo al mé

todo de Reed y Muench (142).

La gradación de la acción citopatogénica se hizo en forma cualitativa

teniendo en cuenta la aparición de focos de células redondeadas y oscuras en

la monocapay la cantidad de células muertas en el medio de cultivo. El gra

do 1 corresponde a la presencia de un número regular de células en el so

brenadante junto con la aparición esporádica de focos de ACPen la monocapa.

A medida que transcurre la infección, la intensidad de estos efectos se in

crementa pasando por una etapa en que los focos de ACPinvolucran todo el

tejido (grado 2) dando comoresultado la aparición de zonas de lisis (grado

3) que llegan a hacerse confluentes (grado 4) quedando muy pocas células

adheridas a las paredes del recipiente. Estas células que sobreviven a la

infección, pueden seguir multiplicandose hasta regenerar la monocapa. La in

tensidad y evolución de la ACPno son homogéneas en todo el tejido sino que

pueden observarse zonas en recuperación vecinas a areas de lisis celular.
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Titulación por el método de formación de placas bajo agar

Se utilizó el método de Damontey Coto (143) con algunas variantes.

Monocapasconfluentes de células Vero crecidas en botellas de capaci

dad variable (90 cm3, 30 cm3 6 15 cm3) se infectaron con diluciones crecien

tes del material a titular, al tercer dia después de sembradas.

El volumen del inóculo se adecuó al tamaño del recipiente en uso, y en

todos los casos se lo dejó adsorber durante 1 h a 37 °C con agitación perió

dica. Unavez finalizada la adsorción, se descartó el virus remanente, las

células se lavaron con solución salina fosfatada (PBS) y se cubrieron con un

volumenapropiado de agar nutritivo. Este se dejó solidificar por espacio de

una hora a temperatura ambiente y luego, las botellas invertidas se incuba

ron a 37°C en la oscuridad durante 7 dias. Al cabo de ese tiempo se fija

ron las células con formo] al 10 % durante 1 h. Se descartó luego la capa de

agar y las placas se revelaron mediante tinción con cristal violeta al 1 %°

durante 15 min. Una vez extraido el colorante, las monocapas se lavaron va

rias veces con agua corriente y se dejaron escurrir 30 min antes de contar

las placas.

Se utilizaron 2 a 4 botellas por dilución y los titulos se calcularon

en base al número de placas, el volumen del inóculo y la dilución considera

da, según la fórmula:

Titulo (UFP/ml) ”
v x d

donde: n: n° promedio de placas

v: volumen del inóculo

d: dilución
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El medio nutritivo usado para cubrir las células estuvo compuesto por

una solución salina de Earle de doble concentración, 6%de hidrolizado de

lactoalbúmina al 5%, 6%de extracto de levadura al 1%, 10%de suero de ter

nera previamente inactivado y 100 ug/ml de gentamicina. El pH se ajustó a

7,4 con bicarbonato de sodio al 5%. Esta solución en el momentode ser usa

da se mezcló en volúmenes iguales con agar al 2%.

Este medio sólido nutriente se utilizó en la mayorparte de las titula

ciones, sin embargo en los últimos tiempos y a causa de problemas en la con

servación de las monocapas bajo el agar, se debió recurrir a otro medio nu

tritivo. Por este motivo se empleó el propuesto por Bablanian (144) y que

fuera ensayado con éxito en nuestro laboratorio (S.Mersich, comunicación

personal). El mismo consta de un 20% de medio minimo esencial (MEM)concen

trado 10 veces (10x), 20%de glucosa (3Sg/l), 20%de nitrato férrico 0,19%,

1%de glutamina (29,2g/l), 20%de piruvato de sodio 0,1% g/l, 10%de suero

de ternera inactivado y 100 ug/ml de gentamicina. El pH se llevó a 7,4 con

solución de bicarbonato de sodio al 5%. En el momentode ser utilizado, es

te medio se mezcló con un volumen igual de agar al 2%.

NEUTRALIZACION DE LA ACTIVIDAD INTERFERENTE

Se utilizó suero humanode convalesciente con un indice de neutraliza

ción 107 respecto de la cepa homóloga. El material a tratar se mezcló en

partes iguales con el inmunosuero diluido al 20%y previamente inactivado, y

se incubó a 37°C durante media hora. Paralelamente se hicieron controles con

el mismo material sin inmunosuero que se mantuvieron a 0°C y a 37°C. Con 0,2
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ml de cada uno de estos materiales se inocularon células Vero que se incuba

ron 1 h a 37°C. Se descartaron los inóculos y los cultivos se desafiaron con

10“ CTDISOde virus Junin (m.i. = 0,05). Comocontrol de infectividad se ino

cularon simultáneamente células Vero con la mismadosis de virus. Los culti

vos se observaron diariamente, registrando la intensidad y evolución de la

ACPhasta el décimo dia p.i.

ENSAYOS DE INTERFERENCIA VIRAL

Las técnicas utilizadas para medir la interferencia de los distintos

materiales en estudio se basaron en ¡a observación y/o cuantificación de la

inhibición que se produce en algunas de las propiedades biológicas del vi
4rus estándar "in vivo" o "in vitro".

a.- Ensayo in-vivo

Modificación del tiempo de sobrevida y mortalidad de ratones lactantes
inoculados con virus Junin

Ratones albino-suizos de 24 a 48 hs de edad se inocularon por via i.c.

con 0,02 ml de una mezcla en volúmenes iguales, del material cuya actividad

interferente se queria determinar y 20 DL50de virus Junin,cepa XJCl3. Para

lelamente se inocularon ratones controles con la mismadosis de virus están

dar, y otra camada de animales recibió el material en ensayo diluido al me

dio. Los ratones se observaron durante 30 dias, registrando la morbilidad y

mortalidad de los mismos. El dia promedio de muerte se calculó en base a la
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fórmula:

donde:

R : dia promedio de muerte

n. : n° de ratones muertos el día X1

X. : dia de muerte

N : n° total de ratones muertos

b.- Ensavos in-vitro

Inhibición de la acción citopatogénica producida por el virus Junin en

células Vero

Se coinfectaron células Vero a las 48-72 hs de sembradas con 0,2 ml de

una mezcla del material en estudio y diluciones decimales crecientes de vi

rus Junin. El periodo de adsorción se prolongó p0r espacio de 1 h y una vez

finalizado, se descartó el inóculo y se agregó a cada tubo 1 ml de medio de

mantenimiento que se renovó cada 2 ó 3 dias. Los cultivos se observaron dia

riamente, registrando la evolución e intensidad de la ACP;ésta se graduó en

forma arbitraria de O a 4 según se describió anteriormente, teniendo en cuen

ta la presencia de células muertas en el medio extracelular y la aparición

de focos de necrosis en la monocapa.
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Inhibición de la formación de placas bajo agar

Células Vero sembradas en botellas de 90 cm3 de capacidad fueron ino

culadas al hacerse confluentes (48 a 72 hs después de la siembra), con 0,4

ml del material en ensayo conteniendo aproximadamente 100 UFPdel virus es

tándar. Paralelamente se hicieron controles con células que recibieron las

mismasdosis de virus o de la muestra interferente respectivamente. Se uti

lizaron de 2 a 4 botellas en cada serie. Luego de l h de adsorción a 37°C

con agitación cada 15 min, se retiró el inóculo, las células se lavaron con

PBSy se cubrieron con 8 ml de agar nutritivo. Las botellas se reincubaron a

37°C protegidas de la luz y las placas se revelaron al 7° dia según se des

cribiera anteriormente.

La interferencia se expresó como el Z de la relación del número de pla

cas inhibidas respecto del control, es decir:

rn
l ..

% Actividad interferente j -———————__x 100 (I)

donde:

E: número de placas producidas por el virus estándar sólo.

I: número de placas producidas por la mezcla del material en estudio

y la mismacantidad de virus estándar, luego de restar las origi

nadas por la muestra interferente sola.

E - I: número de placas inhibidas en la mezcla.

El error del método, calculado en forma experimental, es de aproximada

mente un 5%, lo cual equivale a una diferencia de i 5 placas cada 100. Este

valor es semejante al correspondiente a la titulación por el método de pla
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cas.

Inhibición de la replicación del virus estándar durante un solo ciclo

de crecimiento

Se inocularon cultivos de células Vero, crecidas en botellas de 90 cm3,

a las 48 hs de sembradas, con 0,5 ml de cada una de las muestras sin diluir

cuya actividad interferente se queria determinar. Se incubaron a 37°C du

rante 1 h con agitación cada 15 min, luego se descartaron los inóculos y las

monocapas se lavaron con PBS. Los cultivos se desafiaron con virus Junin ce

pa XJC13a una multiplicidad de infección de aproximadamente 1 UFP/célula.

Comocontrol, se infectaron células sin tratar, con la mismadosis de virus

estándar. Se reincubaron los cultivos a 37°C por una hora adicional, termi

nada la cual se extrajeron los inóculos,se lavaron las monocapas con PBSy

se cubrieron con 8 ml de medio de mantenimiento. Todas las botellas se de

jaron a 37°C hasta la hora 209 posterior a la infección (145) momentoen el

cual se cosecharon los sobrenadantes y se congelaron a -70°C hasta su titu

lación por el método de unidades formadoras de placas.

La actividad interferente se calculó utilizando la fórmula anterior (I)

pero en este caso I y E corresponden a los rendimientos a las 20 hs p.i. del

virus estándar en la infección mixta y en el cultivo control respectivamente.
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PASAJES CONCENTRADOS DL VIRUS

En cerebro de ratones lactantes

Ratones aibino-suizos criados en e] bioterio de Microbioiogia de ia Fa

cultad de Ciencias Exactas y Naturaies, fueron inocuiados por via intracere

bra] con 0,02 mi de un stock de virus Junin proveniente- de cerebro de rato

nes infectados (1,4 x 106 CTDIso). A] 7° dia p.i. se sacrificaron los anima

1es y una vez extraídos ios cerebros se preparó ei homogeneizado correspon

diente e] cua] se denominó C1 (cerebro de ratón, pasaje N° 1), siendo éste

e] primer pasaje concentrado "in-vivo". Con 0,02 m1 de este materia] sin di

luir, se inocuió un nuevo iote de ratones iactantes, sacrificándoios a1 7°

dia p.i. y preparando ei stock C2 comose describiera anteriormente. Los pa

sajes concentrados subsiguientes se obtuvieron de manera simiiar. En todos

ios casos se utiiizaron entre 3 y 5 camadas de ratones para preparar cada

stock concentrado.

En cuitivo de tejidos

Se inocuïaron céiuias Vero de 72 hs con virus Junin XJC13a una multi

piicidad de 10 UFP/céiuia, durante 2 hs a 37°C con agitación cada 15 min. Una

vez terminada 1a adsorción se descartó e] virus residual, ias células se 1a

varon con PBSy se cubrieron con 9 mi de medio de mantenimiento, reincubán

doias a 37°C. A1 3° dia p.i. se cosechó e] sobrenadante, se centrifugó a ba

ja velocidad y se congeió a -70°C. Este materia] se denominó CTI (cuitivo de
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tejidos, pasaje N°1) y fue ei primer stock concentrado preparado en cultivo

de tejidos. Para obtener CT2 se infectaron céiuias Vero con 0,5 m1 de CT; sin

diïuir, procediendo exactamente comoen e] caso anterior, y así sucesivamen

te hasta 12 .

INMUNOFLUORESCENCIA

Se investigó 1a presencia de antígenos viraies en cuïtivos de 1a subli

nea VRJ-4mediante 1a técnica de inmunofiuorescencia indirecta. Las células

se sembraron en tubos Leighton y una vez aicanzada 1a confiuencia (48-72 hs)

los cuitivos se procesaron para detectar antígeno citoplasmático ó de super

ficie.

a.- Antigeno citopiasmático

Los cubreobjetos con 1as monocapas ceiuiares se retiraron cuidadosamen

te de los tubos Leighton luego de descartar e] sobrenadante y se lavaron

dos veces con PBS. Se dejaron secar a temperatura ambiente y las céïuias se

fijaron durante 5 minutos en acetona a 4°C. Se ios iavó nuevamente y cubrió

con inmunOSueroespecifico antivirus Junin proveniente de ratones inmuniza

dos o de humanos convaïescientes. Los cubreobjetos se inCUbaron en cámara

húmeda, a temperatura ambiente durante 30 min a fin de permitir 1a reacción

antígeno-anticuerpo. Luego de dos lavados con PBSy una vez secos,los prepa

rados se trataron durante 30 min con antiglobuïina de ratón ó humana, según

e] inmunosuero usado en 1a etapa anterior, conjugada con isotiocianato de



fluoresceina. Los cultivos asi procesados se lavaron dos veces más, se deja

ron secar a temperatura ambiente y se montaron con una gota de Elvanol so

bre un portaobjetos. La observación de los mismos se hizo con un microsco

pio Zeiss con equipo de epi-iluminación para fluorescencia.

b.- Antigeno de sugerficie

En esta detección la unión antígeno viral-anticuerpo se produce antes

de fijar las células. Para ello se lavaron los cultivos de células VRJ-4dos

veces con PBSy los cubreobjetos se colocaron en una cámara húmeda cubrién

dolos con la dilución apropiada de inmunosuero antivirus Junin. Luego de

30 min a temperatura ambiente, se repitieron los lavados y las células se

fijaron con formol al 10%. La reacción con la antiglobulina humanay la ob

servación de los preparados se realizó tal cual se describiera en el punto a.

En ambos casos el %de células fluorescentes se determinó mediante el

recuento de 500 células por cultivo.

TECNICAS DE INDUCCION DE VIRUS EN LAS SUBLINEAS PERSISTENTEMENTE

INFECTADAS

Tratamiento con Actinomicina D

Monocapasconfluentes de células VRJ-3 fueron tratadas en distintos pa

sajes, con 0,5 ug/ml de Actinomicina D en medio de crecimiento, durante 3 hs

a 37°C. Una vez finalizado ese periodo. se descartaron los sobrenadantes, los
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cultivos se lavaron dos veces con PBSy se cubrieron con agar nutritivo.

Paralelamente se procesaron células sin la droga. Las placas se revelaron

al 7° dia p.i. de acuerdo al método usual.

Agregadode células sensibles

En algunos pasajes, las monocapas de células VRJ-3 fueron cubiertas con

aproximadamente 2 x 106 células Vero n0rmales, suspendidas en 10 ml de medio

de crecimiento. Los cultivos se incubaron luego 24 hs a 37°C para permitir

que las células sembradas se depositaran y adhirieran a la monocapaprefor

mada. En ese momentose descartaron los sobrenadantes, los cultivos se cu

brieron con agar nutritivo y se incubaron durante 6 dias más a 37°C antes

de revelar las placas.

Tratamiento combinado

Cultivos confluentes de células VRJ-3fueron sometidos al tratamiento

con Actinomicina D tal cual se describiera anteriormente. Una vez eliminada

la droga, las monocapas se lavaron exhaustivamente con PBSy se les agregó

una suspensión de células Vero normales, reincubando los cultivos a 37°C

durante 24 hs. Al cabo de ese tiempo se descartaron los sobrenadantes, las

monocapas se cubrieron con agar nutritivo y se dejaron durante 6 dias a 37°C.
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INDUCCION DE ANTIGENOS VIRALES Y SU DETECCION MEDIANTE

INMUNOFLUORESCENCIA

Cocuitivo con céluias Vero normales

A partir de monocapas confiuentes de céiuias Vero y VRJ-4 se prepararon

por tripsinización suspensiones ceiuiares de 105 céi/mi de medio de creci

miento, que se mezclaron en voiümenes iguaies, y luego fueron sembradas en

tubos Leighton provistos de cubreobjetos.

A ias 72 hs estos cuitivos se procesaron para investigar 1a presencia

de antígenos viraies citopiasmáticos y de superficie, incluyendo comocon

troies céiuias VRJ-4y Vero normaies crecidas separadamente.

Tratamiento con Actinomicina D

Monocapasde céiuias VRJ-4 fueron tratadas con distintas concentracio

nes de1 inhibidor durante 3 6 24 hs, a 37°C. En ei primer caso, una vez ter

minadas ias 3 hs se eiiminó 1a droga y ios cuitivos se iavaron y reincubaron

hasta completar e] periodo de 24 hs, momento en e] cua] se procesaron según

1a técnica de inmunofiuorescencia indirecta.

No se observaron efectos tóxicos en ias céiuias con ias concentraciones

de inhibidor y ios tiempos empieados.

Tratamiento con cicioheximida

Este inhibidor de 1a sintesis proteica se utilizó en concentraciones de

50 y 100 ug/m] durante 2 ó 24 hs, haciendo e] tratamiento de ias células VRJ

4 en forma simiiar a1 descripto en e] párrafo anterior.
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RESULTADOS

Los resultados obtenidos durante el desarrollo de esta tesis se han

subdividido en tres secciones, y cada una de ellas en varias partes, se

gün que se trate de experimentos hechos en cultivos de tejido o en rato

nes lactantes, o durante la etapa primaria o persistente de la infeéción.

Los resultados están ordenados cronológicamente de tal forma que la

Sección I incluye los antecedentes experimentales que indican la existen

cia de un fenómenode interferencia asociado a los stocks de virus Junin

o presente en los sobrenadantes de lineas persistentemente infectadas.

En la Sección II se presentan los resultados de la inducción de par

ticulas interferentes "in vitro" e "in vivo” y el estudio de sus propie

dades.

