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0 B J E T I V 0 S

La obtención natural o artificial de mutantes es una propiedad c2
múna todos los virus. Estas mutantes se pueden caracterizar por

su sensibilidad a la tenperntura, por su patogenicidad en diferen
tes animales, por su especificidad hacia un determinado huésped,
ete.. Cepasatenuadas aisladas en distintos sistemas virales han

sido utilizadas comoagentes vacunantes con resultados muyalentg
dores. Actualmente, se están empleando en Venezuela cepas de virus

de la fiebre aftosa atenuadas para bovinos en la producción de v3
cunas. Estas cepas han sido utilizadas teniendo en cuenta su bajo
grado de patogenicidad y alta calidad inmunogénica. Sin embargo,
el criterio por el cual fueron seleccionadas es altamente empíri
co ya que se conoce muy poco acerca del mecanismo de atenuación.

Principalmente, habian sido estudiadas en cuanto a sus caracterig
ticas biológicas de multiplicación respecto de las cepas virulen
tas.

En base a lo previamente expuesto, se plantearon los siguientes og
jetivos para este tema de tesis:

1°) El estudio de los factores celulares y/o virales que
influyen en el mecanismode atenuación.

2°) [As caracteristicas inhibitorias de la multiplicación
del virus salvaje por las cepas atenuadas.

Estos objetivos fueron enfocados a traves de tres puntos principa
les:

- Caracterización biológica del virus atenuado (infec
ciosidad, ciclo de multiplicación, etc.).

- Caracterización de la interferencia por cl virus atg
nuado en la multiplicación del virus salvaje.

- Caracterización fisiquuímiea del virus atenuado y
de sus componentes (coeficiente de sedimentación,
densidad, análisis de su genoma).
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T.— INTRODUCCION

I.l.- FIEBRE AFTOSA

].l.l.- Introducción

La fiebre aftosa es una enfermedad vesicular de origen viral altamen
te contagiosa para todos los animales de pezuña hendida.

E] problema de esta enfermedad es de caracter.mundial puesto que a
fecta a la población animal de una gran parte dc la superficie te

rrestre. Debidoa la extraordinaria facilidad de prOpagacióndel vi
rus, ninguna zona puede, en principio, considerarse a salvo. Cierta
mente, 1a enfermedad no es una de las de mayor mortalidad pero se

considera que reduce en un 25%aproximadamente la productividad de

los animales y, por lo tanto, ocupa un lugar importante en la lista
dc enfermedades que la industria pecuaria desearia ver eliminada(22).

En 1514 Fracastorius describió las caracteristicas de un brote de g
na enfermedad en bovinos, las cuales coincidían con las descriptas

actualmente para la fiebre aftosa. Los animales rehusaban alimenta!
se y el interior de sus bocas se encontraba enrojecido y con peque
ñas vesículas que, posteriormente, descendieron a las patas. La ma
yoria de los animales que mostraron tales sintomas se recuperaron.

Se pensó que el contagio, difundido desde la provincia de Friaul ha
cia el distrito de Eugancany posteriormente hasta Verona, fue dise
minado principalmente por el aire, aunque otros medios tales como
el agua y fangales no fueron excluidos (9). Comopuede apreciarse,
esta descripción hecha hace mas de 400 años en latín tiene una sor

prendente semejanza con las descriptas actualmenüapara esta enfermg
dad.

Sin embargo, no fue hasta 1897 en que Loeffler y Frosch lograron de
mostrar que la fiebre aftosa era causada por un agente filtrable, o
sea, tenía un origen viral (9).

La enfermedad afecta principalmente a los animales biungulados, al
gunos de los cuales son muyimportantes para el hombre, tales como
bovinos, porcinos, ovinos y caprinos. Su elevada infecciosidad para



determinadas CSpCCiCS,la facilidad con la.cual el virus se disemi
na, su amplia distribución y la pluralidad de scrotipos constituyen
algunas de las características que dificultan el control de la fie
bre aftosa (34).

I.l.2.- Distribución ggggráfica

I.l.2.1.— Zonascpizoóticas

En vastas regiones de Asia, Africa e incluso algunas de América del

Sur, la enfermedad continúa propagándose. En dichas zonas se mantig
ne a un nivel constante, con algunos periodos de mayor incidencia.
Esta situación refleja la acción recíproca entre el virus, conssus
distintos cambios, y la inmunidad variable del ganado.

Una cpizootia extensa debida a un tipo de virus determinado suele

ir seguida de un periodo en que la aparición de ese tipo no es fre
cuente en la zona en cuestión (22) y la incidencia de la enfermedad

vuelve a un nivel bajo. Cuandono ha habido infecciones recientes,

el nivel de anticuerpos cn los animales susceptibles puede ser redg
cido, si bien mas adelante en la rcinfección, puede obtenerse una

respuesta secundaria con desarrollo rápido de anticuerpos. La situa
ción de equilibrio entre el virus y las eSpecies susceptibles se
mantiene en tanto no intervengan factores externos (22). Un nuevo

tipo de virus o nuev0s huéspedes alteran cl equilibrio y la viruleg
cia de la enfermedad se pone de manifiesto.

En Africa se ha puesto eSpccial atención al problema planteado por
los animales salvajes de pezuña hendida comoreservorios naturales
del virus. Se ha tratado de estimar el valor de anticuerpos en es
tos animales comoprueba de infección, observándose que los titulos
mas altos corresponden al búfalo.

En los lugares de mayor explotación agricola, tales comovarios paá
ses europeos, vastas zonas de América del Sur y en sectores muyre
ducidos de Africa y Asia, se precura disminuir la propagación de la

enfermedad. Las medidas que limitan el movimiento de los animales y
productos pecuarios reducen la prOpagación y con ello la aparición
de nuevos brotes se reduce snsiblcmente. En las zonas vacunadas, la

propagación epizoótica grave suele relacionarse con la aparición de



un nuevo tipo o subtipo. En esas zonas 1a incidencia de la enferme
dad plantea un verdadero problema, ya que las lesiones son graves y
las complicaciones secundarias que causan son muyperjudiciales pa
ra la productividad.

I.l.2.2.- Zonasmarginales

Son aquéllas en las que la enfermedad queda eliminada por periodos

relativamente largos. El control en esas regiones se realiza mediag
te el sacrificio de las reses que muestran los sintomas de la enfeg
medad(rifle sanitario). La aparición de nuevos brotes ocurre funda
mentalmente por la importación de animales provenientes de zonas dog
de la enfermedad es endémica, por lo que no es necesaria la proximi
dad geográfica con las regiones infectadas.

Los paises escandinavos, el Reino Unido, los Estados Unidos y los

paises de AméricaCentral se encuentran dentro de esta categoria.

I.l.2.3.- Zonaslibres

Las zonas que se hallan libres de la fiebre aftosa disfrutan de esa
u o I o o o I o o Icondicion gra01as al aislamiento geografico y se mantienen aSi por

medio de estrictas medidas de control tales comola cuarentena y

restricciones a la importación. Australia y Japón estan libres de es
ta enfermedad desde hace muchos años o, como en el caso de Nueva Ze

landia, nunca la ha sufrido.

I.l.3.- Consideraciones económicas

En todos los paises donde ha existido fiebre aftosa, la enfermedad
interfirió con el comercio de importación y exportación de animales
y de productos de origen animal. La entrada a los países libres de

fiebre aftosa de productos provenientes de áreas enzoóticas está 52
metido a prohibiciones o a severas restricciones, medidas que inflg
yen notablemente en el precio de los mismos.

Debidoa la interferencia de la fiebre aftosa en el comercio inter
nacional, frecuentemente la enfermedad fue considerada una enfermo
dad politica. Sin embargo, los problemas resultantes del control de
la fiebre aftosa son tan politicos comoreales. Apesar del interés



público por la enfermedad-el cual tiene una larga historia- y de
las medidas de cuarentena aplicadas por muchospaises en todo el
mundo,el control efectivo esta todavia lejos de ser alcanzado é34).

I.l.4.- Huéspedes(34)

Mientras que la infección natural se limita a animales de pezuña
hendida, domésticos y salvajes, experimentalmente se puede propagar
el virus a otras especies que incluyen perros, gatos, gallinas, ra
tas, ratones, conejos y cobayos.

La enfermedad existe en una amplia gamade animales salvajes tales
comociervos, antílopes, jabalies y búfalos. Durante una epizootia
cualquiera de ellos puede constituirse en una amenazapara el con

trol de la infección.

El hombre raramente es afectado, por lo que la enfermedad no se con
sidera un problema de salud pública.

I.1.5.- Patobiologia de la enfermedad

I.l.5.l.- Ubicación del virus en la naturaleza

El virus puede ser hallado en los animales infectados en la saliva

(99), las heces (30), la leche (30,9l,ll7), los mocosvaginal y urg
tral (48,30) y en el semen (45). Durante el periodo critico de 1a
enfermedad aumenta la cantidad de virus en dichas áreas (141,173),
detectándose además en orina (48), el contenido nasal (173) y en el
epitelio y liquido de vesícula.

Si bien el virus puede utilizar múltiples vias de infección, se acep
ta que la puerta de entrada principal es el tracto respiratorio. La
multiplicación del virus en esta zona fue demostrada luego de vapo
rizar por via intranasal suspensiones de virus en animales suscepti
bles inmunizados y hasta recuperados (118). Unavez establecida la
viremia, el virus es transportado por la sangre hasta puntos de su
predilección, comola lengua y la cavidad bucal, las patas y cual
quier órgano o área del cuerpo en la cual puede multiplicarzmúsculo
cardiaco (149), páncreas (13), glándula pituitaria (172), riñones,
glándulas mamarias (31), pilares del rumeny piel (34).



Experimentalmente, el virus puede ser multiplicado fácilmente en el
epitelio lingual (179) y en el pulmón (65,197). Algunas partículas
llegan a lugares adecuados para la multiplicación, mientras que o
tras son rápidamente eliminadas por mecanismosde defensa natural
(194).

La posibilidad de infección del virus aftoso a través del aire había
sido mencionada por Korn en sus trabajos, pero el virus no pudo ser

transmitido de bovino a bovino por este método bajo condiciones con
troladas sino recién hasta 1950, informándose este dato 10 años mas

tarde. No se identificó ningún insecto que sea vector importante en
la diseminación de la fiebre aftosa y tampoco es probable que exis
ta alguno, por cuanto la transmisión no es dependiente de la esta
ción o de la geografia. En garrapatas previamente alimentadas en a
nimales infectados, se observó una prolongada permanencia del vi
rus, sin embargo existen pocos informes sobre 1a transmisión de 1a
enfermedad a través de garrapatas a bovinos (9).

Indirectamcnte, la fiebre aftosa puede ser diseminada de muchas ma

ncras, ya sea a partir de materiales contaminados, animales y pája
ros silvestres, camiones, equipos agrícolas, barcos, rapas o perso
nas. La importación de carne frCSca y de productos de origen animal

provenientes de paiSes afectados y la descarga de basuras crudas de
los barcos, fueron consideradas responsables de los brotes ocurri
dos en los Estados Unidos, Inglaterra y otros paises que realizaban
tales importaciones (9).

I.l.5.2.— Patologia

Los signos clinicos de la infección se inician con una pequeña área
blanca en el epitelio que se llena de liquido, formandouna vesicu
la. Al agrandarse y unirse con otras puede reventar y formar esco
riaciones de cubierta epitelial. E1epitelio sc desprende y deja un
área erosionada o úlcera. El epitelio se restituye pero pueden for

l o i a cmarse lineas de demarcaCion que luego van desapareCiendo y ca51 en

algunos casos no se nota cicatrización.

El periodo que va desde el comienzo hasta el fin de una lesión de
fiebre aftosa esta influenciado por varios factores, como1a salud
general del animal, 1a alimentación y, especialmente, 1a contamina
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ción bacteriana o infección secundaria en el sitio de 1a lesión pri
maria (47). Durante el período en que las lesiones estan presentes
el animal tiene abundante salivación, lagrimea o hay escurrimiento

nasal. Si las lesiones se desarrollan en las patas caminancon difi
cultad. Casi al mismotiempo en que revientan las vesículas, termi
na cl periodo febril.

Esto es seguido por el fin de la vircmia y es en esta fase que em
piezan a aparecer anticuerpos circulantes. A medida que el nivel de
anticuerpos aumenta, hay una caida del titulo viral.

Los signos clinicos duran de 15 a 30 dias, dependiendo de los factg
rcs mencionados (34). El pico de mayor infecciosidad sc alcanza cuan
do el animal esta desarrollando los signos clinicos (84).

I.1.S.3.- Persistencia de la infección

La persistencia de la infección es considerada una secuela natural
de la fiebre aftosa en rumiantes y conduce al llamado estado de por
tador.

a) Portadores

Aunquelos bovinos pueden presentar una recuperación completa tras
la infección con virus aftosa, un cierto númerode ellos se tornan

portadores del virus durante largos períodos y, de acuerdo con la g
videncia spidemiológica, sirven comofocos para nuevos brotes de la
enfermedad.

La existencia de portadores ha sido generalmente aceptada desde ha
ce por lo menos 70 años. Primeramente, se observó que, con frecuen
cia y sin que existiera la posibilidad de otra fuente de infección,
la fiebre aftosa se presentaba en rebaños susceptibles poco tiempo
después de la introducción de bovinos que la había padecido y se ha
bian recuperado mucho tiempo antes. En Suiza, entre 1919 y 1923, 1a
transmisión cuya causa se atribuyó a bovinos portadores, fue obser
vada con mas frecuencia en el periodo comprendido entre 2 y 8 meses

después de la recuperación, aunque hubo un brote que fue atribuido
a animales portadores que se habian recuperado hacia 29 meses. Des
pués de estas observaciones, fue prohibida la repoblación de rebaños
susceptibles con animales convalecientes hasta 8 meses posteriores
a su recuperación (9).



Se ha comprobado que el virus puede ser encontrado en la orina du

rante los 8 meses subsiguientes a infecciones con diversos tipos de
virus aftosos. Sin embargo, el primer aislamiento confirmado del vi

. . 1 Irus a partir de animales portadores que se habian recuperado, fue
publicado en 1959 por Van Dekkumy col. (205).

En dicho trabajo, se halló persistencia de virus de los tres tipos
europeos en ganado que habia sido expuesto a infección por contacto
con animales infectados o por inoculación del virus por via intra
dermolingual. Las muestras de fluidos recogidas del esófago de di

chos animales tenian virus infeccioso que era evidenciado por la ig
yección intraperitoneal en ratones lactantes. Se obtuvieron resulta
dos positivos hasta 6 meses después de la exposición.

En función del tiempo el porcentaje de muestras positivas disminuia.
En algunos casos, cuando no sc podia recuperar virus por inocula
ción en ratón lactante, la inyección de grandes cantidades de mate
rial en ganado susceptible por via intradermolingual o intramuscu
lar eran mas efectivas. Los animales portadores generalmente eran

de ganado que habia recibido varias dosis de vacuna antes de ser ei
puestos. Además,lOs portadores tenian niveles altos de anticuerpos
neutralizantes en su suero.

Según Burrows (29), las células que se encuentran en la zona farin
gea parecen ser uno de los principales sitios dc producción de vi
rus. Indicó que el estado portador persistia unos 15 meses en bovi
nos y 4 meses en ovinos. En bovinos se comprobó que el paladar duro
y la faringc eran los principales puntos de multiplicación del vi
rus, mientras que en ovinos el tejido tonsilar y faringco eran los
mas importantes. Conel objeto de poder determinar la presencia de
animales portadores del virus aftoso, cada grupo de investigadores
desarrolló sus propios métodospara procesar y ensayar las muestras
obtenidas.

En el trabajo original de Van Bekkum(205) las muestras se diluian
directamente en soluciones salinas de fosfato y se ensayaban en ra
tones laetantes. Sutmüller y Gaggero (195) usaban el mismoprocedi
miento pero empleaban monocapas de células de riñón de hamster (BHK)

para la detección del virus. Van Bekkum(205) señala el empleo de la



Itécnica de plaqueo usando células de riñon fetal bovino (RFB), con
resultados positivos para detectar infecciones persistentes de vi
rus aftoso en ganado.

Han sido observadas infecciones persistentes en mon0capasde célu
las de RFBluego de ser infectadas con virus aftoso (36) o bien se
aisló el virus de cultivos de células de riïones de terneros infec
tadas. Por otra parte, en cultivos de tejidos mucofaringeos, esófa

go, rumen y lengua de ganado convalesciente 7 dias después de la ig
fccción con virus aftOSO, se demostró la persistencia de virus en
los cultivos por la técnica de inmunofluoresccncia y por subculti

vos en células de riñón de cerdo usando técnicas comoensayo de pla
cas y determinación del efecto citOpátieo (CPE) (162). Estos resul
tados indicaban una infección persistente de las células huéspedes
sin demostrar lesiones o signos clinicos.

Los bovinos portadores parecen imprimir cambios en la virulencia y
antigenicidad del virus aftoso. Se informó que el virus aislado de
bovinos portadores fue mas virulento para cerdos que para bovinos,

encontrándose, además, que el pasaje de virus 0 y SATen bovinos in
munes o parcialmente inmunes producía cambios antigénico en el sub
tipo de virus (9). Por otra parte, fueron observados cambios seme

jantes en la antigenicidad del virus SAT durante el pasaje del mig1

mopor cultivos en células renales de cerdo, en presencia de dosis
gradualmente crecientes de anticuerpOs especificos para la cepa.

Seibold (63,164) también observó una modificación en el virus aftoso
luego de una prolongada residencia en células de riñón fetal bovino,
modificación que se correlacionaba con una disminución cn el tamaño
de placas y en la patogenieidad para novillos.

Virus tipo A, cepa 119, modificado por infección crónica en culti
vos primarios de RFB, no producía inmunización en bovinos o cerdos.
Unainfección subclinica (viremia sin lesiones) se producía cuando
se hacia una inoculación intramuscular con la última dilución ante
rior al punto final de infectividad. El virus recogido de la prime
ra viremia en novillos infectados subclinicamente con el virus de

residencia crónica, tenia maspatogenieidad intradermolingual que
el virus recogido al terminar la viremia (175).



Estos resultadOS parecían indicar que ambos virus contenían un cOm

ponente patogénico residual, un componenteinfeccioso avirulento cg
paz de producir viremia sin signos clinicos y un componenteno in
feccioso. Este último conteniendo, aparentemente, particulas-defec
tivas interferentes (DI). Todosestos datos explicarian la apari
ción de nuevos subtipos en el campoen áreas donde 1a fiebre aftosa
es endémica.

Mientras que los portadores pueden ser fácilmente detectables, el
verdadero papel de los mismos en la diseminación de la enfermedad

aún no esta claro, dado que no se ha demostrado fehacientemente que
dichos portadores sean responsables de la infección de otros bovi

nos. Sin embargo, muchOsinvestigadores concluyen que esto Ocurre
sólo porque el portador no fue estimulado para eliminar bastante vi
rus durante determinados periodos de stress o que el animal suscep
tible no tuvo contacto adecuado con el virus liberado por el porta
dor o una combinación de estas circunstancias (Ó).

Hasta tanto no sea demostrada la diseminación del virus por los por
tadores, la mayoria de los investigadores los consideran un riesgo
en potencia y, consecuentemente, se hace un esfuerzo para excluir
tales animales del tráfico internacional de ganado de paises donde
existe fiebre aftosa a aquellos paises que estan libres de la enfeg
medad (34).

Desde la década de 1960,1a denominada prueba de "Probang" para por
tadores ha sido extensamente utilizada. Durante los ultimos añOS, el
Centro Panamericano de Fiebre Aftosa viene utilizando el método pa

ra determinar presencia o ausencia de virus aftOSo en rebaños de bg
vinos o en áreas pilotos. En 1980 se inició un trabajo experimental
para verificar la posibilidad de utilizar material faringeo de bovi
nos sacrificados en mataderos para encuestas de presencia o ausen

cia de fiebre aftosa en el campo (7). Aúnconsiderando el número r2
lativamente pequeño de observaciones y que la información habitual
de los mataderos en cuanto al origen de los bovinos que faenan no
siempre es canfiable, 1a metodologia descripta puede ser útil para
programas de vigilancia epidemiológica de la fiebre aftosa, tanto
para áreas libres de la enfermedad comoendémicas.
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En base a lo anteriormente expuesto,puede decirse que, en los últi
mos 20 años, se ha realizado una larga serie de experiencias con el
fin de esclarecer el papel de los portadores en las rupturas de in
munidad. De tales experiencias pueden extraerse dos conclusiones,
generalmente aceptadas:

- El desenlace del equilibrio virus-huésped en un individuo
enfermo de fiebre aftosa es imprevisible; y

- Toda población afectada mantiene el virus en algunos de
sus individuos durante períodos variables que pueden lle
gar hasta 2 años o mas deSpués de 1a infección.

La caracterización del papel de los portadores sanos en 1a cadena e
pidemiológica de la enfermedad, constituye uno de los problemas pa
ra la aplicación de medidas de prevención y erradicación de la fie
bre aftosa en Sudamérica.

Rosenberg y Augéde Hello (159) establecieron tres hipótesis alter
nativas para la transmisión del virus de los portadores:

I - Todo convaleeiente portador es potencialmente capaz de
transmitir la infección;

II —El animal enfermo de fiebre aftosa sólo puede transmi
tir la infección durante la fase aguda de la enferme
dad; y

III - El animal portador de virus aftoso puede actuar ocasig
nalmente como fuente de infección, siempre y cuando Cog
xistan ciertos factores condicionantes indispensables
(transmisión condicionada).

Teniendo en cuenta las evidencias presentadas en los numeroaostraba
jos realizados en relación a1 tema de los portadores sanos, el au
tor se inclina a postular la tercera hipótesis como1a mas probable.
A su vez, los factores condicionantes pueden ser agrupados bajo dos
tipos de mecanismos:

1.- Uno en el que se incluyen estímulos que determinan un au
mento de la replicación viral en el portador; y

2.- Otro en el que se incluyen factores ambientales o del hués
pod que aumenten 1a poaibilidad de transmisión sin que sea
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preciso aumentar la cantidad de virus excretado.

Probablemente, mas de uno de los modelos propuestos sobre la transn
n o ' s o e umieion condicionada actuén en la realidad, ya que las ev1doncias ex

perimentales obtenidas hasta el presente no favorecen a ninguno en
particular.

b) Infecciones persistentes

Al menos han sido sugeridos cuatro mecanismosdiferentes para el es
tablecimiento y persistencia de infecciones virales crónicas en cul
tivos de tejidos:

1.- La producción de particulas DI ha sido ampliamente discg
tida en los últimos tiempos, sobretodo en relación al im
portante papel que puedan desempeñar en el establecimien
to de infecciones persistentes, especialmente para Mixovi
rus y Rabdovirus (73,97,129,152,162);

2.- La generación de mutantes sensibles a la temperatura (ts)
que parecen competir y desplazar al virus tipo salvaje en
cultivos mantenidos en condiciones no permisivas para los
mutantes ts+ (73,129,150,151,152)3

3.- El tercer factor se refiere al interferón. Se ha encontra
do que, en algunos sistemas, la presencia de interferón
puede ser responsable delnuutenimiento del estado crónico
de la infección (72,73,129,210)3 Y

4.- Varios estudios recientes han informado que c0pias de ADN
integradas al genomacelular por Retrovirus, es una mane
ra de establecer cultivos persistefinmcnte infectados (184,
227).

Aparentemente, alguno de los factores mencionados o varios combina
dos, juegan un papel importante en el establecimiento y persisten
cia de infecciones crónicas en cultivos de células con virus que
normalmenteson liticos para dicho sistema celular. Debería distin
guirse bien entre cuáles son los factores responsables para la ini
ciación de una infección crónica y cuáles son los responsables de
su mantenimiento (73). En relación a1 virus aftoso, varios autores
han observado infecciones persistentes en monocapasde células de
RFB.
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Philipson y Dinter (144) pudieron correlacionar la presencia de in

terferón con el establecimiento de infecciones persistentes en c612
las de RFDinfectadas con el virus aftoso. Seibold (174), empleando
cultivos primarios de células de riñón bovino, observó efecto cito
patogénico parcial comoresultado de la infección con varios tipos
de virus aftoso. Las células no destruidas crecian nuevamentey el

3virus persistía en los cultivos con titulos entre lO2 y lO UFP/ml.
Por otra parte, Dinter (61) tratando los cultivos de células de ri
ñón bovino con suero hiperinmune después de la adsorción del virus
aftoso tipo 0, obtuvo infecciones persistentes.

Tambiénfueron informadOSaislamientos del virus aftoso a partir de
cultiv05 de riñón bovinos preparados con terneros 6 dias después de
la inoculación (96) y de cultiVOS de tejidos mucofaringeos, esófago,
rumen y lengua de animales convalcseientes 7 días después de la in

fección con virus aftoso (122). Asimismo, se ha considerado que la
interacción en el crecimiento de dos Picornavirus (virus aftoso y
enterovirus bovino (BEV))en la zona esofágica-faringea podria ex
plicar el establecimiento de una forma latente de virus aftoso (84,
197). Específicamente, se propuso que el ácido ribonueleico aftoso
era eneapsidado en la cubierta proteica del BEV.

Trautman y Sutmüller (202) en infecciones simultáneas en células de
riñón bovino con virus aftoso y BEVrecuperan un agente viral que
tiene el genomade aftosa pero: 1) es neutralizado por anticuerpos
contra BEVy no por anticuerpos contra virus aftoso; 2) tiene la es
tabilidad en medio ácido caracteristica del BEVy 1a densidad de
flotación de DEVy no de aftosa.

Sutmoller (197) postula que el curso de la infección con virus aftg
so depende de la relación BEV/FMDV.Si el nivel de exposición es mg
sivo puede no ser deurminante el mecanismode transcapsidación pero
si el nivel es bajo, el resultado puede ser una infección abortiva
o localizada.

I.l.6.— Programas de control y prevención

Los programas de control de la fiebre aftosa deben tener en cuenta
diversos factores, tales comola distribución geográfica, variedad
de transmisores, contagiosidad, variabilidad antigénica, corta dura
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cion de la inocuidad en bovinos y porcinos convalescientes o vacuna
dos, etc.. Las medidas a tomar en cada pais son variables debido a

factores tales comoel clima, la producción ganadera, 1a tecnologia
disponibles, etc. (9).

