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INTRODUCCION

Muchas enfermedades de origen viral pueden ser actualmente com-
batidas o controladas a través del uso de vacunas (en forma preven-
tiva) y unas pocas a través del uso de drogas antivirales (como for-
ma terapéutica). Durante muchos afios las vacunas antivirales consti-
tuyeron el Gnico medio efectivo para reducir la incidencia de infec-
ciones virales y 1o siguen siendo en la actualidad debido a que no
se conocen, hasta el momento, sustancias biogénicas, sintéticas o
semisintéticas que puedan usarse como antivirales en el ser humano
en forma efectiva y sin riesgos.

La dificultad en la obtencion de drogas antivirales efectivas
radica principalmente en la dependencia que los virus presentan res-
pecto de los procesos metabolicos de la célula huésped, de tal for-
ma que cualquier sustancia que inhiba algunos de los pasos de la re-
plicacion viral, produciréd en la célula huésped y en otras células
vecinas, cambios metabdlicos que 1levaran al dafio de las mismas.

Por esta razon el desarrollo de vacunas contra las enfermedades
de origen viral se considera de fundamental importancia, dado que
la condicion de estar activa y s6lidamente inmunizado es la que
brinda al hombre la mayor seguridad de evitar contraer por lo me-
nos aquellas enfermedades en cuya fisiopatologia no interviene la
respuesta inmune del huéped.

Las vacunas pueden hacerse usando como inmunogeno virus inac-
tivado segiin las técnicas adecuadas para cada caso, subunidades vi-

rales, o bien utilizando virus vivo atenuado, ya sca homdélogo (es



decir cepas atenuadas del virus patégeno) o heterdlogo (virus no pa-
tégeno relacionado antigénicamente con el virus patdgeno productor
de la enfermedad). Una de las ventajas del uso de vacunas a virus
vivo es que por su capacidad replicante permiten unha respuesta inmu-
noldégica en el huésped en general mis alta y duradera que la produ-
cida por un inmundgeno no replicante. Es por esto que uno de los
puntos primordiales para la produccion de nuevas vacunas a virus vi-
vo es encontrar la cepa de virus vacunante que administrada al indi-
viduo estimuie su proteccion sin que por ello le preduzca enfermedad.

En la blisqueda de un tratamiento o profilaxis de las enfermeda-
des virales es imprescindible el conocimiento de la fisiopatologia
de las mismas. Para esto, asi como para comprobar la eficacia, la
potencia y la inocuidad de las posibles cepas vacunantes es necesa-
rio contar con los modelos animales experimentales adecuados. FPara-
lelamente se hace imprescindible contar con los medios apropiados
para evaluar los niveles de atenuacion de las cepas vacunantes de
un determinado virus, 1o cual se logra a través del uso de los mar-
cadores de atenuacion. Los marcadores.de -atenuacion son caracteres
condicionados genéticamente que el virus posee y que permiten eva-
luar en forma practica el nivel de atenuacion del mismo.

En el caso de la fiebre hemorragica argentina (FHA) cuyo agen-
te etioldgico es el virus Junin, son numerosos los esfuerzos reali-
zados con el objeto de conocer la patogenia de la enfermedad y de
hallar una vacuna adecuada que proteja:a la poblacion expuesta al vi-

rus. Los primeros estudios se iniciaron casi inmediatamente después



del aislamiento del agente etioldgico en 1958, y si bien son muchos
los resultados obtenidos en las investigaciones realizadas, quedan
aldn por dilucidar aspectos basicos de gran importancia. Es por eso
que el objetivo de este estudio fue, por una parte alcanzar un mayor
conocimiento de la fisiopatologia de la infeccidon con cepas de dis-
tinta virulencia del virus Junin, utilizando modelos de experimenta-
cion, y por otra parte investigar la virulencia diferencial de dis-
tintas cepas del virus Junin en los mismos sistemas animales, con el
objeto de comprobar si alguno de estos podia ser utilizado como mar-

cador de atenuacion del virus.



2., ANTECFDENTES DEL TEMA

2.1. ARENAVIRUS. FIEBRE HEMORRAGICA ARGEMTINA. ANTIGENOS VACUNANTES CONTRA

EL VIRUS JUNIN. MARCADORES DE ATENUACION DEL VIRUS

La fiebre hemorrdgica argentina (FHA) es una enfermedad endemo-
epidémica que afecta principalmente a trabajadores rurales del NO de
la provincia de Buenos Aires y S de las provincias de Santa Fe y Cor-
doba. E1 agente etioldgico es el virus Junin, que induce en el ser
humano un dafio renal, hematolégico, neuroldogico y cardiovascular, con
una mortalidad que oscila alrededor del 10% (1). Los roedores de cam-
po (Cricétidos) son los reservorios del virus Junin y aseguran su
mantenimiento en la naturaleza, siendo asi los responsables de la
infeccidon en el ser humano (2).

A través de los afios, el area endémica de la enfermedad se ha
ido extendiendo progresivamente hacia el NO del pais. En 1958 la po-
blacion expuesta era aproximadamente 270.000 personas, siendo en este
momento de alrededor de 1.500.000 los habitantes expuestos, lo cual
indica que la poblacidon en riesgo ha aumentado mds de 5 veces en los
G1timos 20 afos. Entre 1958 y 1982 se diagnosticaron clinicamente u-
nos 20.000 casos. La FHA presenta picos epidémicos de distribucion
estacional que se ubican durante los meses de mayo y junio. Ademas
en este periodo coinciden el aumento de la densidad de roedores con
la presencia del trabajador rural en el campo, dado que es la época
de la cosecha de cultivo de grano grueso.

ET virus Junin, agente causal de la FHA pertenece a la familia

Arenaviridae, que esta integrada por el virus de la Coriomeningitis



Linfocitaria (LCM), el virus Lassa ( agente etioldgico de la fieb+e
de Lassa o fiebre hemorrdgica africana), el virus Machupo (agente e-
tiologico de la fiebre hemorragica boliviana), el virus Junin (agen-
te etioldgico de la FHA), el Amapari, el Tacaribe, el Latino, el Pi-
chindé, el Parana, el Tamiami y el Mozambique.

En la Tabla I se pueden observar los virus integrantes de esta
familia, su distribucidn geografica y los reservorios naturales mas
importantes. De estos, los 2 primeros nombrados y el 4°y 5°son pato-
genos para el ser humano, causandole severas y a veces fatales enfer-
medades. Todas son zoonosis y todas excepto LCM estan circunscriptas
a un area geografica limitada. Los otros integrantes de lafamilia en
cambio, han probado ser, hasta el momento, no patégenos para el ser

humano.

E1 primer virus de esta familia que se aisl0 fue el LCM en 1933
(3), considerado ahora el prototipo de la familia Arenaviridae. Este
virus fue aislado de casos humanos de meningitis aséptica y estudios
posteriores establecieron al ratdn domiciliario (Mus musculus) como
el principal reservorio del agente.

Pasaron mas de 2 décadas antes que el Tacaribe y el Junin fue-
ran aislados. E1 virus Junin fue aislado de un caso de fiebre hemo-
rragica argentina en 1958 por Parodi y col. en la Catedra de Micro-
biologia de la Facultad de Medicina de Buenos Aires y por Pirosky y
col. en el Instituto Nacional de Microbiclogia (4,5). El1 virus Taca-
ribe fue aislado de tejidos de un murciélago del género Artibeus en

1956 (6), encontrandose que era patdgeno para el raton lactante.



TABLA I

FAMILIA ARENAVIRIDAE

Genero ARENAVIRUS

Especie Tipo: Virus de la Coriomeningitis Linfocitaria

VIRUS DISTRIBUCION  RESERVORIO PATOLOGIA HUMANA

LCM Mundial Mus musculus Meningitis

LASSA Africa Mastomys natalensis F.H.Africana

MOZAMBIQUE Africa No patdgeno

JUNIN Argentina Calomys musculinus F.H.Argentina C

MACHUPO Bolivia Calomys cailosus F.H.Boliviana ©

AMAPARI Brasil Oryzomys goeldi No patdgeno : Z

PICHINDE Colombia Oryzomys albigularis L C

TAMIAMI Florida, USA  Siamodon hispideis E A

LATINO Bolivia calomys callosus g ‘I*

PARANA Paraguay Oryzomys buccinatus B
E

TACARIBE Trinidad Artibeus ljturates




Posteriormente en 1965 se demostrd que el virus Tacaribe y el Junin
compartian antigenos fijadores de complemento (7). En 1963, Johnson
y col. aislaron el virus Machupo del bazo de un enfermo de fiebre
hemorragica boliviana (FHB) (8), enfermedad que habia surgido en el
Valle de San Joaquin en Bolivia. Al comprobar que el Machupo, el Ta-
caribe y el Junin estaban relacionados serologicamente por fijacion
de complemento, se constituyd el grupo Tacaribe dentro de los Arbo-
virus (9). En los afios subsiguientes este grupo se enriquecid con 5
virus mas, todos del continente americano como los anteriores: Ama-
pari (10), Latino (11), Pichindé (12), Tamiami (13) y Parana (14),
que no son patdgenos para el ser humano. A pesar de estar dentro de
los Arbovirus nunca se pudo demostrar un artrdopodo vector para nin-
guno de ellos.