Finalmente en la Sección III se analiza el comportamiento del virus

Junin en presencia de cantidades variables de particulas interferentes du

rante la etapa primaria de la infección, o su relación con las mismas en

el estadio de persistencia viral.
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SECCION I

EVIDENCIAS DE ACTIVIDAD INTERFERENTE EN LOS STOCKS DE VIRUS JUNIN Y EN

SOBRENADANTES DE LINEAS CELULARES PERSISTENTEMENTE INFECTADAS CON ESTE

VIRUS

El virus Junin se mantiene en el lab0ratorio por sucesivos pasajes en

cerebro de ratón lactante. Ocasionalmente, dependiendo del tipo de investi

gaciones que se realizan, se preparan stocks de virus en cultivos celulares.

Sin embargo, este último sistema no se utiliza para propagar el agente de

bido a que los titulos correspondientes son menores en 1 0 2 unidades lo

garitmicas que los obtenidos en cerebro de ratón.

Cuando los stocks se titulan por el método del punto final (ACP) o por

formación de placas bajo agar se observa en las diluciones menores inOCula

das una interferencia con la actividad citolitica del virus Junin, efecto

que se evidencia por la escasa alteración morfológica que presentan los Cul

tivos infectados.

Tambiénes posible detectar actividad interferente en sobrenadantes de

lineas persistentemente infectadas con este virus. Esta actividad aparece

alternadamente en distintos pasajes de las sublineas, y no es un hecho re

producible, ya que se han establecido cultivos persistentemente infectados

que resultaron buenos productores de interferencia, junto con otros que en

ningún momentoevidenciaron ese tipo de actividad.
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PARTE I

EVIDENCIAS DE ACTIVIDAD INTERFERENTE EN LOS STOCKS DE VIRUS JUNIN

PREPARADOS l'IN-VIVO“ E "IN-VITRO"

En la primera parte de esta sección se presentan las evidencias obte

nidas, ya sea en cultivo de células Vero o en ratones lactantes, acerca de

la actividad interferente presente en los stocks de virus Junin.

a.- Detección de la actividad interferente eg cultivo de tejidos

Se investigó la presencia de actividad interferente en stocks de virus

Junin, preparados en cerebro de ratón lactante o en Cultivo de tejidos, ob

servando la inhibición de la ACPy de la formación de placas bajo agar, y la

modificación del ciclo de crecimiento de este virus en cultivos infectados

a alta multiplicidad.

1.- Inhibición de la acción citopatogénica

La infección primaria del virus Junin en células Vero produce una res

puesta litica, con abundante destrucción celular, cuya intensidad varia de

acuerdo a la cantidad de virus inoculado. Esto es cierto para diluciones al

tas de virus, en las cuales existe una relación directa entre la concentra

ción relativa de virus y la intensidad de ACPproducida. Para diluciones me

nores, en general, no se observa la aparición de este efecto citopático o

es escaso, tal como se ve en el Gráfico N° 1 y en la fotografia N° 1.
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Intensidad y evolución de la ACP en células Vero

inoculadas con distintas multiplicidades
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El Gráfico N° 1 muestra la intensidad y evolución de la ACPen células

Vero infectadas con virus Junin XJCl3, a distintas multiplicidades. Se ob

serva que el mayor grado de ACPaparece en cultivos infectados a baja mul

tiplicidad (0,02 y 0,002). Independientemente de la concentración de virus

y de la intensidad del efecto citopático, el periodo de tiempo entre la

aparición de éste y la regeneración del cultivo es de 7 a 10 dias.

En la fotografia N°1 se muestran cultivos de células Vero infectados

con diluciones crecientes de virus Junin y teñidos con cristal violeta al

8° dia post-infección. Las monocapasinoculadas con las diluciones 10'1 y

10'2 no presentan ACPo es muy escasa, como se evidencia si se las compara

con la dilución 10-8 considerada comocontrol en esta titulación. Por el

contrario en los cultivos infectados con las diluciones 10'“, 10-5, 10'6 y

10'7 la escasa tinción de los mismosy las áreas de lisis celular dan una

idea del efecto citopático producido por el virus. En la dilución 10'3 se

observan zonas densamente teñidas, similares al control, yuxtapuestas a

grandes áreas de células muertas.

Estas observaciones son coincidentes con los datos presentadosen el grá

fico N°1, aün cuando hay que considerar que la gradación de la ACPes de ca

rácter subjetivo.

El análisis de este gráfico, complementadocon la observación de la fo»

tografia 1, indica la existencia de dos fenómenosparalelos y antagónicos

en los cultivos inoculados, uno capaz de proteger las células de las conse

cuencias de la infección, y el otro responsable de la ACPobservada.

En los tejidos inoculados por las diluciones 10'1 y 10"2 la concentra

ción del agente protector es suficiente para inhibir la actividad citolítica



FOTOGRAFIA N° 1

ACP DEL VIRUS JUNIN EN CELULAS VERO

Cé1u1as Vero infectadas con diïuciones crecientes de virus Junín”

y teñidas a1 8° día p.í. La diïucíón -1 corresponde a m.1. = 20
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del virus Junin. En diluciones posteriores se establece el predominio de las

particulas infectantes dando comoresultado la aparición e intensificación

de la ACP;la dilución 10'3 correspondería a concentraciones de equilibrio

entre ambos.

Algo similar puede deducirse si se grafica el dia de aparición del efec

to citopático en función de la concentración relativa de virus (Gráfico N“

2). En este caso el valor 10 corresponde a la dilución 10’1 de virus (Foto

grafia l) y a una multiplicidad de infección de 20 (Gráfico N° 1). Puede ob

servarse que el dia de aparición de la ACPes independiente de la concentra

ción de virus para los valores relativos 10l , 10o y 10'1 que corresponden

a diluciones en las cuales se detecta la existencia de un factor interferen

te con la capacidad citolitica del virus Junin. Recién a partir de la dilu

ción siguiente (concentración relativa = 10'2 ), se establece una relación

lineal entre los parámetros graficados.

2.- Fenómenode prozona. Formación de focos gg interferencia

El virus Junin es capaz de producir en células Vero placas bajo agar,

luego de un prolongado periodo de incubación.

Para estudiar la relación entre la concentración de virus y el número

de placas producidas, se inocularon células Vero crecidas en botellas de 30

cc de capacidad con 0,2 ml de diluciones crecientes de virus Junin XJCl3

desde 10"1 hasta 10'5.

La fotografia 2 muestra los resultados obtenidos en la titulación de

un stock de virus XJCl3 preparado en cerebro de ratón lactante según el mé

todo de rutina.



díasp.i.

Gráfico N° 2

Aparición de la ACP en función de la

concentración de virus

7_

6_

L

5 ©
4.
3.

2T
1.

101 10° 10‘1 10'2 10'3 10‘4 10-5

conc. relativa



FOTOGRAFIA N° 2

TITULACION DE UN STOCK DE VIRUS JUNIN POR UFP

Se inocuïaron monocapas de cé1u1as Vero con díïuciones crecientes

de virus. Las placas se reve1aron a1 7° día p.i.
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En forma similar a lo observado en la fotografia 1, las diluciones me

nores inoculadas: 10'l y 10'2 no producen placas bajo agar, comose eviden

cia por el aspecto y tinción de las monocapascorrespondientes. En las di

luciones mayores 10'5 y 10'5 la relación entre el nümero de platas y la con

centración relativa de virus inoculada es lineal dando un titulo de 7,1 x

108 UFP/ml. Sin embargo para valores intermedios ( 10'3y 10'“) se presenta

el mismofenómenode equilibrio mencionado anteriormente entre el factor ca

paz de interferir con la multiplicación del virus y la actividad citolitica

de éste. En la dilución 10-3 hay un predominio del agente interferente, ya

que la mayor parte del tejido está formado por células vivas, con áreas in

termedias de lisis; en 10'“ esta relación se invierte observándose sobre una

base de células muertas que abarca todo el cultivo, focos o clones de célu

las viables, sobrevivientes a la infección. Si consideramos que cada uno de

estos focos celulares es el resultado de la protección otorgada por una uni

dad del factor interferente, entonces por recuento del númerode clones en

esa dilución (10-“) podemos tener una idea aproximada de su concentración en

el stock original. Para el experimento que aqui se presenta ese valor es de

aproximadamente 1,5 x 107 focos de interferencia (F.I)/ml, es decir que la

relación UFP/FI es m50.

3.- Variación del titulo de los stocks en función de la concentración

de virus en el inóculo.

Otro hecho experimental que indica la existencia de un agente interfe

rente en los stocks de virus Junin es la variación de titulos observada cuan

do éste se calcula en base al númerode placas obtenido en distintas dilucio

nes.



Se preparó un stock de virus Junin en céïuias Vero a una m.i.= 0,005.

E1 virus de dejó adsorber a 37°C, luego se descartó e] inócuio, se lavó e]

cuitivo con PBSy se agregaron 9 m1 de medio de mantenimiento. Se incubaron

las céiuias a 37°C durante 24 hs a1 cabo de las cuales se cosechó e] sobre

nadante, se centrifugó a baja velocidad para eiiminar restos ceiulares y se

guardó a -70°C. La tituiación de] stock se hizo por e] método de placas.

Los resuitados obtenidos se presentan en e] Cuadro N°4, en e] cua] se

observan las variaciones producidas en e] titulo de] virus cuando se utili

zan distintas diiuciones para su cáicuio. E1 valor mayor se obtiene para

concentraciones bajas de virus en e] inócuio, 10 cua] indicaria la existen

cia de un factor inhibidor en ei stock de virus que también estaria presente

en Ias primeras diiuciones ensayadas.

Si consideramos que 6 x 103 UFP/m] (caicuiado en base a 1a diiución

1/20) es e] vaïor rea] de] tituio ( %de interferencia), entonces para 1as

diluciones 1/2 y 1/10 1a actividad interferente seria de 70%y 30%respecti

vamente .

CUADRO N°4

Infiuencia de 1a concentración de virus inoculada respecto del
tituio de] stock

DILUCION N° DE PLACAS * TITULO (UFP/mi)

1/2 372 1,9 x 103

1/10 167 4,2 x 103

1/20 120 6,0 x 103

*: Valor promedio de cuatro cultivos.
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4.- Modificación del ciclo de crecimiento del virus en cultivo de

tejidos

El gráfico N°3 muestra una curva de crecimiento tipica del virus Junin

en células Vero, comparativamente con la evolución de la ACP. El periodo de

latencia dura aproximadamente24 hs, alcanzando el titulo del virus valores

máximosal 3er dia p.i., para luego declinar paulatinamente, siendo la libe

ración viral casi constante entre los dias 8° y 13° p.i. La ACPaparece siem

pre retrasada 1 ó 2 dias respecto de la producción de virus, pero ésta se

mantiene aün después de iniciarse la recuperación celular y la etapa de per

sistencia.

Para estudiar la influencia de la multiplicidad de infección sobre el

ciclo de crecimiento del virus Junin, se infectaron células Vero con multi

plicidades de 1, 0,1 y 0,01 respectivamente. Diariamente se cosecharon ali

cuotas de los sobrenadantes, se centrifugaron a baja velocidad y se conge

laron a - 70°C hasta su titulación por el método de placas.

Los resultados obtenidos se muestran en el Gráfico N°4, en el cual se

representan los titulos de virus en función de los dias post-infección. Pa

ra las multiplicidades ensayadas la concentración máximade virus en el mem

dio extracelular se obtiene en todos los casos al 3er dia p.i., observán

dose sin embargo, variaciones en los valores de infectividad en ese dia, de

tal forma que cuanto menor es la m.i. mayor el titulo de virus obtenido; en

este caso, para una m.i. de 0,01 la infectividad es 3,7 veces mayor que pa

ra una m.i.= 1.

Hay también diferencias en la velocidad con que se alcanzan esos titu

los, lo cual se deduce de las pendientes de las curvas del gráfico N°4. Una
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vez finalizado el periodo de latencia, la producción de virus es mayor en los

cultivos infectados a menormultiplicidad; asi por ejemplo la concentración

viral al 2° dia p.i. para m.i.= 0,1 es semejante a la correspondiente al 3‘

dia p.i.para m.i.= 1; algo similar ocurre para m.i.= 0,01.

Si definimos eficiencia de multiplicación (E M.) comola relación entre

el titulo máximoalcanzado y la concentración de virus inoculada para cada

m.i. y representamos estos valores en función de las cantidades relativas de

virus, se obtiene la curva del gráfico N°5. Puede observarse que dentro de

los limites de este experimento la eficiencia es inversamente proporcional a

la multiplicidad de infección utilizada, ya que a menor concentración viral

en el inóculo, mayor el rendimiento de virus.

Es decir que el agente interferente detectado en experimentos anteriores

por su capacidad de inhibir la actividad citolitica del virus Junin, también

es capaz de interferir con su multiplicación en células Vero.

b.- Detección de la actividad inteferente presente en los stocks de

virus utilizando c0mosistema el ratón lactante.

1.- Modificación del tiempo de sobrevida de ratones lactantes según

la dosis de virus inoculada

El ratón albino-suizo es un huésped apropiado para la titulación del

virus Junin ya que, comoconsecuencia de la infección, a los 9-10 dias de

inoculados desarrolan una enfermedad generalmente fatal que comienza con

parálisis del tren posterior, lateralización de la marchay arqueamiento

del lomo. La muerte sobreviene entre los 11 y 20 dias p.i. dependiendo de
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la dosis de virus y la edad de los animales.

En el gráfico N°6 se presenta el %de mortalidad acumulativa en función

del tiempo post-infección para distintas concentraciones de virus en el inÓCu

lo.

Se observa que con dosis de 2,2 x 105 a 2,2 x 101 DLso muere el 100% de

los ratones, tanto más tardiamente cuanto menor la cantidad de virus adminis

trada; con 2,2 DLSOmuere solo el 75%de los animales, con un aumento signi

ficativo del tiempo de sobrevida.

Sin embargo, si se inoculan 2,2 x 10S DLSC, a pesar de morir el 100%de

los ratones, estos lo hacen más tardiamente de lo esperado. Esto estaria in

dicando la presencia en el stock de virus de un factor que interfiere con la

patogenicidad del virus Junin.

2.- Reduccióndel titulo gg virus en cerebro de ratón lactante.

El virus Junin multiplica en cerebro de ratón lactante alcanzando titu

los del orden de 108 UFP/gr de cerebro.

A fin de estudiar el efecto de la m.i. sobre la multiplicación del vi

rus Junin XJCl3en cerebro de ratón lactante, se inocularon por via intrace

rebral, cuatro camadas de animales con 0,02 ml de PBS conteniendo 2 x 10€,

2 x 105 , 2 x 10“ y 2 x 103 UFP. Al 7° dia p.i.se sacrificaron las crias y

se extrajeron los cerebros con los cuales se prepararon los macerados corres

pondientes que se titularon por el método de UFP. Los valores de la infecti

vidad y la eficiencia de multiplicación se presentan en el cuadro N°5.
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CUADRO Nn 5

Reiación entre 1a muitipiicidad de infección y ei tituio de virus aicanzado
en cerebro de ratón iactante

INOCULO TITULO E.M.*
(UFP/0,02 m1) (UFP/m1)

2 x 106 3,5 x 107 1,75 x 10l

2 x 105 4,0 x 107 2,00 x 102

2 x 10“ 2,0 X 108 1,00 x 10“

2 x 103 3,5 X 108 1,75 X 105

*: Eficiencia de muitipiicación.

E1 tituio de virus obtenido a] inocuiar 2 x 103 UFP fue 10 veces mayor

que el correspondiente a una dosis de 2 x 10G UFP.

Si representamos 1a eficiencia de muitipiicación en función de las con

centraciones inocuiadas, obtenemos e] gráfico N”7. Puede observarse que a

semejanza de 10 que ocurre en cuitivo de tejidos, 1a diiución dei inocuio

favorece e] rendimiento de virus en cerebro de ratón lactante ( comparar grá

ficos N° 5 y 7 ). Es decir que ios stocks de virus Junin XJC13preparados en

ratones iactantes y en cultivo de tejidos contienen un agente interferente,

el cua] es capaz de inhibir tota] o parciaimente no solo la actividad cito

]itica de] virus en céiuias Vero, sino también Su multipiicación en cuitivo

y en cerebro de ratón iactante.
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PARTE II

ACTIVIDAD INTERFERENTE EN SOEBENADANTES DE LINEAS CELULARES

PERSISTENTEMENTE INFECTADAS CON VIRUS JUNIN

Comoya se mencionara anteriormente también es posibie detectar activi

dad interferente en ios sobrenadantes de iineas persistentemente infectadas.

En 1a segunda parte de esta sección se presentan las evidencias obtenidas

acerca de esa actividad, utiiizando comosistemas de ensayo cultivos de cé

lulas Vero y ratones 1actantes.

a.- Detección de 1a actividad interferente utiiizando cultivo de tejidos

La metodoïogia empleada para detectar actividad interferente en los so

brenadantes de lineas ce1u1ares persistentemente infectadas fue simiiar a 1a

utiiizada en e] capituio anterior. En este caso, ios sobrenadantes provenien

tes de 1as distintas subïineas, cuyo poder interferente se queria determinar,

se mezciaron con concentraciones conocidas de virus Junin y se inocularon en

céiuias Vero registrando 1a aparición de acción citopatogénica o 1a formación

de piacas bajo agar en reiación a un contro] de virus estándar.

1.- Inhibición de 1a ACPproducida por e] virus estándar en células
Vero.