En América del Sur la enfermedad es endémica en amplias regiones y
se halla presente desde hace mas de un siglo. En América del Norte

y Central, donde el último brote ocurrió en México en 1954, se man
tienen en rigor programas de prevención.

Desde la década del 40 existe en el mercado sudamericano vacuna nnh

tiaftosa. Aprincipios de la década del 50 con la introducción de
la enfermedad en Colombia y Venezuela, se iniciaron campañas nacio

nales de vacunación. Pero es recién a partir de 1960 que comenzaron

los programas integrales (Argentina en 1960, Brasil 1965, Chile, P3
raguay y Uruguay en 1968). Los métodos de lucha se basan en vacuna

ciones masivas y en el control de brotes. Además, se da énfasis al

entrenamiento del personal y a los programas de vigilancia epidemig
lógica (157).

I.l.6.l.- Rifle sanitario

El rifle sanitario o métodode sacrificio, fue practicado en algunos
paises comoEstados Unidos y Gran Bretaña. Productores y veterina
rios son instruidos para reconocer e informar tempranamente cual
quier sospecha de fiebre aftosa. En caso de un brote, son impuestas
medidas de cuarentena dentro y alrededor del área afectada. Los a
nimales infectados y los susceptibles expuestos al virus son sacri
ficados y enterrados en el lugar. Cuandolos signos disponibles in
dican que el brote fue eliminado, la zona se limpia y se desinfecta.
Si no hay nuevos brotes de aftosa en animales susceptibles dentro
de los 90 dias subsiguientes a la fecha de ser introducidos en la
zona descontaminada, se eliminan las medidas de restricción (9).

I.l.6.2.- Cuarentena y vacunación

Paises en los cuales 1a enfermedad en endémica o que estan expuestos

repetidamente a contaminaciones del exterior, generalmente pracuran
controlar los brotes por medio de cuarentena y vacunación. Las áreas
afectadas son puestas en cuarentena, procediéndose a la vacunación
en anillo de todos los animales susceptibles en dichas zonas (9).
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I.l.6.3.- Vacunaciónsistemática contra la fiebre aftosa

En los paises donde la fiebre aftosa es endémica, las campañas de

control se basan en la inmunización activa de la población ganadera,

junto con una serie de medidas sanitarias aprOpiadas. Las vacunas g
tilizadas en las campañasde control y erradicación de 1a fiebre ag
tosa deben reunir los siguientes requisitos (68):

1.- Deben ser inocuas.
2.- No deben causar reacciones adversas en los animales va

cunados.

3.- Deben inducir una inmunidad sólida y de duración sufi
ciente comopara proteger frente a posibles infecciones
de campo.

4.- Debendisponer de un amplio espectro antigénico.
5.- Debenser adaptables a grandes producciones industria

les.
6.- Su costo debe ser razonable y su aplicación práctica

Las vacunas contra la fiebre aftosa se pueden dividir en dos grupos:
vacunas a virus vivo modificado y vacunas inactivadas.

a) Vacunas a virus vivo modificado

Estas vacunas son usadas únicamente en países que no son exportado
res de carne. En América, sólamente Venezuela utiliza en sus campa

ñas este tipo de vacuna. Los paises exportadores de carne no pueden
utilizarlas por las restricciones que imponenlos paises importado
res en previsión de que los productos puedan albergar el virus modi
ficado. Este tema se desarrolla "in extenso" en la Sección I.2.

b) Vacunas inactivadas

Este tipo de vacuna se utiliza desde hace mas de 30 años por la mayg
ria de los paises. La primera vacuna fue desarrollada en 1938 por

Waldmann(212-213), utilizando comoantígeno el virus aftoso extrai
do del epitelio de lesiones frescas de la lengua de animales artifi
cialmente infectados.

El virus era adsorbido con hidróxido de aluminio (concentrado) e i

nactivado con formaldehído. La producción de antígeno según este má
todo en grandes cantidades presentaba serios inconvenientes, rela



15

cionados con cl costo y con el peligro de fuga de virus de los loca
les donde se infectaban los animales.

La técnica desarrollada por Frcnkel en 1947 (71) produjo un gran a
vance en la producción dc vacuna, ya que se pudo contar con suficien
te cantidad de antígeno comopara una producción en mayor escala.

i.- Vacunatipo Frcnkel

La vacuna Frenkcl tal como se la conoce actualmente fue preparada

por primera vez en los años posteriores a la segunda guerra mundial
(70). Para cultivar c1 virus de la fiebre aftOSa "in vitro" Fren
kel utilizó epitelio tomadode la lengua dc ganado vacuno sacrifi
cado. El tejido se recoge podo después de la muerte de la res y se
lo sumergecn una solución cstabilizadora. El tejido se mantiene
en suspensión por agitación continua a 37°C. El medio de cultivo

suele ser una solución estabilizadora complementadacon aminoácidos,
vitaminas, antibióticos, etc.. Los cultivos alcanzan su máximoren
dimiento entre las 20 y 24 horas después de 1a siembra. Tanto el e

pitelio comoel liquido de cultivo contienen grandes cantidades de
virus. La vacuna se prepara por adsorción del virus en hidróxido de
aluminio, inactivación con formaldehído a una temperatura entre 25
y 26°C añadióndoscle,finalmente, un coadyuvante tal comola saponi
na.

En la actualidad, comoconsecuencia del desarrollo de las modernas
técnicas de cultivos de tejido y la dificultad para la obtención de
epitelio lingual bovino en determinados paises, el métodoFrcnkel
ha sido desplazado por otros métodos de producción de antígeno.

ii.- Vacunaspreparadas en cultivos de tejidos

La producción en escala industrial del virus aftoso en cultivos pri
marios de células de riñón de ternero comenzóen 1960. Este método

estuvo limitado por la dificultad de obtención de las células provg
nientes de los riñones y del bajo rendimiento celular (9).

En 1962, Mowaty Chapman (124) introdujeron una linea estable de cÉ
lulas de riñón de hamster (BUY-21)para cultivar virus aftoso. Es
tas células forman multiestratos con una densidad 5 veces mayor que

las células de riñón de ternero. Tambiénpueden ser cultivas en sus
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pensión en volúmenes que varian de 30 a 3000 litros (38).

Con los modernos métodos de almacenamiento de células se dispone de

un suministro constante de una célula huésped uniforme para la pro
ducción sistemática de virus. La linea celular debe cumplir ciertos

requisitos comoser: rápida velocidad de multiplicación, alta densi
dad celular, ser completamentesusceptibles al virus y dar titulos
elevados. Asimismo, los productos celulares no deben producir efec
tos no deseados en el animal in0culado, tales comotumores o eho

ques anafilácticos. Diversas experiencias han demostrado que no prg
ducen tumores, comono sea por la célula intacta y, en tal caso, e¿
clusivamente contra la especie homóloga (23).

iii.- Vacunascon virus producido en conejos neonatos (3)

La producción de virus aftoso en conejos recién nacidos se aplicó

en algunos paises. En Brasil, esta técnica tomóun desarrollo indus
trial de gran importancia, llegando en el año 1970 a cubrir un 70fi
de la producción nacienal. Las técnicas de producción seguidas por
los distintOS laboratorios industriales eran un tanto empíricas, a
dOptadas cn general por analogías con otros métodos de producción
(Waldmann,Frenkel, etc.).

La falta de información sobre la verdadera eficacia inmunogénica de
los virus multiplicados en nazapos era casi total. Además,el com
portamiento de las vacunas a campono era satisfactorio frente a
los virus actuantes en ese momento.Frente a esta situación, el Cea
tro Panamericanode Fiebre Aftosa decidió realizar experiencias,
buscandoobtener respuestas prácticas para los interrogantes plantea
dos con este tipo de vacunas.

Se determinó que el virus puede adaptarse muy fácilmente y en pocos
pasajes. El virus multiplicado en conejos tiene buenos titulos in
fectantes en ratOnes lactantes y en cultivos de tejidos. Para obte
ner un buen rendimiento viral es muyimportante que los conejos ha

ynn sido recientemente separados de 1a madre y esten en óptimas cog

diciones fisicas. La suspensión virica puede ser inactivada por for
maldehido o con acetiletilenimina (ABI).

La evolución de la curva de anticuerpos y el efecto de revacunacio
nes con vacunas producidas con virus de conejos, coinciden con los
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resultados obtenidos con vacunas tipo Frenkel o células BHK.La con

servación del poder inmunogónicodel virus congelado fue excelente
durante 12 meses para 4 cepas del virus.

Debido a la utilización de un gran número de conejos recién nacidos

para la elaboración de suficiente cantidades de antígeno, se hace
necesario recurrir a criaderos particulares para un abastecimiento
factible y sin interrupción, lo cual constituye un factor negativo
(68).
El virus se multiplica especialmente en el tejido muscular de los.
conejos y la preparación del antígeno da lugar a una suspensión ví

riea que contiene grandes cantidades de proteínas específicas de cg
nejo que, eventualmente, pueden interferir con la inactivación del
virus, pudiendo asimismo ocasionar reacciones indeseables en la re
vaeunación viral. De este modo, 1a preparación del virus exige una
purificación adecuada para que sea utilizable.

Todos estOS inconvenientes llevaron a que este método de producción

sea reemplazado por el cultivo de células en suspensión.tipo BHK.

iv.- Inactivantes

El formaldehído fue el primer inactivante aplicado en la producción

de vacunas contra el virus de la fiebre aftosa. El primer investiga
dor en utilizarlo fue Vallée en 1926 (203). La cinética de inactiva
ción del virus por el formaldehído demostró que la misma cambiaba

con muchafrecuencia, lo que tornaba muydifícil determinar el tica
po necesario para una completa inactivación, afectando a su vez el
grado de inOcuidad de la vacuna (68).

La concentración del antígeno por medio de su adsorción en hidróxi
do de aluminio permito disminuir, en parte, este problema. Sin em
bargo, se sabe que, aún con este procedimiento, no todo el antígeno
es inactivado en un determinado período y, a nnnndo, es dificil de
tectar pequeñas cantidades de virus infeccioso (1,11). Por esta ra
zón, se estudiaron otros agentes inactivantes del virus aftoso ta
les comola betapropiolactona (66), el glicilaldehído (20) y la acg
tiletilenimina (ABI).
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Asimismo, Browny col. (24,25) observaron alguna degradación del vi
rus cuando fue inactivado con 0,02% de formaldehído pero no con 0,05

fi de ABI, aún después de 72 horas de incubación a 37°C. Además, de
terminaron que las vacunas AEI-Hidróxido de aluminio eran mas efi
cientes que las de formol-bidróxido de aluminio.

v.- Adxuvantes

Se llama adyuvante a todo elemento que actua incrementando la res
puesta inmunede un antígeno específico. Las sustancias utilizadas
son de una gran variedad (compuesto de aluminio, aminas alifáticas,
aceites, etc.).

En la producción de vacunas antiaftosas parece ser un factor impor
tante el tipo de adyuvante utilizado. El primero fue el hidróxido

de aluminio, introducido cn 1936 porSchth;(171). "a sido ampliameg
te utilizado debido a que tiene algunas ventajas sobre otros adyu
vantes. Su preparación es fácil y económica y a menudoes realizada

en el mismolaboratorio productor de vacunas. El hidróxido de alumi
nio es muybien tolerado por los animales y no causa problemas en
el lugar de inoculación.

Posteriormente, se incorporó la saponina al hidróxido de aluminio
con la finalidad de mejorar la inmunidad conferida por las vacunas.
Dalsgaard (54,55) demostró la actividad adyuvante de 1a saponina
cuando la usaba en combinación con vacuna monovalente con una dosis

estandar de virus aftoso vacunal de diferentes serotipos. Mastarde,
observó que la adición de saponina a 1a vacuna inducía un nivel ma
yor de anticuerpos contra los tres serotipos (56).

También se ha estudiado la acción de adyuvantes oleosos formados por

aceites minerales de grado farmaceutico y el Arlacel A. En algunos
casos, se utiliza el Tween80 con la finalidad de aumentar la esta
bilidad de la emulsión.

Rivenson y col. (155-156) utilizando una modificación del adyuvante
incompleto de Freund, con el nombre de ndyuvante INTA (Marcel 52,

Arlacel U3, Tween80), elaboraron vacuna antiaftosa oleosa trivaleg
te con virus producido por el método Frenkel. Inoculada en bovinos
mostró una protección no menor de 6 meses en lugar de los 4 meses
reconocidos para la vacuna hidroxi-saponinada convencional.
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Los nodulos producidos por la vacuna oleosa en el punto de inceula

cion no fueron mayores de 4 cm y a los 30 dias habian desaparecido
en un 50% (155).

En otro ensayo realizado por este grupo de investigadores, conjunta
mente con el Centro de Enfermedades Animales de Plum Island (Esta

d05 Unidos), elaboraron vacuna trivalentc con los virus 01, A24y
C3 multiplicados en cultivos de células BHK-21e inactivados con
AEI. Noencontraron una significativa influencia de la concentra
ción sobre la eficiencia de la inmunidad, confirmandose además una
protección mínima de 6 meses.

En bovinos primo vacunados se ha obtenido buena inocuidad hasta el

sexto mes deSpués de 1a vacunación. Bovinos revacunados hasta un a-A

ño después de la revacunación mostraron protección aceptable. Debi
do al beneficio que esto significaría, ya que permitiría reducir!

el número de revacunaciones anuales de 3 a 2, se han realizado numg
rosos estudios para pcsibilitar su aplicación en gran escala.

Otro de los adyuvantes que se han investigado es el DEAE-dextrano,
el cual es un adyuvante útil para la vacunación de porcinos pero
causa reacciones secundarios en bovinos (220,221).

vi.- Pruebas de inocuidad. Control de calidad

Las pruebas de in0cuidad so realizan normalmente en bovinos y rato

nes lactantes. La utilización de bovinos tiene la desventaja que,
por razones económicas, solamente se puede utilizar en un pequeño
número dc animales. Esto limita el tamaño del muestreo y aumenta 1a

pcsibilidad del error estadístico. En Américadel Sur donde 1a en
fermedad es endémica, es dificil disponer de animales susceptibles
libres de fiebre aftosa. Por lo tanto, se torna mas factible el em
pleo de ratones lactantes lo cual permite c1 análisis de mayores v2
lúmenes de vacuna y aumenta el factor seguridad (68).

Las pruebas de control de calidad o de potencia, deben ser realiza
das en todas las partidas producidas. Existen varias pruebas que
permiten evaluar la calidad de una vacuna con bastante precisión,
siendo la mas confiable 1a que se realiza en bovinos determinando 1a
dosis protectora 50%(DPSO).
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Las otras técnicas se basan en la determinación de la cantidad de

anticuerpos eirculantes especificos, medidosen cultivos de teji
dos o ratones lactantes. la prueba indirecta mascorrientes es la

que se realiza en cobayos, dado que éste es un animal que se pue
de obtener con facilidad.

I.1.7.- Caracteristicas bioQuimicasdel virus aftoso

I.l.7.l.- Caracteristicas generales

El virus aftoso es uno de los virus animales mas ampliamente estg
diados. Se ha ree0pilado mucha información sobre su morfología,
estructura, composiciónfisico-química y funciones biológicas. El
conocimiento de estas caracteristicas no sólo resultan de gran u
tilidad para estudios comparativos o teóricos sino que, además,
sirven de base para desarrollar nuevas técnicas de control sobre
la fiebre aftosa.

Pertenece a la familia Picornaviridae la cual esta dividida en

cuatro géneros: Enterovirus, Cardiovirus, Rhinovirus y Aftovirus
(46). Los cuatro generos tienen caracteristicas en comúnaunque
también tienen importantes diferencias, siendo una de ellas la es
tabilidad al pHácido. El género Aftovirus se caracteriza por ser
sensible al medio ácido, inactivándose a pH menores de 6,5 (127).

Además,se ha encontrado que su inestabilidad a diferentes valo
res de pu esta influenciada por 1a fuerza iónica del medio (207).

El virus aftoso es inactivado a pH menores de 6,5 en un medio isg
tónico (11) y se disoeia en proteina y ácido ribonucleico a pH
7.5 en condiciones de baja fuerza iónica (8).

La densidad de flotación del virus en una solución de cloruro de
cesio tiene un rango de 1,42 a 1,51 g/ml (153), estableciéndose el
valor de 1a partícula virica normal en 1,43 g/ml (127). Se ha co

rrelacionado esta mayor densidad en cloruro de cesio con la sensi
bilidad a bajos pH que tienen los Aftovirus. Los virus estables a
pH por debajo de 4 (Enterovirus y Cardiovirus) tienen una menor
densidad de flotación en cloruro de cesio (1,34 g/ml) (127).
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Las diferencias encontradas en cuanto a la densidad de flotación“
en cloruro de cesio implicaban distintas estructuras dentro de los
picornavirus. Poliovirus bandea a densidad 1,34 g/ml, su cubierta
es impermeable al cesio y así no permite el intercambio de iones

cesio con los cationes naturalmente unidos al ARN.Rhinovirus tig
ne una densidad mayor (1,40 g/ml), su cubierta proteica es permea
ble al eesio lo cual permite que dicho ión se una al ARN.Si el
ARNde poliovirus es expuesto a iones cesio mientras el virus es
ensamblado une aproximadamente el mismo número de ¿tomas de eesio

que rhinovirus (4000-4500). Esto sugiere que tanto poliovirus como
rhinovirus tienen la misma fracción de su ARNneutralizado por 1a
proteína de la cubierta (112). En cambio, el virus aftosa con una
densidad de 1,43 g/ml une un ión eesio por cada uno de sus 7500

grupos fosfato. Esto indiearia que su ARNno esta neutralizado por
los grupos positivos de la cubierta proteica (112).

Se ha encontrado dentro de los picornavirus la presencia de una
partícula viral de mayordensidad que la del virus estandar. Este
componente se ha denominado partícula densa y ha sido citado para

los diferentes grupos de los picornavirus. Korant (104) determinó
en rhinovirus la presencia de una partícula de mayor densidad que
el virión intacto que contenía ARNy los polipéptidos VPl y VP3.
Tambiénse determinó su presencia en varios enterovirus de verte
brados: poliovinis (tipo l), enterovirus bovino y virus de la en

fermedad vesicular del cerdo (SVDV).Este componente mas denso te
nía 1a misma morfología que el virus estandar (mas liviano). Am

bos tenían la misma preporción de ARNy proteínas y la misma eompg

sición de polipóptidos. Se encontró, además, que el componente li
viano tenía una infectividad específica cuatro veces mayorque el
mas denso (164).

En células HeLainfectadas con poliovirus fueron aisladas partícg
las de mayor densidad conteniendo ARNy los cuatro polipéptidos
estructurales (222). Estas partículas tenían una menorinfectivi
dad específica y fueron ncutralizadas por antisuero específico
cOntra poliovirus. Tendrían una conformación diferente mas abier
ta que la eápsidc normal del virus.
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La producción dc estas particulas se observa durante la infección
tan tempranamente comoel virus normal, pero desaparece cuando la

producción del virus cesa (229). Lanuwordensidad de flotación pg
rece estar correlacionada con la alta labilidad de la partícula
densa (215).

La progenie de virus obtenida por replicación de cualquiera de las
dos formas contiene la misma pr0porción de componente denso y li

viano que el virus original (104), indicando que las dos poblacio
' o o ' cnes son geneticamcnte identicas.

En c1 virus aftoso fue observada una pequeña proporción de partí
culas viricas de mayor densidad. Analizando varias cepas de virus
aftoso tipo 0, A, C y SAT sc encontró una pequeña prOporción de2

virus con densidades entre 1,46 y 1,475 g/ml. EstOS componentes
representan, presumiblemente,particulas virales en las cuales los
cationes que ncutralizan las cargas negativas del ARNson rápida
mente sustituidos por iones cesio.

El ARNen la mayoria de las particulas virales parece ser parcial
mente sustituido por iones cesio en una primera etapa, para luego
continuar la sustitución hasta saturación. la prOporción de ARN

que puede ser rápidamente sustituido permitiría explicar las difg
rencias de densidad observadas para distintas cepas de virus (201).

Muchascepas de virus aftoso han sido caracterizadas por su rcsis
tencia a la inactivación térmica. Curvas de sobrevivencia a 55°C

y 61°C para el virus en medio de cultivo mostraron una inacA 119
tivación inicial rápida de primer orden, seguida por una prolonga
da acción residual, revelando la presencia dc una fracción resis
tente al calentamiento (ll). Por encima de 43°C se produce una rá
pida desnaturalización de las proteinas de la cápside y a temperg
turas masbajas una inactivación lenta del genomaviral (ll).

El virus inactivado por incubación prolongada a 25°C o 37°C pier
dc su infocciosídad debido a la degradación de su ARNpor acción

de la nucleasa viral (58) sin cambio aparente de la cápside pro
teica (26).
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Los aldehidos y el óxido de etileno reaccionan con uniones prima

rias, mientras que detergentes, urea, guanidina, fenol, afectan g
nioncs secundarias. El virus aftoso es bastante resistente a de

tergentes aniónicos, catiónicos y no iónicos a temperaturas de 25°
a 28°C (9). Los solventes orgánicos no tienen efecto sobre el vi

rus dado que no tiene lípidos. Por lo tanto, para purificar al vi
rus se realizan extracciones con cloroformo por la prepiedad que
tiene de separar lí¿)idos y proteinas de nuclcoproteinas. El fe
nol, excelente desnaturalizante de proteínas, despoja al virus de
este componente, liberando ARNinfeccioso (9).

Para inactivar el virus han sido utilizados reactivos alquilantes
tales comoformaldehído, acetiletilenímina y glicilaldehido. El
formaldehído reacciona con grupos amino y amido de la proteina y

con grupos aminos no afectados por las uniones hidrógeno de las

bases purina y pirimidina del ARN.Una reacción inicial rápida que
forma grupos aminoetilos es probablemente reversible y una reac
ción secundaria lenta, mas estable, resulta en la formación de
puentes nctileno. La cinética de inactivación con formol se des
via de una reacción de primer orden, dificultando la evaluación
del momentoen que la inactivación es completa. Esto podria ocul
tar un residuo viral infeccioso en la vacuna. En cambio, con la
ABI, 1a cinética para inactivación del virus a 37°C es de primer
orden y la inactivación ocurre en un periflo de 24 a 48 horas sin
destrucción del virus o las prOpicdades inmunizantes (9).

La radiación electromagnética tiene acción letal sobre el genoma
viral provocada por la destrucción de la cadena ribosa-fosfato y
de la aromaticidad de las bases purinicas y pirimidinicas (9).

T.l.7.2.- Caracteristicas estructurales

a) Estructura proteica

El virión de 23 nmposee un coeficiente de sedimentación de 146 S,
6

tiene una densidad de 1,43 n/ml, peso molecular 6,9 x 10 y reprg
senta la unidad del virus aftoso que es capaz de reproducirse e
iniciar una infección (114).
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I
Esta formado por la cápSide (estructura proteica) y el ARNviral
que se unen conforme al sistema cúbico con la configuración de un
icosahedro truncado. La composición quimica del virión es 31%de
ARNy 69% de proteina.

Ademásde la partícula completa de 1465, se encuentran cápsides
vacías en células infectadas con ol virus. Tienen un diámetro de

21-22 nm y un cooficiente de sedimentación de 755. Su peso moleeg
lar es dc 4,7 x 106 y su densidad es de 1,31 g/ml. El cápside va

cio esta compuesto de proteina viral y no contiene ARNviral, por
lo que carece de infectividad. Con respecto a la inmunogenicidad,
se comporta como la partícula 1468.

El análisis de las proteinas estructurales por geles de poliacri
lamida en presencia de dodeeil sulfato de sodio(SDS), mostró que
el virus aftoso contenía cuatro polipéptidos denominadosVPl,VP2,
VP3 y VP4,e0n un peso molecular de 34.000, 30.000, 26.000 y 13.500

respectivamente (199). Estos polipéptidOS estaban presentes en la

relación l:l:1:0,5. Se considera que, en general, en cada partíeu
la viral se encuentran 60 cepias de cada uno de los polipéptidos
(166). Otros polipéptidos presentes en la cápside del virión pero
en una prOporción muchomenor que los estructurales son: moléculas
de VPO, el precursor no clivado de VP2 y VP4 (165,208,228) y un

polipéptido de origen viral componente de la ARN-polimerasa ARN-ds
pendiente (169). Las particulas vacías obtenidas artificialmente
contienen los cuatro polipéptidos estructurales mientras que las
obtenidas naturalmente contienen algunas moléculas de VPOsin eli
var.

El virus aftoso puede ser disociado a pu 6,5 en ARNy subunidades

proteicas que contienen los tres polipéptidOS mas grandes y un
precipitado insoluble que contiene al polipóptido menor (32). La
subunidad conteniendo a los tres polipéptidos mayores sedimenta a
125 en gradientes de sacarosa.

Estas subunidades aparecen al micrOSCOpioelectrónico comoparti
culas en forma de coma y son idénticas a los capsómeros virales.So

3 3estimó el peso molecular de la subunidad cn 289 x 10 y 282 x 10

pero resultados posteriores la ajustaron a 265 x lO3 (199).
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Los capsómcros tienen un diámetro de 12 nm, densidad de 1,3 g/ml
y son estables a valores de pH entre 5,25 y 10,5 (209). No son in
fecciosos y no son buenos inmunógenos.

Se detectó, además, una pequeña proteina que sedimenta a 38, deng
minada antígeno VIA (antígeno asociado a la infección viral) dado
que anticuerpos contra la mismapueden ser encontrados en el suero

de animales que han sido infectados con virus aftoso pero no en a
quéllos que han sido in0culados con virus inactivado (169). El a2
tigeno VIAencontrado durante la replicación del virus aftOSo no

forma parte de la partícula viral. Noes una proteina de la cápsi
de y estaría relacionada con la replicasa viral (85). Se demostró
que el suero de animales infectados con el virus, conteniendo an
ticuerpos contra el antígeno VIA, inhibían la actividad de la ARN
polimerasa "in vitro". El suero de animales normales o vacunados

con viruiinactivados no mostraban esta prOpiedad. La aplicación
de un test para detectar el antígeno VIAen un estudio epizootjo

lógico permite fácilmente diferenciar animales infectados de vaeg
nados (159).