De los 8 virus del grupo Tacaribe uno se ais!6 de un murciéla-
go y los 7 restantes se aislaron de roedores cricétidos. Es de hacer
notar que los 2 patdgenos para el ser humano del grupo Tacaribe, el
virus Machupo y el virus Junin, tienen como huésped natural a roedo-
res del mismo género: Calomys. En ellos el virus induce un estado de
infeccion persistente con viremia, viruria y eliminacion de virus
por fauces. La viruria y la eliminacion de virus por fauces podrian
ser la fuente de contaminacion de pastos, maiz, aire, con los cuales
el trabajador rural esta en contacto, constituyéndose asi en la po;
sible fuente de infeccion del hombre. Ademas, el trabajo del campo
con maquinas agricolas proveoca“acrosoles" cargados de particulas vi-

rales producto de ratones infectados destrozados por las maquinas.
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Estos “"aerosoles infectados" penetrarian a través de mucosas iniec-
tando al hombre de campo. de la zona endémica de FHA.

La primera sugerencia que los virus del Complejo Tacaribe y el
virus LCM podrian estar relacionados, surgid de las similitudes ob-
servadas en la interrelacion virus-huésped (15). Para producir enfer-
medad en el reton tanto LCM como Junin y otros Arenavirus necesitan
la integridad del sistema celular timodependiente (16,17). Los pa -

trones de infeccion del Machupo en el Calomys callosus, su huésped

natural, son muy semejantes a los observados para LCM en Mus muscu-
lus. Murphy noto la semejanza morfoldgica existente entre estos dos
virus: son redondeados, ovales o pleomdorficos, de 50 a 300 nm, rodea-
dos de una doble envoltura con proyecciones y en su interior contie-
nen granulos semejantes a ribosomas (18). Estudios posteriores de-
mostraron que estas estructuras riboscmales podrian pertenecer a la
célula huésped (son indistinguibles de los ribosomas celulares en
cuanto. a morfologia y composicién quimica).

Por otro lado también se demostrd por inmunofluorescencia una
reaccion cruzada entre antigenos de LCM y antisueros contra los vi-
rus del Complejo Tacaribe (19).

En 1969 se aisl6 en Africa el virus Lassa, causante de una se-
vera enfermecad febril: la fiebre hemorradgica africana (20). En 1970
se constituyd un nuevo grupo taxondmico: la familia Arenaviridae,
formada por los virus LCM, Lassa, Junin, Machupo, Latino, Parana, A-
mapari, Pichindé, Tamiemi y Tacaribe (21). Posteriormente, en 1979,

se ais1d también en Africa el virus Mozambique (22). Este virus que



no es patégerno para el ser humano y que cruza serologicamente con el
virus Lassa paso a integrar la familia Arenaviridae.

Entre las propiedades biolodgicas que caracterizan al virus Ju-
nin, se comprobd que éste replica en gran variedad de cultivos celu-
lares primarios y en lineas establecidas. En muchos de estos culti-
ves el virus replica sin producir accidon citopatica (ACP), pero és-
ta se manifiesta cuando se infectan células Vero (1inea continua de
rifion de mono verde africano) y Hela (1inea continua de carcinoma de
cervix uterino humano). Las células Vero han sido y son el sistema
“in vitro" mas utilizado para el estudio de este virus. La ACP se e-
videncia a los 4-6 dias post infeccion manifestandose al microsco-
pio Optico y sin tincidn como un redondeamiento de las células en fo-
cos que progresa hacia un desprendimientode la monocapa con destruc-
cicn tectal o parcial dc la wisima. En caso de lesidén tisular parcial
puede 1levar a una reconstitucidn del tejido y al establecimiento de
una infeccion viral persistente (23).

En los animales de experimentacion el virus es patdgeno para
ratas, ratones y hdmsters lactantes, cobayos y primates Marmosets y
Cebus (24,25,26,27,28,29). Produce ademds infecciones inaparentes
con produccion de gran cantidad de anticuerpos en ratas y ratones
adultos, conejos y otros primates (24,30,31).

Los animales mds usados para el estudio del virus han sido
hasta ahora los cobayos adultos y los ratones lactantes. El virus
produce en el cobayo una enfermedad hemorragica semejante en algu-

nos aspectos a l1a que se produce en humanos. La enfermedad se ma-
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nificsta desde la primera semana de infeccion con fiebre, descenso
del peso corporal y luego de una hipotermia terminal el animal mue-
re entre los 11 y 14 dias posteriores a la infeccion. E1 cobayo es
muy sensible a la accion de distintas cepas del virus Junin de dis-
tinta virulencia, y la mortalidad en el mismo ha sido usada para di-
ferenciar cepas patdgenas y atenuadas desde 1968 (32).

La infeccion de ratones {de hasta 10 dias de edad) con virus Ju-
nin, produce un cuadro tipico de encefalitis, con temblores, latera-
lizacion de la marcha, convulsiones, pardlisis del tren posterior y
muerte antes de la tercera semana de infeccion en el 95-100% de los
casos. La encefalitis experimental del ratdn, al contrario de lo que
ocurre con el cobayo, es independiente de la virulencia de la cepa
de virus utilizada (33) y en su fisiopatologia ntervienen fenomenos
de hipersensibilidad retardada (34).

Han sido numerosos los esfuerzos realizados en la busqueda de
una vacuna contra la FHA. Las investigaciones siguieron tres lineas
de trabajo: la de utilizar como antigeno virus total inactivado, la
de utilizar algun componente antigénico del virus y la de utilizar
virus vivo hombélogo o heterdlogo. La preparacion de antigenos inac-
tivados se realizdo irradiando el virus Junin con luz fluorescente
en presencia de rojo neutro (35) o de azul de metileno (36), o bien
utilizando formol al 2% (37). La potencia e inocuidad de estos anti-
genos se probod por.inoculacién a cobayos, obteniéndose algunos resul-
tados alentadores. Sin embargo, no todas estas lineas de trabajo se

continuaron debido a la dificultad de obtener antigenos con una con-
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centracion adecuada a los fines de una vacunacion eficaz.

La utilizacion de componentes antigénicos del virus 1levo a la
comprobacion que la proteina P5 de envoltura (GP33) extraida por el
empleo de detergentes no idnicos, también es un excelente inmunégeno
(38).

Los estudios con virus homdlogos se realizaron después de com-
probar que un clonado de la cepa prototipo patogena Xu, la cepa ate-
nuada XJC]3 era inocua para el cobayo y le proporcionaba una s6lida
inmunidad a través de la formacion de anticuerpos (32). La inocula-
cion de ésta a voluntarios humanos no produjo alteraciones importan-
tes induciendo en cambio el desarrollo de anticuerpos neutralizantes
en el 96% de los casos. Estos anticuerpos se mantuvieron por periodos
de 7 a 9 afios en el 90% de los 165 casos que se estudiaron (39,40).

Dentro de 1a linea de investigacion que utiliza como antigeno
vacunante a un:virus vivo, estd la que utiliza un virus heterdlogo,
el virus Tacaribe, el cual pertenece a la misma familia que el virus
Junin y con el que estd relacionado antigénicamente. Son numerosos
los ensayos de inmunizacion de cobayos y primates realizados utili-
zando el virus Tacaribe como inmundgeno. Este le otorga a los anima-
les inoculados una sélida proteccion ante el desafio con el virus
patdgeno XJ prototipo (41,42,43).

La forma de evaluar la mayor o menor patogenicidad de una cepa
de un virus es a través del uso de los marcadores de atenuacion del
mismo. Los marcadores de atenuacion de un virus son caracteres con-

dicionados genéticamente, indices de propiedades bioldogicas e inmu-
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nogénicas. La importancia de su determinacidn reside en que brirdan
la posibilidad de evaluar los niveles de atenuacion de un virus, de
sus cepas atenuadas o virulentas ya conocidas o de las nuevas cepas
que pudieran encontrarse. Este conocimiento es fundamental para una
continua confirmacion de la jnocuidad y de la actividad inmunogénica
de las cepas atenuadas que se utilizan como agentes vacunantes.

Son numerosos los marcadores utilizados para la evaluacion de
las distintas vacunas humanas actualmente en uso y se han definido
marcadores comunes en sus caracteristicas generales a un cierto ni-
mero de virus, si bien es importante destacar que cada virus tiene
sus propios marcadores. Estos pueden ser "in vivo" o "in vitro"(44)
y entre otros podemos mencionar los siguientes:

Marcador rct: este marcador permite la identificacion de cepas

atenuadas y virulentas de un virus por la diferencia de replicacion
de las mismas a temperaturas sub o supradptimas (32°-33° o 39°-41°C)
Este marcador es uno de los usados para evaluar semillas de vacuna
antipoliomielitis.

Marcador d: permite diferenciar cepas que replican bien, mode-
radamente bien o poco, bajo capa de agar cuando las concentraciones
de bicarbonato del medio son bajas. Este marcador también es un cri-
terio basico para diferenciar cepas del virus de la poliomielitis.

Marcador de placa: la posibilidad de producir placas, el tamafio

o la morfologia de las placas fcrmadas por un virus cuando se lo ha-
ce crecer bajo capa de agar puede ser usado en algunas circunstancias

para diferenciar cepas atenuadas y virulentas. 'Se 1o ha usado para
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la diferenciacion de cepas de virus de rubeola y de sarampion.

Marcador T: refleja la sensibilidad de un virus a temperaturas
elevadas. A 50°C se pueden determinar diferencias en la cinética de
inactivacion térmica entre cepas de virus de poliomielitis atenuadas
y virulentas.

Neurovirulencia: determinar la  neurovirulencia es una prue-

ba esencial de seguridad para cepas de vacunas a virus vivo. Fue el
criterio mas importante en el estudio del virus de la poliomielitis
y si bien existen un sinnimero de problemas metodoldgicos y de inter-
pretacion de los resultados, aun asi es el (inico control "in vivo"

de seguridad de las vacunas antipoliomieliticas, previo a su uso en
humanos.