Se inocuïaron cuitivos de céiuias Vero con una mezcla,en voiümenes

iguaies, de] sobrenadante VRJ-1p3(3er pasaje de 1a subiinea VRJ-l) sin di

1uir, y virus estándar, m.i = 0,05, 0,5 y 5. Paraielamente se infectaron
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células con la misma dosis de virus Junin, mezclado con sobrenadante de Cul

tivos normales y otra serie de tubos recibió sobrenadante VRJ-1p3, a fin de

determinar si producía alteraciones celulares. Diariamente se observó la ACP

y registró su intensidad, obteniéndose los resultados que se presentan en el

gráfico N° 8.

La intensidad de la ACPocasionada por el virus estándar solo, es mayor

cuanto menor la multiplicidad de infección utilizada, hecho similar al des

cripto en la Parte Iz a-l.

Los cultivos que recibieron la mezcla interferente muestran una ACPes

casa que involuciona rápidamente, de tal forma que al 7° dia p.i., mientras

los controles pasan por la etapa de mayordestrucción celular, aquéllos pre

sentan un aspecto casi normal.

La serie inoculada con el sobrenadante VRJ-1p3no sufrió alteraciones

visibles mientras duró el experimento.

Se puede observar que la concentración del factor interferente en la

mezcla es suficiente comopara inhibir la actividad citolitica de 10L CTDI¿¿

y disminuir considerablemente la ACPproducida por 105 y 106 CTDISU(Gráfiu

co N°8).

Resultados similares se obtuvieron cuando se utilizó el sobrenadante

VRJ-3p79en la mezcla interferente. En este caso, sin embargo‘ en ningún mc

mento los cultivos doblemente infectados (virus estándar+interferente) pre

sentaron efecto citopático.
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2.- Interferencia con la capacidad del virus de formar placas bajo agar

Asimismose ensayó la habilidad de algunos sobrenadantes de sublineas

persistentemente infectadas para inhibir la capacidad del virus estándar de

formar placas bajo agar.

En un primer experimento se infectaron células Vero con aproximadamen

te 100 UFPde virus Junin cepa XJCl3, diluido con medio de mantenimiento o

mezclado en partes iguales con el sobrenadante VRJ-1p3puro. Los cultivos

infectados se procesaron según la técnica de titulación por el método de

placas. Los resultados obtenidos se presentan en el Cuadro N°6.

CUADRO N°6

Interferencia del sobrenadante VRJ-1p3con la capacidad del virus estándar
de formar placas bajo agar

MATERIAL INOCULADO UFP/BOTELLA* ï DE INHIBICION

0

Virus est. + sobren. VRJ-1p3 100 (>98,5)

Sobrenadante VRJ-1p3 0 

U'IVirus estándar 6

'LJ

*: Las determinaciones se hicieron por triplicado. Se consigna el valor
promedio

El sobrenadante ensayado es capaz de inhibir en un 100%la formación

de placas bajo agar, sin ser a su vez litico para las células. La protección

de los cultivos, en este caso, es similar a la observada en el experimento

anterior (a-l) cuando ese mismosobrenadante fue capaz de interferir con la
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actividad citolitica de 10“ CTDISO.

En experimentos posteriores se estudió e] poder inhibitorio de sobre

nadantes de 1a misma subiinea pero en otro nivei de pasaje, VRJ-lpl y VRJ

1p6, como asi también ios sobrenadantes VRJ-2p1 y VRJ-2p5. Se procedió en

forma simiïar a 1a anterior, obteniéndose Ios resuitados que se muestran en

los Cuadros N° 7 y 8.

CUADRO N°7

Interferencia de ios sobrenadantes VRJ-lpl y VRJ-1p6con 1a capacidad del

virus estándar de formar piacas bajo agar

MATERIAL INOCULADO UFP/BOTELLA* Z DE INHIBICION

Virus estándar 88 0

Virus est. + sobren. VRJ-lpl 0 100 (>98,9)

Virus est. + sobren. VRJ-1p6 68 35

Sobrenadante VRJ-lpl O

Sobrenadante VRJ-1p6 22 

*: Vaior promedio de Cuatro determinaciones

CUADRO N”8

Interferencia de ios sobrenadantes VRJ-2p1y VRJ-2p5 con 1a capacidad
de] virus estándar de formar placas bajo agar

MATERIAL INOCULADO UFP/BOTELLA* Z DE INHIBICION

Virus estándar 76 0

Virus est. + sobren. VRJ-Zpl O 100 (>98,7)

Virus est. + sobren. VRJ-2p5 63 34,2

Sobrenadante VRJ-Zpl 0 

Sobrenadante VRJ-2p5 25 

*: Las determinaciones se hicieron por cuadrupiicado. Se consigna ei
vaior promedio
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Un hecho que llamó ia atención y que se observó en forma reiterada fue

1a producción de placas bajo agar por aqueiios sobrenadantes con menor ac

tividad interferente. Los que no resuitaron infectivos fueron capaces de

inhibir en un 100%las piacas de] virus estándar.

b.- Detección de 1a actividad interferente presente en sobrenadantes
de iineas persistentemente infectadas utiiizgpdo ratones iactantes.

Los sobrenadantes de ias iineas persistentemente infectadas utiïizadas

en estos experimentos fueron esporádicamente patógenos para ratones iactan

tes. En e] cuadro N°9 se presentan ios vaiores de infectividad de 1a subli

nea VRJ-3.

CUADRO N°9

Patogenicidad de 1a subiinea VRJ-3 para ratón 1actante

PASAJE N° MORTALIDAD PARAWRATON LACTANTE

3 88,8

6 50

11-12-14-16-17-19-25
30-64-66-67-68-70-72 0

75 16,6

77 44,4

79 0

94 77,7

96 71,4

101 33,4

102 C
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E1 poder interferente asociado a aigunos de esos sobrenadantes se de

terminó teniendo en cuenta 1a variación en 1a mortaiidad y en e] dia prome

dio de muerte de los ratones inocuiados.

1.- Disminución de 1a mortaiigad y retraso en e] dia de muerte de ios
ratones iactantes.

Para estudiar 1a capacidad interferente de algunos sobrenadantes de ii

neas persistentemente infectadas se inocuiaron por via intracerebrai dos ca

madas de ratones de 24 hs de edad, una con 20 DLSÜde virus Junin XJCi3, y

1a otra con una mezcia de virus estándar (20 DL50) y sobrenadante VRJ-3p67

sin diiuir.

Los animaies se observaron diariamente, registrando ia aparición de

signos característicos de ia enfermedad, y su mortaiidad.

En e] Gráfico N°9 se presentan ios resultados obtenidos.

E1 iote inocuiado con virus estándar muere entre ei 15“ y e] 19c dia

p.i., con un dia promedio de muerte= 17, presentando ios animales e] cuadro

tipico de 1a enfermedad.

Aigo diferente ocurre con ios que recibieron 1a mezcla de virus Junin

y sobrenadante VRJ-3p67; ei 75%de ios ratones sobrevive a ia infección y

ios restantes mueren e] dia 23° p.i. siendo dudosas ias causas de su muer

te.

Comoei número de ratones estudiados era in5uficiente para hacer una

evaluación estadistica, se repitió e] experimento anterior con mayor número

de animales.

En este caso se inOCuiaron ratones con: a) virus estándar (20 DLso),
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b) una mezcla de virus (20 DL50) + sobrenadante de VRJ-3p79 puro y c) sobre

nadante de VRJ-3p79diluido al medio. Los animales se observaron diariamen

te hasta el dia 30 p.i.. El Gráfico N°10muestra los resultados obtenidos de

este experimento.

Los ratones lactantes inoculados con VRJ-3p79no mostraron signos de

infección mientras duró el experimento.

El 100%de los animales que recibieron virus Junin XJCl3 muere entre el

10° y el 19° dia p.i. con el cuadro característico de la enfermedad, siendo

el dia promedio de muerte el 16°.

Los ratones que fueron inoculados con la mezcla comienzan a morir cua

"tro dias mas tarde que los controles, sobreviviendo el 13%de los animales

(0,1>p>0,05). El dia promedio de muerte en este caso es 17. A pesar de estas

diferencias las curvas de mortalidad son semejantes y los ratones que mueren

presentan los signos tipicos de la enfermedad. En experimentos posteriores

se obtuvieron resultados repetitivos.

En general, se obtienen dos tipos de respuesta en los ratones que reci

ben la mezcla de virus y agente interferente. Undeterminado g de estos ani

males sobrevive a la infección, lo Cual indicaria que son protegidos comple

tamente por el factor inhibitorio presente en los sobrenadantes de líneas

persistentemente infectadas. Los restantes mueren por el cuadro tipico de la

enfermedad, aunque más tardiamente que los controles. No se observan esta

dios intermedios entre estos dos comportamientos, comopodrian ser animales

con signos claros de infección. que luego se recuperan, o ratones que murie

ran sin el cuadro característico de la enfermedad.
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PARTE III

CARACTERIZACION DEL AGENTE INTERFERENTE

La existencia de un factor interferente con 1a muitipiicación de] virus

Junin XJC13en ios stocks virales o en Ios sobrenadantes de lineas persis

tentemente infectadas no es un hecho aisiado y especifico de este virus, si

no que ha sido descripto en numerosas oportunidades para otros sistemas vi

rus-céiuia huésped. En varios de esos casos un detaiiado estudio de] fenóme

no de interferencia señaió a ias particuias defectivas de] virus estándar

comoresponsabies de ese tipo de interacción (25)(77). Sin embargo, en e]

caso de] virus Sindbis (84) se ha demostrado 1a existencia de un inhibidor

de bajo peso moleCuiar, sensibie a 1a proteasa K, que actúa especificamente

reduciendo e] nive] de virus extraceluiar durante 1a fase aguda de 1a in

fección. Asimismo Ter Meuien y Martin (83) comunicaron 1a producción de un

factor 1ábi1, en cuitivos de células Vero persistentemente infectadas con

virus de] Distemper canino. Este agente que no es sensibie a 1a radiación

con luz UV,ni sedimentabie por ultracentrifugación, inhibe seiectivamente

e] crecimiento de] virus homóïogo.

A fin de esclarecer 1a naturaïeza de] agente capaz de interferir con

1a muitipiicación de] virus Junin, se sometieron aigunos sobrenadantes de

ias subiineas VRJ-l, VRJ-3y VRJ-4, cuya actividad interferente ya habia si

do comprobada,a diversos tratamientos fisicos, quimicos y biológicos.



1.- Neutralización con inmunosueroanti- Junin

La neutralización de la actividad interferente se hizo utilizando sue

ro humanode convalesciente (inmunosuero anti-Junin) con un indice de neu

tralización 107 respecto de la cepa homóloga.

Los resultados se presentan en el Gráfico Nc 11. El efecto citopático

observado en las células infectadas con el virus Junin XJCl3 es semejante

en duración e intensidad al que se muestra en el Gráfico No 8. La ACPcomien

za entre el 4° y 5° dia p.i. alcanzando el máximoal 7n dia y manteniéndose

hasta el dia 10° en que se dió por teminado el experimento.

En los cultivos inoculados con la mezcla)el agente inhibitorio inter

fiere significativamente con la capacidad citolitica del virus estándar en

forma similar a lo observado en la Parte II-a-l (comparar con el Gráfico N

8). Las monocapas presentan una ACPminima en los dias 5°, 6" y 7° p.i.,

luego de la cual se recuperan rápidamente.

Las células infectadas con el sobrenadante VRJ-3p79 tratado con inmu"

nosuero, y luego desafiadas con XJCl3 se comportaron tai cual los controles

de infectividad, es decir que la neutralización fue especifica y efectiva

ya que anuló completamente la interferencia propia de este sonrenadante.

2.- Sensibilidad a solventes de lípidos

Una alícuota del soorenadante VRJ-Jp79 se trató con cloroformo (R F.

Carlo Erba) en una relación de volúmenes 20 a 1. La mezcla se agitó durante

10 minutos a temperatura ambiente y luego se centrifugó a baja velocidad

para separar ambas fases. Con la fase acuosa se inocalaron células Vero ;:c



GRAFICO N° 11

VIRUS(m.i.: 0.05)

VIRUS + Sobren. VRJ-3p79 (0°C, 30 mín)

VIRUS + Sobren. VRJ-3p79 (37°C, 30 min)

VIRUS+ [Sobren.VRJ-3p79 + Inmunosuero anti-Junín]
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cidas en tubos; paralelamente se procesó sobrenadante de VRJ-3p79sin tra

tar. Ambasseries se incubaron durante 1 h a 37°C, luego de lo cual se des

cartaron los inóculos, los cultivos de cada serie se sobreinfectaron con

10“CTDIso de virus y se incubaron a 37°C durante 1 h. Comocontrol se inocu

laron células Vero con la mismadosis de virus. Se descartaron los inóculos

y los cultivos se incubaron durante 10 dias a 37°C, con medio de manteni

miento, registrándose diariamente la ACP.Los resultados obtenidos se mues

tran en el Gráfico N° 12.

El comportamiento de los cultivos infectados con el virus estándar es

similar al descripto anteriormente(Parte II-a-l y Parte III-1) para la mis

mam.i.. La evolución e intensidad del efecto citopático en las células ino

culadas con el sobrenadante tratado con cloroformo son semejantes al control

correspondiente hasta el 8° dia p.i., a partir del cual se inicia la recupe

ración celular, persistiendo sin embargo la ACPal 10° dia p.i. pero con di

ferencias de intensidad respecto del control.

Las células inoculadas con el sobrenadante de VRJ-3p79sin tratar mues

tran, luego de la sobreinfección, una ACPpasajera entre los dias 5° y 8°p.i

observándose la recuperación total de los cultivos al dia 10° p.i.

3.- Sensibilidad a la temperatura

Los resultados obtenidos en la Parte III-1 (Gráfico N” 11) habian indi

cado una relativa estabilidad térmica del agente interferente a 37 °C, ya

que no se observaron variaciones en la actividad inhibitoria del sobrenadan

te VRJ-3p79 comoconsecuencia del calentamiento.

Se estudió, entonces, el efecto de una temperatura mayor durante inter
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valos crecientes de tiempo. A ta] fin se incubaron aiicuotas de] sobrena

dante VRJ-3p79 a 56°C 1 h, 2 hs y 3 hs, a] cabo de las cuales se utilizaron

para inocular cé1u1as Vero. Los cuïtivos se mantuvieron 1 h a 37°C descar

tándose luego ios inóculos y sobreinfectándolos con 103 CTDISOde virus Ju»

nin XJC13(m.i.: 0,005). Paraieiamente se procesaron cuitivos controies in

fectados con igua] muïtipiicidad de virus estándar. Diariamente se observó

1a ACP, registrando su intensidad y evoiución. Los resuitados de este expe

rimento se presentan en e] Gráfico N° 13.

E1 efecto citopático en 1as céiulas infectadas con virus Junin XJC13

tiene 1a evoïución y duración habituaies para esa muitipiicidad de infec

ción, mientras que Ios cuitivos inoculados con e] sobrenadante VRJ-3p79ca

1entado durante distintos periodos de tiempo, muestran una disminución de

1a capacidad interferente, tanto mayor cuanto mayor e] tiempo de ca1enta

miento. Sin embargo, aún después de 3 hs a 56°C la interferencia no se anu

la por compieto comose deduce de comparar ios gráficos correspondientes

(Gráfico N° 13).

Si se representa e] dia de aparición de 1a ACP(grado 1) en función

dei tiempo de caïentamiento de] agente interferente se obtiene una reiación

iinea] inversa (Gráfico N° 14), lo cua] indica que e] proceso de inactiva

ción térmica seguiría una cinética de primer orden.

4.- Sedimentaciónde 1a actividad interferente

E1 sobrenadante de una subïinea persistentemente infectada, VRJ-4p26,

se utiiizó para determinar si 1a actividad interferente estaba asociada a

particulas. Coneste propósito 36 m1 de dicho sobrenadante se centrifugaron



GRAFICO N° 13

VIRUS(m.i.: 0,005)

VIRUS + Sobren. VRJ-3p79

VIRUS+ (Sobren. VRJ-3p79, caIentado 1 h)

VIRUS+ (Sobren. VRJ-3p79, caIentado 2 hs)

VIRUS+ (Sobren. VRJ-3p79, caIentado 3 hs)
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en e] rotor SN-27 de una uItracentrifuga BeckmanL-2, a 120.000 g durante

3 hs en frio. Una vez finalizada Ia operación se tomó una aiicuota de 1a

fase acuosa, descartando e] resto; a Su vez e] peIIet obtenido se resuspen

dió exhaustivamente en 4 m1 de medio de cuItivo y se centrifugó a 12.500 g,

30 min, para eiiminar cuaiquier contaminación. Con cada uno de estos mate

riaIes: sobrenadante de la Iinea persistentemente infectada, sobrenadante

de 1a u1tracentrifugación y peiiet resuspendido, se ensayó 1a actividad in

terferente, midiendo Ios rendimientos del virus Junin en una infección mix

ta a ias 20 hs p.i., en reIación a1 contro] correspondiente, según se des

cribiera en Materiaies y Métodos. Los vanres obtenidos se presentan en e]

Cuadro N° 10.

CUADRO N°10

UItracentrifugación de 1a activigag interferente

MATERIAL DESAFIO RENDIMIENTO INTERFERENCIA
UFP UFP/mI %

——— 7 x 10“ 2,4 x 103 O

VRJ-4p26 7 x 10“ 2,1 x 103 14

Sobrenadante de 1a

uitracentrifugación 7 x 10“ 2,5 x 103 0
Sedimento de 1a

uitracentrifugación 7 x 10“ 1,6 x 103 33

Luego de Ia ultracentrifugación se obtiene una concentración de 1a in

terferencia de aproximadamente 2,5 veces. Sin embargo, si consideramos 1a

concentración dei voiumen utiiizado (36 mi a 4 m1), vemos que no se recupe
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ra al 100%de la actividad interferente luego de la centrifugación. Esto

podria deberse a una inactivación parcial de las particulas responsables

de la interferencia luego de este proceso tal comoocurre con el virus pa

rental.