De las cuatro proteínas estructurales, se ha demostrado que VP3
(24 Kd) es innunogénica por sí sola. Es sensible a la tripsina y
ha sido designada alternativamente comoVP teniendo en cuentaT,
la presencia de trconina comoaminoácido N-terminal.

b) Acido nucleico viral

El ácido nucleico del virus posee toda la información para la sin
tesis de las proteínas virales y la construcción de la cápside.
Cuandose rempe la envoltura proteica en determinadas condiciones
puede ser liberado en forma biológicamente activo (9,27,153,199).

El genOmadel virus es ácido ribonucleico de cadena simple, con un

coeficiente de sedimentación de 37s. Su peso molecular ha sido eg
timado en 2,6 x 106 (108,192,199,216). Tiene una densidad de 1,67

g/ml y es estable a valores de pH entre 3,5 a 11,5 (114). La molÉ
cula de ARNes de polaridad positiva, pudiendo actuar comomensa

jero, comotemplado para la producción de cadenas complementarias
o puede ser encapsidada en la partícula viral.
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Una secuencia de ácido poliadcnilico (poli (A)) se halla presente
en el extremo 3' del ARNviral (40), la cual es heterogénea en
longitud pudiendo tener dc 40 a 100 nucleótidos. Esta secuencia de

poli(A) es caracteristica del extremo 3' de lOs mensajeros (mARN)
y ARNheterogéneo nuclear (hnARN)en células cucarióticas (14).Se
la ha encontrado también cn los mRNAaislados de células infecta

das con virus animales, con excepción de rcovirus (lO). Se identi
ficó también en los ARNde otros picornavirus (5,28).

La cadena de ARNde polaridad positiva del virus aftoso sintetiza
ria su extremo 3' durante la replicación de la secuencia 5' poli
(U) de su templado negativo (222). El papel del poli (A) aún no

está muyclaro. En estudios realizados con poliovirus y encefalo
miocarditis (EMC)sc lo trató de relacionar con la infectividad
especifica (78,188).

En un trabajo con el virus aftOso subtipo A o se separaron dos pol
blacioncs virales, una con menor longitud de poli(A) que la otra
(10 y 40 residuos de adcnosina). Sin embargo, no se obtuvieron di
forencias en la infectividad especifica (87).

Comoen el resto de los picornavirus el extremo 5' del ARNno te:
mina cn un grupo oxidrilo libre (217), sino que esta bquucado
por una proteina denominadaVPgcodificada por cl virión (93,107,
169). La proteina esta unida covalentementc al nuclcótido pUp
del extremo 5'. El peso molecular de VPgcn cl virus aftoso es
de 12.000 (86). La naturaleza dc la unión entre la proteina y el
ARNes de tipo fosfodiéstcr entre 1a tirosina y cl ácido uridili
co (4)

Tcniendo en cuenta que se ha encontrado VPgen las cadenas nacion
tes del complejo intermediario de poliovirus (130), se ha sugeri
do que el VPg puede actuar como cebador en la sintesis de ARN. La
secuencia nuclcotidica del ARNmensajero viral es idéntica a la

del ARNdel virión, con la salvedad que el extremo 5‘ no tiene uni
da la proteina. "abria una escisión posttranscripeional del VPg
de la cadena de ARNnaciente. Este VPg clivado cs rápidamente de

gradado (218). En cepas de virus aftoso clonado por plaquco, sc
ha encontrado que el VPgcs heterógeno en cuanto a su carga, ais
lándose dos poblaciones que difieren en su composición de aminoá



cidos (218). Sc supone que el ARNdo los aftovirus codifica para

dos o mas VPg diferentes que son usados al azar. El VPgpuede es

tar involucrado cn el proceso morfogenético, Facilitando el reco
nocimiento del ARNdel virión por los precursores poliproteicos
de las prOcápsidcs (167).

El ARNdel virus aft050, al igual que el de los cardiovirus, con
tiene una zona de ácido policitidilico (poli(C)) (89,167). El ta
mañoparece ser homogéneopara un virus aislado en particular pc
ro hay considerables diferencias cn la longitud de los poli(C)
provenientes de virus aislados de distintos origenes (167). Se ha
calculado que el poli(C) del virus aftoso tiene unos 100-200 nu
cleótidos de longitud y que se localiza a 400 nucleótidos del ex
tremo 5', donde esta unida la proteina VPg.

La posición de la región del poli(C) fue establecida usando una
enzima (la Riasa H) que degrada especificamente híbridos ARN/ADN.

Por lo tanto, hibridizando al poli(C) con oligo(dG) se puede digg
rir la zona del poli(C) viral. Luegode la degradación se obtie
nen dos fragmentos, uno largo (L) con 7500 nucleótídos derivados
del extremo 3' del genomay otro corto (S), con 250 a 400 nucleó

tidos, derivado del extremo 5' conteniendo al VPg(167). El frag
mento L no es infeccioso,por lo que podria suponerse que el poli
(C) o el fragmento S o ambos tuviesen algún papel importante cn
la infección con virus aftoso.

c) Replicación

Se ha aceptado, en general, que los picornavirus contienen un solo
sitio de unión al rib050ma,aunquepodría haber evidencias de otro
sitio secundario (167). El hecho de tencr un solo sitio de unión
a1 ribosoma (hacia el extremo 3' del poli(C)) significaría que la
sintesis de proteinas se iniciaria cercana al extremo 5' y atravg
saria todo cl genomahasta dejar el extremo 3'. Este mecanismo

permitiría producir un polipéptido con el tamaño acorde con la cg
pacidad codificante del genomacompleto.

Este polipéptido gigante —llamadopoliprotcina- ha sido hallado
bajo condiciones cn que cl procesamiento protcolitico ha sido in
hibido (167). Esta poliproteina es escindida normalmentedurante
el proceso de traducción, no pudiendo ser detectada a no ser en
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las condiciones anteriormente mencionadas o empleando determinados
mutantes de temperatura (ts) creciendo a la temperatura restricti
VJ.

En las primeras escisiones de la poliproteina estan involucradas
'proteasas celulares, mientras que en las escisiones de los precur

. . _... ¿_ ._. Isores primarios partic1pan proteasas codificadas espec1f1camente
por el virus (103).

El hecho de tener un solo sitio de unión al ribosoma ha facilitado
a I . I g iel mapeo biOunmieo de los productos genomicos, empleandose pul

sos de radioactividad a diferentes intervalos de tiempo después de
la inhibición de la iniciación de la traducción con pactamicina
(33,193)

En infecciones de células EUR-21con el virus aftoso, se han deteg
tado tres productos primarios importantes, sintetizados en el or
den 5' a 3': P88,P52,P100. El producto primario P88 es precursor

de las proteinas estructurales, mientras que P100contiene al prg
cursor de la ARNpolimerasa especifica del virus (128). P52 eo

rresponde a la zona central del genoma y sc supone que podria co
dificar para proteasas que escinden el precursor estructuralde
las proteinas VPO,VP1y VP“. Hay, además, otro producto primario

P20, localizado entre el extremo 5' y el precursor de las protei
nas estructurales (167).

El polipóptido codificado por el extremo 3' en el genomadel vi
rus aftoso -P100- puede escindirse para dar P72 o puede ser procg
sado para producir dos polipéptidosePSÓa y PSÓc. Se ha encontrado

que el PSÓa es componente de 1a ARN-polimerasa ARN-dependiente ig

ducida por el virus. Hay aproximadamente mas de 30 proteinas indu
cidas por el virus en células infectadas y es posible que muchas
de ellas tengan papeles importantes para la replicación viral, pg
ro hasta el mementono se han podido correlacionar a todas.

d) Variabilídad viral

Se ha mencionado que los aftovirus eran fácilmente modificados en
cuanto a su virulencia y antigenicidad. Se ha citado variación en
virulencia entre cepas de diferentes rupturas de inmunidadpero



también variaciones dentro de la mismaruptura (115). Se definieron
7 tipos antigéniCOS por ensayos de fijación de complemento (0, A, C,

SAT AsiaSAT Asiaz) y mas de 60 subtipos serológicos.2’ l 5'1,

La frecuencia de mutación que se ha encontrado para mutantes sensi
bles a temperatura es de 10-3 por UFPy de 10-2’9 para mutantes

frias (es). Nohabría una distribución al azar de las mutaciOnests,
ya que el 83%de las mismas se mapean en la región de las proteinas
estructurales.

. . + .La [PCCHCHCJGde FCVCPSLÓHde una mutante ts a ts es de aproxnmada
“4,0a ,11mente lO por UFP que no es muy diferente a 1a de otros

virus. Por lo tanto, la variabilidad observada en el campopodría
ser debida a la presión de selección a la cual el virus es expuesto
mas que a una excepcional frecuencia de mutación. Se ha encontrado

) . l c a n oademas, que la eomplementaeion es baJa e 1nef1c1ente, aunque es po

sible obtener mezclas fenotípícas entre aftovirus y enterovirus bo
vinos. Por otro lado, se han determinado fenómenos de recombinaeio
nes entre aftovirus (115).
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I.2.- ATENUACION

Los cambios moleculares asociados a la atenuación de cepas vira

les usadas para la producción de vacunas no son conecidos y es de

suponer que sean diferentes para cada tipo de virus. Por supuesto,
cl proceso por el cual fueron seleccionadas es altamente empírico
teniendo en cuenta que se sabe poco acerca de los mecanismos res

ponsables de la atenuación. Sin embargo, numerosos virus animales
patógenos han sido disminuidos en su virulencia para ser utiliza
dos comoantígenos en vacunas de uso comercial.

Las investigaciones realizadas en EurOpadesde 1a descripción de

Peragallo en 1937 sobre la adaptación del virus dc la fiebre aftg
sa a huevos embrionados, fueron confirmadas por Traub y Schneider

en 1948. En lQSl el descubrimiento de Skinner sobre la susceptibi
lidad dc los ratones lactantes al virus arteso y en 1954 los tra
bajos de Guillespie describiendo la técnica de adaptación del vi
rus aftoso a p01105de un dia, dieron las pautas iniciales para
que nuevas investigaciones en nuestro continente y el resto del

mundocomprobaran que, mediante técnicas del pase continuo del vi
rus aftoso en diversos huéspedes, sc pueden obtener cepas vacuna

les atenuadas en cuanto a su patogenicidad y alta calidad inmg
nogénica.

Los principales paises donde se ha estudiado la aplicación de v3
cunas a virus vivo modificado contra diversos tipos de virus aftg

so (A y 0 Vallée, C Waldmann, SAT , SAT2y Asia-l) son: Israel,
Kenia, Sudafrica, TranSVaal, Africa del Sudoeste, Guyana, Brasil,

Colombia, Ecuador, Chile y Venezuela (138). En Sud América, la pri
mera información sobre las investigaciones y administración de v3
cunas a virus vivo modificado contra la fiebre aftosa fue publicg
da por Rubino y Tortorella en 1940 (52).

Los métod0s de atenuación se desarrollaron utilizando diferentes

huéspedes, siendo los mas importantes: ratones lactantes y adultos
embriones de pollo y pollos de un dia, conejos y cultivos celula
I‘CS.
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T.2.l.- Métodospara disminuir la patogenicidad viral

I.2.1.1.— Modificación del virus aftoso en pollos y embriones de
pollo

Cuandose inoculan pollos recién nacidos con cl virus aftoso (por
via intravenosa) los sintomas clinicos estan caracterizados por
lesiones macroscópicasen el epitelio (virus epiteliotrópico).
Cuando se inoculan embriones de pollo de 14 dias, la mayor infec
tívidad se encuentra en el tejido cardíaco, siendo las lesiones
maeroscópicas del corazón un rasgo de diagnóstico especifico de
la infección. Sc requieren aproximadamenteunas 105 dosis infec
ciosasSOZ (DISO) en ratón para producir una buena infección, pero
una vez que el virus es reaislado de los embriones inoculados,
les posteriores pasajes son relativamente sencillos.

Varios estudios acerca de 1a propagación del virus aftoso en po
llos y en embriones de pollo fueron llevados a cabo en el Centro

Panamericano de Fiebre Aftosa (224). Se intentaron prOpagar los
virus A y 0 Vallcé y C Waldmannen pollos. El virus A mostraba u

na parcial atenuación después de 60 pasajes y pérdida de patogcni
cidad en bovinos, mientras que el virus 0 se mantenía altamente
patógeno para el ganado aun después de 70 pasajes (225,226). A
partir de 1960, estudios realizados por Bernal y col. con el virus

01 Camposcon pases seriados por huevos cmbrionados revelaron que
la patogcnicidad disminuia progresivamente, manteniendo buena in
munidad incluso en el pasaje 99.

En ensayos realizados con el virus A24Cruzeiro los datos obteni
dos en los pasajes 67,80 y 92 en huevos cmbrionados indicaron que
la patogenicidad de este virus para bovinos susceptibles (de zo
nas exentas de fiebre aftosa) fue 16/32 para el pasaje 67, de 13/
32 en el 80 y de 16/104 en el pasaje 92 (16,53,l32). A este nivel,
1a patogenicidad era muy leve. En todos los bovinos vacunados, se

obtuvo una buena inmunidad aún en los casos en que se habla util;

zado virus antigénieamcnte distinto (A18 y A19). No hubo indica
ción de prOpagación de 1a infección por contacto de los bovinos
vacunados a los animales susceptibles (138). Sin embargo, a pesar

de no ser patógeno para bovinos, el virus mantenía aún su patogeni
cidad para los cerdos cn el pasaje 113.



Palacios y col. cn Venezuela modificaron la cepa O Lara (tipo 0 '

Valleé subtipo O3) por pasajes en huevos embrionados y pollos de
un dia (133-137). A partir de los pasajes 162-163 se observó una
disminución acentumh1de la patogcnicidad para lOs bovinos. Se ob

tuvo buena inmunidad cn bovinos in0culados con los pasajes estu
diados, con excepción del pasaje 202. Los bovinos susceptibles
que estuvieron en contacto con animales vacunados no contrajeron
1a enfermedad. La patogenieidad de este virus para cl ganado por
cinoera muyelevada, aún en el pasaje 301.

La producción de vacunas a virus vivo modificado con la cepa Lara

del virus 01 Valleó,se inició a fines de 1964, utilizando virus
de pasajes 101-103. El empleo de esta vacuna en gran escala fue

seguida de reacciones post-vacunales. En 1965, se administró una
vacuna de pasaje 162-163 en polluelos de un dia, no registrándose
reacciones adversas en el ganado vacuno, repitiendo la vacuna
ción eada Ó meses.

En la actualidad, Venezuela continua vacunando con vacunas a virus
vivo con una cepa 0. Camposmodificada (12), ensayandose las vias

l

de inoculación intranasal e intramuscular (17-18).

I.2.l.2.- Modificacion del virus en ratones (185,187)

Enel ratón lactante, la infección clinica está caracterizada por
parálisis muscular generalizada y es, invariablemente, fatal. Una
resistencia a infección con pequeñas dOSis de virus se desarrolla
a partir del décimo a cartoceavo dia de edad. Con cl aumento de
la edad se debe ir incrementando 1a dosis dc virus utilizada para
producir una infección clinica. En el ratón adulto, susceptible a
infección,cuando se lo in0cula intraperitonealnentc, sólo se afcg
tan clínicamente los músculos de las patas posteriores pero, con
frecuencia, se recupera totalmente.

El pasaje de virus en ratones lactantes se hace por via intraperi
toneal, usando la suspensión de corazón y carcasa evisccrada (ex
cluyendo la cabeza) (45). Las cepas pasadas por ratones lactantes
se llaman "n" usando un sistema establecido para otros grupos (45).
Por ejemplo, m40significa con 40 pasajes por ratones lactantes.
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Cepas pasadas por ratones adultos son llamadas cepas "mo". Un pro
cedimiento comúnen este caso es inocular ratones adultos con sus

pensiones del tejido del músculo de la pata. Se recogen las patas
posteriores de los ratones que han mostrado mas rápido una severa
parálisis.

Conel aumento de la edad del ratón la variación individual en la

susceptibilidad del mismova aumentando. Además, la infectividad
en los músculos de las patas seleccionadas es variable y, en los
mejores casos, se consiguzmenor cantidad dc virus que el que se
recoge en ratones lactantes. Por esta razón, es usual que cuando
se obtiene una cepa "mo"se infectan ratones lactantes y se usan
comofuente de tejido para asegurar un alto titulo.

Virus atenuado en ratón fue utilizado comoantígeno vacunal con É
xito en Africa (75). Se emplearon dos cepas dc virus atenuado:la

cepa Rho l (tipo SAT”), pasada 28 veces en ratones lactantes y 89

veces en ratones adultos y la cepa RV11 (tipo SATJ), pasada 34
veces en ratones adultos.

wEn el ano 1959 se realizó una experiencia de vacunación con la cg
pa Rho l en Africa del Sur. Los bovinos vacunados fueron desafia

dos tres semanas después por inoculación intramuscular de virus

SAT”aislado de una epizootia en bovinos. Nas del 703 de los ani
males vacunados fueron resistentes a la fiebre aftOSa. Un 53%de

los bovinos que reaccionaron presentaron lesiones en la boca y
en 3 o 4 de sus miembros. Sobre el 47fi restante algunos desarro

llaron lesiones de la boca. El 97%de los testigos no vacunados
tuvieron grave infección generalizada.

Los resultados fueron alentadores dado que, además, no sc compro

bó aborto ni efectos inesperados después de la vacunación. El por
eentaje de animales con reacciones adversas a la vacuna fue del

0,42 y no hubo prueba de prepagación de la cepa vacunal por contas
to con animales no vacunad s (75).

Galloway informó también el uso de la cepa Rho 1 en Kenia durante

un brote correspondiente al tipo SAT Sc determinaron dos focos2.
de infección y se efectuó una extensa vacunación alrededor de c
llos. Cerca de 80.000 bovinos fueron vacunados, entre los cuales
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habia razas nativas comocruzas. lo hubo pruebas después de la va
cunación de diseminación de 1a infección. Las reacciones post-va

cunales fueron de caracter benigno y limitado sólo a un 103 en
las razas eur0peas y sus cruzas con el tipo autóctono. Si bien el
virus de campoera un subtipo diferente al que se usó en la vacu
na, fue posible limitar y controlar la difusión de la enfermedad.

Un importante brote con el virus SAT1fue diagnosticado en 1961
en el sudoeste de Africa (211), registrado comouna de las mas
grandes epizootias de fiebre aftosa. Se realizó vacunación con la
cepa atenuada RVll en torno a la zona central infectada y, ade
más, vacunación con vacuna inactivada alrededor de la zona cn la

que se utilizaba la vacuna a virus vivo. las cifras disponibles
mostraron una protección en c1 90%de los animales vacunados con

RVll. Ademas, en los vacunados con vacuna inactivada sc obtuvo

una inmunidad del 95fi. Se consiguió detener la cpizootia y la en
fermedad quedó definitivamente eliminada hacia fines de 1962.

I.2.l.3.- Modificación del virus en conejos

La susceptibilidad del conejo al virus de 1a fiebre aftosa fue
descripta por varios autores en el año 1929. Inoculando la lengua
del conejo con virus aftoso se obtenían vesículas primarias pero
no se desarrollaban lesiones secundarias.

En 1952 se investigóla prOpagación del virus aftoso en conejos
lactantes con el objeto de desarrollar nuevas fuentes de virus pg
ra 1a producción de vacunas. Se seleccionó esta especie porque el
periodo de gestación y tiempo de desarrollo fetal es similar a
los del ratón.

En 1959, Cunha (52) describió la prOpagación de dos cepas de vi

rus aftoso, tipos Valleé (A y O) y Waldmann(C), en conejos lac

tantes y adultos. Se inoculaba una suspensión viral por via intrg
peritoneal y se observaba a las dos semanas post-inoculación. Se
extraia de los animales muertos el músculo de la pata como fuente
de virus. Si se requería mayor cantidad dc virus, se sacaba toda
1a musculatura. En pocas ocasiones se cxtraia corazón, pulmones,

higado, bazo, riñón y cerebro. E1 tejido muscular mostraba los ti
tulos mas altos y el cerebro los menores. Tambiénse pudieron es



tablecer infecciones seriadas en conejos adultos. Estos pasajes
seriados dieron comoresultado una marcada reducción en la pato
genicidad para el ganado cn el tipo 0.

Con un virus tipo C modificado en los pasajes 66 y 67 se observó

un bajo grado de patogenicidad (3/96) y una buena inmunidad en el

ganado (91/106) (52). Por el contrario, todo el ganado porcino i
noculado presentó fiebre aftosa generalizada (lO/10) y siete de

los animales murieron. No se registraron contagios entre los bovi
nos, pero en los cerdos resultó considerablemente elevado.

I.2.l.4.- Modificacióndel virus en cultivos celulares. Selección
de clonas atenuadas

Comese mencionó en los puntos anteriores, durante muchos años se
trató de modificar el virus nftoso por pasajes seriados en dife
rentes huéspedes (animales pequeños). En todos estos métodos se
pasaba sucesivamente la cepa viral hasta que se alcanzaba un ni
vel bajo de patogenicidad para el ganado, necesitándose en la ma
yoria de los casos efectuar numerosapasajes.

En 1960 se probó atenuar el virus aftoso pasandolo por cultivos
celulares de rinón de cerdo o de bovino, pero se requerían entre
400 a 500 pasajes para disminuir la patogenicidad.

Todos estos métodos habian sido relativamente empíricos y los re
sultados habrian sido dificiles de predecir, teniendo en cuenta
que aún cn diluciones limites el pasaje de virus deberia consis
tir de una mezcla de particulas conteniendo diferentes caracterís
ticas.

Por lo tanto, la aplicación del métodode clonado aicultivos de
tejidos permitiría obtener una población viral homogénea.Este má
todo ayudaria, además, en el análisis de las características de
los virus componentes de cepas modificadas y de las prOpiedades
de un número de muestras en diferentes periodos de la modificación,
todo lo cual facilitaria Ja comprensión de] fenómenode atenua

I
CJ. 01').

Durante las experiencias efectuadas con una cepa SAT1atenuada
por pasajes en cultivos de células BHK-Zl, se demostró que la mo
dificación habia provOcadoen la población viral una variación de
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. ala relacnon partículas patógenas a atenuadas (123). Las clonas
fueron cnsayadas para patogcnicidad por inOculación intradermolin

gual de grupos de doce bovinos. De 24 clonas con cuatro pasajes

por BHKque se analizaron, todas fueron patógenas mientras que,
en el pasaje 48, sólo dos de 60 clonas fueron patógenas (123).

Sc probaron las prepicdades inmunizantes de una clona atenuada ob

tenida después de 82 pasajes por células BHK(elona SAT1-82) y se
encontró que sobre 100 bovinos y 36 ovejas se protegía el 80%de

los bovinos y el 1005 de las ovejas, contra la deSCarga del virus
homólogo sin modificar. Para proteger el 805 del ganado vacunado
se requerían 108’0 D150 m (126).

Para obtener una dosis protectora SOS(DPSO)se debianutilizar

107’3 D150 m que son, aprOximadamcnte, 100 veces mayores que con

la cepa atonuada RV ll (DPSO = 105'5 D150 m) o mucho mas aún que

con la Rho l m089 que produce 90% de protección con 103’9 DISO m,

pero que produce reacciones en cl Bflde los animales. Estos datos
sugerian que sólo aquellas cepas modificadas que habian retenido
algo de patogenicidad eran altamente inmunogénicas.

Sin embargo, un ejemplo que se contrapone a estas observaciones es
el de una cepa clonada -denominada clona 4- del virus aftoso A
Kemron(142), la cual si bien es altamente inmunogénica carece de

citopatogcnicidad. Esta clona fue aislada por medio del método de
plaquco e inoculada una suspensión de 1a misma con titulo de 109
DI SOm por 1a via intradermolingual en bovinos susceptibles mos
tró ser completamente inocua.

Esto permitía la posibilidad de producción de vacunas antiaftosas
vivas modificadas a partir de una población virica clonada que
conservaba sus propiedades inmunogénicas pero que era totalmente
inocua.

Uno de los problemas mas graves en c1 control de las epizootias
del virus aftoso estaría causada por la heterogeneidad del virus.
Teniendo en cuenta esto, las vacunas serian totalmente efectivas
cuando se utilizara la cepa homólogaque produjo la epizootia. U
tilizando esta metodología rápida de atenuación y clonado, se p0
dria controlar la enfermedad obteniendo virus modificado a partir
del que dio origen a la ruptura de inmunidad.
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Según Mowatt (126) las ventajas de este método de atenuación se
lPlan:

1.- Rápida separación de las clonas atenuadas de las pató
genas;

2.- Muestreo de un alto número de clonas inoculando en la

lengua del bovino; y

3.- La atenuación en células BHK-21produce cepas capaces
de multiplicar rápido y con altos titulos.

I.2.l.5.- Otros métodosde atenuación

Se han realizado numerososesfuerzos para explorar las posibilida
des de emplear productOS químicos para producir mutantes con pér
dida de la patogcnicidad para el huóSpednatural.

la obtención de mutantes virales no patógenas por mutagónesis qui
mica, empleando ácido nitroso o hidroxilamina, fue estudiada en

diferentes sistemas virales (32). El modode acción de estos mutá
genos es el siguiente: ambassustancias actúan directamente sobre
el material genético del virus indueiendo cambios en la composi
ción del ácido ribonueleico. Estos cambios llevan a una altera

ción permanente del ácido ribonucleico transcripto. Usandoácido
nitroso comomutágenopara el virus de Noweasttle, se pudo aislar
mutantes menos virulentas que la cepa original cuando 1a inocula
ción se realizaba en huevos embrionados. Mientras el ácido nitro

so fue excelente comomutágenopara otros virus, las eonsideraeig
nes prácticas no garantizaban su uso en el virus aftoso. Por lo
tanto, se prefirió la hidroxilamina (111).

Se ha demostrado que el virus aftoso puede ser atenuado por este
método y que, además, se puede obtener una mejor adaptación a cé
lulas BMX-21,realizando pasajes del virus en este sistema. Sin
embargo, pierde 1a inmunonenicidnd ya que el virus pasado mas de

i , n ' oseis veces por celulas DHL-21es nnnos inmunogenico que en los

primeros pasajes (110).