Marcador inmunogénico: el nivel y tipo de la respuesta inmune

humoral de los animaies ante la inoculacion de cepas atenuadas 0 vi-
rulentas de un virus, puede ser en ocasiones considerada como marca-
dor de atenuacion. Este marcador es usado con éxito para probar cepas
de distinta virulencia de rubeola, utilizando como huéspedes experi-
mentales conejos 0 monos.

Marcadores biolGgicos: la diferente respuesta de los animales

ante la inoculacion de cepas de distinta virulencia puede ser asi-
mismo utilizada como marcador de atenuacion de un virus. La morbili-
dad, la mortalidad, la viremia, la presencia o cencentracion de vi;
rus o antigeno en determinados Organos, la cinética de aparicion de
anticuerpos humorales, o el dafio histoldgico, son parametros que
pueden ser utilizados como indices de atenuacion o virulencia de

las cepas.
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La forma hasta el momento més usada para diferenciar cepas ate-
nuadas y virulentas del virus Junin es la mortalidad que la inocula-
cion de las mismas producen en cobayos. La cepa patdgena XJ prototi-
po dinoculada por via intramuscular, produce en los cobayos una mor-
talidad del 100% (27), mientras que la cepa atenuada XJC13, utiliza-
da para la inmunizacion de voluntarios humanos (39), produce cuando
se la inocula por la misma via una mortalidad no mayor del 20% (32,
45). Es decir que la mayor o menor patogenicidad de las cepas del
virus Junin para el ser humano se corresponde con una mayor O menor
mortalidad para el cobayo.

Algunos autores utilizan ademds la diferencia de mortalidad in-
ducida por distintas cepas de virus cuando son inoculadas en forma
intracerebral a ratones de 14 dias de edad (46).

En 1970, en estudios realizados "in vitro" se intentd encontrar
diferencias entre el tipo de placas bajo agar producidas por una ce-
pa patdgena y una cepa atenuada del virus Junin y se concluyd que
las placas originadas por la cepa patdogena eran mas grandes que las
originadas por la cepa atenuada. En el mismo trabajo se destacé una
diferencia en la produccidon de ACP entre las dos cepas cuando se las
cultivaba en presencia de 5% de COZ' La cepa XJC]3 no produjo accidn
citopatogénica en este sistema mientras que si lo hizo la cepa pat§-
gena XJ (47).

En 1977 se estudid en cultivos celulares la relacidn entre la
capacidad inductora de interferdn y la patogenicidad del virus Junin:

la cepa patogena no induce interferdn, la cepa MC, de virulencia
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intermedia indujo poco y la cepa XJC]3 indujo niveles mas altos (48).
Si bien han sido numerosos los estudios realizados con el obje-
to de encontrar marcadores de atenuacion del virus Junin, en la prac-
tica el mas utilizado ha sido la mortalidad diferencial que produce
la inoculacidn al cobayo de cepas de distinta virulencia del virus.
Es por esta causa que pensamos que era de fundamental importancia
realizar un estudio mas exhaustivo en este animal y efectuar la bis-
queda de nuevos marcadores bioldgicos de atenuacion del virus Junin.
En este trabajo se realizaron estudios en cobayos, ratas, monos
y hamsters con el fin de investigar la respuesta que la inoculacion
de 2 cepas del virus Junin de distinta virulencia, (las cepas XJC]3
atenuada y 1a cepa XJ prototipo patdgena), produce en estos animales.
Se midieron entre otros paradmetros tales como la morbimortalidad, la
viremia, la diseminacion de antigeno y virus infeccioso a los distin-

tos Organos y la respuesta inmune humoral.
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ANIMA'ES DE EXPERIMENTACION COMO MODELCS BIOLOGICOS PARA ESTUDIOS

DE INFECCION CON VIRUS JUNIN

Cobayo

Uno de los modelos animales mas utilizados para el estudio de
la infeccion con virus Junin ha sido el cobayo. Poco tiempo después
del aislamiento del virus (4,5), se demostrd que este animal es uno
de Tos mds sensibles a la accion del mismo, produciéndole una enfer-
medad predominantemente hemorragica, semejante a la que se presenta
muchas veces en el ser humano, induciéndole un 100% de mortalidad
alrededor del dia 14 después de la infeccion experimental con cepas
patbgenas (27).

E1 hecho de haber hallado en 1968 cepas virales no patdgenas
para el cobayo (32) y al comprobarse que la mayor o menor patogeni-
cidad de las distintas cepas de este virus para el ser humano se
correlaciona con la morbimortalidad que las mismas producen en el
cobayo, 1levd a su uso como marcador de atenuacion de cepas de este
virus (45,46,50).

Mediante la inoculacion al cobayo de cepas de virus Junin de
diferente virulencia se intentd esclarecer en este trabajo, los me-
canismos patogénicos que enfermanyb matan al cobayo, partiendo de
la base que un mismo, huésped puede reaccionar de diferente manera a
distintas cepas virales. Por otra parte se quiso comprobar si para-

metros tales como la diseminacion viral a los organos, la viremia o
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la aparicion de anticuerpos podrian ser usados como marcadores de a-
tenuacion mids precisos y objetivos de las distintas cepas del virus

Junin,

Rata

De los animales de laboratorio utilizados para estudios de in-
fecciones virales, la rata es un modelo experimental frecuentemente
usado dada su gran susceptibilidad a la infeccidn con gran namero
de virus, as1 como por la facilidad que brinda en cuanto a su repro-
duccion, al manejo y al bajo costo de mantenimiento. Sin embargo es-
te animal no fue utilizado para estudios con virus Junin sino hasta
el afio 1977, cuando se inocularon intracerebralmente ratas Wistar
de distintas edades con la cepa patdgena XJ del virus. En este es-
tudio se comprobd que cuando los animales se inoculaban entre los 2
y 16 dias de edad, desarrollaban signos clinicos de enfermedad de
distinta gravedad segin la edad de inoculacion de los mismos: antes
de los 5 dias de edad presentaban alta morbilidad y baja mortalidad;
los animales de 8 a 12 dias de edad presentaban alta morbimortalidad
(cercana al 100%) y ésta era nula cuando se lo inoculaba a animales
de 26 dias de edad (24).

E1 presente estudio se 11evd a cabo con el objeto de establecer
si existian diferencias en la susceptibilidad de las ratas cuando
estas eran inoculadas a distintas edades con 2 cepas de distinta vi-
rulencia del virus Junin, con el propbsito de usar este sistema como

marcador de atenuacion de cepas de este virus.



-18-

2.2.3. Primates

La bisqueda de un modelo experimental para el estudio de la in-
feccion con virus Junin, que fuera filogenéticamente mds cercano al
hombre, 11evé a la utilizacion de primates del Nuevo Mundo. Ademés
de reproducir la enfermedad, el animal debia ser accesible al manejo,
de facil obtencion y de costo no muy elevado, dado la gran cantidad
de estudios que deben realizarse tanto sobre la patogenia de la en-
fermedad como para ensayos de tratamiento, asi como pruebas de la a-
tenuacion de cepas candidatas a vacunas y las pruebas de inocuidad
de las mismas una vez preparadas.

En trabajos previos en los que se usaron monos Alouatta carayd

(mono aullador) (31), Saimiri sciureus y Aotus trivirgatus, se demos-

tré que la inoculacion del virus Junin a estos animales no les pre-
dujo enfermedad pero si indujo la produccion de anticuerpos neutra-
lizantes contra el virus Junin, indicando solamente una infeccidn
inaparente, por lo cual estos primates no pueden ser utilizados co-
mo modelos experimentales extrapolables a la enfermedad humana.

E1 Cebus sp en cambio demostrd ser sensible a Ta accidon del virus
Junin dependiendo de la via de inoculacion y de la cepa de virus utili-
zada. La inoculacion de la cepa XJ por via im produjo en el 25% de los
primates inoculados un cuddro neuroldgico con plaquetopenia y moderada
leucopenia con presencia de anticuerpos circulantes. La inoculacidn de
la cepa XJC]3'por via ic produjo un 25% de mortalidad con cuadro neuro-
10gico en el 75%, plaquetopenia, leucopenia, descenso de peso y presencia

de anticuerpos circulantes.(29).
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En estudios recientes, usando el marmoset Callithrix jacchus (28)

se establecid que la infeccion con la cepa patdgena del virus Junin pro-
duce una enfermedad que se asemeja en muchos aspectos a la fiebre he-
morrdgica argentina humana. La infeccidn experimental a este primate del
Nuevo Mundo le produce anorexia, pérdida de peso, trombocitopenia, leuco-
penia, sintomas neuroldgicos y/o hemorriagicos que 1levan al animal a la

muerte alrededor del dia 21 post infeccion.

Por la inoculacion a Callithrix jacchus de las cepas XJCl5 y XJ se
intentd conocer la accion de estas cepas del virus Junin en este animal.
Los animales fueron observados desde el punto de vista clinico, hemato-

16gico, viroldgico y seroldgico.

H&ms ter

En 1968 (26), se demostrd que la inoculacién a hdmsters lactantes
con la cepa patdogena del virus Junin, les producia una severa enfermedad
neuroldgica con recuperacion dealtos titulos de virus de sangre, cerebro
y de la mayoria de los 6rganos estudiados, y una mortalidad cercana al
100% alrededor del dia 12 post infeccion.

Desde ese momento, no se habian realizado otros estudios en este
huésped y es poco 10 que se conoce acerca de la susceptibilidad de este
animal en relacidn a la respuesta ante la inoculacién de cepas de distin-
ta virulencia del virus o la susceptibilidad del mismo cuando es inocula-
do a distintas edades.