De los resultados obtenidos en 1., 2., 3. y 4. puede deducirse que

la actividad interferente está asociada a elementos particulados que com

parten con el virus estándar la capacidad de ser neutralizados por inmuno

suero anti-Junin e inactivados por tratamiento con cloroformo. Se trataría,

entonces, de subestructuras virales o de particulas no infectivas pero ca

paces de interferir con la multiplicación del virus Junin.

5.- Dilución de la interferencia

Se estudió también la variación de la capacidad interferente con la

dilución del sobrenadante en ensayo. A tal fin se inOCularon células Vero

con: a) virus Junin XJCl3 aproximadamente 100 UFP, b) virus + sobrenadan

te VRJ-1p6puro, en partes iguales, c) virus + sobrenadante VRJ-1p6dilui

do al décimo, d) sobrenadante de VRJ-1p6 puro, e) sobrenadante de VRJ

1p6, 1/10. Los cultivos infectados se procesaron comohabitualmente y las

placas se revelaron al 7modia p.i.. Los resultados obtenidos se presen

tan en el Cuadro N° 11.
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CUADRO N°11

Variación de 1a capacidad interferente con 1a diiución de] sobrenadante
22.222212

MATERIAL INOCULADO UFP/BOTELLA INTERFERENCIA

XJC13 111 0

XJC13 + sobren. VRJ-1p6 puro 69 45

XJC13 + sobren. VRJ-1p6 1/10 96 17,2

Sobrenadante VRJ-1p6 puro 16 —

Sobrenadante VRJ-1p6 1/10 8 —

Comoera de esperar e] sobrenadante VRJ-1p6 que produce aproximadamen

te 40 UFP/m], no interfiere en un 100%con e] virus estándar, sin embargo

por dilución, se observa una disminución significativa de 1a capacidad inhi

bitoria. La falta de proporcionaiidad entre 1a infectividad de VRJ-1p6pu

ro y diiuido a1 décimo se debe probabiemente a factores complejos re]aciona—

dos con ia actividad interferente de este sobrenadante.

6.- Presencia de actividad interferente en e] medio intraceiuiar

Se investigó asimismo 1a presencia de un factor inhibitorio en e] me

dio intraceiuiar; para ello se procesaron células persistentemente infec

tadas en e] pasaje 30 (VRJ-3p30) a las 96 hs de sembradas. E1 sobrenadan

te se centrifugó a baja velocidad y se guardó a -70°C (Sl). Las células se

congelaron y descongeiaron dos veces con 1 m1 de medio de mantenimiento, se
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centrifugaron a 1000 rpm durante 10 min, se descartó e] sedimento y e] so

brenadante se guardó también a -70°C (S2). Con S1 y 52 se hizo e] ensayo

de inhibición de piacas, infectando céiuias Vero con e] virus estándar so

10, o mezcïado en partes iguaïes con estos sobrenadantes, puros o diiuidos

a1 décimo. Los resuitados obtenidos se presentan en e] Cuadro N° 12.

CUADRO N°12

Detección gg activiggd interferente en e] medio intraceiuiar

MATERIAL INOCULADO UFP/BOTELLA INTERFERENCIA
A

Virus Junin + sobren.cé1.norm. 438 0

Virus Junin + sobren.VRJ-3p30
puro 348 20,6

Virus Junin + sobren.VRJ-3p30
1/10 371 15,3

Virus Junin + intrace1.de
céïuias normaies 487 0

Virus Junin + intrace1.de
VRJ-3p30 puro 316 35

Virus Junin + intrace1.de
VRJ-3p30 1/10 427 13

Es decir que también en ei medio intraceluiar se puede detectar e]

agente interferente en proporciones simiïares a la concentración extrace

1u1ar.
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7.- Variación de la actividad interferente en función del tiempo

1) Detección en cultivo de tejidos

A fin de determinar si la interferencia se mantenía o se modificaba

en los dias posteriores a la inoculación de células Vero con el agente in

terferente, se hicieron dos experimentos basados: uno, en la observación

de la ACPproducida por el virus estándar cuando éste se agregó al 3er ó

al 5to dia post-interferente, y el otro, en la inhibición de la formación

de placas en cultivos infectados con virus Junin tres dias después de ha

ber recibido el factor inhibitorio. En amboscasos los resultados se com

pararon con los obtenidos por coinfección.

a.- Observación de la ACP

Se inocularon células Vero con sobrenadante de una de las lineas per

sistentemente infectadas (VRJ-1p6), durante 2 hs a 37°C. Se descartó luego

el inóculo y a cada tubo se agregó 1 ml de medio de mantenimiento que se

renovó cada dos ó tres dias. Paralelamente se seudoinfectaron cultivos con

medio de mantenimiento. Al 3er ó al 5to dia p.i. se volcaron los sobrena

dantes de las células tratadas y sin tratar, y se infectaron con 105 CTDISV

de virus Junin XJCl3 (m.i.: 0,5). Diariamente se registró la intensidad de

la acción citopatogénica y se representó según muestra el Gráfico N“ 15.

La intensidad y la evolución de la ACPson semejantes en los Cultivos

infectados con virus estándar al 3er y al 5to dia de la seudoinoculación,

independientemente de la edad de las células, e iguales a las observadas en

el Gráfico N° 8 para la mismamultiplicidad de infección.



GRAFICO N° 15

t Inocuïación de VRJ-1p6

t Desafío con virus Junín (m.i.: 0,5)
[J VIRUScontro]

--. VIRUS+ Sobren. VRJ-1p6

—.— VRJ-1p6

A. Desafío a1 3° día post-interferente

B. Desafío a1 5° día post-interferente



ACP

Gradode

Gráf’fco N°15
E

Incremento de la Interferencia “¡n vitro" en

función del tiempo



77

Las monocapaspreviamente tratadas con e] agente interferente y iuego

desafiadas con el virus estándar en distintos dias, no revelan efectos ci

topáticos, a diferencia de lo que ocurre cuando se hace una coinfección

(Gráfico N° 8).

Es decir que se produce un aumento significativo de 1a actividad inter

ferente dei sobrenadante VRJ-1p6, en función de] tiempo transcurrido entre

1a inoculación de] materia] interferente y 1a descarga con e] virus están

dar.

b.- inhibición de 1a formación de piacas bajo agar

Se trabajó con aproximadamente 2 x 10Gcélulas Vero crecidas en bote

11as, que se dividieron en cinco series de cuatro boteiias cada una. Dos

series (N° 1 y N° 3) se inocularon con 0,4 m1 de sobrenadante VRJ-1p6 pu

ro, y otras dos (N° 2 y N° 4) con e] mismo sobrenadante diluido a1 déci

mo; 1a restante (N° 5) se seudoinfectó con medio de mantenimiento. Se in

cubaron 1 h a 37°C, con agitación periódica, 1uego se descartó e] inócuio

y ias céiulas se cubrieron con 10 m1 de medio de mantenimiento. A1 3er dia

se voïcaron ios sobrenadantes y ias series Nos.1, 2 y 5 fueron infectadas

con aproximadamente 150 y 300 UFP cada una y procesadas según ei método de

tituiación por p1acas.Las series Nos.3 y 4 se cubrieron directamente con

agar nutritivo. Los resuitados obtenidos se presentan en ei Cuadro N° 13.



CUADRO N°13

Modificación de la actividad interferente en función del tiempo

SERIE MATERIAL PREINOCULADO DESAFIO* UFP/BOT. INTERFERENCIA
Z

A 0 100

1 Sobren.VRJ-1p6 puro [ B 16 98,7

A 0 100

2 Sobren.VRJ-1p6 1/10 [ B 156 56,4

3 Sobren.VRJ-lp6 puro - 12 

4 Sobren.VRJ-1p6 1/10 - 21 

A 170 5 _
B 300 

*: Al 3er dia post-interferente. A: aprox. 150 UFP; B: aprox. 300 UFP

El %de inhibición es variable, dependiendo de la concentración del

factor interferente en el inóculo y de la m.i. del virus estándar. Asi por

ejemplo, los valores más altos corresponden al sobrenadante VRJ-1p6 inocu

lado sin diluir, el cual es capaz de inhibir hasta 300 UFP. Ese mismo so

brenadante diluido al décimo, protege los cultivos contra 170 UFP, pero só

lo en un 56% contra 300 UFP.

Si comparamos estos resultados con los del Cuadro N” 6, vemos que hay

un aumento considerable de la interferencia cuando se prolonga el tiempo

que media entre la inoculación de los cultivos con el agente inhibitorio y

el desafio con el virus Junin. Este incremento de la actividad interferente
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se detecta tanto con e] sobrenadante puro, comodiiuido a] décimo.

Es decir que cuaiquiera sea e] método que se utiïice para detectar 1a

interferencia, ACPó UFP, puede observarse un aumento de] poder interferen

te en función de] tiempo hasta por 10 menos e] 3er dia p.i.

2) Detección en animaies de experimentación

E1 sobrenadante VRJ-3p79utiiizado en ios experimentos anteriores, se

empieó para estudiar,en animaies, 1a variación de] poder inhibitorio en fun

ción dei tiempo. Se inocuiaron dos camadas de ratones iactantes de 48 hs de

edad con 0,02 m1 de] sobrenadante VRJ-3p79 puro. A ias 24 hs, una de eiias

recibió 20 DL50de virus Junin XJC13en ei hemisferio cerebral opuesto y 1a

otra se dejó como contro]. Paraieiamente se infectaron animales con 20 DLSG

de virus estándar soio. Los ratones se observaron diariamente durante 30

dias registrando ia mortaiidad y ios signos característicos de 1a infección.

Los resuitados obtenidos se presentan en e] Gráfico No 16.

Los animaies inocuiados con virus Junin murieron en su totaiidad con

e] cuadro tipico de 1a enfermedad, siendo e] dia promedio de muerte 16; por

e] contrario ios que recibieron e] sobrenadante puro no mostraron signos de

infección.

Si se comparan ios Gráficos N° 10 y 16 se observa que e] efecto inter

ferente es muchomás notabie Cuando ei virus estándar se administra 24 hs

después que e] sobrenadante VRJ-3p79 ya que se produce un retraso en e] dia

de muerte de ios ratones (promedio: 19) y además sobrevive e] 52% (p<0,01)

de ios animales inocuiados.
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Los resultados obtenidos indican que tanto "in vivo” como"in vitro",

se observa un incremento de 1a interferencia cuando se prolonga e] tiempo

que media entre 1a inoculación de] agente inhbitorio y e] desafio con e]

virus estándar.
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SECCION II

INDUCCION DE PARTICULAS INTERFERENTES

En el año 1947 Von Magnus (4) observó que por pasajes concentrados su

cesivos en huevos embrionados,el virus de Influenza generaba una progenie

viral en la cual la proporción de particulas infecciosas (UFP) respecto de

las hemoaglutinantes (UHA)estaba muy disminuida si se la comparaba con un

stock preparado a baja m.i.. VonMagnusatribuyó este hecho a la existencia

de virus "incompletos" o "inmaduros" originados durante los pasajes seria

dos, los cuales a pesar de carecer de potencial replicativo, eran capaces de

interferir con la multiplicación del virus parental.

Un fenómeno similar de interferencia se observó años más tarde en el

caso de los virus Sendai (146) y VSV(147), este último con la ventaja de

que por ser sus particulas defectivas más cortas que las del virus estándar,

pudieron ser separadas, purificadas y analizadas bioquimicamente.

A partir de este momentoy en los años subsiguientes se puso de mani

fiesto que los pasajes concentrados de virus en cultivos celulares eran

apropiados para generar particulas interferentes en los más diversos siste

mas virus-célula huésped (6).

Con este propósito se aplicó al virus Junin. cepa XJCl3, esta metodo

logia tanto "in-vitro" como"in-vivo”, estudiando las fluctuaciones de in

fectividad y la posible aparición de particulas interferentes en los suce

sivos pasajes, hecho este último sugerido por los experimentos presentados

en la Sección I.



82

PARTE I

¿EDUCCION QEAPARTICULAS INTERFERENTES EN CULTIVOS CELULARES

a.- Inducción de particulas interferentes por pasajes concentrados
en cultivo de tejidos

Para hacer los pasajes seriados "in-vitro" se infectaron células Vero M

con aproximadamente 2 x 107 UFPde virus Junin XJCl3 proveniente de cerebro

(m.i:10). Al dia 3° p.i. se cosechó el sobrenadante, se centrifugó a baja ve

locidad y se congeló a -70°C (pasaje concentrado N° 1).

Este material sin diluir se utilizó para preparar el siguiente stock

concentrado. procediendo de la misma manera que con el primero, y asi suce

sivamente hasta el número 12. En cada pasaje se determinaron la infectivi

dad por el método de UFPy la actividad interferente en base a la fórmula:

(I) donde I y E son los rendimientos de virus a las 20 hs p.i.

CTnfue la nomenclatura utilizada para designar estos stocks concen

trados a fin de diferenciarlos de los que se presentan más adelante (n= 1,2,

3, . . . . . . . . ..,12).

Los resultados obtenidos se muestran en el Gráfico N° 17 en el cual

se incluyen comparativamente pasajes hechos a baja multiplicidad de infec

ción (m.i.= 0,01).

Los valores de infectividad tienen una disminución brusca de aproxima

damente 4 unid.log. en el primer pasaje (CTI) llegando en el N° 5 (CTS) a

niveles no detectables, es decir que 5 pasajes concentrados son suficien

tes para reducir la infectividad en 8 unid.log.. Paralelamente se observa
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un aumento progresivo de la actividad interferente, alcanzando e] máximo

(80%) en CTG, en momentos en que no se detectan UFP en los stocks concen

trados. En e] pasaje subsiguiente, CT7, hay una pérdida drástica de inter

ferencia 10 cua] trae comoconsecuencia una reaparición de 1a infectividad

en CTS, que se mantiene hasta CTlo, para negativizarse 1uego en CTliy CT12.

Coincidentemente, 1a actividad interferente experimenta un nuevo incremen

to en ios 3 últimos pasajes.

b.- Infiuencia de 1a céiuia huésped sobre 1a evoiución de 1a
infectividad y ia interferencia de los sucesivos pasajes.

A fin de determinar 1a participación de 1a céiuia huésped en 1a géne

sis de particuias interferentes se hicieron pasajes concentrados en céiuias

Vero de distintas procedencias.

b ) Céiuias Vero Z
1

Los pasajes sucesivos se iniciaron a partir de CT3(3er pasaje concen

trado de 1.a) según 1a metodoiogia descripta anteriormente, y para cada

stock asi obtenido se determinaron 1a infectividad por ei método de UFPy

1a actividad interferente según 1a fórmula (I). La nomenciatura utiiizada

para designar esta serie fue ETB.

Los resultados se presentan en ei Gráfico N° 18.

Hasta e] 3er pasaje (CT3) las curvas de infectividad y %de interferen

cia son comunes a ambos gráficos N° 17 y 18. Los pasajes subsiguientes, ET;

a E’, muestran una evoiución ciciica de 1a infectividad que en ningún mo

mento se negativiza como en e] caso anterior (Gráfico N° 17).
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La interferencia asociada a estos stocks tiene un comportamiento dife

rente a] observado en 1.a), ya que acompaña en todo momento, en forma pro

porcional los incrementos y descensos de 1a infectividad en cada uno de ios

stocks concentrados.

bz) Céiulas Vero U

Se iniciaron pasajes concentrados a partir de CT3y CTS(1.a) proce

diendo de iguai forma a 1a descripta en 1.a), denominándoseEl; ios origi

nados en CT3 , y CT; Ios correspondientes a CTe .

Los resuitados obtenidos se muestran en e] Gráfico N° 19.

La evoiución de 1a infectividad en los stocks El; a QI; es marcadamen

te distinta a 1a observada en 1a serie CTn (CTQa CT9 , gráfico N° 17), a1

canzando un titulo máximoen QI; . A diferencia de 10 que ocurre con ias

dos series anteriores (1.a y I.b1) en que 1a infectividad de ios stocks con

centrados nunca supera 1a de] primer stock (CTI), en este caso e] vaïor de

QI; es superior aproximadamente 1 unid.log. respecto de CT1 . Otra diferen

cia significativa en relación a1 huésped usado es que en ninguno de Ios pa

sajes hechos en este sistema ceïular fue posibie detectar actividad inter

ferente, lo cua] expiicaria e] aumento de] tituïo de virus en 10s pasajes

sucesivos.

Cuando ios stocks concentrados se inician a partir de CTg , se produce

una diSminución de 1a infectividad en CT; hasta niveies no detectabies, pa

ra reaparecer 1uego e incrementarse significativamente (>3 unid.log.) en CTÏO,

CTïl y CTÏZ. Comoen e] caso anterior, en estos pasajes no se detecta acti

vidad interferente.
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c.- Influencia del stock utilizado para iniciar los pasajes concentrados,
sobre la infectividad y actividad interferente de los mismos.

Otros autores, trabajando con el virus de LCM(148), encontraron que

la historia previa del virus afectaba profundamente su comportamiento "in

vitro", pero sin cambiar SUSpropiedades, comop0r ejemplo, la de inducir

infecciones persistentes en ratones recién nacidos.