I.2.1.6.- Ensayos para determinar 1a atenuación de patogenicidad
para bovinos (9)

El virus se titula en el epitelio de la lengua y se hace una esti
mación de la dilución que produce lesiones en el 50%de los luga



38

res inaculados, existiendo una gran correlación entre este dato y
la determinación de la dosis letal 50%(DLSO)en ratón para las
cepas de campo.

Para detectar la gradual atenuación de la patogenicidad viral de
la cepa modificada, la miSmase titula periódicamente en novillos.

A medida que el virus se va modificando, las DISOm requeridas
para producir lesiones vesiculares van aumentando.

En un determinado número de pasajes se llega a un estado en el

cual un grupo de animales inoculados en la lengua con lO6 DISOm

no desarrollan lesiones. En esta etapa la inocuidad e inmunogeni
cidad del virus es determinada empleandootras rutas de inocula

ción. Se analizan dosis lO veces mayores que la in0cua, por inocg
lación intradermolingual. Además, se debe determinar que por nin
guna de las rutas de inoculación usuales (intramuscular, subcutá
nea, intracutánea, intranasal) sc logre una infectividad mayor
que cuando la inoculación se efectua en cl epitelio lingual.

Cuando se van realizando los ensayos de inocuidad para el ganado,
la cepa es titulada simultáneamente en ratones lactantes y nn el
epitelio de la lengua del bovino. Las mismasseries de diluciones

son in0culadas en cobayos por inoculación intradérmica en la almg
hadilla de la pata.

Estos datos comparativos en animales pequeños (cobayos, ratones),
se realizan para obtener información que resulte mas económica

que con ganado. En ratones adultos, se puede determinar el poder
inmunizante realizando ensayos de seroneutralizaeión.

I.2.2.— Marcadores genéticos de atenuación

Durante años se llevó a cabo la búsqueda de marcadores genéticos
con la esperanza de hallar y seleccionar caracteristicas que fuc
ran útiles para separar virus atenuados de virulentos.

Wittmany Ahl (219) clasificaron los marcadores genéticos del vi
rus aftoso en tres grupos:

- Marcadores de virulencia;
- Marcadores de multiplicación;
- Marcadoresde resistencia.
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Los marcadores de virulencia son especificos de la eSpecic animal.
Dichos marcadores se modifican durante el proceso de atenuación,
pasando del es,ado virulcnto al avirulcnto. la duración del proce
so de atenuación depende de la cepa y del tipo de virus.

Los marcadores de multiplicación y de resistencia que pudieron
ser determinados para los virus aftosos atenuados son, asimismo,
señales del proceso de atenuación. La categoria, número y momento
de aparición de tales marcadores parece que depende, en primer lu
gar, de la cepa. Estos marcadores no permiten establecer una con

. t . o P oclu51on segura en cuanto al grado de v1ru1enc1a, pero son muyuti
les para caracterizar la cepa atenuada.

Los mas importantes marcadores de resistencia son 1a facilidad pa
ra multiplicar a altas y bajas temperaturas, resistencia a inacti
vación para cortos períodos a temperaturas entre SO-SÓ°C,resisten
cia a la inactivación a1 pV entre 6,0 y 6,5. Otros factores son
las caracteristicas del efecto citopático observadoa altas y ba
jas temperaturas, el tamañode placa, patogenicidad para diferen
tes animalcs de laboratorio, efecto del calor en presencia de io
nes, ete.

Teniendo en cuenta las diferentes fuentes de virus atenuados tanto

comola variación en 1a cepa original de la cual han derivado, es

poco probable que haya concordancia en los marcadores. Sin embar
go, es de particular interés que con cepas de cultivos -llamadas
cepas frías (es)- pasadas a bajas temperaturas, se ha encontrado

correlación cn algunos marcadores característicos, tanto comopé:
dida de la resistencia a la inactivación a 50-56°C (por periodos
cortos) comoresistencia a pH 6,0 por diez minutos (21).

I.2.2.1.- Infecciosidad para cultivos de origen bovino. Tamañoy
morfología de placas

Empleandocepas de virus aftoso modificado en ratón y embrión de

pollo Sellers (180) observó que, mientras el virus del ganado mui
tiplicaba bien y producía efecto citopático en cultivos de cerdo,
cordero,ternen)y buey, las cepas modificadas no multiplicaban de
igual modoy, por lo tanto, se podria correlacionar atenuación con
permisividad celular. Resultados similares se han obtenido con vi
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rus modificado en embrión de pollo 0l Campos, C
zeiro (79,50).

3 Resende y A24 Cra

Goldsmith (77) determinó la cantidad de virus atenuado requerido
para producir efecto citopático. Observóque la cantidad de virus

SAT1atenuado necesario para iniciar la multiplicación en células
de RFBcs cuatro logaritmos mayor que la requerida para el vi
rus salvaje.

Por otra parte, se ha correlaciOnado la virulencia con el tamaño
de placa producido (19,49-50,77). En general, las cepas virulen
tas producen placas mas grandes que las atenuadas. El virus reac
tor (recuperado de animales vacunados) generalmente produce pla

cas mas grandes que el virus atenuado y el de campo.

I.2.2.2.— Efecto de diferentes compuestos sobre la multiplicación
del virus aftoso

Estudios realizados con cepas atenuadas de poliovirus demostraron
que éstas tenian inhibida almultiplicación en presencia de sulfa
tos polisacarídicos. Teniendo en cuenta este comportamiento, se a
nalizó el efecto de estos polisacáridos sobre la multiplicación y
formación de placas de cepas virulentas y no virulentas del virus
aftoso.

Copas de virus C Dctwold y 03 Venezuela modificadas por pasajes cn
cultivos de riñón bovino, fueron inhibidas en almultiplicación
por la presencia de dextrán-sulfato (15). En cambio, no resulta
ron afectadas por este tratamiento las cepas de virus tipo A y 0
Valleé y C Waldmann, modificadas en embrión de pollo. Si fueron

inhibidas por acción de DEAE-dextrano.

I.2.2.3.- Inactivación por acción de la temperatura y el pH

Gomezy Crandell (79) estudiaron la temperatura minimo de creci

miento y la inactivación por temperatura y pH de tres cepas de vi

rus 01 Campos, C3 Resende y A24 Cruzeiro. Los virus atenuado y

reactor dc las cepas 01 Camposy C3 Resende fueron mas resisten
tes a 1a inactivación térmica (56°C) y a la acidez (pH 6,4) que
el virus virulento. Además,a 30°C la capacidad reproductiva del
virus atenuado y reactor era 100 veces mayor que en la cepa viru
lenta.
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En cambio, en la cepa A94Cruzeiro el virus salvaje era mas resis
tente a la inactivación térmica que los virus atenuado y reactor
(79,50). Por otra parte, con los virus A Western Germany, C Det

1

wold y 03 Venezuela modificados en cultivos de riñón bovino, los
virus salvajes fueron mas resistentes a la inactivación térmica y
a la acidez que los virus atenuados (15). De lo anteriormente ex
puesto se deduce que cada parámetro en consideración debe estar
referido eSpecificamente a una cepa.

I.2.2.4.- Producciónde interferón

La producción de interferón por el virus de la fiebre aftosa fue
demostrado por Dinter y Philipson (62). En.cu1tivos de células de
tiroides de bovinos, cepas de virus modificado por diferentes me;
todos, fueron menos citOpatonónicas y producian mas interferón
que las cepas virulentas de la cual derivaban (162).

Sellers (176,178) trabajando con virus 0 y A avianizados observó

que estos virus atenuados producían mas interferón y eran mas sen
sibles a 1a acción de éste que los virus salvajes. Sugirió que la
población atenuada estaba compuesta por l-Sí de virus competente
capaz de iniciar multiplicación y producción de virus. El otro-95
99fi no competente entraba a la célula induciendo un estado de re
sistencia y la producción dc interferón que, por supuesto, inhi
bia la replicación del virus competente.

Se quizo determinar si se podia eorrelacionar inocuidad para el g
ganado con el incremento de la producción de interferón y la dis
minuciónde la citopatogenicidad en cultivos de células de tiroi
des de bovino. Para ello se seleccionó una cepa modificada por pg
sajes en células HHH-21.Los resultados obtenidos fueron positi
vos, indicando que dicha correlación podia ser usada comomarca
dor de inocuidad (183).

I.2.3.- Factores positivos y de riesgo en el uso de virus modi
ficados

I.2.3.1.- Ventajas

La aplicación en gran escala de virus modificados para vacunas en
varias partes del mundodemostró que podia ser un arma mas a utili
zar en la lucha contra la fiebre aftosa, aplicada ya sea en forma
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independiente o en combinación con vacunas inactivadas, en bovinos.

La utilización de este tipo de cepas vacunales en MedioOriente,

Africa y América del Sur mostró su eficacia dentro de los focos ag
tivos, ya que se logró detener la enfermedad o interferir en la
prOpagaeión de 1a miSma. Algunas vacunas de virus modificado han

mostrado su capacidad de inmunizar a los bovinos aún contra otros

subtipos heterólogos, comoel del virus A Cruzeiro que protegió24

frente a tres subtipos diferentes: A18, A19y A27 (138).

La revacunación produce una mejor inmunidad de acción mas prolon

gada, la cual puede llegar a durar cerca de un año frente a virus
homólogos. Por otra parte, la aplicación de vacunas polivalentes
no parece aumentar 1a patogenieidad ni interferir en la producción
de anticuerpos (138).

Comoconclusión de lo anteriormente expuesto puede decirse que,en
tre las ventajas que puede proporcionar la utilización de virus
modificado para vacunas, se halla la estimulación de una inmunidad
mas duradera y la protección contra un espectro antinénieo amplio.

I.2.3.2.- Desventajas

Los principales problemas que se han podido registrar en el em

pleo de vacunas a virus vivo modificado se refieren al tiempo necg
sario para proceder a la modificación de] virus y a la presencia
de cierto grado de patogenicidad. Si bien la modificación mediante
pasajes en cultivos de células comoHHH-21y la selección de elo
nas acortaba el tiempo necesario para obtener cepas atenuadas, las
mismas presentanban una disminución de la innunogenicidad, nccesi
tándose grandes masas virales para obtener protección en el bovino.

Un problema no superado por cualquiera de estos métodos es la dis
minución de patogenicidad para,porcinos.

Si bien Palacios (138) menciona que no existen pruebas para atri
buir a las vacunas modificadas brotes de fiebre aftosa en bovinos,
considera que se debe estudiar el problema de los portadores y la
supervivencia de los virus modificados en los tejidos del animal,
comoasi también cada una de las cepas individualmente, pues al pa
recer muestran un comportamiento diferente.
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La falta de conocimiento acerca de Ja supervivencia del virus vivo
modificado de 1a fiebre aftosa en bovinos vacunados representó un
obstáculo a la aplicación practica de vacunas de este tipo por los
paises exportadores de carnes. Los paises importadores adeptaron

medidas restrictivas a1 cemercio de carnes con aquellos que emplea
ran vacunas con virus vivo modiiicados, en virtud del peligro de
contaminación que podria derivarse de una posible infecciosidad
residual del virus (131).

Por lo tanto, fue necesario determinar el tiermo que sobrevivia
en los tejidos el virus modificado a fin de evaluar los riesgos in
herentes al comercio internacional de carnes de animales vacunados
con dichos virus.

En el empleo de vacunas con virus vivos modificados es importante
saber si la inmunogenicidades debida a la multiplicación del vi
rus en el animal inoculado o es el resultado de la introducción de

una masa antigénica grande. Con tal motivo, se realizaron varios
estudios para determinar si el virus multiplieaba cn el ganado y,
ademcs, conocer su distribución y persistencia en e] animal. Se pu
do recuperar virus de ganado inoculado con la cepa aftosa modifica
da A Kcmron (76).

Augéde Mello y col. (6) realizaron ensayos de aislamientos del vi
rus aftoso modificado en órganos, tejidos y material esofágico-fa
ringeo de bovinos vacunados o revacunados y bovinos en convivencia.

Emplearon cepas avianizadas 0 Camposy A04 Cruzeiro y una eepa lal
pinizada C3 Resende. De bovinos vacunados con una vacuna bivalente,
constituida por una cepa modificada y otra lapinizada, se aisló el
virus lapinizado de muestras de coágulos sanguíneos, médula ósea,
piel, páncreas, riñón y amigdalas, detectóndose hasta 62 dias post
vacunación.

En el curso de los 180 dias post-vacunación (en los cuales se reali
l . . ' n p o ozo el ensayo) se consnguio aislar Virus lapinizado de muestras de

material esofágico-faringeo de bovinos vacunados y no vacunados
mantenidos en convivencia. El hecho de haber aislado virus también

en los bovinos en convivencia demostró que los animales vacunados
eliminaban virus. Estas observaciones fueron diferentes a las de

Van Bckkumy col. que trabajaron con el virus salvaje (205).
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Aparentemente, los virus vivos modificados presentaron caracterís
ticas diferentes entre sí en cuanto a 1a supervivencia de los mis

o . a c o . n o Imos en bov1nos. La suporv1vcnc1a del VJPuS C 1ap1n1zado sugtrlo

que podría estar relacionado con el tipo dc virus o con el sistema
empleado para modificarlo.
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1.3.- INTERFERENCIA

Cuandouna célula es infectada por viriones de diversos tipos, ca
da uno puede multiplicarsc sin perturbaciones, salvo por la posi
ble rccombinación o mezcla dc fenotipos. Sin embargo, en ciertas
condiciones, la multiplicación de un tipo de virus puede inhibirse

u P o u oen una prOporCion variable por la presenc1a de otro en la misma eé
lula. Esta inhibición se denominainterferencia virica.

El estudio de la interferencia con los virus animales experimentó
un cambio importante cuando Isaacs y Lindcnmann en 1957 (100) des

cubrieron que la interferencia también puede ser mediada por una
sustancia producida por células infectadas con virus: cl interfe

Iron.

En base a lo anteriormente expuesto se pueden definir dos tipos de
interferencia:

Interfereneia extrinseca: Hediadapor una proteina extrin
seca, dctectable bajo condiciones que favorecen rcsis
tencia a un amplio espectro de virus y que es caractc
ristiea de la interferencia inducida por interferón.

Interferencia intrínseca: Definida comoun estado de rcsig
tencia celular a la infección con un segundo virus y

que es inducido por el genoma del primero pero que
coexiste con un estado de susceptibilidad a un amplio
espectro de otros virus (113).

I.3.l.— Interferengia extrinseca. Interfcrón

I.3.l.l.- Caracteristicas generales

El interferón fue descripto por primera vez en 1957 (100). Se des
cubrió que el tratamiento de células de menbranacorioalantoidea
sin infectar con el medio de células infectadas con el virus de la

gripe (inactivado por radiación ultravioleta), inducia un estado
antiviral. Estos sobrenadantes, aunqueestaban libres de particu
las viricas, inhibian la multiplicación del virus de la gripe. Sc
demostró que el inhibidor era una sustancia soluble producida en
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la mayoria de Jas células infectadas con virus animales, ya fueran
virus a ADNo ARN.A estas sustancias se las denominó interfero
nes.

Los interferones que proceden de diferentes fuentes estan consti
tuidos por pequeñas proteinas que son estables a pH ácido y mode
radamente resistentes al calor. Los interferones no tienen especia
ficidad celular. Los interferoncs producidos en distintas especies
deSpués de la infección con un mismotipo de virus difieren tanto
en su eSpecifícidad antigénica comoen su peso molecular.

Los diferentes interferones son distinguiblcs acorde a los tipos
de células de las cuales se origina, a la especie, las condiciones
de inducción y a la estabilidad de las proteínas. Hayfibroblásti

cos, leucociticos e inmunointerferón. El inmunointerferón es prodg
cido solamente por células del sistema inmune y en respuesta a mi
tógenos o antígenos (189). Cada interferón está caracterizado por

su prOpio rango de eSpccies, teniendo su máximapotencia en las cÉ
lulas de 1a especie en la cual se originó. El interferón humano
producido en leucocitOS es activo en células de monoy en células
de bovinos, mientras que el interferón humanoproducido en fibro
blastos es sólo activo en células humanas (81). El rango de espe
cies está presumiblemente determinado por la presencia de recepto
res celulares (dl).

I.3.1.2.- Producciónde interferón

Es importante observar que el estado antiviral una vez establecido
por el interferón puede ser transmitdo de una célula a otra por u
na ruta independiente del interferón. Esto estaria indicando cómo
el efecto protector podría rápidamente extenderse a través de un
órgano (dl).

Tanto la producción de interferón cono la aparición de resistencia
vírica dependen, al parecer, de la interacción entre tres genes cg
Iulares. De las tres proteínas codificadas por estos nenes, sólo
el interferón existe con seguridad, la presencia de las otras dos
ha sido inferida.
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Las caracteristicas mas importantes de este mecanismoson-(57):

l° - El interferón actúa tanto en la célula en que es produ
eido comosobre las células expuestas a él;

2° - La aeeión antiviral no se debe directamente al interfe

rón sino a la proteína antiviriea producida por acción
del mí.smo 3

3° - Tanto la producción de interferón comosu actividad anti
viral requieren la expresión de genes celulares, por lo
que son bquueados por inhibidores de la transcripción
o traducción;

4° - El nivel de producción de interferón depende del equi
librio entre la inducción por acción del inductor y la
represión autoinducida;

5° - Existe una producción constante de interferón cn ausen
cia del inductor cuya presencia aumenta la producción,
desplazando el equilibrio entre inducción y represión.

El interferón os producido por las células infectadas con viriones
c0mpletos infecciosos o inactivados. En general, los virus que se
multiplican muyrápidamente y causan alteraciones precoces de las
células son productores pobres de interferón. mientras que los que
se multiplican muylentamente y no lesionan las cólulas producen
grandes cantidades del mismo. Si bien la totalidad de las células
animales son capaces de producir interferón, las células de la mó
dula ósea, del bazo y los macrófagos parecen tener un papel espe
cial.

I.3.l.3.- Inducción y regulación

Luegodel hallazgo original de la inducción de interferón por una
infección viral, un amplio rango de sustancias que incluyen polimg
ros, moléculas pequeñas, bacterias inmunogénicas y mitógenos, se
han encontrado activos en la inducción de interferón (81). Los ARN

de doble cadena y ciertos polinueleótidos sintéticos son capaces de
inducir producción de interferón en numerosasespecies animales.

La actividad se centra en poliribonueleótidos que poseen un conteb
nido helicoidal elevado, cono ser polímeros sinteticos de cadena
formadapor ácido poliriboinosinico y ácido poliriboeitidilico (pg
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li(I:CD. Tambiénresultan efectivos los polímeros sintéticos de cg
dena simple. Los híbridos ADN-ARNresultan inactivos al igual que
los desoxiribonucleótidos.

También los ARNque contienen fragmentos de doble cadena durante

la replicación de los ARNvirieos (complejos replicativos) pueden
ser inductorcs del interferón (81). En el caso de virus a ADNel
induetor seria un ARNde doble cadena producido por 1a superposi
ción de la transcripción.

COmOresultado del reconocimiento del ARNde doble cadena, que es

un productoviral característico, la célula sintetiza interferón
comoun mecanismode defensa frente a los virus. En las células in
feetadas por virus a ARNla aetinomicina D impide la expresión de
los genes celulares pero no de los virales. Cuandose la agrega a
las células antes de la infección, inhibe la formación de interfe
rón con lo cual se demuestra que la producción de esta proteína
depende de la sintesis de nuevo ARNmensajero celular; Por cOnsi

guiente, el virus parece inducir la activación de un gen celular.
la presencia de un mARNespecifico para interferón ha sido demos
trado en ensayos usando una cadena de ácido poliriboinosínico y u

na cadena de ácido poliribocitidilieo (poli(I:C)) en células de ra
tón.

La regulación de la sintesis del interferón se lleva a cabo medias
te un represor producido comoconsecuencia de la acción del mismo,

ya que la sintesis de interferón puede ser inhibida por la adición
de interferón exógeno.

I.3.l.4.- Producciónde interferón en infecciones con virus aftoso

La presencia de un factor que interferia en 1a distribución y re
plieaeión del virus aftoso fue citado por Dinter en 1960 (60). Es
te factor deberia estar presente en el sobrenadante de células de
riñón bovino infectadas con el virus. Su efecto inhibitorio seria,
probablemente, PCSpOflSRblCde la resistencia dc la célula cn eulti
vos persistentemente infectados con virus aftoso.

En 1962, Dinter y Philipson (62) demostraron 1a producción de in
terferón por virus aftoso en células de riñón bovino y estudiaron
la multiplicación viral y síntesis de interferón en cultivos per
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sistcntemente infectados. Sellers en 1963 informa la producción de
interferón en cultivos de epitelio lingual bovino infectados (176).

El mismoautor en 1965 i178), individualizando el comportamiento
de cepas atenuadas de virus aftoso en cultivos de tejidos, encuen
tra que los virus atenuados multiplican con bajos titulos y produ

cen mas interferón que el corrCSpondiente a la cepa virulenta. Adg
más, estas cepas eran mas sensibles a laicción del interferón que
la cepa virulcnta.

I.3.2.- Interferencia intrínseca

I.3.2.l.— Introducción

Teniendo en cuenta que los métodos de detección de interferón pue
den ser poco sensibles, no se puede excluir su participación en

un caso de interferencia. Sin embargo, si la interferencia se esta
blece precozmenteen el cielo de infección, la participación del
interferón puede considerarse improbable.

En estos casos, nos encontramos con un tipo de interferencia espe
cificamente mediada por virus que se ha llamado interferencia in
trínseca. Este tipo de interferencia se considera que esta bastan
te distribuida en la naturaleza y que involucraria varias clases
de virus no relacionados, no citOpáticos y, probablemente, algunos
tipos virulentos. Esta interferencia tendria ciertas caracteristi
cas talcs como:

l) Seria una propiedad intrínseca de la celula infectada con
virus que no se hace extensible a 1a célula no infectada;

IQ v Es inducida bajo condiciones en que está totalmente desear
tada la interferencia mediadapor interferón;

3 V Seria llevada a cabo por una proteina codificada por el gg
nomadel virus inductor;
In velocidad de inducción del estado interfercnte estaria4 V

en función de la multiplicidad de infección del virus in
ductor;

5) Se requiere la presencia de virus activo;
6) Es insensible a la presencia de aetinomicina D; y
7) Se requiere sintesis proteica dado que es inhibida en pre

sencia de puromieina.



Se puede considerar la presencia de dos tipos de interferencia vi
ral: 1a interferencia heteróloga (entre virus no relacionados) y
la interferencia homóloga.

I.3.2.2.- Interfereneia heteróloga

Los mecanismosde interferencia heteróloga varian según los siste
mas, comosc puede ver en los siguientes ejemplos:

a)

b)

C)

El virus de la enfermedad de Newcasttlc (HDV)resulta incapaz

de multiplicarse en células que hayan sido infectadas previameg
te por otros virus a ARN(113).Varios virus pueden inducir un
estado refractario para el HDVtales comoel virus de Rubella,

Sindbis, Poliovirus. Si bien el virus NDVse adsorbe a las cel!
las y penetra en condiciones normales, no puede replicarsc. Prg
blemente, existiría una proteina codificada por el genomadel
virus inductor, que actuaria b10queando la traducción del ARN
del NDV.

El virus de la influenza porcina (SW)es inhibido por el virus
de la plaga de las gallinas (FPV) al nivel de sintesis de ARN
cuando las células huéspedes son infectadas con ambos virus a

altas multiplicidadcs de infección. El efecto cs altamente inhi
bido cuando las células son infectadas con el virus FPVuna a

dos horas después de la infección con SWo bien cuando se utili
za baja multiplicidad de FPV(161).

El virus de la estomatitis vesicular (VSV)y el ortomixovirus
pueden ser inhibidos a1 nivel de sintesis de ARN.La inhibición
de la multiplicación del VSVpor el FPVpresenta las siguientes

caracteristicas: l) no es interferencia a nivel de adsorción;
2) la sintesis de todos los componentes del FPVesta afectada
si el virus interferente esta presente en las etapas iniciales
de la replicación del PPV; 3) competencia dc la ARNpolimerasa

del virus interferente con templado heterólogo se descarta por
ensayos realizados "in vitro" con 1a ARNpolímerasas de VSVy
FPV.

Unaexplicación alternativa podría ser que la interferencia ocg
rre a nivel de traducción del mARNviral (160). Antecedentes al

respecto se han dado para otros virus en donde se encontró que
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la exclusión del fago “12 por el T4 en Escherichia coli es debí
da a inhibición de la traducción del ARNde M12en los poliso
mas (90) o bien que 1a infección con poliovirus inhibe 1a tra
ducción del ARNdel virus herpes simplcx (170).

I.3.2.3.- Interferencia homóloga

a) Introducción

En casos en que dos cepas distintas de un mismovirus infecten una

mismacélula, dichos virus deben competir por los mismosprecurso
res y ios mismosreceptores celulares. De ahi que la multiplica
ción de uno de ellos se halla a menudodisminuida. Este efecto es

mayor si uno de los virus presenta cierta ventaja en relación a1
tiempo y a la multiplicidad dc infección.

Este tipo de interferencia SCproduce en el caso del virus NDVen

el momentode la adsorción, comoresultado de la destrucción de r2
ceptores celulares especificos. En el caso de los leucovirus, la
interferencia se produce en el mOmentode la penetración mientras
que en otros se produce durante la replicación.

b) Interferencia durante la replicación

Se han citado numerosos casos de interferencia de este tipo, ya
sea inducida por mutantes de temperatura o por virus atenuados. El
virus de Semiiki-Forcst, tipo salvaje, tiene interferida su repli
cación por una mutante temperatura sensible, ts en condiciones11’
de restricción de temperatura (39°C). Esta mutante es incapaz de
inducir la sintesis de ARNviral y, por consiguiente, sintesis de

l n e Íproteinas a la temperatura de restr1cc10n. Se supone que esta mu
tante tiene un defecto de sintesis o función de la ARNpolimerasa.
La mutante induce una inhibición en la sintesis de ARNdando como

resultado una disminución en la producción de virus infeccioso. Se
sugiere que la interferencia estaria causmhporun componenteestrue

tural -ARNo proteina- del virión ts11 que inhibiria la acción de
la ARNpolimerasa (102).