Conocer la respuesta del hémster ante el virus Junin permitira dis-

poner de un nuevo modelo bioldgico para el estudio de la fisiopatologia
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de la enfermedad. Por otra parte, ;i existiera una respuesta distinta
ante l1a inoculacion de cepas de distinta virulencia, se podria even-

tualmente contar con un nuevo marcador de atenuacion del virus Junin.
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MATEPIALES Y METODOS

VIRUS JUNIN

Cepa XJ prototipo patdgena

Esta cepa fue aislada de la sangre de un enfermo de fiebre heme-
rragica argentina en 1958 y mantenida por pasajes sucesivesen cere-
bro de ratdon lactante. EJ stock utilizado en este trabajo tenia un

7,0

titulo de 10 DICTSO/ml (Dosis infectante cultivo de tejido) en

células Vero.

Cepa atenuada XJC]3

Esta cepa provenia de un clonado de la cepa XJ prototipo en cé-
lulas MA 111 (1inea continua de rifidn de conejo) con 4 pasajes en
cerebrc de ratdon lactante después del antigeno utilizado para vacu-

7,9

nar a 636 voluntarios (39). E1 titulo fue de 10 DICTgy/ml en cé-

Tulas Vero.

Cepa MC

|

Fue aislada de visceras de un roedor silvestre del género Calo-
mys, capturado en una zona del area endémica de la Provincia de Bue-
nos Aires. Tenia 4 pasajes en cerebro de ratén albino lactante y un

titulo de 10972

DICTSO/m] en células Vero. Esta cepa fue cedida gen-
tilmente por la Dra Martinez Segovia, del Instituto Nacional de Mi-

crobiologia.



3.2. ANIMALES

3.2.1. Cobayos
Se utilizaron animales machos de exocria de 350 a 450 g de peso

de origen comercial.

3.2.2. Hiémsters,

Se utilizaron animales de ambos sexos de 2, 10 y 26 dias de e-
dad, provenientes de la Seccidon Bioterio del Departamento de Radio-

biologia de la Comision Nacional de Energia Atomica.

3.2.3. Ratones
Se usaron ratones Rockland de 24-72 hs ¢2 vida para aislamiento

y titulacidn viral y para la preparacion de los stocks de virus.

3.2.4. Ratas

Se utilizaron ratas Wistar de exocria, de ambos sexos y de dis-
tintas edades.

Tanto las ratas como los ratones provenian del bioterio de la
Catedra de Microbiologia, Parasitologia e Inmunologia de la Facultad

de Medicina, UBA.

3.2.5. Primates

Los monos Callithrix jacchus machos (capturados en Brasil),cu-

yos pesos oscilaron entre 200 y 300 g, provenian del Centro Argenti-
no de Primates (CAPRIM) de la Provincia de Corrientes. En este cen-
tro cumplieron un periodo de lazareto y adaptacion de 60 dias, des-

pués del cual se enviaron a este laboratorio.



3.2.6. Mantenimientode los animales

Los animales fueron alojados en las jaulas o cajas correspon-
dientes donde permanecieron durante todo el experimento. E1 ambiente
donde se alojaron se mantenia a una temperatura media de 24-26 °C y
una humedad media relativa del 50-55%, controlindose ademids el recam-
bio periddico del aire. La iluminacion se reguld en ciclos diurnos

de 14 hs y nocturnos de 10 hs,

3.3. CULTIVO DE TEJIDOS

E1 cultivo celular empleado en todos los experimentos fue la

1inea continua de rifdon de mono verde africano Cercopithecus aethiops

denominada Vero. Las células se multiplicaron en medio HLS (Hanks-
Lactoalbimina-Suero). La 1inea se mantuvo mediante 2 repiques sema-
nales cn dicho medio y se las utilizo entre los pasajcs 210 a 250.

El medio de mantenimiento utilizado fue medio de Eagle.

3.3.1. Medios de cultivo y soluciones

Medio de crecimiento

HLS: solucion de Hanks conteniendo 0,5% de hidrolizado de lacto-
albdmina con 6% de suero de ternera inactivado y antibi6ticos (peni-

cilina 100 U/ml1, estreptomicina 100 mg/m1).

Medio de mantenimiento

Medio Eagle: Eagle L (laboratorio Difco) mas 3% de suero de ter-

nera inactivado y antibidticos.
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Solucion de Hanks

La solucion de Hanks, conteniendo 10% de suero de ternera inac-
tivado y antibioticos, se utilizd como diluyente en la homogeneiza-

cion de organos.

PREPARACION DE STOCKS DE VIRUS

Los stocks de las tres cepas de virus que se utilizaron en es-
te trabajo (XJ, XJC]3 y MCZ)’ se prepararon en cerebro de ratén lac-
tante, para lo cual ratones Rockland de 48-72 hs de vida fueron ino-
culados por via intracerebral (ic) con un volumen de 0,02 ml conte-
niendo 103 DL50 (Dosis Letal) para ratdon de cada una de las cepas de
virus. Los animales inoculados se sacrificaron al séptimo dia des-
pués de la infeccidn, cosechandose los cerebros, con los cuales se
prepard un homogeneizado al 10% en solucién de Hanks. E1 homogenei-
zado se centrifugb a 1800 g para clarificarlo y luego el sobrenadante
se centrifugd a 9000 g durante 1 h en frio para esterilizarlo, uti-
lizdndose el sobrenadante como fuente de virus. Se comprobd su este-
rilidad bacterioldgica antes, durante y después del proceso de frac-
cionamiento, sembrando 0,2 ml en caldo tioglicolato y caldo nutriti-
vo. Los stocks se fraccionaron en alicuotas de 0,2 ml y se conserva-
ron a -70 °C. La infectividad de cada uno de ellos se determind por
ACP en monocapas de células Vero, calculandose la dosis infectante

para cultivo de tejidos (DICTSO) por el método de Reed y Muench (49).

PROCESAMIENTO DE LAS MUESTRAS DE SUERO

Después de extraidas las muestras de sangre de cada animal, es-
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tas se mantuvieron a 4 °C por 18-74 h, luego de lo cual se centrifu-
garon a 2000 g durante 15 minutos. Se separd el suero, se fracciond

y se conservd a -20 °C para su posterior titulacion.

PROCESAMIENTO DE LAS MUESTRAS DE ORGANOS

Las muestras de organos de 1os distintos animales que se utili-
zaron para aislaniento y titulacidon viral, se homogeneizaron al 10%
en solucion de Hanks. La suspension resultante se centrifugd a 9000 g
durante 60 minutos en frio y el sobrenadante se fraccioné y se con-

servdo a -70 °C hasta su uso.

PRUEBA DE NEUTRALIZACION

En los distintos experimentos se utilizaron las técnicas de neu-
tralizacion de Suero diluido-Virus constante y la de Suero constante-
Virus diluido. En cada caso se especificarda cval de ellas se uso.

Técnica de Suero diluido-virus constante: los sueros diluidos
1:5 se inactivaron a 56°C durante 30 minutos. Luego se diluyeron al
medio desde 1:5 hasta 1:1280 en medio de mantenimiento y cada dilu-
cion se mezcld con 100 DICT50 de virus Junin cepa XJC13. Se incubd
la mezcla por 1 h a 37 °C y simultdneamente se incubaron mezclas con-
troles de virus con medio de Eagle. Al finalizar la neutralizacion
se midié 1la infectividad residual por ACP en células Vero. La 1ec-'
tura final se realizd el dia 10-11 post infeccidn (pi) y el titulo
de suero se expresé como la inversa de la maxima dilucidon que prote-
je al 50% de los tubos inoculados.

Técnica de Suero constante-virus diluido: diluciones 1:5 de suero
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inactivado se mezclaron con diluciones decimales crecientes de vi-
rus Junin (dilucion final del suero 1:10) y se incubaron por 1 h a
37°C. Simultaneamente, como control se incubaron mezclas de las di-
luciones correspondientes de virus con medio de Eagle. La infectivi-
dad residual después de 1a neutralizacidn se midid por ACP en célu-
las Vero. E1 titulo de anticuerpos neutralizantes se expresd como
Indice Neutralizante (IN) que representa la diferencia entre el ti-
tulo de virus en el control y el titulo de virus en presencia del

suero ensayado.

AISLAMIENTO Y TITULACION DE VIRUS

Para la deteccidon y titulacion de virus Junin de las muestras
de organos o sangre extraida a los animales, se realizaron dilucio-
nes decimales seriadas en medio de mantenimiento de los homogeneiza-
dos de Organos, que fueron inoculados a tubos con monocapas de célu-
las Vero o a ratones lactantes por via ic.

Las monocapas de células Vero sembradas en tubos de ensayo se
infectaron con las diluciones apropiadas de cada muestra viral. El
inbculo se dejo adsorber 1 h a 37°C. Al finalizar la adsorcion los
cultivos recibieron 0,8 ml de medio de mantenimiento. Siempre se u-
tilizaron 4 tubos por dilucidon. Durante 10-11 dias se observo dia-
riamente el efecto citopatico producido por el virus en los culti-
vos.

Cuando los ratones Rockland de 1 a 3 dias se inocularon ic con

0,02 ml de 1a muestra, los animales se controlaron durante 21 dias
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registrdndose su morbimortalidad. Se considerd que un material tenia
virus cuando los ratones presentaban durante la segunda y tercera se-
mana pi los signos neuroldgicos caracteristicos de la encefalitis
producida por el virus Junin: temblores, lateralizacion de la marcha,
paralisis y muerte.

Se calculd 1a dosis infectante 50 para cultivo de tejidos @ICTSO)
0 la dosis letal 50 para ratodn (DLSO) mediante el método de Reed y

Muench (49).