Se estudió entonces, qué ocurria en nuestro sistema de pasajes seria

dos "in-vitro“ cuando se reemplazaba el virus proveniente de ratón lactante

usado para hacer el 1er pasaje concentrado (CTI) por otra fuente de virus

comoser un stock preparado en cultivo de tejidos. Este último se obtuvo in

fectando células Vero con virus Junin XJCl3 (procedente de cerebro de ratón)

a una multiplicidad de infección de 0,01. Al 5° dia p.i. se cosechó el so

brenadante, se centrifugó a baja velocidad y congeló a —70°Chasta su uso.

El titulo de este stock fue de 2 x 106 UFP/ml.

El primer pasaje concentrado se hizo inOCulando células Vero Mcon este

materialún.i.: 0,4) Al 3er dia p.i. se cosechó el sobrenadante, se centrifu

gó y congeló a -70°C. Los sucesivos pasajes se prepararOn según la metodolo

gia descripta anteriormente y se denominaron T1, T2, T3, . . . . . . ..T8.

Los resultados se presentan en el Gráfico No 20.

La evolución de la infectividad en los primeros pasajes es marcadamen

te distinta respecto de la obtenida en 1.a) (Gráfico N° 17). Si bien en am

bos casos se observa una pérdida inicial brusca de la cantidad de virus in

fectante, en la serie Tn son suficientes dos pasajes concentrados(T¡ y T2)

para que la infectividad descienda a valores no detectables. En el caso de

la serie CTn (Gráfico N° 17) se necesitan 5 de estos pasajes para obtener un
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resultado similar.

En los stocks subsiguientes la variación de la infectiv¡dad en Tn j

CTnes bastante semejante, existiendo diferencias sólo en el número de pa

sajes en que no puede detectarse virus infeccioso, y que son 6 en el pri

mer caso (T2, T3, . . . . . ..y T7) y 3 en el segundo (CTS, CT6 y CT7). Tanto en

Tecomoen CTBse observa un aumento poco significativo de la infección vi

ral de 30 UFP/ml y 90 UFP/ml respectivamente.

Asimismo, la interferencia tiene inicialmente un comportamiento dife

rente en ambas series, ya que en los pasajes CTI y CTzsu val0r es nulo, no

observándose lo mismo en T1 y T2 en que se obtienen un 12%y 37% respecti

vamente. Es decir, que mientras en este último caso podria explicarse el

descenso brusco de infectividad como una consecuencia del aumento de la ac

tividad interferente, no sucede lo mismo c0n CTI y CTZ, a pesar de produ

cirse en los mismos una pérdida de 4 unid.log.

A partir del primer pasaje y hasta el N° 3 (T3) la actividad interfe

rente se incrementa linealmente, manteniéndose constante en los cuatro pa

sajes subsiguientes (T3, T“, T5 y TE) en un valor de 50%para desaparecer

luego bruscamente en T7 y T9. Es decir que aquellos stocks concentrados en

los cuales no puede detectarse infectividad, salvo el N° 2 y el N° 7,coin«

cidentemente tienen los valores mayores de interferencia. Es de hacer n0

tar que el aumento de la infectividad en T8 está precedido por la desapa

rición de la actividad inhibitoria en el pasaje anterior T7.

Resultados similares se habian observado en 1.a) (Gráfico N° 17) en los

pasajes con altos valores de interferencia (CTSy CTe) en los cuales no pu

do detectarse infectividad viral. Asimismo, al producirse en CT; una perdi"
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da significativa de la actividad interferente, reaparece la infectividad en

el stock posterior CTe.

d.- Caracterización de la actividad interferente inducida en cultivo
de tejidos

Hasta el presente la información obtenida acerca de la naturaleza del

agente interferente, si bien era escasa, lo señalaba comoun ente particu

lado con algunas caracteristicas comunescon el virus estándar. Se decidió

entonces, ampliar dichos conocimientos sometiendo los stocks concentrados

preparados in-vitro a diversos tratamientos que permitieran profundizar más

en su estructura, composición quimica y propiedades biológicas.

1.- Neutralización de la actividad interferente con inmgposuero
antiJunin

Una alícuota de CT6 se trató durante 1 h a 37°C en baño maria con sue

ro humanode convalesciente (indice de neutralización 107 respecto de la

cepa homóloga) previamente inactivado. El inmunosuero se utilizó diluido

inicialmente al 207 y se mezcló en partes iguales con el stock concentrado

puro. Paralelamente se hicieron controles con alicuotas de CTSsin tratar,

mantenidas a O°Cy a 37°C. Una vez finalizada la neutralización, se inocu

laron células Vero con cada uno de estos materiales sin diluir, a fin de

determinar las actividades interferentes respectivas.

Los resultados que se obtuvieron se presentan en el Cuadro N° 14.
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CUADRO N”14

Neutraïización de 1a actividad interferggte con inmunosueroantidunin

MATERIAL INOCULADO DESAFIO* _RENDIMIENTO INTERFERENCIA
(UFP) (UFP/mi) Z

-—-—- 1 x 105 2,2 x 103 0

CTG , l h a 0°C 1 x 105 5,3 x 102 76

CTS , 1 h a 37°C 1 x 10S 6,5 X 102 70

CTS + Inmunosuero 1 x 105 2,2 x 103 0a

*: Antes de] desafio con e] virus estándar,ios cuitivos se lavaron exhausti«
vamente a fin de eiiminar cuaiquier resto de inmunosuero.

E1 tratamiento con suero de conva1esciente anti-Junin anuia por comple

to 1a actividad interferente. UnreSultado simiiar se habia obtenido en 1a

Sección I, Parte III.1 a] ensayar e] sobrenadante de una linea persistente

mente infectada con e] mismo inmunosuero. Es decir que las particuias res

ponsabies de 1a interferencia poseen antígenos comunescon ei virus están

dar, 1os Cuaies serian indispensabies para que se produjese dicha interfe«

rencia.

2.- Sensibilidad a1 calentamiento

Se estudió 1a estabiiidad térmica de] stock concentrado CTSmantenien

do una aiicuota de] mismo en baño maria a 37°C durante 1 h y haciendo para

}eiamente un contro] a O'C. A1 cabo de ese tiempo se determinaron ia; attae
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vidades interferentes de ambosmateriales según ei método descripto anterior

mente.

Los resuitados obtenidos se presentan en e] Cuadro N° 14.

La actividad interferente disminuyó en aproximadamente un 8%en rela

ción a1 contro], lo cua] indicaria una estabilidad térmica simiiar a ia de]

virus parentai (140).

3.- Sensibiiidad a ia irradiación con luz ultravioieta

Se anaiizó en forma comparativa ia inactivación de la capacidad inter

ferente de un stock concentrado y de 1a infectividad dei virus estándar, pro

ducida por radiación UV.

Los materiaies diiuidos en soiución salina se coiocaron en cajas de Pe

tri y se irradiaron con una iámpara germicida de 15 watts, marca Phiiiips, en

cámara oscura, a 10 cms de distancia durante 5 min. Una vez finaiizado e] tran

tamiento se cerraron ias cajas, se cubrieron con papei de aiuminio y el stock

concentrado irradiado CTSy su controü se procesaron según e] método de ruti

na para determinar ias actividades interferentes respectivas. E1 virus están

dar tratado paraieiamente y su contro] se tituiaron de acuerdo a 1a técnica

de las unidades formadoras de piacas a fin de determinar e] grado de inacti

vación Sufrido p0r 1a infectividad comoconsecuencia de 1a irradiación.

Los resuitados se presentan en ei Cuadro N° 15.
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CUADRO N“ 15

Sensibiiidad de la interferencia a 1a 1uz U.V. en reiación a 1a
infectividad

MATERIAL INOCULADO RENDIMIENTO* TITULO INTERFERENCIA INACTIVACiON
(UFP/ml) (UFP/mi) % %

--- 2,2 x 103 --- 0 -__

CTG , temp.amb. 5,3 x 102 --- 76 --_

CTG+ U.V. 6,7 x 102 --- 7o _-

XJC13, temp.amb. --- 2,7 x 105 --- 0

XJC13 + U.V. --- < 5 --- >99,998

*: E1 desafio se hizo con 1 x 105 UFP/cuitivo

A diferencia de lo que ocurre en aigunos sistemas en ios cuaïes 1a ac

tividad de las particuïas interferentes es sensible a 1a iuz UV,1as produ

cidas por pasajes seriados de] virus Junin XJC13re5u1taron sumamenteesta

bïes a 1a irradiación. Esto estaria indicando un menor contenido de ácido

nucleico que el virus parenta], o que no se necesita un genoma funciona] pa

ra que se produzca 1a interferencia.

4.- Filtración de] agente interferente

A fin de confirmar 1a naturaïeza particulada de] agente interferente y

tener una idea aproximada de Su tamaño, e] pasaje concentrado N° 4 (CTh) se
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fiïtró a través de membranas Mi11ipore con poros de 220 mu y 50 mu de diá

metro promedio.

La filtración se hizo utiïizando presión positiva, voïümeneShpequeños

y manteniendoel materia] origina] y Ios fiitrados correspondientes en hie

lo hasta 1a determinación de las actividades interferentes respectivas en

céïuïas Vero.

Los resuitados se presentan en el Cuadro N° 16.

CUADRO N° 16

Determinación aproximada de] tamaño del agente interferente

MATERIAL INOCULADO DESAFIO RENDIMIENTO INTERFERENCIA

(UFP) (UFP/mï) z

--- 1,2 x 1o5 6,6 x 103 o

cn. 1,2 x 1o5 2,4 x 103 64

cn filtrado x 220 mu 1,2 x 105 2,5 x 103 62

CT“ filtrado x 50 mu 1,2 x 105 7,0 x 103 O

La actividad interferente es compietamenteretenida por fiitros con

poros de 50 mu de diámetro, lo cua1 indicaria un tamaño minimo aproximado

superior a los 50 mupara ias particuïas interferentes.

Estos resultados permiten descartar que sea un inhibidor de naturale

za polipeptidica e] responsabïe de 1a interferencia en los stocks viraïes.



5.- Variación de la interferencia en función de la concentración
relativa gg particulas interferentes

Se analizó el efecto que producia la dilución de un stock concentrado

(T6) sobre su actividad interferente. A tal fin se inocularon células Vero

con diluciones crecientes de T6 y luego de 1 h a 37°C se desafiaron con 5,5

x 105 UFP (m.i.: 0,3). A las 20 hs p.i. se cosecharon los sobrenadantes, se

centrifugaron y congelaron a -70°C. Estos materiales se titularon por el mé

todo de unidades formadoras de placas y con los resultados obtenidos se cal

Cularon las actividades interferentes correspondientes (Gráfico N° 21).

La dilución de T5 produce una pérdida proporcional de interferencia lo

cual indica que existe una relación directa entre la cantidad de particulas

interferentes inoculadas y la actividad inhibitoria del stock; es decir que

para una dosis constante de virus estándar (en este caso 5,5 x 105 UFP), la

concentración de particulas interferentes en el stock seria la que determi

na el grado de interferencia alcanzado. La relación lineal entre los pará

metros graficados indica que es suficiente la infección de una célula con

una partícula interferente para inhibir la multiplicación del virus están

dar en esa misma célula.

6.- Momentodel ciclo de replicación del virus estándar en el Cual se
produce el máximode interferencia

Células Vero de 48 hs fueron inoculadas con una misma concentración de

particulas interferentes, a distintos tiempos antes y después del desafio

con virus Junin XJCl3, durante 1 h a 37°C. Finalizado ese intervalo, los
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cultivos se lavaron con PBSy se infectaron con el virus estándar, m.i.:

0,02 UFP/cél. Paralelamente se hizo un control con células n0rmales que re

cibieron la mismadosis del virus parental.

El siguiente es un esquema del experimento realizado:

P r
‘K P

donde Q_es la hora en que los cultivos fueron desafiados con 4 x 10“ UFPde

virus estándar, y -l, 0, 1, 2, ......., 6 las horas en que se hizo la inocuv

lación con el stock concentrado interferente (ÏT7). A las 20 hs p.i. se de

terminaron los rendimientos respectivos.

La titulación de los sobrenadantes de cada una de las series dió el re

sultado que se presenta en el Gráfico N° 22.

Los valores máximosde interferencia se obtuvieron cuando el stock

concentrado se agregó en las primeras 3 hs del ciclo de multiplicación del

virus estándar. A partir de la 4ta hora se observó una disminución progre

siva de la actividad inhibitoria, lo cual indicaria que la interferencia

ocurre en una etapa temprana de la replicación viral. Los reSultados obte

nidos permiten descartar la posibilidad de que la interferencia se produzw

ca a nivel de adsorción o penetración del virus a la célula huésped, o en

el estadio de maduración y liberación al medio extracelular.

7.- Interferencia heterotipica y heteróloga

A fin de determinar la especificidad de la interferencia mediada por

las particulas defectivas de virus Junin, se ensayó la replicación de dis
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tintos virus, relacionados o no, en pichuHLid de un stock concentrado de

actividad interferente conocida. E1 experimento se hizo inoculando Cuiti

vos paraielos de céiuias Vero con T5 sin diïuir, dejándoio en contacto du

rante 1 h a 37°C. Se descartaron 1uego los inÓCuios, las monocapas se lam

varon con PBSy se desafiaron con ios virus Junin, Tacaribe, Pichinde, VSV

y Herpes Simpiex (m.i.: 0,3, 0,6, 0,13, 5 y l respectivamente). Los contron

ies se hicieron con céluias Vero normales que fueron inoculadas simultánea

mente con cada uno de ios stocks vira]es.Luego de 1 h a 37°C los cuitivos

se lavaron con PBSy se cubrieron con 8 m1 de medio de mantenimiento. Los

sobrenadantes se cosecharon a las 8 hs p.i. en e] caso de VSV(149), 18 hs

para Pichinde (150) y 20 hs para Junin (145), Tacaribe y HSV(151). Los re

sultados obtenidos se presentan en e] Cuadro N° 17.

La interferencia con 1a muitipiicación de] virus Tacaribe es bastante

similar a 1a observada en e] caso de] virus Junin lo cua] está de acuerdo

con 1a resistencia que presentan ios cuitivos persistentemente infectados

con este virus a 1a descarga con Tacaribe. E1 virus Pichinde resuita inhi

bido en una properción significativamente men0r, a pesar de estar seroiógi

camente relacionado con e] virus Junin.

La muitipiicación de ios virus VSVy Hbv no es afectada durante ia nm

fección mixta.



CUADROE17

Esgecificidad de la interferencia

INTERFERENTE VIRUS DESAFIO RENDIMIENTOS INTERFERENCIA

(UFP) (UFP/mï) %

-- JUNIN 6,0 x 105 5,7 x 103 0

T5 JUNIN 6,0 x 10S 2,9 x 103 49,1

-- TACARIBE 1,2 x 106 1,1 x 10S 0

T5 TACARIBE 1,2 X 106 6,5 x 10“ 40,9

-- PICHINDE 2,5 x 10° 3,6 x 105 0

y T5 PICHINDE 2,5 x 10S 2,9 x 105 19,4

-- VSV 1,0 x 107 2,4 x 10B 0

T5 VSV 1,0 x 107 2,5 x 108 0

-- HSV 2,0 x 106 3,0 x 105 0

T5 HSV 2,0 x 106 3,1 x 105 0



PARTE II

INDUCCION DE PARTICULAS INTERFERENTES EN ANIMALES DE EXPERIMENTACION

a.- Inducción de particulas interfergntes por pasajes concentrados
de virus Junin en cerebro de ratón lactante.———_—l——__

Se utilizaron ratones ïactantes de 24-48 hs de edad, los cuales fueron

inocuiados por via intracerebrai con 1,4 x 10e CTDI50 . A1 7“ dia p.i.se sa

crificaron ios animales y se preparó e] macerado de cerebros a] 10%en bu

ffer según e] método de rutina denominándoio C1 . Con este materia] sin di

1uir se inocuió un nuevo iote de ratones que fueron sacrificados 7 dias más

tarde, prosiguiendo de esta forma hasta e] pasaje concentrado N°10 (C¡0).

La infectividad se determinó por e] método de UFPy el % de interfe

rencia se caicuió según 1a fórmuia (I), donde E es e] rendimiento de] virus

estándar inocuiado soïo e I es e] rendimiento viral de ia infección mixta,

ambos a las 20 hs p.i. en cultivo de tejidos.

Los resuitados obtenidos se presentan en e] Gráfico ND23 en e] cua]

se inciuyen comparativamente las variaciones de infectividad de stocks pre"

parados por pasajes diiuïdos (Inócuio r 1 a 5 x 103 DLsg).

En ios stocks concentrados C1 y C2 se produce una disminución inic1ai

de 1a infectividad de aproximadamente 1,5 unidades logaritmicas siendo iue

go ésta fluctuante y no mayor de 1 unidad log en ios subsiguientes C3 y Cu.

Las respectivas actividades interferentes muestran un incremento paulatino

aicanzando un máximo de 40% en e] pasaje Ch disminuyendo 1uego a 0% en C6.

Este cicio de interferencia dura 5 pasajes mientras que 1a infectividad su

fre en ese mismo intervaio una pérdida giobai de] 90% (1 unid iog). A partir
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de C5 y hasta C10 se observa una disminución de la infectividad de la) muii

log aproximadamente, ac0mpañadapor una evolución de la actividad interie

rente en sentido inverso. La pérdida de infectivídad luego de 10 pasajes

concentrados es de un 99,8%.