Unacepa de poliovirus tipo l,incapaz de producir virus infeccioso
a 39,5°C, puede suprimir 1a producción de otra cepa de poliovirus
tipo 1 capaz de reproducirse a dicha temperatura. Con relaciones
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constantes de virus interferentc a virus superinfectante, se man
tiene un grado constante de interferencia. Conuna dosis constante

de virus interferente la interferencia es menor a medida que aumeg
ta la dosis del virus superinfectante. Hasta un intervalo de una
hora post-infección con el virus interfcrcntc, la interferencia

puede revertirsc con dosis altas del segundo virus. Dadoque 1a ig
terfcrencia no esta afectada por la presencia de guanidina, es de
suponer que el evento ocurre antes de la sintesis de ARNdel virus
interfercnte (145).

En el virus aftoso se han encontrado casos de interferencia viral

empleando cepas modificadas para bovinos. Estos virus pueden inhi
bir la multiplicación y la citopatoacnicidad dc cepas virulentas
en cultivos de tejidos de bovinos pero en los animales sólo inhi
ben cl desarrollo de lesiones cn la lengua prmlucidas por el virus

virulento (161). Dinter, en 1958, describió interferencia entre c2
pas virulentas de alto y bajo grado de patogenicidad (S9).

Tambiénse ha inducido interferencia viral por una mutante tempera
tura sensible del virus aftoso en células de riñón bovino. La in

fección de células de riñón bovino con la mutante ts a la tempera
tura no pernisiva de 38,5"C inhibe el crecimiento y la sintesis
del ARNdelvirus salvaje superinfectante (148).

c) Interferencia por particulas defectivas

Las partículas DI fueron descubiertas por VonMagnus (1947) usando
el sistema del virus de influenza. Las llamó particulas incomple
tas o inmaduras. Posteriormente, fueron descubiertas para otros
sistemas virales.

Posiblemente el sistema viral mejor estudiado sea el del VSVdado

que sus particulas defectivas son mas cortas que el virus que las
origina y, por lo tanto, pueden ser purificadas con facilidad en
gradientes de sacarOSa (95).

Las particulas DI constituyen una clase de mutantes de delección
de los virus animales que tienen un número de prepiedadcs en c0mún
tales como: 1) incapacidad de prepagarsc en ausencia de un virus

"helper" (defectividad); 2) capacidad de ser complementadaspor vi
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rus "helper" y multiplicarse en su presencia, disminuyendo 1a pro
ducción del virus tipo salvaje (interferencia); 3) habilidad de
. o l I . oincrementar su proporc10n en celulas c0|nfeetadas con el VlruR
salvaje (enriquecimiento) (94,98).

Para distinguir las particulas DI del virus que les dio origen
Huangy Baltimore cn 1970 (97) denominaron al virus parental virus

estandar. Además,postularon que las particulas DI jugaban un pa
pel significativo en las enfermedadesvirales agudas y persisten
tes. Dentro del grupo de los pieornavirus, se han detectado parti
eulas DI en poliovirus (41-43) cuyo defecto es la disminución del
ARNen un 155 respecto al virus estandar.

El análisis de la traducción de ARNde particulas DI "in vitro" ig
dieó que el tamaño máximo del producto formado es un 15%menor

que el máximoproducto sintetizado bajo la dirección del ARNdel

poliovirus estandar. Este tipo de particulas D1reunía las siguienv

tes caracteristicas:

1.- Bandeaban a menor densidad que el virus estandar cn
gradientes de cloruro de cesio;

2.- El ARN-DIes un 13-18% menor que el ARNestandar;

3. La deleceión corresponde a la región del genoma que
codifica para las proteinas estructurales;

4.- Las particulas DI interfieren con la replicación del
virus estandar -aparentemente—por competición por
el huésped o por productos virales;

5.- Las partículas DI solas pueden realizar todas las fun
ciones virales, menos1a sintesis de proteinas de la

I ocap51dc.

En los últimOS años se ha citado la presencia de particulas DI de

poliovirus con delecciones de menor tamaño que, por supuesto, no
pueden ser separadas del virus estandar por gradientes de cloruro
de eesio. Empleando geles de agarosa y ARNdesnaturalizados con

glioxal, se han podido identificar delecciones pequeñas (4-63)
en el genomade partículas virales (116),

Durante varios años los rasgos característicos de 1a interferencia
mediada por particulas DI fue esquematizado usando al VSVcomo sis
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temaprototipo para estudio. Estas caracteristicas son aplicables
a otros sistemas virales y pueden resumirse del siguiente modo:

p. p.

la interferencia ocurre intracelularmente y no en la
superficie celular.

Es específica y homotipica, es decir, que la interfe
rencia ocurre en primer lunar contra el virus estan
dar del cual la partícula DI ha derivado, con virus

ccrcanamente relacionados ocurre en menor grado mieg
tras que con virus no relacionados no sucede.

Este fenómenopuede existir independientemente de la
interferencia mediadapor interferón (95).

El paso critico durante la multiplicación del VSV,poliovirus,

Sindbis, SV40afectado por las DI es el momentode la replicación
viral. Dadoque estos virus tienen diferentes estrategias para re
plicar sus ácidos nucleicos, los detalles moleculares de la inter
ferencia por partículas DI varian para cada grupo individualmente
(95).
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II.- MATERIALES Y METODOS

II.1.- CELULAS

Se utilizaron células aux-21, clon 13 (190) provistas por el Cen
tro Panamericano de Zoonosis, pcia. de Buenos Aires, y células de
RFBcedidas por el Instituto Nacional de Tecnología Agropecuaria
(INTA), Castelar, pcia. de Buenos Aires.

Ambostipos de células fueron prepagadas en monocapa (124) o en

cultivos en suspensión (38) con medio minimo esencial Eagle (MEM)

suplementado con 10%dc triptosa fosfato y 10%de suero de terne
ra (todos obtenidos de Gibco, Laboratories Grand Island, USA).

Las células RFBfueron utilizadas comocultivos primarios y hasta

el tercer subcultivo inclusive. Cuandodichas células eran emplea
das para ensayos en suspensión, se tripsinaban y rcsuspendian en

MEMcon suero, dejándolas en agitación varias horas antes de su E
SO.

En condiciones de infección viral, las monocapasde células o los
precipitados de células en suspensión, fueron lavados con solución

salina PBS (0,13 M NaCl, 0,005 M Kcl, 0,006 M NaZHPO 0,001 M4)

KH2P04)pH 7,4 para eliminar todo resto de suero y durante el tiem
po de infección viral se utilizaron los medios anteriormente men
cionados, sin el agregado del 10%de suero.

En ensayos en los cuales era necesario agregar radioisótopos, se E
tilizaron medios especiales de infección, tales comomedio sin leu
cina (MEM-Leu'), sin metionina (MEM-Met-),etc.

II.2.- VIRUS

Fue utilizada la cepa de virus aftoso A Cruzeiro, extraída de e24
pitelio llngual bovino con menosde seis pasajes por células BHK-Zl
y la misma cepa atenuada para bovinos por 101 pasajes por embrión
de pollo (124). Además,se utilizaron cepas salvajes y atenuadas

correSpondientes a los subtipos 01 y C Tanto las cepas atenuadas3.
comolas salvajes que les dieron origen fueron gentilmente cedi
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das por el Centro Panamericano de Fiebre Aftosa, Rio de Janeiro,

Brasil (16-50). El enterovirus bovino utilizado en estas experiefl
cias (106) fue obtenido del cepario del Departamento de Virología,
INTA, Castelar, pcia. de Buenos Aires.

Los stocks de virus fueron producidos por multiplicación en célu

las BHK-Zly conservados a -70°C o en ampollas en nitrógeno liqui
do.

II.3.- PROCEDIMIENTO DE CLONADODE VIRUS (146)

Se prepararon monocapas de células BHK-Zlen frascos planos de 60

cm3 (monocapa confluente de 3,5 x lO6 células aproximadamente) in

cubadas a 37°C. Luego de volcar el medio de crecimiento, se lava

ron las monocapas con MEMsin suero, retirandose por succión el

exceso de líquido. Las diluciones de virus a utilizar fueron prepa
radas en medio estéril. Se plaqucaron 0,2 m1de cada dilución vi
ral dejando comocontrol frascos inOculados con 0,2 m1 de medio
sin virus.

Luego de un periodo de adsorción de 45 min a 37°C, se retiró el lá
quido por succión, agregando por frasco S ml de la siguiente mez
cla: un volumen de 1,8% de bactoagar en agua estéril y un volumen

de MEM2x suplementado con antibiótico y caldo triptosa fosfato.
Una vez gelificada la solución agarizada, sc pusieron los frascos
en incubación a 37°Chasta que la;placas fueran visibles. El reve
lado de las mismas se realizó con l ml de solución de rojo neutro
(0,02% concentración final) por frasco e incubando durante 1 a 3
horas a 37°C en la oscuridad.

Las clouas que se seleccionaron fueron extraídas con pípeta Pasteur
dc punta curva y sembradas en tubos con monocapas de células BHK-Zl

para su enriquecimiento. Este procedimiento de clonado se realizó
tres veces consecutivas para asegurar la homogeneidadde la pobla

ción viral. Se registró el tamañoy morfología de las clonas aísla
das.



II.4.- TITULACIÓN DE LOS VIRUS

La determinación de los titulos virales se realizó empleandotres
métodos:

II.4.1.- Métodode titulación en placa (64)

Hallando las unidades formadoras de placas por mililitro (UFP/ml).
Para ello se prepararon mon0capas de células BHK-Zlcrecidas en

frascos planos de 60 cm3 incubadas a 37°C. Cuando las monocapas eg

tuvieron eonfluentes (24 a 48 horas después de ser sembradas), fug
ron infectadas con 0,2 m1dc las diluciones virales correspondieg
tes, siguiendo el procedimiento indicado para el elonado de virus.

Luego de un período de adsorción de 45 min a 37°C se removió el lí

quido por succión. Se agregaron 5 ml por frasco de la mCcha agari
zada ya descripta y una vez gelificada la misma, se incubaron los
frascos a 37°Chasta que las placas fueran visibles.

De cada dilución viral se hicieron triplicados o cuadruplicados.
Se revelaron algunas placas a las 24 y 48 horas post-infección pa
ra observar el desarrollo de la infección. A las 72 horas se reve

laron todas las p1acas.fijandolas con una solución dc formaldehído
al 105 y luego tiñiendo con una solución al 1%de fucsina básica
fenicada.

lI.4.2.— Métodode dilución al punto final

Sc determinaron las dosis infecciosas cultivo de tejido 50%(DICTSO)
Para ello se prepararon placas de plástico de 9o orificios en las
cuales crecieron mon0capas de células BHK-Zly/o células dc RFB.
De estas últimas se emplearoncultivos primarios, primer subculti
vo o tercer subcultivo. Las células fueron utilizadas a las 48 ho
ras de ser sembradas con MEMcompleto, tal como se indicó cn II.1..
La incubación se llevó a cabo a 37°C y en atmósfera de 3%de anhi

drido carbónico. Las infecciones se hicieron con 0,1 m1de dilu
u ' aClon Viral.

Los medios dc infección utilizados fueron MEMcon 10%de caldo

triptosa fosfato, gentamicina 50 ug/ml, buffer HEPES0,025 MpH 7,4
(ácido N-2-hidroxieti1 piperazina-N'-21xanosulfónico, SigmaChemi
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cal Co.) y Tris 0,01 MpH 7,4 (Trizma Base, Sigma Chemical Co.).

El efecto citopático fue controlado diariamente y los datos fina
les fueron los registrados a las 72 horas post-infección, hacién
dose la cuantificación por el método de Reed y Hüench (154).

II.4.3.-- Titulación en ratón lactante

Se utilizaron ratones de 4-6 dias, cepa C F1, para estimar la patg
genicidad de 1a población viral en estudio. Se inocularon con

0,05 ml de dilución viral por via intraperitoneal seis ratones lag
tantes por dilución.

Los ratones fueron controlados diariamente para determinar alguna

alteración que fuese originada por la acción del virus hasta prodg
cirse la muerte del animal. Los datos obtenidos a los siete dias

post-infección se consideraron definitivos. Se determinó la dosis
letal 50%en ratón lactante (DLSO)1 cuantífieando por el método
de Reed y Hüeneh (154).

II.5.- FIJACION DE COMPLEMENTO50% (2)

Los ratones lactantes que murieron por la acción del virus aftoso
fueron procesados maeerando sus tejidos. El macerado se inactivó

a 56°C durante 30 min al cabo de los cuales se centrifugó separan
do el sobrenadante viral efectuándose la tipificación del mismo.
El antígeno viral se enfrentó a sueros hiperinmunes de eobayos
(previamente titulados y diluidos) tipo 0, A y C, siguiendo las
indicaciones de 1a técnica (2).

Unavez tipificado el virus se realizó la subtificnción. Para lo
cual se hicieron diluciones de virus que se enfrentaron a los difg
rentes sueros hiperinmunes de cobayos(de las cepas correspondien
tes al tipo viral) Por ejemplo, el tipo A se subtifica frente a

A24, A81, A79, ete. Se siguieron las mismas condiciones que para
la tipificación.
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II.6.- INHUNOFLUORESCENCIA

Monocapasde RFBcultivadas en tubos con laminillas fueron infecta

das con clonas del virus A24Cruzeiro atenuado. Se examinó diaria
mente la aparición de efecto citOpático. Se seleccionaron las lami
nillas que luego de 72 a 96 horas post-infección no mostraban CPE,

extrayendo el medio de los tubos y lavando las monoeapas celulares
con medio sin suero. Las laminillas se sacaron de los tubos y se
colocaron sobre un seportc, fijándolas en acetona a -20°C durante
10 min y luego dejando secar al aire.

A continuación, se colocó una gota de dilución (1/5) de suero hi
perinmune de bovino contra el A Cruzeiro sobre cada laminilla y24
se incubó a 37°C durante 45 min. Se lavaron los preparados con so

lución salina PBS, tres lavados de lO mín cada uno, en agitación,
y se colorearon con antigamaglobulina de bovino marcada con isotio
cianato de fluoresceina.

Los preparados fueron incubados a 37°C durante 45 min cn cámara hú

meda. Se lavaron tres veces con solución salina PBSy un último la

vado con agua destilada. Se montaron con glicerina tamponada 50%

y se observaron en microsc0pio dc fluorescencia Ortholux Leitz (39).

II.7.- INFECCIONES con PASAJES DILUIDOS Y SIN DILUIR DEL VIRUS

ATENUADO(140,146)

Honocapas de células BHK-Zlcrecidas en frascos planos, fueron in
fectadas en condiciones de alta y baja multiplicidad con el virus

A24 Cruzeiro atenuado. Las monocapas de BHK-Zl, luego de ser lava
das con medio sin suero, se infectaron con l ml de virus a baja
multiplicidad de infección (m.o.i. 0,2) o con l ml de virus a alta
multiplicidad (m.o.i. 10-20). Luego de 60 min de adsorción, Se re
tiró el inóculo ' se lavaron las células con 5 ml de MEMsin suero.5

Se cosechó el virus al tener CPE. Una alícuota de cada uno de los

pasajes se separó para ser titulada. Del resto sc tomóuna parte
g J n . o I a Ipara ser usada como inoculo de] pasaJe Siguiente. A51 se continuo

sucesivamente hasta finalizar el númerode pasajes requeridos.
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II.8.- DETERMINACIONDEL COEFICIENTE DE SEDIHENTACION Y DENSI

DAD DE LOS VIRUS SALVAJE Y ATENUADO

II.8.1.- Producción de virus radioactivo (80)
, 8 ,

Celulas aux-21 crecidas en monocapaen frascos rotantes (1 x10 cg
lulas aproximadamente) fueron infectadas con virus Añ Cruzeiro

L 4

salvaje o atenuado en condiciones de alta multiplicidad. Luegodel
periodo dc adsorción de 45 min se retiró el inóculo y se agregó
MEMsin suero, conteniendo 5 ua/ml de actinomicina D (Grado III,

Sigma Chemical Co) y buffer HEPES0,025 M pH 7,5.

La marcación en ácidos nucleicos sc hizo a los 180 min post-infec
ción, agregando 100 uCi de uridina-JH (NewEngland-Nuclear Co.,ac

tividad espec. 37,9 Ci/mmol)por frasco. La incubación continuo hai
ta observar CPE. A1 cabo de la misma el sobrenadante fue clarificg

do en una ultracentrifuga preparativa neckman LSO, a 14.000 x g du
rante 15 min a 4°C.

II.8.2.- Purificación de virus

El virus del sobrenadante clarifieado se concentró por ultracentri
fugación a 100.000 x g durante 120 min a 4°C. El precipitado viral
-siempre mantenido en frio: se resuspendió en buffer NETpH 7,4

(0,05 M Tris-Clfl, 0,1 M NaCl, 0,01 M EDTA)y fue tratado con 0,5%

de dcoxicolato de sodio (DOC)(Fischer Scientific Co.). El virus
se purificó por ultracentrifugación en gradientes de sacarosa en
buffer NET10-3 fl (p/v) a 100.000 x g durante 180 min a 4°C (69).

A1 final de 1a corrida, se recogieron los gradientes en alicuotas
de 0,5 ml, registrando su densidad óptica a 260 nm. Se temaron ali
cuotas de 20 ul dc cada tubo y se le agregó S m1 de solución centg
lladora hidrofiuor (2 partes de metilccllosolve y 3 partes de li
quid fluorzPPO 0,8 fi, POPOP0,0085 y tolucno csp 1 1t.). Las cuen
tas por minuto presentes en cada alícuota fueron determinadas en
un contador de centellco líquido Hewlct-Packard.

Las fracciones correspondientes al pico de virus se juntaron, man
teniéndose a 4° C si eran utilizadas de inmediato o congelándohma

-70°C para ser procesadas posteriormente.
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II.8.3.— Determinación de la densidad

Las fracciones del pico viral fueron diluidas en un volumenigual
de buffer NETpH 7,4. El virus se concentró por centrifugaeión a

200.000 x g durante 50 min a 4°C. El precipitado viral se resuspeg
dió en buffer NETpH 7,4 agregandose cloruro de cesio (Carlo Erba)
hasta concentración final de 1,42 gr/ml. Los gradientes de cloruro
de cesio se ccntrifunaron durante 16 hs a 144.000 x g a 4°C.(l39).
Al final de la corrida se recogieron en alícuotas de 0,2 ml (146).

La densidad de las diferentes fracciones fue determinada por re
fractometria. A cada fracción del gradiente se le agregó 3 m1de
ácido trieloroacótico (TCA) 8‘73en presencia de ARN(blevacluras pa

ra precipitar los ácidos ribonueleicos.

Las fracciones fueron filtradas por filtros Hillípore (poro 0,45 u)
y lavados con TCASí frio. Cada uno de los filtros fue colocado en

un vial al que se le agregaron 5 m1de solución centelladora para

poder determinar la radioactividad acumulada en un contador de con
telleo líquido (69).

II.9.- OBTENCION DE ACIDO RIBONUCLEICO VTRAL PARA HAPEO DE OLI

GONUCLEOTIDOS

II.9.1.- Producciónde virus

Células BHK-Zlcrecidas en mouocapasen frascos rotantes fueron
infectadas con los virus salvaje, atenuado o revertante, a multi
plicidades de infección entre 1 y 10. Luego del periodo de adsor
ción que fue de 45 min para los virus salvaje y revertante y de
60 min para el virus atenuado, se retiró el inóculo viral. Cada
frasco recibió 15 a 20 ml de MEMsin suero conteniendo buffer HE

PES pH 7,5 concentración final 0,025 M.

La infección prosiguió hasta observar CPE, controlando el pu de los
frascos durante todo el proceso de infección y ajustando el mismo
cuando fue necesario con una solución de bicarbonato al 5%.

Este control debió ser muyestricto en el caso de los virus atenuï
dos cuyo tiempo de infección era de aproximadannnte 18 horas. En

estos casos, para evitar la inactivaeión o la degradación del virus
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circulante antes de observar CPEtotal, se realizaron varias cose
chas.

En todos los casos, al final de la infección los sobrenadantes in

fecciosos fueron clarificados a 14.000 x g durante 15 min a 4°C.

II.9.2.- Purificación de virus

Los sobrenadantes virales clarificados fueron ccntrifugados a
144.000 x g durante 55 min a 4°C. El precipitado conteniendo el

virus se resuspendió en 0,5 ml de buffer NETpH 7,5 tratado con 1%

de sarcosil (Sigma Chemical C0.) a 4°C y purificado por ultraccn

trifugación en gradientes de 5-305 sacarosa en buffer NETpH 7,4

(p/v) durante 75 min a 200.000 x g en rotor Deckman SW40y a 4°C.

A1 final de 1a corrida se recogieron alícuotas de 0,5 m1 de cada

gradiente. El pico de virus fue identificado por medida de la ab
sorbancia a 260 nmde las diferentes fracciones. Se juntaron las
fracciones correspondientes al pico viral y se congelaron a -70°C.

II.9.3.- Preparación de los ARNvirales (147)

El pico de virus se diluyó con un volumen de buffer NETpH 7,4. Se

añadió 0,5 Z de SDS (Sigma Chemical Co.). Para hacer 1a extracción

del ácido ribonucleico se agregó medio volumen de fenol saturado

cn agua, agitandose en vortex. Luego se añadió medio volumen de

c10roformo-alcohol isoamlico 2%, agitándose nuevamente cn vortex
y dejando en reposo. A1 cabo de un minuto 1a solución se centrífu
gó a 10.000 x g para una mejor separación de la fase fenólica de
la acuosa. Todo cl proceso se repitió una segunda vez cn las mis
mas condici0n0.. Luego dc una última extracción con cloroformo-al
cohol isoamílüx>solamente, se retiró 1a fase acuosa transfirióndo
la a un nuevo tubo estéril.

El ARNse precipitó a —20°Cdurante una n0che por el agregado de

dos volúmenes de etanol frio y 0,2 M NaCl. A1 cabo de este tiempo,

el precipitado fue concentrado por ultracentrifuaación a 10.000 xg
durante 1 hora en frio en centrífuga Sorvall.

El precipitado de ARNse resuspendió en buffer NETpH 7,4 y se pu-"

rificó por ultraeentrifugaeión en gradientes de 15-30%sacarosa en
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buffer NETpH 7,4 (p/v) conteniendo 0,5fi de sarcosil a 200.000 xg

durante 6 horas a 4°C en un rotor Beckman SW4O(147). Se recogie

ron alicuotas de 0,45 ml, dctorminándose la absorbancia a 260 nm

do cada una y se juntaron las fracciones conteniendo el pico del
ARNviral (37s). Estas fracciones se diluyeron a la mitad con bu
ffer NETpH 7,4 realizando nuevamente las extracciones con fenol

cloroformo, tal comose describió previamente. Luego dc 1a última
extracción con cloroformo-alcohol isoamílico, se hizo una ex
tracción con éter. La fase acuosa Fue retirada y colocada en otro
tubo limpio y estéril. El ARNse precipitó agregando dos volúmenes
dc etanol y 0,2M de NaCl, dejando toda la noche a -20°C.

El precipitado de ARNsc vuelve a concentrar tal como se ha des

cripto precedentemente y Se resuspendc en 0,5 ml dc solución ET

(0,01 H Tris-Clu pu 8,0, 0,01 H EDTA).Se vuelve a precipitar con
dos volúmenes de ctano y 0,2M NaCl dejando unas horas a -20°C.

II.9.4.- Tratamiento enzimático de los ácidos ribonucleieos puri
ficados

El ARNviral precipitado y concentrado se rcsuspendc en 5 ul de bu

ffer ET y es digerido con 8 U/ug de ribonucleasa T (Sankyo,Calbi2l
chem) incubando a 37°C durante 45 min. Para completar la digestión

debido a 1a preSeneia de estructuras secundarias del ARN,se caleg
tó a'100°C durante 2 min enfriando rápidamente y digiriendo nueva

mente con 8 U de RNasa T1, completando un segundo ciclo de diges
tión.

Los oligonucleótidos así obtenidos fueron marcados "in vitro" con
ATP-gama 32? (2000-2000 Ci/mmól, New England Nuclear Co) (147) y

polinucleótidoqlinasa(T4 infected E.eoli B. P1 BiOchemicals,Inc.)
A1 cabo de dos horas de incubación a 37°C se agregaron 2 ug de

tRNA(Sigma Chemical Co.) extrayendo con fenol para luego precipi
tar con dos volúmenes de etanol y 0,2“ NaCl a -20°C durante 30 min.

Los oligonuclcótidos marcad0s fueron separados por electroforesis
bidimensional en geles de poliacrilamida.
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II.9.5.- Condicionesde la electroforesis bidimensional (89,214)

Primera dimensión:

Se preparó una solución de acrilamida 10% (Eastman Kodak CO.) en

buffer 0,025 Mácíd3eítrico (Mallinckrodt) 6Murea (Merck) pH 3,5.
Placas de vidrio de 20 x 40 m perfectamente limpias con alcohol,

se sellaron con sellador (Thomas Lubriseal, A.H. ThomasCo.) y cg

ra. Se agregó la solución conteniendo Ja acrilamida 10%,y se eolg
có el peine separador dejando polimerizar a tenperatura ambiente
por una hora. Luegode este tiempo, se retiró el peine, lavando
cuidadosamente los orificios antes de sembrar la muestra.

A 1a muestra de ARNya digerida y pr0cesada, se le agregó 4 mg de

urea y 10 ul de mezcla de colorantes (xylene eyanol y azul de bro

mofenol, Sigma Chemical Co.) dejándola lista para usar. Una vez

sembrada la muestra, se conectó el polo negativo a la cámara supe
rior y el polo positivo a la inferior, realizándose la corrida a
voltaje constante de 400Vdurante 12 horas.

Segunda dimensión:

Una vez corrida la primera dimensión, se retiró la placa de vidrio
superior y se hizo antoradiografia para poder ubicar la 20na del
gel a extraer para la segunda dimensión. la banda del gel de la

u a 0‘ .fi l .primera dimenSion que se corrio en la segunda tenia unas dimen
siones de 1x21 cm. Esta banda se transfirió cuidadosamente a otra

placa de vidrio de 24x29 em, perfectamente limpia.