ESTUDIO ANATOMOPATOLOGICO E INMUNOHISTOQUIMICO

A fin de investigar lesiones en los distintos tejidos de los
animales infectados, asi como antigeno viral en los mismos, se rea-
lizaron estudios anatomopatolodgicos e inmunohistoquimicos, que fue-
ron realizados por los Dres. Rubén P. Laguens y R. Martin Laguens
en la Catedra de Patologia II de la Facultad de Ciencias Médicas de
la Universidad Nacional de La Plata.

Para observar los tejidos con microscopia de luz, los 6rganos
fueron fijados en solucion de Bouin, incluidos en parafina y colore-
ados con Hematoxilina Eosina (HE) segin los procedimientos habitua-
les. Para determinar la presencia de antigeno en los mismos 6rganos,
estos fueron mantenidos a -70°C y se realizaron cortes con cridstato
de 2,5 u de espesor que se trataron con suero anti-virus Junin (IN=
6,0 logs), y luego del lavado se trataron con suero de cabra anti-
inmunoglobulina total humana marcada con fluoresceina de origen co-

mercial (Cappel Lab. Crochranville, Pa). Los controles se realizaron
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preincubando cortes con suero humano normal o bloqueando la reaccidn

-con suero de cobayo anti-virus Junin previo a la aplicacién del suero

inmune humano.

ESTUDIOS HEMATOLOGICOS

Para el recuento de leucocitos, hematies y plaquetas se siguieron
los métodos convencionales. La sangre para el recuento de hematies fue
heparinizada (1000 u/ml1 de heparina) y diluida 1/200 con solucién sa-
lina balanceada en una pipeta standard. E1 recuento se realizd utili-
zando una camara de Neubauer. Para el recuento de plaquetas y leucoci-
tos la sangre fue utilizada inmediatamente después del sangrado,sin el
agregado de anticoagulantes. La sangre se diluy0 en una pipeta para glo-
bulos blancos y se contd simultdneamente en una camara de Neubauer en

un microscopio con contraste de fase. (59).

ANALISIS ESTADISTICO

Para el analisis estadistico de los valores de mortalidad se uti-

1126 la Prueba de G de Independencia de 2 y 3 factores.(58).
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4. DISERO EXPERIMENTAL Y RESULTADOS

4,1. MODCLC EXPERIMENTAL EN COBAYOS

Con el objeto de conocer las diferencias en la respuesta de los
cobayos ante la inoculacién de cepas de distinta virulencia del virus
Junin, 160 cobayos machos de exocria de 350 a 450 g de peso se jnocula-
ron con las cepa XJ, XJC]3 0 MC2 . Se inocularon 50 cobayos por via in-
tramuscular (im) en la pata posterior izquierda con 1000 DICT, de cada
una de las cepas usadas, en un volumen de 0,2 ml. Diez cobayos conside-
rades controles normales fueron inoculados con un homogeneizado de ce-
rebro de ratén normai utilizando 1a misma dilucion gque los stocks de
virus. Todos los cobayos se contrclaron desde el punto de vista clini-
co, registrdndose su peso y mortalidad durante 6 meses.

Parte de los cobayos fueron sacrificados por exanguinacion por pun-
cion iqtracardiaca. A los 7, 12, 15, 21, 35 y 65 dias post infeccidn
(pi), se sacrificaron animales inoculados con la cepa XJC]3; a los 7,

12 y 21 dias pi los inoculados con la cepa MC2 yalos 3,7, 9y 12 dias
pi los que recibieron la cepa patdgena XJ prototipo. Se sacrificaron

3 animales inoculados y un control por cada una de las cepas. Inmediata-
mente después de la muerte de los cobayos se practicé una autopsia,
realizandose en todos los casos una observacion macroscopica detallada.
Los inoculados con las cepas MC2 y XJCl3 fueron sangrados a los 5, 7,
12, 21, 35 y 68 dias pi. El1 suero se fracciond y se guardd a -70°C.

Se tomaron en forma estéril muestras de los siguientes Grganos:
riién, pulmén, bazo, médula dsea, gldndula salival, adrenal, encéfalo,higado,

ganglios linfdticos y con las mismas se realizaron los siguientes estudios:
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aislamiento y titulacion viral por iroculacion a cultivo de tejido y/o
a ratones lactantes; estudios anatomo-patologicos y estudios inmunohisto-
quimicos por técnicas de inmunofluorescencia . Con los sueros de los a-

nimales se realizaron pruebas de neutralizacion.

4.1.1. Morbimortalidad

En los animales inoculados con la cepa XJ se observo un descenso
del peso corporal para morir en su totalidad antes del dia 14 pi (fig 1)
En cambio en los animales inoculados con las cepas MC2 y XJC13, el des-
censo del peso comenz$ después de la 2da semana de infeccidon y los so-
brevivientes se recuperaron recién a la 4ta semana pi. E1 periodo de
descenso de peso de los animales inoculados con las cepas atenuadas
coincidio con el periodo de mayor mortalidad de los mismos.

Con respecto a la mortalidad acumulativa para cada una de las ce-
pas observamos en la figura 1 que los cobayos inoculados con la cepa XJ
alcanzaron una mortalidad del 100% entre los 11 y 14 dias pi con un pro-
medio del dia de muerte de 12. Los animales inoculados con la cepa M02
alcanzaron una mortalidad del 76% entre los dias 14 y 26, con un prome-
dio del dia de muerte de 21. La inoculacion de la cepa XJC13 produjo u-
na mortalidad del 16%, con la mayor frecuencia de muerte entre los dias
19 y 27, si bien se registraron muertes esporadicas hasta los 40 dias
pi, 10 que hizo un promedio del dia de muerte de 25. Se encontrd una éso-

ciacion estad{stica significativa (p¢0,005) entre mortalidad y cepa de virus.

4.1.2. Viremia y diseminacion viral a los drganos

.En la fig 2 se observa que los Organos de los cobayos inoculados

con XJ presentaron aislamiento positivo a los 7 y 12 dias pi-en
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.Figural: Curvas ponderales y mortalidad en cobayos inoculadgs con las

cepas XJ, MC2 y XJC]3 del virus Junin.
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Figura. 2: Titulo de virus en 6rganos de cobayos inoculados con Tas

cepas XJ;AMCZ_y XJ013 a los 7, 12 y 21 dias post infeccibn.
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ganglios, bazc, pulmon, adrenal, méc.la Gsea e higado. La viremia fue
positiva desde la primera semana y hasta la muerte de los animales (fi-
gura 3).

En los cobayos inoculados con XJC13, a los 7 dias solo se detectd
virus en ganglios y a los 12 dias se disemind a bazo, ganglio y pulmdn.
Los cobayos inoculados con la cepa MC2 no presentaron virus en 6rganos
a los 7 dias pi y a los 1z dias se ais10 virus so6lo de bazo y ganglio
linfatico, con un titulo menor que el alcanzado por las otras 2 cepas.

A los 21 dias pi, cuando s6lo sobrevivian los cobayos incculados
con las cepas atenuadas MC2 y XJC13, se aislo virus de bazo, adrenal,
rifion y cerebro de los animales inoculados con MCZ’ mientras que no se
ais10 virus de los organos de los cobayos inoculados con XJC13.

No hubo aislamiento de virus de la sangre de los animales inocula-

dos con MC2 0 XJC]3 en ninguno de los dias estudiados (figura 3).

Induccion de anticuerpos circulantes

En la figura 4 se puede observar la cinética de aparicion de anti-
cuerpos séricos en los cobayos inoculados con cada una de las tres cepas
del virus Junin.

En los cobayos inoculados con la cepa XJC13. se comenzaron a detec-
tar niveles significativos de anticuerpos neutralizantes a los 13 dias
pi en 2 de 5 animales infectados, siendo posible detectar anticuerpos
en todos los animales a partir de la 3ra semana pi. E1 indice neutrali-
zante (IN) fue a partir de ese memento mayor de 4 log.

En Tos cobayos inoculados ccn MCZ’ los anticuerpos se detectaron
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Figura 3: Viremia en cobayos inoculados con 1000-5000 DICT
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a los 2! dias pi, llegando a titulos de 2 log a los 35 dias pi y alcan-
zaron IN mayores de 5 log a los 65 dias pi.
Oon la cepa XJ en cambio no se pudieron detectar anticuerpos neu-

tralizantes.

Estudio anatomopatolégico e inmunohistoquimico

Los animales inoculados con al cepa XJC]3 presentaron lesiones a
nivel de pancreas, pulmon y encéfalo. E1 pdncreas presentd un exudado
inflamatorio linfocitario de diferente magnitud, pudiendose observar
desde escasos linfocitos inter e intraacinares hasta grandes exudados
que destruyeron la arquitecturanormal del 6rgano (foto 1). E1 pulmén
mostro lesiones leves e inconstantes hasta los 15 dias pi.Las lesiones
encefalicas fueron las mds 1lamativas y consistieron en un exudado in-
flamatorio linfocitario parivascular acompaiado de un cuadro hiztcldgi-
co de meningitis. Es de destacar que las lesiones se observaron en ani-
males clinicamente enfermos, como asi también en los muertos espontdne-
amente,

La cepa MC2 produjo lesiones de tipo inflamatorio cronico o dege-
nerativo en encéfalo, pancreas, pulmén e higado. E1 encéfalo presentd
un exudado inflamatorio extenso, linfocitario, con movilizacion glial
y cuadros histologicos de meningitis (foto 2). Esto se observd en todos
los muertos en forma espontdnea y en algunos de los sacrificados a los
21 dias . El1 pancreas-mostrd lesiones similares a las producidas con la
cepa XJCl4 (foto 1).

Con la cepa XJ se pudieron observar en todos los animales lesiones
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Foto 1: Intenso exudado inflamatorio en pancreas de cobayos inoculados

con la cepa XJC]3 del virus Junin. Se observa destruccidn de

parénquima secretor. (H&E X200).