En base a esto podria pensarse que el titulo correspondiente a cada p.

saje seria el resultado de la interacción entre un cierto valor de infecti»

vidad y el % respectivo de interferencia presentes en el inóculo. Sin embar

go, si comparamos C2 y Cu vemos que para una misma dosis inicial (2,2 x 10

UFP) el rendimiento viral es semejante (1,6 y 2,0 x 107 UFP/mi) independienn

temente de los valores de interferencia de C, y C3 ( % y 26%). En los pasa—

jes subsiguientes C3 y C5 nuevamente se administran cantidades equivalentes

de virus (4,0 y 3,2 x 10“ UFP) a pesar de lo cual la infectividad de los

stocks obtenidos difiere en aproximadamenteun 60%, lo cual podria atribuir

se en este caso a actividades interferentes bastantes disímiles en los inócu

los correspondientes ( %y 40%). Entonces recién a partir de C3 pueden expli_

carse, por una interrelación de ambosparámetros, las variaciones de infecti

vidad e interferencia de los stocks subsiguientes.

Es decir, que en el sistema "in vivo" es posible inducir partiCulas Én

terferentes por sucesivos pasajes concentrados, aunque éstas no serian las

únicas responsables de las fluctuaciones observadas en la infectividad ¿e no;

primeros pasajes seriados.
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SECCION III

IMPLICANCIA DE LAS PARTICULAS INTERFERENTES EN LAS INFECCIONES

CON VIRUS JUNIN

Los experimentos presentados hasta el momentoindican que durante la

replicación del virus Junin en células Vero, tanto en la etapa primaria de

la infección comoen el estadio de persistencia viral, se generan particu

las no infecciosas, capaces de interferir con la multiplicación del virus

parental y con sus actividades citoliticas y citopatogénicas.

Comoa estas particulas interferentes se les ha asignado un papel im

portante en el establecimiento y mantenimiento de las infecciones persis

tentes (6), un análisis más detallado de su interacción con el virus es

tándar seria de utilidad para delimitar su participación en las infeccio

nes con virus Junin tanto "in-vitro" como"in-vivo".

Coneste propósito se estudió la cinética de aparición de la activi

dad interferente durante la multiplicación del virus Junin XJCl3en culti

vo de tejidos y en cerebro de ratón lactante en los dias posteriores a la

infección. Asimismo,se analizó la influencia de distintas proporciones de

particulas interferentes en el inóculo sobre la evolución de la infectivi

dad del virus estándar en cultivo de tejidos.

Durante la etapa de persistencia viral se determinó la producción de

particulas infecciosas, particulas interferentes y placas bajo agar en dis

tintos niveles de pasaje de la sublinea VRJ-3, comoasi también la posibi

lidad de inducir la sintesis de antígenos virales y la liberación de virus



compïeto utiïizando distintos tratamientos. El resultado de estas ÍRJFSÍI

gaciones darian una idea aproximada de] mecanismo por e] cua] se mantiene

e] equiïibrio entre e] virus y 1a céiuia huésped.

PARTE I

INFECCION PRIMARIA

Aparición de actividad interferente durante 1a muitipiicación de
virus Junin XJC13in-vivo

Se inocuïaron tres camadas de ratones 1actantes aïbino-suizos con ei

stock concentrado C5 puro (3,8 x 105 UFP) por via intracerebra]. Los anima

1es se observaron diariamente, tomando muestras de los mismos a] azar en

ios dias 52 7°y 10°p.i. en que se prepararon ios correspondientes homoge

neizados. En cada uno de elios se determinaron 1a infectividad y 1a acti

vidad interferente, 1as cuaies se presentan en e] Cuadro N" 18.

CUADRO N”18

Aparición de actividad interferente durante 1a multiplicación de
virus Junin en cerebro de ratón iactante

DIA p.i. INFECTIVIDAD INTERFERENCIA
UFP/m] %

5° 6,1 x 106 0

7° 2,1 x 106 58

10° 1,4 x 10a 73
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se prepara en forma habitual un

stock de virus a partir de cerebros infectados (m.i. baja). un este caSn el

titulo mayorse obtiene al 5°dia p.i.. La actividad interferente “ecién se

detecta en el dia 7° p.i. estando retrasada en 1 6 2 dias respecto del máXl

mo de infectividad, la cual comienza a disminuir coincidentemente con el in

cremento de la interferencia.

Aparición de actividad interferente durante la multiplicación del
virus Junin in-vitro

Se infectaron células Vero con el stock concentrado ÜT5 (m i.= 0,01)

durante 2 hs a 37°C. Finalizada la adsorción, se descartó el inóculoyíse

agregaron 9 ml de medio de mantenimiento. El cultivo se reincubó a 37°C y

diariamente se cosecharon alicuotas del sobrenadante que se centrifugaron

y congelaron -70°C. En cada una de esas alicuotas se determinaron la infec»

tividad y la actividad interferente respectiva.

Los resultados obtenidos se muestran en el Gráfico N° 24.

La infectividad alcanza a partir del 2°dia val0res del Orden de 5 a 7

x 103 UFP/mlen los cuales se mantiene hasta el 7° dia p.i., descendiendo

en el dia 8°hasta 1 x 102 UFP/ml. La interferencia aparece en el 2°dia p.1.

aumentando gradualmente hasta un 50%en el cuarto dia. El val0r máximo de

la actividad interferente muestra un retraso de 1 a 2 dias respecto de la

infectividad, en forma similar a lo postulado por Huangy Baltimore (25) y

observado en otros sistemas generadores de particulas interferentes.

En el Gráfico N° 25 se presentan las curvas de crecimiento del virus

estándar en los pasajes concentrados ET; y ÉTB. Si se las compara con una

curva de crecimiento en condiciones normales (Gráfico N°3) se observa que
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a medida que aumenta el número de pasajes seriados in-vítro, tiende a desu

parecer el pico de máximainfectividad localizado entre los dias 2° y 4°p.i.

para adquirir la Curva un perfil de meseta comose advierte en el caso de

CTE (Gráficos N° 24 y 25). Asimismo, es menor la variación de infectividad

entre el valor máximoalcanzado y el correspondiente al 8“dia p.i., tomado

éste como referencia común;esa variación es de 1,5 unid log para ambos pasa

jes concentrados y de aproximadamente 2,5 unid log en el caso de la curva

de crecimiento normal.

Influencia de distintas proporcionesde particulas interferentes
sobre el crecimiento del virus estándar

A fin de estudiar el efecto que producía el agregado de cantidades van

riables de particulas interferentes sobre la multiplicación del virus Junin,

se inocularon células Vero con los stocks T; y T3 sin diluir, y cuyas actiu

vidades interferentes eran 12%y 50%respectivamente. Luego de 1 h de adsown

ción a 37°C, se descartaron los inóculos, las células se lavaron con PBSy

fueron desafiadas con 5,5 x 105 UFP (m.i. = 0,28) durante 1 h adiciona] a

37°C. Paralelamente se infectó un cultivo de células Vero normales con la

mismamultiplicidad de virus. Diariamente se los observó al microscopio óp»

tico y se cosecharOn alicuotas de los sobrenadantes, conservándolas a -70°C

hasta su titulación por el método de unidades formadoras de placas.

Los resultados obtenidos se presentan en el Gráfico N° 26.

La Curva de crecimiento del virus estándar es semejante en los tres

casos (Gráfico N° 26A) observándose en las primeras 24 hs una disminución

de la cantidad de virus en el sobrenadante, para alcanzar un valor máximo



GRAFICO No 26

A.- Crecimiento de] virus Junin Sóio ó en Eresencia de

cantidades variabies de particulas interferentes

Q VIRUS CONTROL(m.i.: 0,28)

O VIRUS+ T1 (12% de actividad interferente)

© VIRUS+ T3, [T5] (50%de actividad interferente)

B.- Inhibición de 1a multipiicación de] virus estándar

mediadapor IaS particuïas interferentes

- VI RUS CONTROL

EEE VIRUS + T1

Im: VIRUS + T3,[T5]
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a1 3er dia p.i. y iuego descender hasta titulos de] orden de 5 x 10j UFP/m]

en e] 7° dia p.i.. Sin embargo, los rendimientos de virus en los dias pos

teriores a 1a infección son cuantitativamente diferentes lo cua] se ha es

quematizado en e] Gráfico N° 268 con barras verticaies. Estas diferencias

están directamente reiacionadas con ias proporciones de particuias interfe

rentes presentes en los inóculos.

La producción de virus en ios cuitivos infectados con una mezcia de T¡

y virus estándar tienen Su mayor inhibición a] 3er dia p.i. no existiendo

diferencias con e] controi a] 7°dia p i.. Es decir que con 1a concentración

inicia] de particulas interferentes usada en este caso, 1a actividad inhi

bitoria es máxima en e] m0mentode mayor producción de virus y luego desa

parece. Un comportamiento opuesto se observó en 1a infección mixta con T¿

(50% de interferencia) en 1a cua] ei % de inhibición fué mayor a] 1er dia

p.i. (50%) descendiendo 1uego a valores de 3 % en e1 3er dia y 27% en e]

7°dia p.i.. Esto indica que esa mayorconcentración de particuias interfe

rentes en e] inócuio produce una inhibición mayor y más temprana de 1a mu]

tipiicación de] virus, y cuyo efecto persiste durante más tiempo.
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INFECCION PERSISTENTE

Las sublineas VRJ-3 y VRJ-4 obtenidas según se describiera en Materia—

les y Métodosse utilizaron para analizar la relación entre el virus Junin

y su célula huésped, en una etapa de equilibrio aparente, en la cual el vi—

rus espontáneamente liberado en algunos pasajes fué incapaz de destruir el

cultivo debido a una resistencia intracelular especifica. Asimismo,la per

sistencia de la información viral en las células de estas Sublineas (y de

otras similares) demostró ser de una estabilidad tal comopara mantenerse

inalterada durante 110 subcultivos, equivalentes a 385 dias in-vitro.

Caracteristicas virológicas de las sublineas VRJ-3y VRJ«4

a.- Liberación espontánea de virus

A fin de investigar la presencia de particulas infectantes en el medio

extracelular de la sublinea VRJ-3fueron inoculados ratones lactantes y cé

lulas Vero con alicuotas de los sobrenadantes de los sucesivos pasajes. Asi

mismo,cultivos paralelos de células persistentemente infectadas se cubrie

ron con agar nutritivo y se incubaron a 37°C durante 7 dias para detectar la

presencia de células o clones celulares espontáneamente productores de virus.

Los resultados obtenidos indican que la sublinea VRJ-3 es escasamente

productora de virus, el cual sólo puede evidenciarse por su patogenicidad

para ratón lactante ya que los mismos sobrenadantes inoculados en células



Vero no originan ACPo placas bajo agar.

En cuanto a la aparición de p1acas en 1as monocapas de VRJ-3 cubiertas

con agar nutritivo, ocurre en forma esporádica y aiternadamente; en algunas

oportunidades, 1a presencia de estas placas coincide con 1a aparición de vi

rus extraceiular.

La subiinea VRJ-4, en cambio, se caracteriza por no Iiberar virus du

rante los 15 primeros pasajes ensayados.

b.- Producciónde particulgsginterferentes

Un aspecto que nos interesaba investigar en 1a subïinea VRJ-3 era la

génesis de 1as particuias interferentes y su relación con los otros paráme

tros ya considerados (producción de virus estándar, aparición de pïacas

bajo agar). Para evaluar 1a capacidad interferente de ios distintos sobre

nadantes se recurrió a] método de inhibición de] número de piacas produci

das por e] virus estándar en una infección mixta, en reiación a un contro].

Los pasajes que se estudiaron fueron diez y ios resuitados obtenidos se pre

sentan en e] Cuadro N° 19 en forma comparativa con 1a producción de virus y

1a aparición de p1acas en cu1tivos de esta subiinea.

La presencia de particulas interferentes se detecta sóio en pasajes no

productores de virus estándar, con excepción de] N°3 que resuita patógeno

para ratón iactante a pesar de ser a1tamente interferente. Este comporta

miento podria exp1icarse por e] bajo nive] de pasajes de 1a subiinea, ya

que recién a partir de] N° 5 fue totaimente resistente a 1a sobreinfección

con e] virus parenta] u otros reiacionados. Por e] contrario, 1a ausencia

de particuïas interferentes en e] medio extraceiuiar no indica necesariamen
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te 1a liberación espontánea de virus infectante, comose observa en los pa

sajes 11 y 12. En el pasaje 101 1a faita de interferencia coincide con 1a

producción de virus estándar y 1a aparición de piacas bajo agar en las mo

nocapas VRJ-3.

CUADRO N° 19

Detección de virus infeccioso y particuïas interferentes gg
sobrenadantes de 1a subiinea VRJ-3

PASAJE N° INTERFERENCIA VIRUS EXTRACELULAR PLACAS EN VRJ-3
7, RATON cumvo* UFP

1-67**-79 100 0/15 o —

2-74 o — — —

3 100 8/9 o —

11-12 o 0/15 o —

30 20 0/15 — —

101 o 3/9 o 117

* : UFP/m]

** z Interferencia determinada por inhibición de 1a ACP

La Subiinea VRJ-4presenta niveies de interferencia casi constantes (en

tre 17%y 30%) en ios pasajes estudiados.

Es decir que ei comportamiento de ias dos subiineas es diferente, ya que

en una(VRJ-3) se producen brotes esporádicos de particuïas infectantes e in

terferentes, mientras que 1a otra (VRJ-4) no libera virus y 1a interferencia,

aunque baja, se mantiene casi constante de un pasaje a otro.
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c.- Síntesis de antígenos virales en la sublínea VRJ-4

La presencia de antígenos específicos del virus Junín en los cultivos

persistentemente infectados se investigó por medio de la reacción indirec

ta de inmunofluorescencia.

El número de células con antígenos intracelulares es de aproximadamen

te un 20%, siendo la localización de éste exclusivamente citoplasmática y

de aspecto granular (Fotografía N° 3); en ningún momentose observó fluores

cencia en el núcleo. Un 4-5% de las células del cultivo presenta además

fluorescencia a nivel de membranaindicando la existencia de antígenos su

perficiales (Fotografía N° 4).

Cuando esos mismos cultivos se sobreinfectan con virus Junín XJCl3 no

se modifica la proporción de células fluorescentes; es decir que si bien el

80%de las células no poseen antígenos específicos tampoco son susceptibles

a la sobreinfección con el virus parental.

Inducción de virus infeccioso en la sublínea VRJ-3

Los resultados delos experimentos presentados indican que la informa

ción genética de origen viral presente en la sublínea VRJ-3es suficiente

comopara mantener una resistencia específica a la sobreinfección con el

virus parental, y al mismo tiempo un estado de persistencia del mismo que

en este caso se prolongó durante 110 pasajes in-vitro. Se observa, además,

que las células pasan por etapas silenciosas en las cuales no se detectan

partículas infectantes ni interferentes. Fue en algunos de esos pasajes no

productores que se ensayó la inducción de virus. mediante los distintos

tratamientos descriptos en Materiales y Métodos. Los resultados obtenidos

se presentan en el Cuadro N° 20.



FOTOGRAFIA N° 3

ANTIGENO CITOPLASMATICO EN CELULAS VRJ-4

FOTOGRAFIA N° 4

ANTIGENO SUPERFICIAL EN CELULAS VRJ-4
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CUADRO N° 20

Inducción de virus infeccioso utilizando Actinomicina Dïjo
céïuias sensibies

PASAJE N° TRATAMIENTO
NINGUNO CELULAS SENSIBLES ACD COMBINADO

64 0* o 74 30

66 o NH** o 130

67*** o NH o NH

68 o o o 73

7o o o o 67

71 45 60 57 71

72 89 110 83 94

93 o 6 1o 8

94 7 NH 4 6

* : UFP

** : NH = No Hecho

***: 100%de interferencia

ET uso de inhibidores metabóTicos como Ta Act D, ó e] cuTtivo con célu

ias sensibles resuTtan técnicas apropiadas para rescatar virus infectante

de 1a subTinea VRJ-3. En genera], debe recurrirse a un tratamiento combina

do para detectar 1a inducción vira]; sin embargo, hay pasajes (64 y 93) en

Tos cuaTes e] empïeo de uno ó ambos métodos en forma independiente, es Sufi«

ciente para producir e] mismoefecto. Se observa, además que en aqueilos
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pasajes en los cuales hay liberación espontánea de virus (71, 72 y 94) el

agregado de Act D ó de células sensibles no modifica significativamente la

proporción de células productoras en el cultivo.

Inducción de virus infeccioso x¿o particulas interferentes
en la sublinea VRJ-4

Se investigó la presencia de particulas infecciosas y/o interferentes

en algunos sobrenadantes de la sublínea VRJ-4, antes y después del trata

miento con inhibidores metabólicos.

Los resultados obtenidos se presentan en el Cuadro N° 21.

Cuando las células de esta sublinea se pretratan, ya sea con Act D o

con cicloheximida en concentraciones y por tiempos variables, y los sobre

nadantes correspondientes se inoculan en ratones lactantes no se detecta

virus infeccioso. Sin embargola interferencia asociada a esos sobrenadan

tes muestra un incremento significativo en el caso de los cultivos tratados

con cicloheximida. Este aumento de la actividad interferente podria enmas

carar, si es que la hay, la liberación de virus infeccioso resultante del

tratamiento con los inhibidores.



Inducción de

SOBRENADANTE

VRJ-4 p 11

VRJ-4 p 11

VRJ-4 p 12

VRJ-4 p 13

VRJ-4 p 13

VRJ-4 p 13

VRJ-4 p 13

VRJ-4 p 13

VRJ-4 p 13

+

+

+

+

+

+

CUADRO N” 21
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virus infeccioso y/o partícuïas interferentes en Ia
sublïnea VRJ-4

U E:

Vero

AcD (1 ug/m1,3 hs)

ACD(l ug/m1,24 hs)

Cicïh (50 ug/m] 2 hs)

Cicïh (50 ug/m1,24hs)

Cicïh (100ug/m1,24hs)

INFECTIVIDAD

0/10*

0/15

0/18

0/6

0/15

INTERFERENCIA
%

N.H.**

N.H.