Se colecó el segundo vidrio sobre el anterior, sellando les bordes
como en la primera dimensión. Se agregó 1a mezcla de gel para la

segunda dimensión (Aerilamida 205 en buffer 0,2H Tris-ClH, 0,2M

ácido bórico, 0,005 MEdta pH 8,3) dejando polimerizar a tempera
tura ambiente. La corrida se efectuó a intensidad constante de 30

a 35 mApor gel durante 15 horas a 4°C, hasta que el colorante a
zul de bromofenol alcanzó una distancia de 18 em. Ambasdimensio

nes se autoradiograffinïn1rnndo pelicula Kodak x-Omat AR.
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II.lO.- ENSAYOSDE INTERFERBNCIA

II.lO.l.- Interferencia en células de RFDdeterminada comodismi
nución del titulo infeccioso

Se prepararon micrOplacas de células RFBque fueron incubadas a

37°C en atmósfera de 3%de anhídrido carbónico (C02). A las 48
horas de ser sembradas las células, las monocapasya conflucntcs
se lavaron con medio sin suero y se infectaron con virus atenua
do con dos pasajes por células BHKa baja multiplicidad (moi= l).

A las 24 horas post-infección se retiró el sobrenadantc virico y
las células se superinfectaron con 0,1 ml de diluciones dc virus

aftoso salvaje, subtipos A y C3 y con enterovirus bovino (106).24
Las placas control fueron infectadas solamente con los virus ti
po salvaje.

El ensayo se realizó a 37°C en atmósfera de 3%de anhídrido carbé
nico empleando para las infecciones medio MEMcon 10%de caldo

triptosa Fosfato, nentamieina 50 ug/ml, buffer HEPES0,025“ pH
7,5 y Tris-ClH 0,01“. Se controló diariamente el ECPtanto en las

placas control comoen las superinfectadas, determinando la inhi_
bición en la producción de los virus por disminución de los titu
los infectantes respecto de los controles a las 72 horas p.i..

II.10.2.- Procedimiento de infección v marcación dc ácidos ribonu.1——_

cleicos y proteinas en condiciones de interferencia

Se emplearon células de RFBcrecidas cn monocapa y llevada a sug
pensión unas horas antes del ensayo (II.1.-).

Estas células fueron resuspendidas a una concentración de 5 x 10

células/ml e infectadas con la cepa salvaje del virus A Cruzei24
r9 a m.o.i. = 1. Luego de 45 min de adsorción, las células se
ccntrifugnron a muy baja velocidad (800 x g) por 2 min a 4°C. El
sobrenadante virico se descartó y las células se resuSpendieron
en un volumen igual de virus A Cruzeiro atenuado (m.o.i. = 1),

2

dejándose otros 45 min de adsoriión. A1 cabo de este periodo, el
sobrenadante fue descartado en las mismas condiciones que para
la cepa salvaje. En esta etapa, las células se resuspendierOn en
MEMconteniendo actinomicina D 5 ug/ml y buffer HEPES0,025 M
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Conel objeto de determinar la interferencia en la sintesis de áci

dos ribonuclcicos eSpecificos del virus, se agregaron 0,5 uCi/ml
14

de uridina-' C (NewEngland Nuclear,Co., actividad c5pecifica 53,2
mCi/mmol)a los 110 min post-infección.

Sc determinó a distintos intervalos dc tiempo la cantidad de radig
actividad insolublc en TCA10%en alicuotas de 50 ul. Cada alícuo

ta asi tratada fue filtrada a través dc filtros Hilliporc (poro

0,45 u) registrando la actividad acumulada en un contador de centg
Í a o allco liqUJdo tal comose dCSCPleó (80).

Para cl análisis de virus y particulas vacias las incubacioncs se
hicieron cn medios sin leucina (MEM-Len). A los 150 min post-in

feccion Se añadieron 25 uCi/ml de Lcucina-3H (actividad especifica
59,2 Ci/mmol), continuando la infección hasta ver CPE(80).

Al final de la infección sc separaron sobrenadantes viricos centri
fugando a 800 xg durante 3 min. Los sobrenadantcs se guardaron en

frio mientras que con el precipitado celular se hicieron extractos
citoplasmaticos de la siguiente mancra:107células sc resuspendie
ron cn 0,5 ml de buffer hipotónico RSD-ngpH 7,4 (0,01 n Tris-ClH,

0,01 H NaCl, 0,015 H MgCl?). A esta suspensión se le agregó Tritón
X-lOOS ul dc una solución 0,01%. Los núcleos fueron preeipitados
ccntrifugando a 1000 x g por 2 min y se restauró la isotonicidad
del medio con NaCl 2M (69).

El sobrenadante obtenido (virus intracelular) se unió con el primer
sobrenadante (virus extracelular). Ambossobrenadantcs se trataron
con EDTApH 7,4 hasta concentración final de 0,01 M. Se ccntriíga
ron a 20.000 x g durante 15 min en frio y el clarificado se incu
bó durante 15 a 20 min con RNasa, concentración final 50 ug/ml

(Sigma Chemical C0.) (69).

Las muestras se siembran en gradientes 10-30%de sacarosa en buf

fer NETpH 7,4 (p/v) cuyas condiciones de corrida fueron a 100.000
x g durante 180 min a 4°C en un rotor Bcckman SW40 (69).
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II.10.3.- Procedimientos dc infección y marcación de proteínas
intracelulares en condiciones de interferencia

II.10.3.1.- Condicionesde infección

. 5Se prepararon monocapas de aprox1madamente 5 x lO células de RFB,

tercer subcultivo, crecidas en micrOplacasde plástico, con orifi
'1

cios de 2 cm" de superficie. Estas células fueron infectadas con
virus aftoso atenuado a una m.o.i. de 0,2.

A las 24 horas post-infección, se superinfcctaron las monocapas

con virus A04Cruzeiro salvaje. Los controles corr05pondientes son
células infectadas con virus atenuado, células infectadas con vi

rus A24Cruzeiro salvaje y células sin infectar (146). Previo a
los tiempos de marcación, se hizo un ayuno de 120 min con MEM-Met

con 4 cambios de medio de 30 min cada uno.

Las células se marcaron con lO uCi de metionina-3SS (New England

Iuclrar Co., actividad especifica 1195,5 Ci/mmol) en 0,1 m1de

MEM-Met-para cada punto (109). El ensayo sc realizó a 37°C en at
mósfera de anhidrido carbónico.

II.10.3.2.- Preparación de extractos citOplasmáticos

Transcurrido el tiempo de marcación de tres horas, se realizaron

los extractos citOplasmáticos para cada una de las muestras. Se oí
trajo Por succión el sobrenadante de las mon0capas Y se 105 agregó
0,5 m1 de MEM-Met-para lavar la monocapa antes de lisar las célu

las. Se agregó 75 ul de buffer de disolución (0,0625 MTris-Cln
pH 6,8, ZS SDS, 0,5 H urea (Merck), 2% 2-mercaptoetanol (BDHBio

chemicals Ltd.), 10%Gliccrol (Mallinckrodt Chemical Works) y 0,1%

de azul de bromofcnol (105). Las muestras que no fueron utilizadas
inmediatamente se congelaron a -70°C. Antes de la siembra, las
muestras se desnaturalizaron calentándolas a lOO°Cdurante 5 min.

II.10.3.3.— Electroforesis en geles de poliacrilamida

Para preparar el gel de acrilamida 10%(S.T. Baker Chemical Co.),

0,25% N-N‘-Hetilenebisacrilanida (Eastman KodakCo.) en placa se
emplearon vidrios de 16 x lS cm. So usó nel separador de 5%de a

crilamida según el método descripto por Laemmli (105) con algunas
modificaciones. Antes de la siembra de las muestras se tomó una a
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licuota de 10 ul de cada una precipitándola en TCA5%en frio.Lug
go de ser filtradas por filtros Millipore (poro 0,45 u) en las
condiciones ya descriptas, se determinó la radioaetividad incorpg
rada. Esto se hizo con el objeto de sembrar cantidades de muestra

equivalentes en cuanto a sus actividades medidas. Previo a su sieE
bra en el gel, las muestras se trataron nuevamente con 2%de mer
captoetanol.

COmomarcadores de peso molecular fueron usadas moléculas desde

94.000 a 14.400 daltonszfosforilasa B (94.000), albúmina (64.000),
ovoalbúmina (43.000), anhidrasa carbóniea (30.000), inhibidor de
tripsina (20.100) y alfa-lactoalbúmina (14.400) (todas obtenidas
de Pharmacia Fine Chemicals Co.). la electroforesis se realizó a
25-30 mAdurante 4 a S horas.

A1 final de 1a corrida el gel fue fijado en una solución de TCA10%

y alcohol iSOpropilico 252, dejándose toda una noche en la misma.
La tinción fue realizada con una solución conteniendo ácido acéti

co 7S, alcohol isopropilico 25%y azul brillante de Coomassie 0,05%

durante una hora. Luegode este período el gel fue desteñ'do, usan
do una solución conteniendo ácido acético a1 73 y alcohol isopro

pilico lOS. El nel se deshidrató en un secador de geles Bio-Rad y
fue autoradiografiado usando pelicula KodakI-Omat AR.
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I]I.- RESULTADOS

III.l.— CARACTERISTICAS BIOLOGICAS DE LA ATENUACION

III.1.1.- SuSCcptibilidadde diferentes sistemas frente al virus
atenuado

III.l.l.1.- Infecciosidad del virus atenuado en células BHK-zly patg
genicidad en ratón lactante

Se determinaron los valores de infecciosidad en células BHK-Zlpara

los virus A24Cruzeiro salvaje y atenuado,los resultados de las titu
laciones realizadas en micrOplacas o en tubo por el método de dilu
ción al punto final y la cuantificación por UFPfueron similares, no
hallándose variaciones importantes entre las dos cepas virales, tal
como se muestra en la Tabla l.

Las únicas diferencias que se observaron fue en el tamaño de las pla
cas -la cepa salvaje producía placas grandes (8 a 10 mmde diámetro)
y la atenuada producía placas medianas (4 a 5 mm)y grandes- y en el

tiempo de replicación -de 9 a 10 horas con el virus salvaje y de 14 a
18 horas con el virus atenuadoé.

En cuanto a la patogcnicidad en ratón lactante tampoco se encontraron
diferencias, siendo perfectamente comparables los resultados para am
bos virus (Tabla 1). Es decir que, ambas cepas mostraron similar in
fectividad para células BHK-Zlcomopara ratones lactantes, comporta
miento que es coincidente con el obtenido conttros virus modificados
en embrión de pollo (51,79).

III.l.l.2.— Atenuación para células de riñón bovino

Cuando las titulaciones se hicieron cn monocapas de células de RFB,

se observaron diferencias de varios logaritmos entre los titulos infeg
tantes de la cepa atenuada y 1a salvaje (Tabla l). La cantidad de vi
rus liberado de células BHK-Zly de células de RFBinfectadas con la

cepa salvaje cs, aproximadamente, 1a misma. Si bien con la cepa atenua
dahay un comportamiento similar en células BHK-Zl, la cantidad de vi
rus liberado cn células de riñón bovino es considerablemente menor

que 1a producida en BHK-Zl.
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Tabla N° 1.- INFECTIVIDAD Y PATOGENICIDAD DE LAS CEPAS SALVAJE Y ATE

NUADA

Infectividad Patogcnicidad
c ' 1v I R u s m-‘n1 aux-21’ Ratón Lactantec

Log10 DJCTSO/m1 Loglo UtP/ml Loglo DLSO/ml

A 1 Cruzeiroí‘Ï‘

sqlvajc 0,50 7,30 6,80

A24 Cruzeiro
Atenuado “’50 6'65 8’04

a) Dosis infecciosas 505 determinadas por el método
de Reed y Müeneha las 72 horas post-infección

en microplaeas de RFBincubadas a 37°C en atmós
f ' 0 .
era (le C 2

b
V Unidades formadoras de placas obtenidas en mono

capas de células DHK-Zlluego de 72 horas de in

fección a 37°C. Aproximadamente 5 x 106 células

por frasco. Se utilizaron tríplícados de cada di
lución.

c) Dosis letal SOÏpara ratones lactantes, determi
nadas por el método de Reed y Hüeneh a los 7

días post-ínoaulación. Se emplearon cajas con 6
ratones por dilución.
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Además, como se puede observar en la Tabla l, la cantidad de virus

salvaje requerido para producir efecto citOppatico y multiplicación es
aproximadamente, igual en células BHK-Zlque en RFB, mientras que, la
cantidad de virus atenuado requerido para iniciar multiplicación,es
variOs logaritmos mayor para celulas de riñón bovino. la cepa atenua
da mostraba una eficiencia de plaqueo (título sistema permisivo/titu
lo sistema semipermisivo) de 103-10S en células BHK-Zlrespecto de cé
lulas de RFB. Estas diferencias de 3 a 5 logaritmos se observó tam
bién al compararcon titulaciones del virus en ratón lactante.

En cultivos primarios de células de RFBinfectadas con el virus ate
nuado no se producía efecto citOpático total sino un ataque diferen
cial sobre la monocapa. El virus atenuado dejaba grupos de células fi
broblásticas sin atacar. Haciendosubcultivos de células RFBa partir
de un cultivo primario, se observó que luego de tres pasajes predomi
naban las células fibroblásticas.

Teniendo en cuenta esta observación, se analizó el grado de atenua
ción que se producía usando distintas pasajes de células de RFB. Para
determinar si existían diferencias, se emplearon cultivos de RFBcon
uno o tres subcultiv05 a partir de un cultivo primario.

Los resultados obtenidos no permitieron determinar si existia un númg
ro de pasajes que fuera preferencial ya que, en algunos ensayos, se
obtuvo mayor atenuación en un cultivo de pasaje uno que en uno de pa
saje tres y en otros mayoratenuación para pasaje tres que para pasa

je uno. Probablemente, esta irregularidad fuera ocasionada por las di
ferencias inherentes al cultivo, teniendo en cuenta que no se trata

de una linea celular sino de un cultivo primario que sc realiza cada
dia con riñones provenientes de fetos diferentes. Si bien se usa un

mismoprotocolo para la preparación del cultivo celular, la composi
ción porcentual de cada tipo de célula puede no ser reproducible, eri
ginándose las oscilaciones observadas. Sin embargo, en todos lOs ca
sos, el virus manifestaba su atenuación. Por lo tanto, se determinó 2
tilizar indistintamente subcultlvos del pasaje primero o tercero.
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a) Autointerferencia

Otra caracteristica que se pudo apreciar es que el virus atenuado no
producía efecto citOpático sobre las células de riñón bovino cuando
se encontraba en las diluciones menores. Por el contrario, se incre

mentaba el efecto de la destrucción celular con el aumentode la dilu
ción viral (Tabla 2). Este fenómenoes característico de la autointeg
fereneia habiendo sido descripto con otros virus en diferentes siste
mas celulares y también en bovinos comopor ejemplo con el subtipo

A119del virus aftoso modificado con el cual se obtuvo menor inciden
cia de viremia en el ganado bovino inoculando altas dosis del mismo
(175).

b) Atenuación para células de bovino con otros virus atenuados

Los resultados mostrados precedentemente indicaban que el virus A24
Cruzeiro atenuado para bovino tenia una marcada disminución en su in

fecciosidad para sistemas celulares de bovino. Para determinar si és
ta era una caracteristica asociada a esta cepa, se estudiaron otras

dos cepas atenuadas para bovinos por el mismoprocedimiento: 01 Cam

pos y C3 Resende. Se determinó la eficiencia de incorporación de uri
dina-14C en células BHK-Zly células de RFBinfectadas con estas ce

pas.

De los datos señalados en la Tabla 3 se puede concluir que hay una
marcada reducción en la citOpatogenicidad en células de bovinos para
los virus aftosos modificados por pasajes en embrión de pollo. Estos
resultados confirman los hallados por otros investigadores que utili
zaron virus atenuados en embrión de pollo o en ratón (51,77,79,180).

III.1.2.- Modificación de la población atenuada

Se ha soñado en los puntos anteriores que el virus A Cruzeiro ate24
nuado para bovinos tiene una manifiesta disminución de la citopatoge
nicidnd para células de riñón bovino a diferencia de una normal infeg
ciosidad para células HHH-21y ratones lactantes. Sin embargo, dife
rentes st0cks de virus atenuados presentaban distintos grados de citg
patogenicidad en células de RFB.Esta inestabilidad se puso de mani
fiesto al efectuar pasajes seriados sin diluir en monocapasde célu
las aux-21, determinándose al final de cada pasaje la infectividad en
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Tabla N° 2.- CRECIMIENTO DE VIRUS AFTOSO ATENUADOY SALVAJE EN M0

NOCAPAS DE CELULAS BUY-21 Y CELULAS DE RFB.

Virus Di1?ción BHK-2% anVlral BCP Tltulo ECP Título

10-l ++++ __+_

10-2 ++++ ++++

10-3 ++++ +-+

Atenuado 10-4 ++++ 6,50 —+_- 3,63

10-5 +++

10-6 —+-—

10'7 —__- ____

10“1 ++++ ++++

10-2 ++++ ++++

10-3 ++++ ++++

Salvaje 10-4 ++++ 7,00 ++++ 7,50
10-5 -FPF4- .F+++

10-6 -++- +—++

10'7 _+__

Monocapas dc células BHK-Zl y RFBcrecidas en tubos

fueron infectadas con diluciones de los virus A2
Cruzeiro atenuado y salvaje.

4
Luego dc 50 min de ad

sorción se agregaron 2 m1 de medio dc infección. Sc

determinó BCPa las 72 horas pcst—infección. Cada

dilución se realizó por cuadruplicado.

Título expresado como log.10 DICTSO/m].
determinado

siguiendo las mismas indicaciones dc ln Tabla l.
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Tabla N° 3.- CORRELACION ENTRE ATENUACION PARA BOVINO Y PERMISIVIDAD

PARA CELULAS DE RFB.

, Característica Incorporación PorcentajeVirus . . .
de la cepa máx1ma(cpm) de incorporac1ón

. Salvaje 2.834
A24 Cruzeiro 29’11

Atenuado 825

01 Campos Salvaje 1.727
48,63

Atenuado 840

C3 Resende Salvaje 2.366 51,81
Atenuado 1.226

Células de RFBresuspendidas en MEMsin suero a una concentración

de 107 células/ml fueron infectadas con los virus correspondien
tes en las mismas multiplicidadas de infección. Luego de 45 min

de adsorción, se diluyó con MEMconteniendo 5 ug/ml de actinomici
na D y 0,025 M buffer HEPESpH 7,4.

A los 100 min post-infección, se efectuó la marcación con 0,5 uCi
de uridina-14C, determinándose a distintos intervalos de tiempo
la cantidad de radioactividad insolublc en TCA5%. En la tabla se

presentan las cuentas por minuto (cpm) correspondientes a 1a maxi
ma incorporación de cada virus.
El control de incorporación de uridina-14C fue realizado en célu
las sin infectar, durante todo el cielo de infección. La incorpo
ración celular fue descontada en cada tiempo de infección.

Cruzeiro, 0 Campos y CSe emplearon virus A2 Resende, los tres4 1 3

atenuados por el mismoprocedimiento y con tres pasajes por célu
las BHK-Zl.
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los sistemas permisivos (ratón lactante) y semipermisivo (RFD). Los
resultados obtenidos se indican en la Figura l.

Hasta cl pasaje 5 la relación dc infectividad entre cl sistema permi

sivo y semipcrmisivo fue de, aproximadamente, 4 logaritmos. En los pg
sajes sucesivos esta diferencia disminuyó hasta que en el pasaje 8 se
invirtió la relación, indicando un cambioen la población viral la
cual se comportaba como la cepa salvaje.

Esta modificación también fue acompañada de un acortamiento de los

tiempos dc infección. En los prineros pasajes se tuvieron ciclos de
18 horas mientras que cn los últimOS se acortaron a 8 y 10 horas.

Resultados similares en cuanto a cambiosen las características poblg
cionales fueron descriptos por Campbell (37) empleando dos poblacio
nes de virus aftoso tipo 0 sin clonar, una patógena y otra no patóge
na para ratón adulto. Observó que en 10 pasajes por células de riñón
de cerdo la cepa no patógena adquiria características de patogenici
dad mientras que, por otra parte, la cepa viral originalmente infec

ciosa disminuia su patogenicidad luego de varios pasajes por este sis
tema celular. Teniendo cn cuenta que ninguïlde las poblaciones vira
les habia sido clonada, cada una consistiría de una mezcla de varian
tes y la presión de selección ejercida por el sistema celular favore
cia a alguna de ellas.

III.1.3.— Caracteristicas de infectividad de eloggs aisladas

Conel objeto de determinar si la pérdida de atenuación durante los
pasajes por células DHK-2lsc debia a la generación dc rcvertantes o
a una selección de partículas virales no atenuadas presentes en la
población, se clonó el virus atenuado siguiendo las condiciones ya
descriptas en Materiales y Métodos. Con un inóculo dc 0,2 ml de dilu
ción viral se inocularon frascos planos con monocapasde 3 x106 célu
las BHK-Zl.Del virus salvaje se seleccionaron tres clonas de los
frascos inoculados con la dilución 10-4. Del virus atenuado se aisla
ron 8 clonas de los frascos inoculados con la dilución 10-4. El grado

de atenuación de las diferentes clonas del virus A24-Cruzeiro atenua
do se determinó por su eficiencia de replicación en células de RFB
respecto a los sistemas permisivos (BHK-zly ratón lactante). Los re
sultados de infecciosidad de algunas de las clonas obtenidas se indi
can en la Tabla 4.
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Figura N" I.- I-Ioddiicaciónde la población atenuada

Monocapasde 3 x 106 células BHK-zl crecidas en frascos planos, fue

ron infectadas con virus" A24Cruzeiro atenuado a una multiplicidad
de infección (m.o.i.) de 10-20. Luego de 50 min de adsorción, se reti
ró cl inóculo y se agregaron 5 ml de MEMsin suero. El virus se cose
chó a1 tcncrcfecto citopático total.

Unaalícuota del inóculo se retiró para ser titulada mientras que o
tra alícuota de l ml se utilizó comoinóculo para el siguiente pasa
je por células BHK-zl.

Se determinaron los títulos como log10 DLSO/mlen ratón lactante
(o—o) y log. DICTSO/mlen RFI}(o-—-0).10
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Tabla 4.- INFECTIVIDAD Y PATOGENICIDAD DE LAS CLONAS ATSLADAS DEL VI

1 1' \0
RUS A24 CIU7EIP

Infectividad Patogenicidad
Virus HHH-21 RFB Ratón Lactante

C1°na ' ' 1 Lo" UFP/nl Lo DJCT Lo" DL°rlglna “10 " g10 ' 50/m1 t’10 SO/ml

3 Salvaje 5,18 6,20 6,80

S Atenuado 6,00 1,50 5,70

9 Atenuado 6,90 4,10 _

10 Atenuado 6,00 5,50 6,80

11 Atenuado 5,70 5,95 6,80

6
Monocapns de 3 x 10

m1de diferentes diluciones de virus
A24

Cruzeiro
células BHK-Zlfueron infectadas con 0,2

atenuado o

salvaje. Luego de 45 min de adsorción a 37°C se retiró el inó

culo y se agregaron 5 m1 dc medio con agar (un volumen de 1,8%

bnctoagar en agua y 1 volumen de MEM2 x). Se ineubaron las eé

lulas infectadas a 37°Cdurante 48 horas. El revelado se rcal¿
zó con solución de rojo neutro 0,02fi. Las clonas seleccionadas
se extrajeron y fueron sembradas en tubos con monocapas de cé

lulas BHK-Zlpara su enriquecimiento.
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Si comparamOSlos dates de las titulaciOnes vemos que las clonas 10 y
11 aisladas de la cepa atenuada, tienen una infecciosidad similar a
la clona 3 aislada de la cepa salvaje, tanto en células BHK-Zlcomo

en patogenicidad en ratón lactante. Por otra parte, las clonas 8 y 9,
también provenientes de la cepa atenuada} infectaban normalmente las
células BHK-Zlo el ratón lactante pero sus títulos disminuian en cé
lulas de RFDmostrando asi sus caracteristicas de atenuación.

Para obtener una mayor homogeneidad de la población viral,lucgo de un
pasaje en células BHK-Zl,se repitió el clonado y la titulación. De
las clonas 8 y 9 sc seleccionaron las subclonas 82 (clon 8, subclona
2), 94 y 95. Los resultados de este nuevo clonado se muestran en 1a

Tabla 5.

Las subclonas 82,94 y 95 se comportan comoel virus atenuado origi

nal, ya que mantienen infecciosidad en células BHK-Zly en ratón lac
tante pero en células de RFBsus titulos disminuyen,por lo menos, en
4 logaritmos.

III.1.3.1.- Icversión de la clona atenuada

Se analizaron las modificaciones que aparecieron en los sucesivos pa
sajes de una clona atenuada por células RHN-21para esclarecer si el
mecanismoque las producía era la selección o la reversión. En la Ta
bla 6 se muestran los resultados de infectividad de una clona de la

cepa atenuada (clona 835) luego de uno y nueve pasajes sin diluir en
monocapas de células BUE-21.

El comportamiento de la clona atenuada luego de 9 pasajes, en cuanto

a sus caracteristicas de infectividad, era igual al obtenido por pasa
jes seriados con la cepa atenuada sin clonar. Durante el pasaje por
células EUR-21se produjeron mutaciones y selecciones dando comore
sultado la aparición de revertantes sin caracteristicas de atenuación.
Los revertantes pasan a ser predominantes en la población viral debia;
do a que su ciclo de multiplicación es de 8 horas mientras que el de
1a elona atenuada es de 18 horas.
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Tabla H° 5.- INFECTIVJDAD Y PATOGENICIDAD DE TRES SUBCLONAS DEL VIRUS

ATENUADO

Infectividad Patogenicidad
Subclona BHK-fil RFB Ratón Lactante

rr T 

Lomlo er/nl Loglo DICTSO/ml Log10 DLSO/ml

82 6,00 2,00 5,70

04 5.73 3,00 6,54

95 6,00 3,-0 6,30

Las condiciones de clonndo son las ya señaladas cn ln

leyenda (le la 'l'ubla K° 4.