Foto 2: Leptomeninges importante con vasculitis en la capa molecular

del cerebelo de cobayos inoculados con XJ013 (H&E X200)
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TABLA II: Deteccidon de antigeno viral por inmunofluorescencia ep

cobayos inoculados con tres cepas de distinta virulen-
cia_del virus Junin (XJ, MC,_y XJC]3).

XJ MC2 XJC]3
ENCEFALO + +*
PANCREAS + + +
BAZO + + +
GANGLIO + + +
PULMON + +
RINON +
ADRENAL + + +
MED. OSEA +

* En encéfalo de cobayos inoculados con XJC]3 so0lo se detecto

antigeno después de los 35 dias pi
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pulmonares, en tejido linfatico, higado y médula dsea. A partir de los
7 dias pi se observaron grandes dreas de condensacién y hemorragia en
los pulmones con intensos exudados inflamatorios que disminuian consi-
derablemente el espacio aéreo. También en este momento se observd ne-
crosis importante de la médula Gsea y tejido 1infdtico y degeneracidn
celular hepatocitica con vacuolizacidn intracitoplasmitica.

Por medio de técnicas de inmunofluorescencia se pudo detectar la
presencia de antigeno viral en los diferentes Organos de los cobayos
inoculados con las tres cepas del virus Junin (Tabla II). En los infec-
tados con la cepa XJ se observl antigeno a nivel de pancreas exdcrino,
tejido linfdtico, pulmdn, rifion, adrenal y médula Osea hasta el momen-
to de la muerte del animal.

Con la cepa MC, pudo ser demostrada escasa cantidad de antigeno a
nivel de los acinos pancredticos, corteza adrenal y células reticula-
res del tejido linfatico en todos los dias del sacrificio. A nivel en-
cefdlico pudo ser detectada en algunos animales la presencia de anti-
geno viral en gran nimero de neuronas y en escasos vasos sanguineos.

Con la cepa XJCl3 fue observado antigeno fluorescente en pancreas
tanto en su sector exdcrino como endocrino, tejido linfatico, pulmon
y adrenal, Se observlé ademds en dlas alejados, la aparicidn de antige-
no en el encéfalo, en el citoplasma de neuronas y sobre vasos sangui-

neos, a partir de los 35 dias pi.
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4.2, MOBELO EXPCRIMENTAL EN RATAS

Aproximadamente 700 ratas Wistar albinas de 6 h, 1, 2, 3, 5, 10,
16 y 26 dias de edad se utilizaron en este trabajo con el objeto de
conocer la susceptibilidad de las mismas ante la inoculacién de cepas
de distinta patogenicidad del virus Junin.

Las hembras prefadas fueron separadas en cajas individuales y con-
troladas diariamente para.registrar el dia del nacimiento y por cada
camada se dejo un nimero de crias no mayor de 10. Las crias recibieron
0,02 m1 de las cepas XJ o XJC13 por la via indicada en cada caso.

En todos los casos los animales inoculados fueron controlados du-
rante 45 dias posteriores a la infeccidn, registrandose su mortalidad.

Grupos de ratas de 2, 10 y 26 dias de edad inoculadas ic con 1000
DICTso_de la cepa XJ o XJC13 fueron sacrificados por exanguinacion a
distintos tiempos después de la infeccion. Se tomaron muestras de sue-
ro y cerebro que se guardaron a -70°C para su posterior procesamiento.
A los 10 dias para las ratas de 2 y 10 dias y a los 3 dias pi para las
ratas de 26 dias de edad, también se tomaron muestras de Organos para
aislamiento viral.

Grupos de ratas de 1 a 3 dias de edad se inocularon con distintas
dosis de la cepa XJ o XJCl3 por via ic, mientras que otros grupos de
1a misma edad se inocularon con 1000 DICT50 de cada cepa utilizandose
diferentes vias de inoculacidn. Animales de 2 dias de edad se inocula-
ron con la cepa MCZ’ de virulencia intermedia. La mortalidad acumulati-

va se compard con la obtenida con las otras 2 cepas del virus Junin,
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4,2.1. Morizlidad en ratas de distintas edades inoculadas con las cen:s XJ

0 XJC]3

En la Tabla IJI se pueden observar los resultados obtenidos de
la mortalidad de ratas de distintas edades inoculadas en forma intra-
cerebral (ic) con 2 cepas del virus Junin. Cuando las ratas se inocu-

laron a las 6-8 horas de edad con 1000 DICT 0 de la cepa XJ patdgena,

5
la mortalidad fue del 18%, mientras que en las ratas inoculadas con
igual dosis de XJC13 la mortalidad fue del 93%. Resu1tados‘§emejantes
se obtuvieron cuando se inocularon ratas de 1, 2 y 3 dias de edad: la
mortalidad entre animales inoculados con XJC13 mostraron diferencias
del 80% y mas cuando se compararon con animales de la misma edad ino-
culados con la cepa XJ.

A partir de los 5 dias de edad, las diferencias obtenidas en la
mortalidad entre una y otra cepa fueron menores indicando una mayor
sensibilidad de la rata hacia la cepa XJ. A los 10 dias de edad de la
rata, ambas cepas fueron igualmente patdogenas 1legando al 95%. A los
16 dias de edad la mortalidad disminuyo al 28% para XJ y al 10% para
XJC13. La mortalidad fue nula cuando los animales se inocularon a los
26 dias de edad.

E1 analisis estadistico demostrd una asociacion estadisticamente
significativa entre ia cepa inoculada y la mortalidad obtenida

(p<0,005) y entre la edad de los animales y la mortalidad (p< 0,005)

Tambien se encontrd una interaccion estadisticamente significativa

entre la edad, la cepa y la mortalidad (p £0,005).
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TABLA III:Mortalidad de reta Wistar inoculadas a distintas edades con una

cepa atenuada (XJC13) 0 una cepa patbgena (XJ) del virus Junfn. ™

Edad de Virus Muertos Mortalidad”
inoculacién infectados %
6 horas XJ 2/11 18
XJC13 12/13 93
1 dia XJ 1/31 3
XJCI3 30/38 79
2 dias XJ 6/127 5
XJCl4 65/71 92
3 dfas XJ 0/15’ 0
XJ—C!3 29/29 160
5 dfas XJ 6/16 31
XJC13 26/26 100
10 dfas XJ 65/69 95
XJC'I3 60/64 94
16 dfas XJ 11/39 28
XJ013 2/20 10
26 dias XJ 0/16 0
XJC13 0/54 0

* Los animales se inocularon con 1000 DICT50 de cada cepa por via ic.
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4,2.2.Titulo de virus en 6rganos y sangre

Como se observa en la figura 5, la replicacion del virus en el
cerebro de las ratas inoculadas con cada una de las cepas a distintas
edades, alcanz6 titulos similares para ambos virus en cada grupo eta-
rio. En el grupo de 2 dias de edad inoculados con la cepa XJ, se recu-
perd virus el primer dia pi, tuvo su méximo nivel entre los 3 y 12
dias pi y luego se hizc negativo alrededor del dia 20 pi. Entre las
ratas inoculadas con XJC]3 a los 2 dias se detectaron altos titulos
de virus en cerebro al 3er dia pi, tuvo un pico entre los 6 y 10 dias
y luego bajo en el dia 20 pi (1,0 log/0,2 m1) en los pocos animales
que sobrevivieron.

En el grupo de 10 dias de edad, la replicacidon viral en cerebro
mostrd una distribucion similar a la anterior para ambas cepas.

En los animales de 26 dias, el titulo de virus fue bajo y sdlo
se pudo aislar desde el dia 3 y hasta el 7 pi.

En la Tabla IV se observa que la viremia s6lo se detectd entre
los animales de 2 dias de edad inoculades con la cepa XJ. Lo mismo o-
currié con el aislamiento de virus en Grganos*donde se detectaron ba-
jos titulos en todos los tejidos de los animales de 2 dias de edad i-
noculados con la cepa XJ. Para animales de 2 dias inoculados con XJC13
y de 10 dias de edad inoculados con XJ se pudo aislar virus sélo de
ganglio. Nc hubo aislamiento de virus de los organos de los animales
de 10 dias inoculados con XJC15 ni de las ratas de 26 dias inoculadas
con XJ o XJC1,.

3
* a excepcion de cerebro



TABLA 1V : Titulo de virus en Grganos y sangre de ratas inoculadas con la

cepa XJ o XJC1. a los 2,10 y 26 dias de edad por via ic.

2 dias de edad! 10 dias de edad1 26 dias de edad?
Cepa XJ XJC13 XJ XJC]3 XJ XJ013
Organo
Cerebro 5,5 6,0 5,8 5,5 2,7 2,7
Timo 3,0 neg neg neg neg neg
Ganglio 2,5 1,0 1,0 neg neg neg
Bazo 2,5 neg neg neg neg neg
Higado 3,0 neg neg neg neg neg
Rifibn 3,0 neg neg neg neg neg
Pulmbn 3,0 neg neg neg neg neg
Sangre 2,2 neg neg neg neg neg
1

Las determinaciones se realizaron en animales sacrificados a los
10 dias pi.

2Las determinaciones se realizaron en animales sacrificados a los

3 dias pi.
3 - .
Titulo viral log,, DICTsolml.
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Dada ladiferencia de mortalidad obtenida entre ratas de 2 dias
de edad inoculadas con XJ o XJC'I3 y con el objeto de utilizar a este
animal como marcador de atenuacion de estas cepas, se quiso compro-
bar si la dosis inoculada y la via utilizada eran las mis adecuadas
para obtener la maxima diferencia de mortalidad o si ésta se acentua-
ba ain mas con el uso de otras dosis o vias. Por este motivo se rea-

lizaron los siguientes experimentos:

Inoculacion de diferentes dosis de las cepas XJ y XJC]3

Ambas cepas fueron inoculadas a grupos de ratas de 2 dias de e-

dad (40-50 animales por grupo) usando las siguientes dosis: 101, 102,

103 y 105 DICT¢,/0,02 ml. La via de inoculacion usada tue la ic.