28

27

33

44

N.H.

SO

*: Infectividad determinada en ratón 1actante, n°de muertos/n°de
inoculados

**: N.H.: No Hecho
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Inducción de antígenos virales en 1a sugjínea VRJ-4

a.- Cocultivo con céíuías Vero

E1 tratamiento de los cultivos persistentemente infectados con inhibi

dores metabólicos o con céiuías sensibies permite recuperar virus activo en

aqueílos pasajes en que no hay liberación espontánea de] mismo.

Cuando cocultivos de céiuias VRJ-4 y Verc se procesan según 1a técnica

de inmunofiuorescencia, los resuitados que se obtienen indican un incremen

to significativo en e] %de céiuias con antígeno vira] de superficie (Cua

dro N° 22).

CUADRO N° 22

Inducción de antígeno de superficie en Ias céluias VRJ-4 por
cocuitivo con cé1u1as Vero

CULTIVOS CELULARES ANTIGENO FLUORESCENTE
CITOPLASMATICO SUPERFICIAL

% %

VRJ-4 p 10 19 3

VRJ-4 p 10 + Vero 22 14

VRJ-4 p 12 20 4

VRJ-4 p 12 + Vero 26 13

Los vaiores correspondientes a1 antígeno citopïasmático son 1igeramen

te superiores a los controies respectivos, aún Cuandoesto podría atribuir

se a] error de] método.



b.- Tratamiento con Actinomicina D

lll

Monocapasconfiuentes de células VRJ-4 p 13 fueron tratadas con 0,01,

1,0 y 1,5 ug de Act D/m] durante 3 hs ó 24 hs, según se describiera en Ma

teriales y Métodos; los resuitados obtenidos se presentan en e] Cuadro N° 23.

CUADRO N° 23

Inducción de antígeno de sugerficie mediante tratamiento con Act D

CONCENTRACION Act D

ug/m]

0,01

1,0
1,5

0

0,01
1,0
1,5

TIEMPO
hs

uuuw

24

24

24

24

ANTIGENO FLUORESCENTE
CITOPLASMATICO

Á

19

20

19

17

20

18

18

17

SUPERFICIAL
%

11

11

11

E1 agregado de distintas concentraciones de Act D a cultivos de la sub

línea VRJ-4 produce un incremento de] número de céïuias con antígeno viral

de superficie, sin modificar apreciablemente el %correspondiente a célu

Ias con antígeno citopïasmático. E1 tratamiento de 10s cultivos con 0,01

ug/m] de] inhibidor es efectivo únicamente cuando e] contacto se mantiene

durante 24 hs.
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c.- Tratamiento con cicloheximida

Se prepararon cultivos de la sublinea VRJ-4, los cuales una vez alcan

zada la confluencia fueron tratados con 50 y 100 ug/ml de la droga tal como

se describió en Materiales y Métodos. Los resultados que se obtuvieron se

presentan en el Cuadro N° 24.

CUADRO N° 24

Inducción de antígeno de superficie mediante tratamiento con
cicloheximida

CONCENTRACION TIEMPO ANTIGENO FLUORESCENTE
CICLOHEXIMIDA CITOPLASMATICO SUPERFICIAL

ug/ml hs % %

0 —— 19 4

50 2 21 10

100 2 19 13

0 —— 19 4

50 24 19 10

100 24 21 10

La presencia de cicloheximida durante 2 hs en el medio de cultivo, es

suficiente para inducir la síntesis del antígeno viral de superficie, sin mo

dificar la correspondiente al antígeno citoplasmático, cuyos valores se man

tienen dentro de los límites normales. Si el mismotratamiento se prolonga

hasta las 24 hs, no produce variaciones adicionales en el %de células fluo

rescentes.
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DISCUSION

El virus Junin produce en células Vero un efecto citopático que se ca

racteriza por la fonmación de acümulos de células redondeadas, que en los

días posteriores a la infección aumentan en número y tamaño y se desprenden

dejando áreas de lisis en la monocapa. Este efecto está directamente rela

cionado con las dosis de virus inoculadas. Sin embargo, cuando la multipli

cidad de infección supera las 0,2 UFP/cél la linealidad de la respuesta se

pierde a consecuencia de un fenómenode interferencia que se manifiesta cuan»

do se trabaja con concentraciones altas de virus. Por este motivo, la in

tensidad de la ACPproducida en cultivos infectados con multiplicidades de

0,2 a 20 UFP/cél es relativamente independiente de la dosis de virus admi

nistrada (Gráfico N° 1), ya sea que la titulación se haga por el método de

dilución al punto final o por formación de placas bajo agar. Un resultado

similar se obtiene si se grafica el dia de aparición de la ACPen función

de la concentración relativa de virus (Gráfico N° 2). La proporcionalidad

entre dosis y respuesta se presenta sólo para m.i. < 0,02 UFP/cél, cantida

des mayores de virus que deberian inducir un efecto citopático más temprano,

se comportan tal cual la multiplicidad de 0,2 UFP/cél. Es decir que la can

tidad efectiva de virus en el inóculo es inferior en 2 ó 3 unidades logarit

micas respecto de la concentración real.

Por otro lado, si observamos la evolución del efecto citopático en cul

tivos infectados con multiplicidades altas vemosque no sólo está retrasado

su comienzo sino también muy disminuida su intensidad, de tal forma que las

monocapas inoculadas con 20 UFP/cél y 2 UFP/cél se asemejan a un control
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normal (fotografias 1 y 2). Existe enLunces, en los stocks de virus prepa

rados "in vivo" e "in vitro". un factor que produce este fenómenode inter

ferencia y que es capaz de inhibir total ó parcialmente la actividad cito

litica del virus Junin.

Las curvas de crecimiento de este virus en células Vero y en cerebro

de ratón lactante también dependen de la m.i.. Si analizamos el Gráfico N°

4 y el Cuadro N° 5 vemos que cuanto más diluido está el inóculo, mayor es

el rendimiento viral. Esta relación se visualiza mejor en los Gráficos Ne 5

y 7 donde la eficiencia de multiplicación da una idea de la cantidad de vi

riones producidos por cada virus parental. La pendiente negativa de las rec

tas indica nuevamentela presencia de un factor interferente asociado a los

stocks de virus, con la particularidad de que en este caso la inhibición se

produce a nivel de la multiplicación viral. Se descarta que el mecanismode

interferencia sea mediado por interferón puesto que las células Vero no lo

producen (152).

Las pendientes de estas rectas tienen valores de 0,55 y 0,65 respecti

vamente, lo cual indica que una disminución en la multiplicidad de infección

se refleja en una mayoreficiencia de multiplicación del virus en el ratón

que en cultivo de tejidos, y viceversa.

El comportamiento de ratones lactantes inoculados con dosis elevadas

de virus Junin (Gráfico N° 6) también es irregular; vemos que con 2,2 x 105

DL50si bien muere el 100%de los animales, lo hace en forma retrasada res

pecto de las otras concentraciones. El %acumulativo de mortalidad en este

caso muestra una evolución intermedia a la correspondiente a inóculos de

2,2 x 102 y 2,2 x 101 DLso, es decir que los ratones que recibieron
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2,2 x 105 DLSO mueren como si hubieran sido inoculados con aproximadamen

te 100 DLso ; esto equivale a una reducción de la cantidad original de vi

rus de 2 x 103 veces. Este fenómenode interferencia está directamente re

lacionado con la concentración de virus administrada a los ratones, ya que

por dilución el efecto se revierte y las curvas de mortalidad correspondien

tes muestran el ordenamiento lógico.

Este fenómeno de interferencia es conocido empiricamente desde hace unos

cuantos años no sólo para el virus Junin (145) sino también para otros miem

bros del grupo Arena (153). Asi por ejemplo, el virus LCMpresenta una baja

eficiencia en la formación de centros infecciosos cuando se utilizan multi

plicidades elevadas (153). Sin embargo, Nelsh y Pfau (11) demostraron que a

altas m.i. la eficiencia de un stock de LCMpara formar centros infecciosos

depende no tanto del titulo del virus, sino del momentoen que éste se cose

cha. Los mejores resultadosse obtienen con stocks de virus preparados en una

etapa temprana de la infección, antes que se alcance el titulo máximo.

A causa de esa interferencia con la actividad citolitica del virus LCM

y la baja eficiencia de los stocks para formar centros infecciosos, estos

autores (11) estudiaron el crecimiento de LCMen función de la multiplici

dad de infección. Las curvas de crecimiento exhibian el clásico fenómeno de

Von Magnusy los valores máximos de infectividad se obtenian cuando los

stocks virales se diluian previamente a la infección. En esos stocks se de

tectó la presencia de un componenteinterferente que inhibia la capacidad

de formar centros infecciosos, la actividad citolitica en células L y la

sintesis de virus en medio liquido.

La actividad interferente se enCuentra también con cierta frecuencia
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asociada a sobrenadantes de lineas ce1u1ares persistentemente infectadas (6).

Durante e] trabajo de tesis se trató de estabiecer 1a frecuencia de

aparición de dicha interferencia en varias sublineas, comoasi también en

distintos pasajes de cada una de ellas.

En general, se observa (Cuadros N° 6, 7, 8 y 13) que aïgunos sobrena

dantes de VRJ-l, VRJ-2 y VRJ-3 son capaces de inhibir 1a ACPo ias piacas

producidas por e] virus Junin. Esta inhibición es de] orden de] 100%(fren

te a 80-100 UFP)en ios primeros pasajes, observándose 1uego una disminución

en e] 5° y e] 6°, coincidentemente con 1a aparición de virus infectante. E1

análisis de 1a subïinea VRJ-3, que por su duración permitió un estudio más

riguroso, indica que 1a actividad interferente aparece en forma esporádica

con valores máximosen sus comienzos y en pasajes intermedios (67° y 79°),

coincidiendo en aïgunos casos con 1a detección de virus estándar (VRJ-3p3).

Los sobrenadantes VRJ-3p67 y VRJ-3p79 se ensayaron además frente a 20 DL50

de virus Junin en ratones lactantes. Ambosfueron capaces de disminuir e]

%de mortaïidad de estos animaies y retrasar e] dia promedio de muerte (Grá

ficos N° 9 y 10).

Caracteristicas de 1a actividad interferente

Para caracterizar 1a actividad interferente detectada en los stocks de

virus y en subiineas persistentemente infectadas se recurrió a aïgunos so

brenadantes de estas sub1ineas, como ser e] VRJ-3p79 y e] VRJ-4p26 cuyo po

der inhibitorio y faïta de patogenicidad ya habian sido comprobados. En nin

gún caso se uti1izaron stocks virales debido a 1a imposibiiidad de eiiminar

Ias particuias infectantes presentes en 1a suspensión que podrían aiterar
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los resultados obtenidos.

La actividad interferente fue neutralizada por inmunosueroanti-Junin

y resultó sensible a solventes de lipidos, lo cual indica que comparte an

tígenos con el virus estándar y que posee componentes lipoproteicos cuya in

tegridad es esencial para que se manifieste dicha actividad.

Las caracteristicas de sedimentación y filtración indicaron que la in

terferencia está asociada a elementos particulados de naturaleza semejante

al virus; sin embargo, a diferencia de éste, no es patógeno para rat0nes

lactantes, ni citolitico para cultivos de células Vero. Es decir que el agen

te responsable del fenómenode interferencia seria unaparticula de virus,

sin capacidad infectiva para los huéspedes ensayados, con propiedades fisi

cas y químicas similares al virión estándar y ligeramente más estable al ca

lentamiento.

El Cuadro N° 25 resume las caracteristicas principales de las particu

las interferentes del virus Junin.

Se pueden proponer dos hipótesis acerca de la naturaleza de estas par

ticulas:

1) Las particulas interferentes carecen de potencial replicativo y

sólo lo hacen en presencia de un virus "helper". En ausencia de éste, son

incapaces de completar su ciclo de crecimiento y la infección aborta.

2) Las particulas interferentes son variantes de crecimiento lento,

dificiles de detectar, pero capaces de multiplicar e interferir con la re

plicación del virus estándar.

Conrespecto a la primer hipótesis, existen numerosos sistemas virus

célula huésped (6) en los cuales se han encontrado particulas defectivas
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CUADRO N” 25

INTERFERENTE Y EL ESTANDAR
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PROPIEDADES PARTICULA VIRUS

INTERFERENTE ESTANDAR

NEUTRALIZABLE POR I.S. ANTIJUNIN SI SI

FILTRACION POR 50 nm DE DIAMETRO RETENIDO RETENIDO

SENSIBILIDAD A LA TEMPERATURA :

37°”, 1 h ESTABLE ESTABLE

56°C, 1 h PARCIALMENTE SENSIBLE SENSIBLE

SENSIBILIDAD A LA LUZ UV ESTABLE SENSIBLE

CAPACIDAD INTERFERENTE Sl NO

SENSIBILIDAD A SOLVENTES DE

LIPIDOS SI SI

POTENCIAL CITOLITICO N0 TIENE SI

PATOGENICIDAD PARA RATON

LACTANTE N0 TIENE Si

POTENCIAL REPLICATIVO ? SI
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involucradas en la infección primaria y/o persistente. Las variaciones ci

clicas y desfasadas de los titulos del virus estándar y de la actividad in

terferente en los dias posteriores a la infección o luego de pasajes con

centrados del virus indican una mutua dependencia entre ambos, que en el

caso de la partícula defectiva se relaciona con la función "helper" pro

vista por el virus parental y sin la cual aquélla no puede persistir.

La familia Arenaviridae. a la cual pertenece el virus Junin, presenta

varios ejemplos de producción de particulas defectivas (12)(38)(60), de las

cuales, las más estudiadas son probablemente las de LCM;en el Cuadro N° 2

(INTRODUCCION)se han esquematizado sus propiedades más imp0rtantes.

Existe bastante similitud con las caracteristicas presentadas en el

Cuadro N° 25 para el virus Junin, lo cual permite Suponer que también este

virus genera particulas interferentes defectivas.

No se dispone sin embargo, de datos concluyentes acerca del potencial

replicativo de estas partiCulas. Se sabe que la actividad interferente au

menta en función del tiempo tranSCurrido luego de la inoculación de células

Vero o ratones lactantes con sobrenadantes de lineas persistentemente infec

tadas (Gráfico N° 15, Cuadro N° 13). Este incremento podria explicarse ya

sea p0rque las particulas interferentes son capaces de replicar en forma

autónomadel virión estándar, o porquelos sobrenadantes ensayados contienen

una pequeña cantidad de virus parental. cuya replicación es suficiente pa

ra originar el incremento observado, pero su infectividad reSulta enmasca

rada p0r la actividad interferente de las particulas en estudio. Aunque

nuestra metodologia no nos permite detectar niveles bajos de virus estándar,

el conjunto de los reSultados obtenidos sugiere que la primer hipótesis se
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ria la correcta.

La segunda se debe tener en consideración al analizar el fenómeno de

persistencia viral puesto que existen datos en la bibliografia acerca de

una variante del Arenavirus LCM,decrecimiento lento (154). Esta varian

te, que se detectó en pequeñas cantidades en células L persistentemente

infectadas, estaba siempre asociada a cultivos no productores de virus in

feccioso que presentaban inmunofluorescencia especifica positiva, y era

capaz de inmunizar ratones y cobayos contra la cepa salvaje de LCM.

Las conclusiones de Hotchin (154) fueron posteriormente confirmadas y

extendidas por Lehmann-Grubey col. (155). Según estos autores, el cultivo

prolongado de células infectadas ejerceria una presión selectiva favore

ciendo la multiplicación del virus que menos daño provoque a la célula hués

ped. En general, estas Variantes que se seleccionan conservan toda su pato

genicidad cuando se inoculan en ratones adultos. En algunos casos, sin em

bargo, la pérdida del potencial citolitico para las células va acompañada

por una reducción de la patogenicidad "in vivo“. Comoestas variantes "ate

nuadas" también interfieren con la multiplicación del virus estándar pueden

ser consideradas erróneamente comoparticulas defectivas interferentes.

Recientemente, Jacobson y col. (160) comunicaron el aislamiento de una

variante de LCMno citopática, dificil de detectar ya que sólo plaquea en

células MDBK,pero con capacidad replicativa. Esta partícula viral no se en

cuentra en los stocks del virus estándar, sino que emerge de cultivos celu

lares persistentemente infectados. La propiedad más interesante que posee

es la resistencia a la inhibición por particulas DI lo cual le permite mul

tiplicar aün en su presencia.
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Desconocemossi en las sublineas de células Vero persistentemente in

fectadas con virus Junin se sintetiza esta variante de crecimiento lento,

ya que sólo se han detectado mutantes tS que se seleccionan espontáneamen

te (140).

En base a los resultados obtenidos podemos concluir entonces que el

virus Junin genera particulas interferentes durante la infección primaria

tanto "in vivo“ como"in vitro", motivo por el cual se las detecta en stocks

preparados en cerebro de ratón o en células Vero, o asociadas a sublineas

persistentemente infectadas.

Inducción de particulas interferentes

La presencia de estas particulas en cultivos o roedores infectados

con virus Junin nos indujo a buscar las condiciones experimentales que fa

vorecieran su sintesis en detrimento del virus estándar. A tal fin se ini

ciaron pasajes de virus en cultivos celulares y en ratones lactantes a al

ta multiplicidad de infección. Esta técnica es utilizada habitualmente pa

ra inducir particulas DI y se la conoce desde hace muchos años, ya que es

la que originó el clásico fenómeno de Von Magnus (5).