Tabla N° 6.- CARACTERISTICAS DE INFECTIVIDAD DE LA CEPA ATENUADA

CLONADA LUEGO DE 9 PASAJES EN CELULAS BBK-21

Infectividad Patogenicidad
num-21 RFB Ratón Lactante

Y . n

Loglo LrP/ml Lonlo DICTSO/ml Loglo DLSO/ml
C 1 o n a

835 P1 aux-21 6,0 2,6 7,8

835 P9 aux-21 6,4 6,2 8,0

Honocapns de 3 x 106 células BHK-Zlfueron infectadas
con 1a clona 835 n alta multiplicidad de infección.
Luegode la adsorción, se retiró el inóculo viral y se
agregaron 5 m1 de MEMcon 10%de caldo triptosa fosfa

to, gentamicina 50 ug/ml y buffer HEPESpH 7,4 (0,025“).
Se cosechó el virus al observar efecto citopático total.
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III.l.3.2.- Infecciones persistentes con clonas atenuadas

Se observó que cuando se infectaban células de RFBcon 1a clona atenug
da 821 no se producía efecto citopático. Los sobrenadantes de las in
fecciones que no produjeron efecto citOpático se titularon en ratón
lactante para detectar la presencia de virus aftoso determinándose, a
demás, su tipo serológico (2).

Las células infectadas con la clona 821 no mostraron efecto citOpático
. . 6a pesar de estar en presenCia de aprOximadamente10 unidades infeccio

sas de virus siendo, además, resistentes a la superinfección con virus
aftoso salvaje.

Al ser analizadas por la técnica de inmunofluoreseencia indirecta (ver
Materiales y Métodos), se observó en algunas células la presencia de

antígenos virales intracelulares detectada comofluorescencia citOplaE
mática muytenue y fluorescencia perinuclear. Aparentemente, en deter
mñuuhscondicionesel virus atenuado podria establecer infecciones per
sistentes en células de an. Estos resultados son coincidentes con las

de otros investigadores que describieron infecciones persistentes en

células de riñón bovino luego de infecciones con el virus aftoso. C612
las de riñón bovino que no fueron destruidas por la infección con vi
rus aftoso tipo 0 replicaban normalmentey producían virus con titulos
que variaban entre lO2 y 103 UFP/ml(174). Philipsonerinter(l44) tam
bién describieron infecciones persistentes con el virus aftoso en cé
lulas de riñón bovino y consideraron que el interferón estaria involu
crado en el establecimiento del estado de persistencia viral.
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III.2.- INTERFERENCIA EN LA REPLICACTON DEL VIRUS SALVAJE

En condiciones en que células de RFBse infectaban con ambos virus

-salvaje y atenuado—, se observó una inhibición de la producción de
virus salvaje. La interferencia podia ser inducida por interferón,por
partículas defeetivas interferentes o por el mismovirus atenuado.Con
tal motivo, se realizaron ensayos para confirmar o descartar el posi
ble rol de cada uno de ellos.

III.2.l.- Interferencia no inducida or interferóns_( A... P

La acción de interferón ha sido descripta en infecciones con el virus
aftoso. Dinter (62,144) demostró la presencia de interferón en células
de RFDinfectadas con virus aftoso con la consiguiente disminución de
la cantidad de virus producido.

Sellers (176-177) analizando las diferencias encontradas entre dos ce
pas de virus aftoso, una virulenta y la otra atenuada, concluye que
la cepa atenuada produce mas interferón y es mas sensible a 1a acción
del mismoque la cepa virulenta.

A pesar de estos antecedentes no se ha podido confirmar su participa
ción en el sistema estudiado por mi ya que:

1) Cuandose realizaron ensayos de interferencia con el sobrenadan
te proveniente de la eentrifugación del virus a 100.000 x g du
rante 120 min. no se obtuvo interferencia. En cambio, con el

precipitado correspondiente (virus concentrado), sc inhibía la
replicación del virus salvaje. Dadoel PHdel interferón,éste
tendría que estar en 1a fracción del sobrenadante.

2) Se obtuvo interferencia en la replicación del virus salvaje en
infecciones realizadas en presencia de actinomieina D, que es
un inhibidor de la sintesis de ácido ribonucleico celular y,por
lo tanto, en su presencia no se sintetiza interferón que es co
dificado por el genomacelular (200)(Figura 3, Tabla 8).

3) La interferencia por interferón tiene especificidad de eSpecie
celular (200) y cepas de virus atenuado provenientes de cultivos
de células DHK-Zlinterferian los ensayos realizados en células
de RFB.
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4) La interferencia es específica para e] virus aftoso.

Para analizar los puntos 3 y 4 se realizó el siguiente ensayo: subcul
tivos de células de RFBfueron infectadas con virus aftoso atenuado

obtenido de células BHK-Zly luego de 24 hs se superinfectaron con

los virus aftosassalvajes (subtipos A C3) y con un cnterovirus bo24,y
vino.

Comopuede observarse en la Tabla 7, el virus atenuado produjo una

disminución de, aproximadamente, 5 log en los títulos de los virus A
24

y C mientras que los valores del enterovirus bovino no se modificaron.
3

Considerando que el interferón es específico de eSpecie y que el inó
culo de virus atenuado se obtuvo a partir de células BHK-Zl,no era
de eSperarse que tuviera efecto inhibitorio en células de RFB.Si i
gualmente hubiese actuado con una eficiencia menor que en el propio
sistema de células BHK-Zl,se hubiese esperado que su acción antivi
ral inhibiera la replicación del enterovirus bovino.

Estos resultados permitieron confirmar que el interferón no era respon
sable de la interferencia observada.

III.2.2.- Posible rol gg las partículas DI en la interferencia

Teniendo en cuenta que la interferencia no se debió al efecto produci
do por interferón, se estudió 1a presencia de partículas DI en la po
blación de virus atenuado.

Recientemente, se ha detectado la presencia de particulas DI en variOS

miembrosde los picornavirus, excepto en el virus aftoso (116). A difg
rencia de lo que se observó en poliovirus, la presencia de partículas
DI sólo se pudo poner de manifiesto por electroforesis de los ARNvirg
les en geles de agarOSa, dado quo las particulas DI de los picornavirus
no se diferencian de las partículas virales normales por su densidad
de flotación -a excepción de poliovirus- (41-43).

Los ensayos realizados con 1a cepa atenuadazrrojnon Lx;siguientes re
sultados:

—Las purificaciones en gradientes de sacarosa de los virus sal
vaje y atenuado mostraron picos virales de gran homogeneidad
en cuanto a su velocidad de sedimentación.
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Tabla N° 7.- INTERFERBNCIA HOMOLOGAPOR EL VIRUS A24 CRUZEIRO ATENUÉ
D0.

Infectívidad en
V i r u s células RFB

(loglo DTCTSO/ml)

A24 6'5

A24 + A24 Atcnuado 1,5

C3 7,5

C3 + A24 Atcnuado 2,5

Enterovirus bovino 6,0

Enterovirus bovino +
A Atcnuado

24

lonocapas de células dc RFBcrecidas en micropla

cas de plástico fueron infectadas con virus atenuí
do (m.o.í. = 1) c incubadas a 37°C en atmósfera de

de C02. A las 24 horas post-infección fueron supe:
infectadas con virus salvaje A C Resendc y en

24’ 3
tcrovírus bovino. [As placas controles fueron infcg

tadas solamente con virus A2 C3 Rcscnde y entero4’
virus bovino.
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- La determinación de 1a homogeneidad viral en cuanto a su den
sidad se efectuó por ultracentrifugación en gradientes de
cloruro de cesio. Los resultados no permitieron detectar par
tículas de menor densidad (Figura VII).

—El análisis de los ácidos ribonucleicos de las cepas virales
atenuada y salvaje en geles de agarosa, no permitió estable

cer diferencias en la velocidad de migración de los ARNdebí
do a la degradación parcial de los ácidos nucleicos virales
por aCCión de la ribonucleasa a50ciada a1 virus (58), cuya
acción estaba favorecida por el ciclo de replicación lento
del virus atenuado.

Teniendo en cuenta que la presencia de particulas defectivas

interferentes no se pudoestablecer por las técnicas anterior
mente mencionadas, se realizaron infecciones de manera de fa
vorecer su amplificación, es decir, por pasajes seriados de
virus a alta multiplicidad.

Este tipo de experiencia fue efectuado teniendo en cuenta los resulta
dos obtenidos con otros virus que indicaron que 1a interferencia ví
ral por partículas DI se pone fácilmente de manifiesto por determina
ción del titulo infectante en pasajes sucesivos sin diluir. Pasajes
seriados con el virus Sindbis a altas multiplicidades de infección
muestran una variación cíclica del titulo. La disminución del titulo
esta eorrelacionada con la aparición de partículas DI, es decir, de
viriones de menor tamaño y ARNviral truncado (101). Con el virus de
la cstomatitis vesicular se produce una infección cíclica cuando se
realizan pasajes del virus sin diluir causadapor el efecto interfe
rente de las particulas DI (140).

Los resultados obtenidos en este trabajo con la población atenuada en

pasajes sin diluir, muestran el modelocíclico de infección caracte
rístico del producido por particulas DT(Figura II-a)con una oscila
ción máximade 1,5 log mientras que en pasajes diluidos se observa
constancia en los títulos al cabo de los diferentes pasajes (Figura
II-b).



FIGURA N° II

86

i '2 á ¿1 5 2)

NUMERO DE PASAJES
'7



FIGURAN°II.- Pasajes scriados 991 virus atcnuado diluido y sin
diluir

Honocapas de 3 x 106 células BMX-21fueron infectadas con 1 m1 de vi

rus atenuado sin diluir (moi=10) y diluido (moj=iyfl. Luego de 60 min

de adsorción, sc retiró c1 inóculo y se agregaron 5 m1 de medio de ig
fección. Se incubó a 37°Chasta tener efecto citopático total. El ví
rus cosechado se utilizó comoinóculo del siguiente pasaje. Al final
de cada pasaje se retiró una alícuota para determinar patogenicidad
en ratón lactante.
A.- Inóculo sin diluir. 0.- Inóculo diluido
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III.2.3.- Interferencia por virus atenuado

III.2.3.1.- Disminucióndel titulo de virus infeccioso

La posibilidad de interferir de la partícula atenuado con la produc
ción de virus estandar fue estudiada, en princr Jugar, midiendo la
producción de virus infeccioso. Con tal motivo, células de RFBfueron

infectadas con el virus atenuado. A las 24 horas post-infección, se su
o con el subtipo C o

4 3

con cnterovirus bovino. Se produjo un marcadoefecto inhibitorio sobre
perinfectaron cOncl virus aftoso subtipo Ao

el aftovirus, independientementedel tipo serológíco usado, manifesta
do comouna brusca disminución de los titulos infecciosos respecto de
los controles. La población atenuada no interfirió la replicación del
enterovirus bovino (Tabla 7).

Estos resultados solamente indicaban que el virus atenuado estaba in

terfiriendo la producción de virus infeccioso pero, dadas las condicig
nes del ensayo, no se podia determinar si se trataba de una interfereg
cia a nivel intracelular o a nivel de receptores celulares. Conviene

recordar que se hizo una primera infección con el virus atenuado y pos
terior infección con el virus salvaje, condiciones en la que se detec
tó una disminución de virus infeccioso.

III.2.3.2.- Inhibición en 1a sintesis de ácidos ribonucleicos virales

Para descartar una posible interferencia a nivel de receptores celula
res específicos, se diseñó la experiencia haciendo una infección con
el virus salvaje, en primer lugar, y superinfcctando con el virus ate
nuado. La superinfección sc realizó luego que el virus salvaje habia
completado las etapas de adsorción y penetración a las células huéspe
des. Con tal motivo, células de RFBfueron infectadas con la cepa sal
vaje y luego de 45 min fueron superinfcctadas con la cepa atenuada. Se
utilizó comomedidade la interferencia viral la inhibición de la sin
tesis do los ácidos ribonucleicos virales.

Los resultados obtenidos se muestran en la Figura TIT. La sintesis de
ácidos ribonucleicos no es detectable, tanto en las células infectadas
con la cepa atenuada comoen aquéllas infectadas con la cepa salvaje
y luego superinfectadas con 1a atenuada. Es decir, que la cepa atenua
da inhibe totalmente la sintesis de ácidos ribonucleicos del virus y
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FIGURAN° III.- Interferencia en la síntesis de ácido ribonucleíco

del virus salvaje inducida por el virus atenuado

Células de RFU(S x 106) fueron infectadas con el virus salvaje A24
Cruzeiro (m.o.i. l) a 37°C. Luego de 45 min de adsorción, se retiró

el inóculo viral y las células fueron superinfectadas con el virus A24
Cruzeiro atenuado a igual m.o.i.. A1 cabo de otros 45 min de adsorción
sc retiró el inóculo viral y sc agregó medio de infección suplementado
con buffer HEPESpH 7,4 (concentración final 0,025M) y nctinomicina D

5 ug/ml. A los 110 min post-infección se hizo marcación con 0,5 uCi

de uridina-14C. Se determinó a distintos tiempos post-infección la e32
tidad de radioactividad insolublc en TCA55.

Se realizaron controles de incorporación celular tal comose indicó en
1a Tabla 3.
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su efecto totalmente inhibitorio puede observarse ya a las<2 horas
post-infección.

Dadas las condiciones del ensayo queda demostrado que la interferencia
es a nivel intracelular.

Para confirmar que la actividad interferente estaba asociada especifi
camente a la partícula atenuada, se realizó un ensayo con la clona ata
nuada 835 y una clona salvaje 34. Las condiciones fueron similares a

las mencionadas en la Figura III. Los resultados pueden apreciarse en
la Tabla 8. En la misma puede verse claramente que es específicamente

la clona atenuada la que interfiere la sintesis del ARNdel virus sal
vaje. Por otra parte, también quedaria descartada la posibilidad que
partículas DI estuvieran presentes en el inóculo de virus atenuado ya
que, luego de 3 clonados, éstas estarian en muybaja proporción o ha
brian desaparecido.

III.2.3.3.— Dependenciade la interferencia con la multiplicidad de
infección del virus atenuado

Las relaciones de multiplicidad entre la cepa atenuada y la salvaje

se variaron en infecciones simultáneas en células de RFBpara determi
nar si el efecto interferente dependía de la multiplicidad del virus
atenuado. Se emplearon tres multiplicidades de infección del virus a
tenuado tal como puede verse en 1a Tabla 9. Se observó mayor inhibi
ción de la síntesis de ARNal aumentar la relación virus atenuado/vi

rus salvaje. Cuandola relación era muybaja, es decir, muypoco vi
rus atenuado, la síntesis de acido ribonucleico viral no se hallaba
inhibida.

III.2.3.4.- Relación entre el grado de interferencia y el númerode
pasajes del virus atenuado por células BHK-Zl

Debido a que diferentes stocks de virus atenuados (obtenidas por pasa
jes en células EUR-21)mestraron distintos grados de interferencia en
ensayos realizados cOn las mismas relaciones de cepa atenuada a cepa
salvaje, se determinó la influencia del númerode pasajes de 1a cepa í
tcnuada por células aux-21 en cuanto a su poder interferente.
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8.- INTERFERENCTA EN LA REPLICACION DE UNA CLONA SALVAJE IN

DUCIDA POR UNA CLONA ATÉNUADA

, 1Incorporacion de 4C-Uridina
cn cl ARN viral

V 1 r u s
c.p.m. fl

Clona 34 450 100

Clona 34 + Clona 835 250 55

Clona 835 125 27

I I 6 ,Cclulns de RFBa una concentracion de S x 10 celulas/m1

fueron infectadas con la clona salvaje 34 (m.o.i. 1).
Luegode 45 mln dc adsorción sc retiró el inóculo viral
y sc agregó ln clonn atenuada 835 (m.o.i. l). Luego dc

45 mín se retiró c1 inóculo viral y sc agregó medio de

infección con HEPBSpH 7,4 (0,025“) y actinomicina D Sug/
m1.

Al cabo dc 110 min post-infección, se agregaron 0,5 uCi
14de C-Uridina determinándosc a distintas tiempos pest

infección la radioactividad insoluble cn TCASí.

Se realizaron controles dc incorporación celular tal como
se señaló cn la leyenda de la Tabla 3.
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9.- VARIACION DE LA INTERFERENCIA CON LA MULTIPLICIDAD DE

INFECCION DE LA CEPA ATENUADA

Multiplieidad del Tncorporaeíón de
14Virus Infeetante C-Uridina

Virus Salvaje Virus Atcnuado c.p.m. Z

10 0 1800 100

10 S 350 19,4

10 0,5 850 47

10 0,05 1900 105

Ó ,Células de RFB (S x 10 celulas) Fueron infectadas con

virus salvaje Aq Cruzeiro a una m.o.i. igual a 10.
‘ 4

Luego de 45 min de adsorción, se retiró el inóculo vi
ral y se agregó el virus A Cruzeiro atenuado (m.o.i.

2

S, m.o.i. 0,5 o m.o.í. 0,05%. A1 cabo de otros 45 min

de adsorción, se retiró el inóculo del atenuado y se í
gregó medio de infección con actinomicina D 5 ug/ml y
buffer HEPESpH 7,4 (0,025“). A los 1H)mín pest-infec—

ción, se agregaron 0,5 uCi de l4C-Uridina. Se determinó

a distintos tiempospost-infección la radioaetividad ig
soluble en TCA 5%.

Se realizaron controles de incorporación celular.
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Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla 10. Luego de trcs pg
sajes sucesivos del virus, la capacidad interferente del mismodismi
nuyó. Tales resultados indicaron que durante los pasajes por células
BHK-Zlse produjo un cambio en la población viral, cuyo resultado fue
1a selección de particulas virales no interferentes. Este resultado
es, por lo tanto, coincidente con 1a modificación del virus atenuado,

dado que una modificación del mismoestá relacionada con una modificg
ción del efecto interferentc.

III.2.3.S.- inhibición en la sintesis de virus y partículas vacías

Conel objeto de determinar silaínhflfición en la síntesis de ARNvi

ral se correlacionaba con 1a de particulas virales y partículas va
cías, se infectaron células de RFBcon el virus salvaje y se superin,

. .) .fectaron con el atenuado, en preseneia de H-LenCina.

En condiciones de inhibición total de la síntesis de ARN(Figura III)
no se detectaron particulas virales completas ni vacías (Figura IV).

Estos datos permiten inferir que el efecto de interferencia es muytem
prano, aparentemente anterior a la sintesis de ácido ribonucleico del
virus salvaje y anterior a la traducción, pues tampocose encontró a
cumulacióndc partículas vacías.

III.2.3.6.- Inhibición cn la sintesis de proteínas inducidas por el vi
PLIS

Conel objeto de analizar la síntesis de proteínas virales y el blo
queo de la síntesis de proteínas celulares inducida por el virus, se
infectaron células de RFBcon la cepa atenuada en presencia dc 3SS-Mg
teionina, analizándose las células infectadas en geles de polia
crilamida.

Los resultados mostrados en la Figura V indican que la cepa atenuada
no inhibe la sintesis de proteínas celulares, luego de 30 horas de in
fección(calle5 3 y 4) contrariamente a lo que sucede con la cepa sal
vaje a una multiplicidad de infección semejante (calle S). En este ea
so, se observa ademássintesis de proteínas específicas del virus, fun
damentalmentelas estructurales. Por otra parte, las células infecta
das con la cepa atennada y snpcrinfectadas con la salvaje, muestran
claramente el efecto interferente al observarse una disminución cn 1a
sintesis de proteínas virales especificas del virus (calles 5 y 6).
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Tabla N° 10.- VARIACION DEL GRADO DE INTERFERENCTA DEL VIRUS ATENUADO

A24 CRUZEIRO Y EL NUMERODE PASAJES Pai CELULAS HHK-Zl

, 1Incorporacjon de 4C-Uridina
en el ARN viral

V r u s
c.p.m. Z

Salvaje 1950 100

Salvaje + Atenuado P1 420 21

Atenuado Pl 360 18,5

Salvaje + Atenuado P2 860 44

Atenuado P2 270 14

Salvaje + Atenuado P3 1500 75

Atenuado P3 590 30

Ensayo en las mismas condiciones de infección que
las indicadas en la leyenda de la Figura III.

Se emplearon las cepas de virus A Cruzeiro, sal24

vaje y atenuada de pasaje uno (Pl), pasaje dos (P2)

o pasaje tres (P3) por células HHH-21.
M.o.i. virus salvaje = 10; m.o.i. virus atenuado = 5
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FIGURAN° IV.- Interferencia en lagprodqgción de virus y partículas
vacías

Células de RFB(S x 106) fueron infectadas con virus A24 Cruzeiro sal
vaje. Luegode 45 min de adsorción, se descartó el sobrenodante viri

co y sc superinfectó con virus A24 Cruzeiro atonuado. A los 45 min de
adsorción, se descartó el sobrenadnnte y se agregó medio de infección
sin leucjna. A los 150 min post-infección, se hizo lanmarcnción con
25 uCi de 3H-Lcucinay se incubó hasta tener efecto citopático total.

Se realizaron los extractos citoplasmáticos y su purificación por gra
dientes dc sacarosa, tal comose d05cribe en Materiales y Métodos.
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FIGURAN° V.- Electroforesis en geles de poliacrilamida de nro
tcinas intracelularcs de células de RFBinfectadas

con las cenas A24Cruzeiro salvaje y/o atenuado.

Monocapas de 5 x 105 células de RFBfueron infectadas con virus

atenuado a una multiplicidad de infección de 0,2. A las 21 horas

p.i. se in0cularon las monocapascontroles con virus A24Cruzei
ro salvaje (m.o.i.=0,2) o bien se superinfectaron aquéllas que
ya tenian virus atenuado. Previo a los tiempos de marcación, se
hizo un ayuno de 120 min con HE“ sin metionina. La marcación se

hizo con 10 uCi de 3SS-—Mctionina cn 0,1 ml dc MEM-Met_por cada

5 x 105 células de RFBy durante un periodo de 3 horas. Los ex

tractos citOplasnátieos preparados con buffer de disolución fue
ron dcsnaturalizados calcntándolos a lOO°Cdurante 5 min. Las

muestras se sembraron cn geles de 103 de acrilamida y se realizó
1a electroforesis cn las condiciones indicadas en Materiales y
Métodos.

Calle l = Células sin infectar, a las 9 horas.

Calle 2 = Células sin infectar, a las 30 horas.

Calle 3 = Células a las 9 horas p.i. con el virus atenuado.

Calle 4 = Células a las 30 horas p.i. cOn el virus atenuado.

Calle 5 = Células infectadas con la cepa salvaje solamente du
rante 9 horas a las 21 horas p.i.

Calle 6 = Células a las 21 horas p.i. con el virus atenuado y

superinfcctadas con la cepa salvaje durante 9 horas.
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Los resultados sugieren que no cs necesaria la sintesis dc proteínas
especificas dc la cepa atenuada para poder interferir la replicación
del virus salvaje, ya que cn las condiciones experimentadas no se de

tectó la presencia de proteinas intracelularcs especificamente vira
les cuando se infectaron las células con cl virus atenuado solamente.



III.3.- CARACTERTSTICASFISICOQUTMÏCAS

El haber encontrado diferencias en el virus atennado en cuanto a su

comportamientoen sistemas biológicOS, llevo al análisis de sus carac
teristicas estructurales. Contal motivo, se determinó su cocficiente

de sedimentación, su densidad y se realizó el mapeode sus oligonucleá
tidos.

III.3.l.- Determinacióndel coeficiente de sedimentación

Se infectaron células BHK-zlcon virus atenuado o con virus salvaje
que fueron marcados con 3u-Uridina. El virus radioactivo producido en
amboscasos fue concentrado y purificado por ultraeentrifugaeión en
gradientes de sacarosa. La determinación del coeficiente de sedimenta
ción indicó valores de 1405 tanto para el pico viral atenuado comopa
ra el salvaje (9,127).

Las fracciones correspondientes a la zona 1408 fueron totalmente coin

cidentes con el pico dc mayor incorporación de 3H-Uridina. En la Figu

ra VI puede apreciarse el perfil de incorporación de 3H-Uridina en cé

lulas infectadas con el virus salvaje (Figura VI-A) y con el virus atg
nuado (Figura v1-n).

III.3.2.— Determinación de la densidad en cloruro de cesio

Los picos virales correspondientes a los virus salvaje y atenuado (Fi
gura VI) se ultraccntrifugaron en gradientes de cloruro de eesio para
determinar la densidad dc ambosvirus. Al final de Ja centrifugación

(las condiciones se señalan en Materiales y Métodos) se recogieron ali
cuotas de cada gradiente. En algunas fracciones se determinó el índice
de refracción y luego se hizo la conversión a densidad. Simultáneamen
te, se cuantifieó la radioactividad ácido inuoluble de cada fracción y
se determinó que el máximode incorporación coincidia con el pico de
densidad de 1,43 g/ml, valor esperado para el virus aftoso (127). Los
perfiles de incorporación y su densidad pueden apreciarse en la Figura
VII; en la cual se observa que el pico de densidad de 1,43 g/ml del vi
rus atenuado (Figura VII-A) es coincidente con el del virus salvaje (Fi
(tura VII-D).
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FIGURAN° VI.- Determinación del coeficiente de sedimentación de la

cepa atenuadagvfsalvaje del virus A2 Cruzeiro4

Células BnK-zl (108) fueron infectadas con virus A24Cruzeiro atenuado
o salvaje a una alta multiplicidad de infección. A los 180 min post
infección, fueron marcadas con 100 uCi dc 3H-Uridina en presencia de

actinomicina D (S ug/ml). El virus se cosechó cuando el efecto citopá
tico era total. El sobrenadante virico clarificado y concentrado se
purificó por centrifugación cn gradientes de sacarOSn 10=30%(p/v) en
buffer NETpH 7,4 a 100.000 x g durante 180 min a 4°C. A1 final de la

centrifugación se recogieron fracciones de 0,5 ml.

En la figura se pueden observar los perfiles correspondientes al virus
salvaje (A) y al virus atenuado (B).
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FIGURAN° VII.— Determinación de 1a densidad en cloruro de cesio gg

la cepa atenuada y salvaje del virusbAn Cruzeiro4

Células DHK-Zl(108) fueron infectadas con virus A24Cruzeiro atenua
do o salvaje a una alta multiplicidad de infección. A los 180 min
post-infección fueron marcadas eon 100 uCi de 3H-Urjdina en presencia
de actinomicina D (5 ug/ml). Se cesechó el virus al observar efecto
citopátieo total. E1 sobrenadantc vírieo clarifieado y concentrado se
purificó por eentrifugaeión en gradientes 10-30fide sacarosa (p/v) en
buffer NETpH 7,4 a 100.000 x n durante 180 min a 4°C. Se recogieron

fracciones de 0,5 m1 cada una.