Los resultados obtenidos indicaron que la inoculacion de la cepa
XJ, inaependientemente de la dosis adminisirada, produjo uia wmiortali-
dad nunca superior al 25%.

Entre los animales inoculados con distintas dosis de la cepa XJC13
no hubo diferencias en la mortalidad, que fue siempre alta, cuando es-

1 2 3

tos recibieron 10°, 10" o 10 DICTSO. Por el contrario, la infeccidn

con 105 DICTsoles indujo una baja mortalidad (20%).

Utilizacion de diferentes vias de inoculacidn con las cepasXJ y XJC]3

Grupos de ratas de 2 dias de edad (40-50 animales por grupo) fue-
ron inoculados con 1000 DICT50/0,02 ml de las cepas XJ o XJC]3 por
via ic, ip o sc.

Los animales inoculados con la cepa XJ por las vias sc o ip, tie-

nen una mortalidad del 60 y 70%, superior a la producida por la via
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Figura 5 : Titulo de virus en cerebro de ratas de 2, 10 y 26 djas de

edad inoculadas con 5000 DICT50 de las cepas XJ o XJC13 del

virus Junin por via intracerebral.
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Foto 3: Rata de 2 dias de edad inoculada con la cepa XJC14 del
virus Junin, sacrificada a los 20 dias post infeccion.
Se observa atrofia cerebelosa en el animal infectado

(derecha) comparado con un animal de la misma edad

(izquierda), sin infectar.
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ic que nunca superd el 10%. Por el contrario, la inoculacion de la ce
pa XJ013 por las vias sc o ip, causd una mortalidad inferior al 20%,
mientras que la via ic produjo siempre una alta mortalidad cercana al

100%

Inoculacion de ratas de 2 dias de edad con la cepa MC, del virus Junin

En vista de los resultacos anteriormente expuestos, se quiso com-
probar si la rata de 2 dias de edad inoculada con una cepa de virus
Junin de meror virulencia que la cepa XJ como lo es la cepa MCZ’ que
ocasiona un 767 de mortalidad al cobayo cuando es inoculado por via
im, alcanzaba tambien una alta mortalidad como lo hace la cepa mas a-
tenuada XJC13. Esta comprobacion nos permitiria proponer a la rata de
2 dias de edad, inoculada por via ic como posible marcador de atenua-
cion de cepas del virus Junin de distinta patogenicidad.

Con este objetivo se inocularon ratas con 1000 DICT50 de la cepa
MC2 por via ic y se compararon los resultados con los obtenidos para
XJ y XJCI3. En la figura 6 se observa la mortalidad acumulativa obte-
nida para cada una de las cepas: 5% de mortalidad para XJ, 84% de mor-

talidad para MC2 y 95% de mortalidad para XJC13.

Estudios morfoldgicos e inmunopatoldgicos

Las ratas de 2 dias de edad inoculadas con la cepa XJC]3 presen-
taron en cerebro infiltrados monocitarios compuestos casi exclusiva-
mente de macrofagos. E1 cerebelo no mostrd lesiones sino en los pocos
animales sobrevivientes a la infeccidn, indicando que este 6rgano es

afectado tardiamente. En ellos se observa atrofia cerebelosa (foto3 )
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Figura 6 : Mortalidad acumulativa en ratas de 2 dias de edad
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con ausencia casi total de los hemisferios y preservacion del vermix,
Histologicamente se observd una disminucion de células de la cpa gra-
nulosa.

Los animales inoculados a los 2 dias de edad con la cepa XJ no
mostraron infiltracion inflamatoria. A partir de los 10 dias pi comen-
20 a notarse una atrofia cerebelosa marcada probablemente asociada a
un retardo de la migracidon, semejante a lo. observado tardiamente con
XJC13.

Entre los animales de 10 dias de edad inoculados con las cepas
XJ o XJC]3 se observd en el cerebro una infiltracion linfocitaria ade-
mas de un efecto citopatico directo de necrosis en neuronas . E1 cere-
belo no mostrd alteraciones.

Las ratas de 26 dias de edad inoculadas con una u otra cepa no
mostraron lesiones macre o microscipicas.

Los estudios inmunohistoquimicos revelaron la presencia de deter-
minantes antigénicos de virus Junin en los animales inoculados a los
2 dias de edad con cualquiera de las cepas, en neuronas de la corteza
cerebral, ya a partir de la lra semana pi y que aumenta progresivamen-
te hasta que la totalidad de las células muestran antigenos citoplasma-
ticos. Algo similar ocurre con las ratas de 10 dias de edad inoculadas
con XJ. En las de 10 dias de edad inoculadas con XJCI3 se pudo obser-

var antigeno de virus Junin con localizacion extraneuronal.
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4.3. MODELO EXPERIMENTAL EN HAMSTERS

4.3.1.

Un total de 180 hamsters machos y hembras de exocria, provenien-
tes del bioterio de la Comision Nacional de Energia Atomica, fueron
inoculados con las cepas XJ prototipo patdgena y XJC]3 atenuada del
virus Junin. Los animales fueron inoculados por via ic con un volu-

men de 0,02 m1 conteniendo 1000 DICT., de cada una de las cepas del

50
virus utilizadas.

Los hamsters fueron observados diariamente por un periodo de 40
dias registrandose su morbimortalidad. Con el fin de determinar el
nivel de viremia y la replicacion del virus en el cerebro del hamster
infectado, se sacrificaron 2 animales de cada grupo a los 6, 9 y 13
dias pi. Los animales fueron sacrificados por exanguinacion. En la
sangre y el cerebro se titulé el virus por inoculacidn a céiuias Ve-

ro.

Morbimortalidad

Como se observa en la figura 7acuando los animales son inocula-
dos a los 2 dias de edad, cualquiera de las cepas de virus inocula-
das produjo un alto porcentaje de mortalidad a partirde la segunda
semana de infeccion, si bien se registran muertes ya a los 6-7 dias
pi con la cepa XJ. La mortalidad fue independiente de la cepa de vi-
rus Junin utilizada. En ambos casos fue cercana al 80%, registrando-
se las Ultimas muertes alrededor del dia 20 pi. Para ambas cepas se

observé una enfermedad neuroldgica con temblores y excitabilidad que
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en algunos casos fue transitorio y leve y que en otros casos fue se-
guida de paralisis del tren posterior y muerte de los animales.

En la figura 7b se observan los resultados de la mortalidad ob-
tenida cuando los hamsters son inoculados a los 10 dias de edad: los
animales que recibieron la cepa XJC13 muricron en un 100% entre los
6 y 20 dias, mientras que los inoculados con la cepa patdégena XJ mu-
rieron en un 60% entre los 11 y 22 dias pi. Tambien en este caso se
observouna enfermedad neurolégica en los animales inoculados con am-
bas cepas, siendo mds severa entre los animales inoculados con XJC13.

Cuando los animales fueron inoculados a.los 26 dias de edad
(figura 7c), sb6lo se registré un 11% de mortalidad entre los inocula-
dos con la cepa XJ. Entre los animales inoculados con XJC13 no hubo
mortalidad. Se observd que un 10% de los hamsters inoculados con
XJC]3 y el 40% de los inoculados con XJ mostrd una enfermedad leve

manifestada por exgitabilidad transitoria.

E1 andlisis estadistico de las relaciones de mortalidad, cepa y
edad mostrd una asociacidn estadisticamente significativa (p<0,005)
entre la edad de los hdmsters y la mortalidad obtenida. Entre la cepa
y la mortalidad se encéntré una asociacion estadisticamente poco sig-

nificativa (Test de independencia bifactorial p¢0,025)

4.3.2. Titulo de virus en el cerebro y la sangre

En la Tabla V se observan los titulos de virus en el cerebro
y la sangre de los hdmsters ihoculados con 1000 DICT50 de las cepa XJ y

XJCl del virus Junin por via ic a los 2, 10 y 26 dias de edad.
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Entre los animales inoculados a los 2 dias de edad con cralquiera
de las cepas se observd una alta replicacion del virus en SNC que en
los casos estudiados se mantuvo hasta por lo menos 13 dias después de
la infeccion. La viremia fue igualmente positiva aunque en titulos me-
nores.

Los animales inoculados a los 10 dias de edad presentaron un cua-
dro semejante aunque las viremias halladas fueron de menor nivel.

A Tos 26 dias de edad se observo que los animales inoculados con
XJC13 no presentaron virus en el cerebro a los 6 dias pi, mientras que
si lo hicieron los animales inoculados con XJ. A los 9 y 13 dias pi se
recuperd virus con ambas cepas. No se pudo detectar viremia con ningu-

na de tas cepas en el periodo estudiado.
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4.4, MODELO EXPERIMENTAL EN PRIMATES

Se utilizaron 27 marmosets Callithrix jacchus machos cuyos pesos

oscilaron entre 200 y 300 g. Quince marmosets se inocularon con 1000
DICT50 de la cepa atenuada XJC13 del virus Junin y otros 12 monos con
1000 DICT50 de Ta cepa XJ patdgena. En ambos grupos el virus fue inocu-
lado en un volumen de 0,2 m1 por via im en ia pata posterior izquierda.
Todos los animales fueron observados desde el punto de vista cli-

nico y se controld su peso corporal. De los Callithrix jacchus inocula-

dos con XJC]3 se sacrificaron 2 animales en el dia 14 pi, un animal el
dia 16 y otro el dia 23 pi. De los monos inoculados con XJ se sacrifi-
caron 2 el dia 14, 1 el dia 18 y otro el dia 23 (cuando estaba agoni-
zando). De estos animales se tomaron muestras de distintos tejidos a
fin de determinar la replicacion del virus inoculado. Lcs monos restan-
tes (11 inoculados con XJCl, y 8 inoculados con XJ) se dejaron para ob-
servar el cuadro clinico y la sobrevida. En todos los animaies que mu-
rieron espontdneamente o fueron sacrificados se realizd una necropsia
completa y se tomaron muestras de sus Organos para estudios histopato-
16gicos y aislamiento viral.