Los resultados obtenidos en el sistema Junin-células Vero (Gráfico N“

17) indican que estas particulas emergen con suma facilidad y se pueden de

tectar a partir del 3er pasaje. Sin embargo, comolos stocks concentrados

se prepararon al 3er dia p.i., que regularmente coincide con el máximode

infectividad viral pero no necesariamente con el de interferencia, ésta se
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podria haber detectado antes modificando e] tiempo de cosecha. Asi por ejem

pio, en e] caso de] virus de Infiuenza (156) 1a progenie producida es dis

tinta según e] momento en que se cosecha e] virus, de ta] forma que iuego

de 5 pasajes cada 8 hs 1a infectividad se pierde totaïmente, mientras que

en ios pasajes hechos cada 16 o 24 hs, 1a evoiución de 1a infectividad y

de la reiación I/UHA(Infectividad/Unidades hemoagiutinantes ) ocurre en

forma ciciica.

Existen otros factores, además de] tiempo en que se cosecha e] virus,

que condicionan la aparición y/o enriquecimiento de particulas interferen

tes durante una infección. Unode eiios es e] sistema celuiar utiiizado pa

ra propagar e] virus. Los gráficos Nos. 18 y 19 muestran, comparativamente

con e] N° 17, ias modificaciones producidas en 1a infectividad e interfe

rencia a] cambiar de céiula huésped. E1 efecto más notabie se observa con

las Vero U (Gráfico N° 19), ias cuaïes a] no generar particuias interferen

tes, permiten un incremento de] tituio de virus de 3 unid. 109.,1uego de 3

pasajes concentrados.

E1 papel de 1a céïula huésped en 1a expresión de 1a interferencia me

diada por particuias ya ha sido comentado en 1a INTRODUCCION(pág 6) y se

sabe que no sóio condiciona 1a manifestación de 1a actividad interferente,

sino también 1a génesis de estas particuias.

Otro de los factOres estudiados por su participación en e] fenómeno de

interferencia se relaciona con e] stock de virus utiiizado para iniciar los

pasajes concentrados.

Lehmann-Grube y coiaboradores demostraron que, en e] caso de LCM,1a

historia previa de] virus modificaba su comportamiento "in vitro", pero no
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alguna de sus propiedades comoser, e] estabiecimiento de infecciones per

sistentes en ratones recién nacidos.

Los resuitados que se obtienen cuando ios pasajes se inician con un

stock de virus Junin preparado en céluias Vero (Gráfico N° 20) indican que

las particuias interferentes se generan muchomás rápidamente (se detectan

en e] 1er pasaje) y su efecto se manifiesta más temprano (en el 2° pasaje

desaparece e] virus) que cuando e] virus parental proviene de cerebro de

ratón 1actante (Gráfico N° 17).

Esto explica ias dificuitades que se tienen en e] 1aboratorio cada ve¿

que se intenta obtener una suspensión de virus con altos tituios infecti

vos a partir de cuitivos ceiuiares.

Los vaiores de interferencia se estabiiizan en aproximadamente un 50%

durante 4 pasajes sucesivos en ios cuales e] virus desaparece comoparticu

Ia infecciosa. En el pasaje N°7 hay una pérdida brusca de actividad inter

ferente, 10 cua] podria ser consecuencia de:

a) una modificación en ias condiciones metabóiicas de 1a céiula hués

ped que favoreceria la expresión de] virus parenta],

b) una disminución excesiva de 1a cantidad de viriones estándar duran

te ]os pasajes anteriores, que resuitaria in5uficiente para mante

ner 1a repiicación de ias particuias interferentes.

E1 Gráfico N° 20 muestra que iaconcentración de virus en el stock TS

es sumamentebaja, io cua] estaria de acuerdo con 1a 2° proposición; sin em

bargo, no nos parece que ambas hipótesis sean exciuyentes.

Undato adiciona] acerca de 1a importancia de] stock de virus utilizado

sobre 1a posterior evolución de ia infección 10 proporciona e] trabajo de
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Avila y Coto (161) en el cual únicamente se recupera el 100%de los culti»

vos infectados cuandoel inóculo es rico en particulas interferentes.

Las particulas generadas durante la etapa primaria de la infección son

semejantes, en sus propiedades fisicoquimicas y biológicas, a las provenien

tes de cultivos persistentemente infectados. Unresultado que llama la aten

ción , a pesar de existir antecedentes con otros virus, es la resistencia de

la actividad interferente a la irradiación con luz UV.En general, la mayoría

de las DI resultan sensibles a este tratamiento (6) lo cual indica que se ne

cesita un genomafuncional para que la interferencia se produzca. La resis

tencia observada en nuestro caso, y también con LCM(117 y Parana (60), pa

rece ser una caracteristica comúnde las particulas interferentes de los Are

navirus, lo cuál sugiere que en esta familia el mecanismoresponsable de la

interferencia es diferente y exclusivo.

El Gráfico N° 22 muestra que el momentode la multiplicación del virus

Junin sensible a las particulas interferentes es posterior a la adsorción y

penetración, ya que la interferencia se mantiene aún cuando las particulas

se agreguen 2 ó 3 hs después que el virión estándar. Sin embargo, debe pro

ducirse en una etapa temprana del ciclo, posiblemente antes o durante la re

plicación del ARNviral, puesto que en la 4ta h p.i. comienza a disminuir.

Esta caida gradual de la actividad interferente entre la 4ta y 6ta hora p.i.

puede atribuirse a la falta de sincronización de los cultivos en el momento

de la infección.

Pfau y col. encontraron resultados similares con los virus LCM(12) y

Parana (60).
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Cuando se somete el virus Junin a pasajes concentrados en cerebro de

ratón lactante (Gráfico N° 23) se observa una pérdida progresiva de infec

tividad con alternativas ciclicas, de tal forma que luego de 10 pasajes se

recupera sólo el 0,2%del titulo inicial de virus. En ese intervalo se pro

ducen dos ciclos de actividad interferente con valores máximosde 40%y

58%.

A diferencia de lo que ocurre en cultivo de tejidos (Gráfico No 17)

donde hay pasajes en que la infectividad se negativiza y la interferencia

llega hasta un 80%,enel ratón lactante la oscilación de los parámetros con

siderados es menosacentuada; a pesar de ello, esta detección de particulas

interferentes tiene singular importancia dado que son escasos los sistemas

"in vivo" en los que se ha observado la producción de dichas particulas.

Existen evidencias experimentales proporcionadas por PopeSCuy Lehmann-Grube

(66) acerca de la génesis y funcionamiento de las particulas DI en ratones

inoculados con LCM.Por su parte, Pfau (157), analizando los factores invo

lucrados en la iniciación y mantenimiento de las infecciones crónicas en

la naturaleza y con especial referencia al grupo de los Arenavirus, conclu

yó que las particulas interferentes debian ser de fundamental importancia

al comienzo de la infección por su capacidad de proteger a la célula infec

tada de la actividad citolitica del virus estándar.

Interrelación entregparticulas infectantes e interferentes durante
la infección primaria

Al estudiar la aparición de estas particulas durante el crecimiento

del virus Junin en ratones lactantes (Cuadro N° 18), se observa que utili
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zando inóculos concentrados los titulos obtenidos son inferiores en aproxi

madamente2 unid.log. respecto de los originados por concentraciones bajas

de virus (Gráfico N° 23). Estas diferencias se pueden atribuir a la apari

ción de actividad interferente a partir del 7° dia p.i., y a su posterior

incremento en el dia 10° p.i., motivo por el cual los titulos máximos, en

estas condiciones experimentales, se obtienen al 5° dia p.i. cuando todavia

las particulas interferentes no se detectan.

Cuando ese mismo estudio se hace en células Vero (Gráfico N° 24) se

observa que el máximode actividad interferente se alcanza dos dias después

que el de infectividad, en forma similar a lo que ocurre "in vivo".

En ambossistemas entonces, las particulas interferentes aparecen en

el momentoen que el virus comienza a multiplicar activamente y su efecto

se visualiza mejor cuando la concentración de ambas particulas es alta, es

decir,cuando hay mayor probabilidad de que dos de ellas infecten una misma

célula.

El gráfico N° 26 (A y B) muestra el efecto que produce el agregado de

distintas concentraciones de particulas interferentes a un cultivo celular

infectado con virus Junin.

La evolución de la infectividad es similar en los tres casos (Control,

T1 y T3 ), presentando un titulo máximoal 3er dia p.i.. Sin embargo, se

observan diferencias significativas entre los valores de infectividad co

rrespondientes a cada dia, de tal forma que cuando la infección se inicia

en presencia de un % bajo de PI (1 %) el efecto inhibitorio mayor se obser

ba en el momentode máximaproducción viral (3er dia p.i.); esta inhibición

es relativamente pobre (20%)ya que los titulos del control y del infectado
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en presencia de T1 son de 2,0 x 10S UFP/mi y 1,6 x 105 UFP/m]. La interfe

rencia desaparece en ios dias subsiguientes, 10 cua] indica que si bien ia

cantidad de particuias interferentes es suficiente para que se detecte su

actividad sobre 1a muitipiicación de] virus, no 10 es para que se produzca

su ampïificación posterior.

Si e] inóculo contiene en cambio una proporción mayor de PI (50%) 1a

interferencia con 1a repiicación de] virus es máximaen ias primeras 24 hs

de] cicio, de ta] forma que su titulo en 1a coinfección con T3 (3,0 x 103

UFP/mi) es tan 5010 1a mitad de] contro] correspondiente (6,0 x 103 UFP/ml).

En este caso además, e] efecto inhibitorio se mantiene por más tiempo ya que

a1 7° dia p.i. es de un 27%.

E1 mismo experimento hecho con T1 y T3 se repitió con T5 (50% de inter

ferencia) observándose que 1a evoiución e intensidad de 1a inhibición que se

producía eran exactamente iguales a ias ocasionadas por T3 Es decir que

una concentración de PI equivaientes a un 50%de actividad es apropiada pa

ra moderar 1a muitipiicación de] virus Junin y a1 mismo tiempo persistir en

cantidades detectabies hasta por 10 menos e] 7° dia p.i.

Los resultados obtenidos con T1 , T3 y T5 indican que 1a muitipïicación

de] virus Junin en presencia de cantidades variabies de particulas interfe

rentes resuïta inhibida en proporción directa a 1a concentración de dichas

particulas en e] inócuio.

Reiación entre particulas infectivas e interferentes en
1a etapa de persistencia vira]

En un cultivo persistentemente infectado 1a relación que existe entre

particuias infecciosas e interferentes es sumamentecompleja.
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No se puede dejar de considerar además, cuando se estudia el estadio

de persistencia del virus Junin en células Vero, la presencia de mutantes

termosensibles (140) que se seleccionan espontáneamente en estos cultivos

Este es un hecho observado reiteradamente, con la particularidad de que esas

ts, que son termolábiles, llegan a convertirse en la población predominan

te en las sublineas persistentemente infectadas.

Aunqueen las sublineas estudiadas durante el desarrollo de esta tesis

no se investigó la presencia de ts, todas ellas fueron malas productoras de

virus (Cuadro N° 3), a diferencia de los cultivos en los cuales se detecta

ron aquéllas y que mostraban una evolución cíclica de la infectividad.

Asi por ejemplo, la VRJ-3 liberó particulas infecciosas en los prime

ros pasajes y luego alternadamente del 75° en adelante (Cuadro N° 9) en mo

mentos en que también se producían particulas interferentes en pasajes cer

canos.

Se puede suponer que estos dos tipos de particulas junto con otros no

considerados en estos experimentos, y algün(os) factor(es) especifico(s) de

la célula huésped establecerian inicialmente una relación de dependencia mu

tua cuyo resultado seria la infección persistente del cultivo. La libera

ción espontánea y esporádica de particulas infecciosas o interferentes en

un estadio tardio de la sublïnea indicaria una perturbación del equilibrio

antes mencionado provocado por alteraciones del metabolismo celular o modi

ficaciones en las condiciones Culturales.

Algo similar debe ocurrir en la sublinea VRJ-4 a pesar de mostrar un

comportamiento diferente. En efecto, en ninguno de sus pasajes se detecta

virus infectante y todos ellos presentan niveles bajos de interferencia
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(14% a 30%), de ta] modo que ei origen de 1a relación estable entre ambos

parámetros seria anterior a1 inicio de 1a subiinea, es decir, habria surgiu

do a posteriori de 1a infección primaria,durante la recuperación de] cuiti

vo.

Sin embargo, una modificación de] metaboïismo ceiuiar de ias dos sub

]ineas mediante e] empieo de inhibidores tales comoAct D o cicioheximida,

o e] agregado de céiuias sensibïes, provoca 1a iiberación de particuias in

fecciosas o interferentes (Cuadros N° 20 y 21) corroborando,en cierta medi

da, 1a hipótesis pianteada en párrafos anteriores. Este desequilibrio, que

tiene comoconsecuencia 1a producción de particuïas de una ciase u otra, se

detecta también por medio de 1a reacción de inmunofiuorescencia. En los

cuadros N° 22, 23 y 24 se observa que e] tratamiento de 1a sublinea VRJ-4

con céiuias sensibies, Act D ó cicioheximida produce un incremento de] an

tígeno de superficie sin modificar e] citopiasmático, lo cua] parece indi—

car que e] aumento de aqué] ocurre en e] %de céiuias que presentan fiuo

rescencia en e] citopiasma. En estas céiuias 1a replicación de] virus es

taria bioqueada por aïgün factor de origen celuïar que en presencia de Act

D o cicloheximida no se sintetiza, permitiendo asi que se cómpiete e1 ciclo

de muitipiicación de] virus ó de 1a particuïa interferente.

E1 hecho de que 1a inducCión se produzca utiiizando'inhibidores de 1a

sintesis de macromoiéculas indica que en 1a céiuia persistentemente infecta

da 1a información genética vira] está presente en Su totaiidad; que ei pro

ducto de 1a inducción sean particulas de virus o interferentes depende pro

bablemente de otro tipo de mecanismoy de las concentraciones re1ativas de

ambas en 1a subiinea.
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Ei pape] de 1a céiuia huésped durante 1a muitipiicación de un virus es

suficientemente conocido, y su reiación con la génesis y expresión de 1a in

terferencia ya fue comentado en 1a INTRODUCCION,sin embargo, existen evi

dencias adicionaies sobre su participación en ei mantenimiento de ia persis

tencia virai. Tai es ei caso de células BGMpersistentemente infectadas con

Sarampión (158) o céiuias de conjuntiva con virus de ias Paperas (75)(159)

ias cuaies a1 ser tratadas con inhibidores metabólicos responden iiberando

particuias infectantes y/o hemoagiutininas virales, sugiriendo que e] mante

nimiento de 1a persistencia está vinculado estrechamente a la expresión de

funciones ceiuiares.

Las evidencias obtenidas durante este trabajo de tesis acerca de 1a in

terferencia observada tanto "in vivo" comoÚin vitro" nos permiten afirmar

que ésta es producida por particulas que se sintetizan en céiulas Vero o

ratones 1actantes durante 1a etapa primaria de 1a infección con virus Junin,

o que emergen de cuitivos persistentemente infectados con este virus.

La importancia de ias particuias interferentes reside en sus propieda

des moderadoras de ia repiicación y de ia acción citopatogénica de] virus,

las cuaies permiten ei estabiecimiento de infecciones persistentes "in vi

tro".

Si consideramos que además han sido detectadas en ratones iactantes y

que es justamente un roedor, ei Caiomysmuscuiinus, e] reservorio de] vi

rus Junin en 1a naturaieza, se podria pensar que ias particuias interferen

tes estarán involucradas también en 1a infección crónica de este huésped.
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RESUMEN

El virus Junin genera, en ratones lactantes y en cultivos de células

Vero, particulas capaces de inhibir su actividad citolitica y citopatogéniá

ca, comoasi también su multiplicación "in vivo" e "in vitro“.

Estas particulas se encuentran presentes en los stocks de virus y en

cultivos persistentemente infectados, y se las puede inducir mediante pasa

jes concentrados ya sea en ratón o en células Vero.

En este último huésped se obtienen los valores más altos de interferen

cia, aunque su proporción varia significativamente según la linea celular

que se emplee y la procedencia del inóculo.

Entre sus propiedades más importantes están las de ser neutralizables

por inmunosueroanti-Junin, sensibles a solventes de lípidos y a temperatu

ras superiores a 50°C, estables a la radiación UVy al calentamiento a 37°C,

tener un tamaño mayor o igual a 50 mu de diámetro y una velocidad de sedi

mentación similar a la del virus estándar.

La interferencia que exhiben sobre la multiplicación del virus parental

se produce en una etapa temprana del ciclo de crecimiento (dentro de las

primeras 4 hs p.i.) y sólo se expresa con virus homoy heterotipicos. pero

no heterólogos.

El comportamientobiológico más significativo de las particulas inter

ferentes consiste en moderar la replicación del virus estándar, protegien

do las células infectadas de su efecto citolitico, y prolongando el tiempo

de sobrevida del ratón lactante. Cuando en ambos huéspedes se incrementa el

intervalo entre la inoculación de PI y virus estándar se observa un aumento
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de] efecto inhibitorio,ya sea porque disminuye la mortalidad de] ratón en

un 50%,o anuia por completo e] efecto citopático en los cultivos infecta

dos.

La presencia espontánea y habitua] de estas particulas en 1as infeccior

nes causadas por e] virus Junin sugiere que ellas formarian parte de 1a es

trategia utiïizada por e] virus para repïicar y persistir en e] huésped in

fectado.
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