Las fracciones del pico viral dlluídas en un volumenigual de buffer
NETpH 7,4 se centrifugaron a 200.000 x g 50 min a 4°C. El precipita

do vlral se resuspendió en buffer NETpH 7,4 agregándose cloruro de cg

sio hasta una concentración final de 1,42g/m1. Los gradientes de cloru
ro de cesio fueron centrífunados a 144.000 x g durante 16 horas a 4°C.

Se recogieron alícuotas de 0,2 m1. Se determinó la densidad de difereg
tes puntOSdel gradiente. Alícuotas de cada fracción se precipitaron
con TCA10%y se determinó la radicactívidad ácido insoluble.

Se pueden ver los perfiles correspondientes al virus atenuado (A) y al
virus salvaje (B).
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III.3.3.- Presencia degpartículas virales de mayordensidad

Durante la purificación del virus aftoso cn gradientes de densidad en
cloruro de cesio sc encontró la radioactividad distribuida en dos pi
cas. Unocorrespondía a la densidad informada para el virus aftoso (l,

43) y el otro tenia una densidad de 1.47 g/ml, coincidente con las pa:
tículas densas citadas para otros virus (104,164,222,229) y también pi
ra'el virus aftoso (201).

La relación de las partículas densas a las partículas virales intac
tas fue calculada por integración de la radioactividad de las fraccio

nes de densidad de 1,47 g/ml y 1,43 g/ml. Este cálculo se hizo basándg
se en que las partículas densas y la partícula viral tienen 1a misma

cantidad de proteína y ácido ribonucleico y se marcan de igual modoc2
mo ya ha sido demostrado para otros virus (222). Tomando como JOOí la

radioactividad dc la partícula viral (Figura VTT)la cantidad relativa
de partícula densa es de, aproximadamente, el 30?.

Se demostró también que esta partícula densa no se obtiene por un arti

ficio de técnica, ya que el pico de densidad de 1,43 g/ml vuelto a cen
trifugar en un gradiente de cloruro dc ecsio dio solamente un pico co
rrespondiente a la densidad del virus aftoso normal (Figura VIII).

Observandoal microsc0pio electrónico ambospicos se encontró que el
de densidad 1,43 g/ml correspondñzlwirus entero y en el de mayor densi

dad (1,47 g/ml) aparecían masparticulas rotas durante el tratamiento
con acetato de uranilo lo que indicaba su fragilidad.Tambiála:demostró

que las particulas de mayordensidad eran infecciosas. Resultados simi
lares han sido informados para las partículas densas de poliovirus
(164,222) donde la infectividad es menor que 1a de la partícula viral.

III.3.4.- Análisis de los ácidos ribonuclcicos virales. Mapeode o
L5ligonucleótidO'

III.3.4.1.- Fraccionamientode oligonucleótidos por electroforesis bi
dimensional

la primera etapa de separación de oligonueleótidos pequeños en la e
lectroforesis bidimensional depende, principalmente, de la carga neta
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FIGURAN° VIII.- Ccntrifugación del pico de partícula viral ¿densidad
1,43 g/ml) en cloruro de cesio

El pico de virus atenuado de densidad 1,43 g/ml (Figura VII) se purifi
có en un gradiente de cloruro de cesio concentración final 1,42 g/ml
en las mismas condiciones que las ya señaladas en la leyenda de la Fi
gura 7. Se recogieron fracciones de 0,2 m1, determinándose la densi

dad dc las mismas. Alícuotas de cada fracción se precipitaron en TCA
10%y se determinó 1a radioactividad ácido insoluble.



de 10s mismos. Dado que se realiza a pH ácido, la carga neta va a de
pender de la composición de bases. Esto es asi ya que su pequeño tama
ïo impide un tamizado apreciable en geles de acrilamida 10%. En cambio

si se produce la separación de los oligonucleótidos mas grandes en ba
se al tamaño molecular, efecto que sc superpone con el fraccionamiento
de los mismos en base a sus car as.1

El fraccionamiento en una segunda dimensión cn geles de acrilamida 20%

a pH 8,3 y en ausencia dc urea, depende del tamaño molecular y el efes
to del tamizado es suficiente para separar por diferencias de tamaño
los distintos tipos de oligonueleótidos en clases de nucleótidos de
tamáï)mayor al mononueleótido. Los fragmentos asi separados se ubican
en una serie de manchas acordes a su contenido cn uracilo, con un re

traso progresivo en ambas dimensiones por incremento de su contenido
en adcnina y citosina. El uso de tris-borato en la segunda dimensión
y de un mayor tamaño de las placas de vidrio, incrementa la resolu
ción dc los oligonucleótidos mayores (74).

III.3.4.2.— Mapeode los olinonucleótidos de los ácidos ribonucleicos
de los virus aftosos estudiados

Para facilitar la comprensióndel proceso de atenuación y su posterior
cambioal estado virulento, se realizó el estudio de las diferencias
a nivel molecular entre la cepa atenuada y la virulcnta. Para analizar
las variaciones gcnómicas producidas en los pasajes del virus por em
brión de pollo que condujeron a la atenuación para bovinos, se realizó
el mapeopor electroforesis bidimensional de los olinonucleótidos ra
dioactivos marcadoscon 32P resistentes a la digestión por ribonucleí

sa T1.

En tal sentido, se prepararon para su análisis los siguientes stocks

de virus: A24 Cruzeiro salvaje, clona 835 atenuada y clona 835 rever
tantc. Los tres virus producidos en células aux-21 fueron concentrados
y purificados cn gradientes S-3OZde sacarosa (p/v) en buffer NETpH
7,5. Las fracciones correspondientes a cada pico viral se colectaron
y sc hizo la extracción del ácido ribonucleico con fcnol-cloroformo-a¿
cohol isoamilico.



El ARNviral así obtenido fue purificado en gradientes 15-30%de saca

rosa cn buffer NET(p/v) con 0,5% de sarcosil, reextraido, concentra

do y posteriormente digerido con ribonucleasa TL. Esta enzima corta
I n o a I o aespec1fleamente en r051duos de guanos1na quedando un hidrox1lo en po

sición 5'. Se obüene un ARNque consiste de olínonueleótídos de un

rango variable de tamaños, ninguno con residuos internos de guanosina.

Los oligonueleótidos producidos por 1a digestión con la ribonueleasa

T1 fueron marcados "in vitro" con la enzima polinucleótido quinasa,en
presencia de ATP-É -32P. Esta enzima introduce un fósforo radioacti
vo en la posición 5' del oligonucleótido (147). Los oligonucleótidos
marcados se separaron por electroforesis bidimensional en geles de po
liaerilamida (74,214). Los mapas de oligonucleótidos se obtuvieron por
autoradiografia de los geles usando películas Kodak X-Omat. Los mapeos

de oligonucleótidos de los tres virus pueden verse en las Figuras IX,
x, XI y XII.

El mapñde oligonucleótidos de 1a cepa A Cruzeiro salvaje (Figura TX)24

es totalmente similar al previamente reportado para la cepa A2 Cruzei4

ro (157). Si se compara con el obtenido para la clona 835 atenuada

(Figura X) se encuentra que difieren en sólo dos oligonucleótidos(A y
B) que aparecen en este (111)11110le oljgmmbflidmnupeamcn 1.1 zona co

rrespondiente a la de los oligonucleótidos de bajo peso molecular y cg
rresponden a un tamaño entre 5 y lO nucleótidos.

En la Figura XI se puede observar los mPpas de oligonucleótidos correg
pondieutes a 1a zona que va desde el origen de siembra hasta la zona

mapeada en las Figura IX y X, que comprende el lugar en que migran los

poli(C). La presencia de un tramo de poli(C) en el virus aftoso fue
informada por Browny col. (88) y confirmado por Frisby y col. (74).

Este oligonucleótido se mueve muy lentamente en 1a primera dimensión y

puede ser fácilmente separado del resto de los fragmentos. Ademas,el
análisis de los oligonucleótidos tratados con ribonucleasa Amostra
ron que no había otros productos que eontuvieran mas de 10 residuos de
citosina (88).

Comopuede apreciarse no existen diferencias entre los poli(C) de la r
cepa salvaje (Figura XI-A) y los de la dona 835 atenuada (Figura XI-B).
Estos resultados difieren con los encontrados por Harris y Brown(89)

para una cepa de virus aftoso SAT atenuada por pasajes seriados en cÉl
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lulas BHK-Zl,en 1a cual disminuïa el número de nucleótidos del poli

(C). Por lo tanto, se podría afirmar que en el virus A2 Cruzeiro atg4

nuado el acortamiento del poii(C) no estaria relacionado eon el fenó
mcno de atenuación.

En la Figura XII se muestra el mapa de oljgonuelcótidasde 1a clona

835 atenuada con 9 pasajes por células BHK-Zl(es decir, elona 835 re
vertante). Los oligonueleótidasA y B correspondientes a la atenuación
apenas son pereeptibles (se encuentran en relación submolar) debido a
que 1a población atenuada esta presente en dicho pasaje en muy baja
proporción respecto a la revertante (Figura I). Tampocose encontró
diferencias entre el poii(C) de esta revertante y los de la cepa sal
vaje y elona 835 atenuada. Por lo tanto, los mapas de oligonucleótidos
de la cepa salvaje y de la clona 835 revertante son idénticos.

En las Figuras IX,X y XII se puede observar la presencia de poli(A).Es
Lc es un tramo de acido poli-adenílico que varía vn su longitud, pu
diendo tener desde lS residuos (en cardiovírus) a cerca de 90 residuos
de adenina (en poliovirus) (74).
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FIGURAN° IX.- Autoradiografia del ¿el bidimensional de polia
crilamida dc los oligonucleótidos resistentes a

RNasa Tl del virus A24Cruzeiro salvaje.

Células BHK-Zlfueron infectadas con virus Cruzeiro salvaje
A24

a una m.o.i. = 10. cosechandose al tener ECPtotal. Los sobrena

dantes virales se elarificaron y se concentraron por centrífuga
ción a 144.000 x g durante 55 min a 4°C. El precipitado viral,
resuSpendido en buffer NETy tratado con lfi de sarcosil, fue pu
rificado en gradientes 5-303 de sacarosa (p/v) centrifugando du
rante 75 min a 200.000 x g a 4°C.

Se extrajo el ARNviral con fenol eloroformo y se precipitó a

-20°C en etanol agregando 0,2“ NaCl. El ARNfue purificada en

gradientes lS-3OZ de sacarosa en NET(p/v) con 0,5% de sarcosil,

centrifugando a 200.000 x g durante O horas a 4°C.

Se separaron las fracciones.correspondientes al pico dc ARNvi
ral y se precipitó en las condiciones ya indicadas.
Bate ácido ríbcrmhíoo,_resuspendido en buffer ETfin digerido con

8 U/ug de RNasa T1. Los oligonueleótidos obtenidos fueron marca
dos "in vitro" con ATP- É —32Pen presencia de PNK. EstOS oligo

nueleótidos fueron separados por electroforesis bidimensional y
autoradiografiados en las condiciones indicadas en Materiales y
Métodos.

El origen (0) se encuentra en el borde izquierdo superior y las
flechas indican el sentido de la primera y segunda dimensión.E1

poli(A) está marcado con II
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F I G U R A N° X

0%

N

<—

Autoradíografía del gel bidimcnsional de poliacrilamida dc los oli

gonuclcótidos resistentes a RNasa T dc la clona 835 atenuada. A yl
B son los oligonuclcótidos correspondientes a la atenuación.E1 poli
(A) está marcado con II. El origen (O) sc encuentra en el borde su
perior izquierdo y las flechas indican cn sentido de la primera y sc
gunda dimensión.

g
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FIGURA N° XI

,Autoradiografía del gol bidimcnsional de poliacrilamida dc loscii
gqnucleótidos resistentes a RNasaT correspondientes a la zona

1 .

'dcsdo c1 origen de siembra hasta las mapcadns en las Figuraslx y X,

pertenecientes a los virus A24Cruzeiro salvaje(wt) y clona 835 atg
nuada . El poli(C) está-marcado con 1.El origen (C) se encuentra
en el borde izquierdo superior y las flechas indican el sentido de
1a primera y segunda dimensión.
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F I G U R A N° X I I

Autoradiografía del gel bidimensional de poliacrílamida de los oli-

'gonucleótidos resistentes a RNasaT1 dc la clona 835 revortanvc.El
origen (0) está en c1 borde superior izquierdo y las flechas indie
can el sentido de 1a primera y segunda dimensión. El poli(A) está
marcado con II.
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IV.- DISCUSION

Enel desarrollo de este tema de tesis se ha realizado la caracteriza

ción de la cepa de virus aftoso A Cruzeiro atenuada para bovinos por24
pasajes seriadas en embrión de pollo. Se han analizado no solamente

sus propiedades biológicas y fisic0quimicas sino también su capacidad
interferentc en la replicación del virus salvaje.

Se ha observado que 1a cepa atcnuada manifiesta una marcada disminu
ción de 1a citOpatogenicidad en células de RFB(Tablas l y 2), la cual
podria correlacionarse con la reducción de 1a patogenicidad en bovinos.
Se detectó, además, un estado de interferencia en la replicación del

virus A24 Cruzeiro salvaje en presencia de la cepa atenuada homóloga,
cuando las infecciones se realizaban en células de RFB.

Los factores que podian ser reSponsables de la inducción de la interfe
rencia, comoel interferón, particulas DI o la cepa atenuada "per se"
fueron analizados durante cl desarrollo de este trabajo.

Estudios previos realizados con el virus aftoso habian permitido esta
blecer que por utilización dc mutantes ts (148) o de virus modificado
de baja velocidad de multiplicación (176,178,182-183), se favorece 1a
sintesis de interferón, el cual interfiere la replicación del virus
salvaje. Sin embargo, frente a los resultados observados, la inducción
de interferón por el virus atenuado fue descartada (Figura III, Tablas
7 y 3)

La participación de partículas DI en el fenómenode interferencia no

fue un problema de solución sencilla dado que su presencia no pudo evi
deeiarse en gradientes de sacarosa (Figura VI), de doruro de ccsio
(Figura VII)ni en geles de agarosa. Este último resultado probablemen
te haya sido consecuencia de no haber encontrado las condiciones ópti
mas para separarlas en este tipo de geles. Teniendo en cuenta la posi
ble degradación parcial de los ácidos ribonucleicos virales por acción
de la nucleasa asociada al virus (58),cuya acción pudo ser eficiente
por el lento ciclo de replicación del virus atenuado.

No se deScarta Su presencia dentro de la población viral caracterizada
en este trabajo dado que, si bien no han sido caracterizadas en todos
los sistemas virales, existen pocas dudas de que esten distribuidas u
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niversalmcnte y tengan un rol significativo en la replicación del vi

rus (97-98). Ia única evidencia acerca de 1a presencia de estas parti
culas en mi sistema de estudio fueron los pasajes seriados sin diluir
del virus atenuado (Figura II-A), en los cuales se observó un modelo
cíclico de infección característico de las particulas DI (101,140). En
pasajes diluidos los cielos de infección muestran un valor constante
en el titulo infeccioso a través de 10s sucesivos pasajes (Figura II-B).

Si bien ambaspoblaciones virales podian separarse biológicamente, i

gual se obtuvo interferencia con la población original diluïda, in
dieando que el rol de las particulas DI en este fenómenono es deter
minante.

Los datos obtenidos indicaban que se trataba de interferencia especi
ficamente inducida por cl virus atenuado.

La interferencia en los primeros pasos del cielo de replicación.-ta—
les comoadsorción y penetración- fue dcscartada,demostrándosc interfe
rencia en células infectadas con el virus salvaje y superinfeetadas
con el virus atenuado (Figura III, Tabla 8).

La interferencia viral se puso de manifiesto en ensayos de infectivi
dad (Tabla 7), de sintesis dc ácidos nucleicos (Figura III, Tabla 8) y
sintesis de proteinas virales intracelulares (Figura V). Además,la
interferencia fue dependiente dc la multiplicidad de infección (Tabla

9) tanto comodel tiempo de infección (Figura V, Tabla 7) del virus 3
te nuado.

En las condiciones adecuadas de multiplicidad de infección, el virus
atenuado puede suprimir completamente la producción del virus salvaje

homólogo, aún cuando 1a cepa atenuada no puede completar su propio prg
ceso de replicación. Aparentemente, la replicación del virus salvaje
estaria detenida en algún estadio anterior a la sintesis de ácido ri
bonucleieo. Posiblemente, cl evento que causa interferencia en ausen
cia de multiplicación ocurra antes que el virus interfcrcnte induzea
su'ARNpolimerasa. Una evidencia en favor do esta hipótesis es que c1
virus atenuado no sintetiza su propio ARNni sus proteinas especificas
en células de RFB.Esta situación es similar a la interferencia obteni
da entre poliovirus y una cepa del mismoque no puede multiplicar (145).



119

Probablemente, alguno de los modelos prepuesto para las cepas de polio
n o o o u PVirus que no multiplican pudiera explicar el fenomeno que Ocurre con

la cepa atenuada del virus aftoso A Cruzeiro. Unode ellos supone24
que los dos ácidos ribonucleicos compiten por un mismositio para la
sintesis de sus ARN.El ARNviral interferente podria ocupar cn forma

irreversible el sitio masaccesible, dejando el menosaccesible para
el ARNdel virus salvaje o también podria existir una competencia re
versible con el ARNdel virus salvaje, en cuyo caso la interferencia
podría seguir simplemente la ley de acción de masas.

Otro modelopr0pone la participación de proteinas específicas (codifi

cadas por el virus o por el huÓSpcd)que son inducidas por el virus ig
tcrferente y, de este modo, inhibirian la replicación del ARNdel vi

rus hOmólogo. Si bien por la sensibilidad del método empleado no se dg
tectaron proteinas virales de la cepa atenuada en células infectadas

(Figura V, calles 3 y 4), no puede descartarse 1a presencia de las mis
mas actuando a muy baja concentración o muy bajo peso molecular ya que
c1 gel no permite resolver proteinas con un peso molecular inferior a
los 12.500.

Probablemente, el primer modelo explique mejor la reversibilidad que
se obtuvo en la interferencia cuando la descarna se hizo con altas mul

tiplicidadcs del virus A Cruzeiro salvaje pero tal vez ninguno de
Y

m

los dos sea el definitivo.

Apesar que en este trabajo se ha descartado la posible contribución
del interferón y de las particulas DI en el fenómenode interferencia,
estableciéndose una relación entre el fenómenode interferencia y la
infección con la cepa atenuada, estos resultados no pueden extrapolar
se a lo que ocurriría en el bovino vacunado con este tipo de virus.3n
estas condiciones, es probable que exista un equilibrio dinámico entre
la replicación residual del\lirus m0d1f1cad0,1nmultiplicación de re
vertantes y la interferencia inducida por la cepa atenuada por interfg
rón y/o por particulas DI.

Por lo tanto, la variabilidad en cuanto al grado de patogenicidad por
cepas atenuadas dependcria de dicho equilibrio. En determinados virus mg
difhpdos esta regulación de la replicación mantendría los niveles de

virus lo suficientemente bajos para no producir patogcnicidad pero da

ria lugar a una sintesis activa de anticuerpos que permitirían prote
ger al bovino.



la atenuación para celulas de RFBdesapareeia luego de 8 a 9 pasajes

del virus A24 Cruzeiro atenuado por células DHK-Zl,seleccionandose E
na población no atenuada (Figura IT). Debido a la posible heterogenei
dad dc la población atenuada no se pudo confirmar, en principio, si

el cambio en la población se debia exclusivamente a la selección de g
na subpoblación con caracteristicas de la cepa salvaje o a mutaciones
de la cepa atenuada (reversión) seguida por selección.

Para esclarecer este fenómenose analizó el comportamiento de una clg
na atenuada (835) luego de 9 pasajes por células “HK-21 (Tabla 5). DE

rante el pasaje por células BHK-Zlse produjeron mutaciones y seleccig
nes dandocomoresultado la aparición de revertantes sin característi
cas de atenuación. Las rcvertantes pasan a ser predominantes en la po
blación viral debido a que su ciclo de multiplicación es de 8 horas
mientras que el del virus atenuado es de 18 horas.

Esta situación estaria reflejando la variabilidad del virus aftosa que
ha llegado a ser considerada excepcional cn dos propiedadeszvirulencia
y antigenieidad. La aparición de mutantes letales condicionales ha si

3do determinada con una frecuencia de 10- por UFPpara mutantes ts y
9,9de 10 “ para mutantes frias (es), siendo 1a frecuencia de reversión

para una mutación ts entre 10 y lOuJ’4 por UFP. Teniendo en cuenta

estos valores, es de esperar que la variabilidad observada a campo
sea debida a la presión de selección a la cual el virus se expone o a
la cantidad de multiplieaeiones del virus que ocurren en una ruptura
de inmunidad, mas que a una excepcional velocidad de mutación (115).

Los resultados de las purificaciones virales no evidenciaron diferen
cias entre la población salvaje y la atenuuh ni en cuanto a su coefi
ciente de sedimentación en gradientes de sacarosa (Figura VI) nl a su

densidad de flotación en cloruro de cesio (Figura VII). Ambaspoblacig
nes presentaron una partícula de mayor densidad (1,47 g/ml) en una re
lación del 30%rCSpccto al virus normal (densidad 1,43 g/ml) (Figura

VII). Comoesta población densa se encontró en las dos cepas, no se le
pudoatribuir su participación en la interferencia.

Una mayor información de las modificaciones adquiridas en la atenua
ción y reversión a la virulencia, se obtuvo estudiando las diferencias
a nivel molecular. En tal sentido, se analizaron las variaciones prodg
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cidas en el ARNviral después de los pasajes del virus por embrión de
pollo para originar la cepa.

El mapade oligonucleótidos del virus salvaje difiere del mapade la
clona atenuada endos oljmireleóüths designados como A y B, que se hallan

presentes en este último y no en la cepa salvaje (Figura IX y X).DidDB

oligonufleaidosszubican en la zona de bajo peso molecular del mapa bi
dimensional de la cepa atenuada. En el mapa de la clona 835 revertan

te (Figura XII)los oligonucleaibs correspondientes a la atenuación,
se encuentran en relación submolar, debido a quala población atenuada

esta presente en dicho pasaje en muybaja proporción respecto de la r2
vertante.

No se encontró diferencia cn la zona del poli(C) dc la clona atenuada
y la cepa salvaje. Por lo tanto, en la cepa A Cruzeiro atenuada usa24
da en este trabajo, el acortamiento del poli(C) no estaria relaciona
do con el fenómenode atenuación. Estos resultados difieren con los in

formados previamente para una cepa del virus aftoso SAT1(Clona SATl-BZ
en la cual la reducción de la patogenicidad fue atribuida a la dismi
nución del númerode nueleótidos del poli(C) originado por una delec
ción de 70 nueleótidos. Sin embargo, es poco probable que esa delee

ción fuera responsable de la atenuación, dado que la elona SATl-SZr2
cupcra su virulaïia en sólo 3 pasajes por bovino (89,126).

Si bien se encontraron pequeños cambios que conducían a la aparición

de dos oligonucleótidos resistentes a Riasa Tl determinantes de la atg
nuación para bovinos, no necesariamente tendrian que haber aparecido

ya que por el métodoch mapeo de oligonucleótidos sólo se tiene informa
ción del 10-20%del genomaviral (74). En este caso, se puede asegurar

que, por lonenos, se produjeron cambios dentro del genomano detectan
dose otros ya que no se dispone de mayor información del resto del ARN.

Teniendo en cuenta que se esperaba detectar grandes modificaciones en

el genomadel virus A Cruzeiro atenuado luego de los numerosos pasa"4da

jes por embrión de pollo, los resultados obtenidos permitieron determi
nar que modificaciones minimas en el genomaviral pueden ser responsa
bles de la atenuación para bovinos. La cepa salvaje difiere de la cepa

atenuada para bovinos por mutaciones puntuales que reviertcn muyfácil
mente en los pasajes por células DKK-21.Esta facilidad de reversión
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así cono la posible selección de revertantes por el sistema huésped,
torna muypeligroáo el empleo de este tipo de virus.

Por lo tanto, es imporLanteremarcar el inconveniente en la utiliza

ción de esta cepa atenuada para vacunación debido a que, por ser prg
ducto de mutaciones puntuales podría revertir indueicndo pabogenici
dad, pudiendo provocar tanto la enfermedad en animales vacunados co
moel contagio en otros.
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V.- RESUMEN

Se ha establecido una correlación entre la infección con la cepa ate
nuada y el fenómeno de interferencia observado en células de RFB,
descartandose la contribución del interferón y las particulas DI en
el mismo.

Se ha podido caracterizar la interferencia comoun evento que ocurre
intracelularmcnte y que se manifiesta con la inhibición de la sinte
sis dc ácidos ribonuclcicos y de proteinas específicas del virus sal
vaje homólogo.

El virus atenuado revierte al tipo salvaje en pocos pasajes por c612
las BHK-Zl.Durante estos pasajes se producen mutaciones y seleccio

nes dando comoresultado lazmarición de revertantes que se hacen prg
dominantes en la población viral. El mapadeoligonuclcótidos del vi
rus atenuado difiere del mapadel salvaje por la aparición de dos o

ligonuclcótidos resistentes a RNasaT1 determinantes de la atenua
ción para bovinos. En la población revertante estos oligonucleótidos
aparecen en relación submolar, dado que la subpoblación atenuada se
encuentra cn menorproporción dentro de la población revertante. No
se encontraron diferencias en el tamañodel poli(C) de los tres vi
rus.

Si bien se esperaba detectar grandes modificaciones en el genomadel

virus A04 Cruzeiro atenuado luego de los numerosos pasajes por embrión
de pollo, los resultados permiten determinar que minimas modificacio
nes en el genomaviral pueden ser responsables de la atenuación para
bovinos.

Lic. Patricia S. Polacino Dr. Eduardo L. Palma
Director de Tesis
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