Los animales fueron sangrados por puncion de la vena o arteria fe-
moral a los 7, 11, 14, 18, 21, 24, 30, 40, 50, 60, 90 y 150 dias pi pa-
ra investigar viremia y anticuerpos séricos y realizar estudios hematB-
10gicos.

La deteccitn de virus de las muestras de sangre tomadas a los dis-

tintos tiempos despu€s de la infeccidn se realizd por inoculacion a
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ratones lactantes. La bisqueda de virus de las muestras de drganos se

realizd por inoculacidn en células Vero o a ratones lactantes.

Morbimortalidad

De los 15 animales inoculados con XJC13, 4 fueron sacrificados ha-
11dndose en buen estado general, si bien el mono sacrificado el dia 23
habia experimentado un descenso del peso corporal del 7%. En ninguno de
los animales inoculados con XJC14 se registrd muerte espontanea. Como
se observa en la figura 8 el peso de los monos disminuyé a partir del
dia 18 para recuperarse después de los 40 dias pi. E1 descenso del peso
fue coincidente con una disminucidon de la ingestion de alimentos. La
vitalidad y la vivacidad no mostraron alteraciones. No hubo signos de
congestion o hemorragias en ningdn momento. Las autopsias de los anima-
les sacrificados a los 14, 16 y 23 dias no mostraron alteraciones sig-
nificativas, salvo la presencia de grandes adenopatias congestivas.

Por el contrario, corroborando datos previos (28), los marmosets
infectados con la cepa XJ patdgena comenzaron con anorexia y depresidn
generalizada alrededor del dia 12 pi. Estos signos se acentuaron y 1le-
varon a los animales & deshidratacion y pérdida de peso. Alrededor del
dia 18 rechazaron todo tipo de alimento y se detectaron en ellos hemo-
rragias gingivales espontdneas o provocadas. Se observé asimismo una
hipotermia terminal acentuada. De los 12 monos infectados, 2 se sacri-
ficaron en el dia 14, 8 animales murieron entre los 17 y 24 dias pi y
2 fueron sacrificados a Tos 18 y 23 dias pi cuando ya estaban enfermos.

Las autopsias de los Callithrix jacchus infectados con XJ mostraron
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Figura 8: Peso y mortalidad en Callithrix jacchus inoculados con
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1000 DICT50 de las cepas XJ o XJC13 del virus Junin.
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después del dia 18 pi, signos hemorrdgicos, petequias en piel y .upra-

rrenales, hematomas y hemorragias en encias y visceras abdominales.

Viremia y diseminacion del virus a los distintos 6rganos

En 1a figura 9 se observa la viremia entre los animales inocula-
dos con ambas cepas. Entre los inoculados con XJC]3, ya a los 7 dias -
comenzd a detectarse virus en la sangre de 3 de 7 animales. A los 11 y
14 dias pi todos los sueros probados presentaron virus con titulos que

variaron entre 103 y 104’4

DLgg/ml. Ya en el dia 18 pi, 2 de 7 sueros
fueron negativos y en el dia 21 s6lo 1 de 6 fue posit-vo. A partir de
entonces no se detectd mds virus en sangre.

Entre los monos inoculados con la cepa XJ, ya en el dia 7 pi, se
observd que todos los sueros eran positivos con titulos superiores a
103 DLso/ml. Desde estie moniento ia viremia se mantuvo alta en todos los
monos estudiados, con titulos que alcanzaron 10° DLSO/m1 a los 14 dias

pi, descendiendo hasta 103

DLSO/ml en el momento de Ta muerte de los
animales.

La diseminacidn del virus a los Organos de los primates inoculados
con una u otra cepa indicé una baja replicacion y diseminacion pa-
ra los inoculados con XJC13 y una intensa replicacion con una disemina-
cion generalizada para los inoculados con XJ. En la figura 10 se repre-
senté To obtenido para ambas cepas a los 14 y 23 dias pi. Entre los ani-
males inoculados con XJC13 se ais16 virus de ganglio, médula Gsea, pul-

mon y bazo a los 14 dias pi con titulos por debajo de 103 DICTso/ml, no

detectdndose virus en los otros Grganos. A los 16 dias pi s6lo se aisla-
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_Figura 9: Titulo de virus en sangre de Callithrix jacchus infectados

con 1000 DICT50 de las cepas XJ o XJCl3 del virus Junin.
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Figura 10: Titulo de virus en 6rganos de Callithrix jacchus inocula-

dos con J000 DICT., de las cepas XJ o )<JC13 a los 14 y 23

dias post infeccién,

14 DIAS POST INFECCION
e F
~
o 3
w
—
o 2
o 1
~ 0,5 l
- 0 .
<
o
>
o
o 6¢ \
= 23 DIAS POST INFECCICK
- 5L
!
o
— 3t
(L]
o
-
11
0,5
0
<C
w (%]
o % — = L —~ o
= — o <t o %] < o o "
o = - > N o = o @
= o [$2] o — o < (] w < w
- 1z = ~ o - = o =z o (3] oc
o — < <t 8] < — o (o o — w
a. o (& o] = (%) [ (S oo <C ja = o
8 C. jacchus inoc. con XJ (¢ Jjacchus inoc. con XJCl4




4.4.3.

4.4.4,

ron pequeiias cantidades de virus de médula Gsea y ganglio (esto ro es-
td representado en la figura). A los 23 dias pi no hubo aislamiento vi-
ral en ningdn tejido de los primates inoculados con esta cepa atenuada.

Entre los monos inoculados con XJ, a los 14 dias pi se ais1d virus
de todos los oOrganos. Estos titulos aumentaron progresivamente hasta

3

ser en todos los casos superiores a 10 DICTso/ml a los 23 dias pi, su-

perando 10° DICTgy/ml en ganglio, bazo, médula Csea y cerebro.

Induccion de anticuerpos circulantes

Los resultados obtenidos con los sueros de los animales inoculados
con XJC]3 y representados en la figura 11 indican que los anticuerpos
neutralizantes comenzaron a detectarse a partir del dia 18 pi en 4 de
7 animales con titulos de 10 a 140. A los 30 dias el titulo alcanzado
fue mayor que 1C00 en 5 de 8 animales y este titulo csc mantuvo hasta
por lo menos 150 dias pi en todos los animales estudiados.

A los 22 dias pi los animales inoculados con XJ no presentaron an-

ticuerpos neutralizantes.

Estudios hematolodgicos

En la figura 12 se observan los valores hematolégicos encontrados
en la sangre de los animales inocu]ado; con ambas cepase.indican que
entre los animales inoculados con XJ, el recuento de eritrocitos dismi-
nuyé a partir del dia 7 pi y descendié al dia 21 al 40% de su valor ini-
cial. En el recuento leucocitario se detecté un incremento de leucocitos

totales para luego disminuir progresiva y marcadamente hasta la muerte
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Figura 11 : Anticuerpos neutralizantes en Callithrix jacchus inoculados

con 1000 DICT50 de las cepas XJ o XJC1, del virus Junin.
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Figura1?2 : Valores hematoldgicos en Callithrix jacchus inoculados con

1000 _ DICY de las cepas XJ b XJC13ge1 virus Junin.
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de los animales. E1 estudio cinético dela formula leucocitaria indico
que el ascenso celular del dia 7 se debié a un incremento de los neutrd-
filos y el descenso leucocitario a una disminucidon total.

Las plaquetas disminuyeron progresivamente desde el dia 7 1legando
el dia 21 a valores 90% inferiores al inicial.

Los exdmenes hematoldgicos realizados en 1a sangre de los Callithrix
Jacchus infectados con XJC13 indicaron que las variaciones producidas
no son estadisticamente significativas, siendo semejantes a las encon-

tradas en animales normales de esta especie (59),

4.4.5. Estudios anatcmopatoldgicos e inmunohistoquimicos

Entre los animales inoculados con la cepa XJ del virus Junin, se
observo que los organos mas afectados fueron el cerebro, los pulmones,
el higado, el tejido linfdtico y la médula Osea.

En el cerebro se detecté en todos los animales examinados después
del dia 21 pi, una meningo encefalitis y vasculitis de variable inten-
sidad. Las lesiones fueron difusas y aunque presentes tanto en la sus-
tancia blanca como en la gris, fueron mas severas en la corteza cere-
bral.

Los pulmones presentaron en todos los monos una neumonia intersti-
cial. Se observd necrosis hepatocitica focal en 4 animales. En todos
los animales se observd necrosis linfocitica, predominante en la corte-
za de los ganglios y en los foliculos y la pulpa roja del bazo. En la
médula Osea se observé disminucion del namero de eritroblastos y me-
gacariocitos. En la serie leucopoyética no se observaron alteraciones.

E1 resto de los 6rganos no mostrd alteraciones.



“ntre los animales inoculados cen XJC13no se encontraron lesio-
nes en ningin érgano salvo hipertrofia ganglionar con inmunoblastos en
el mono sacrificado en el dia 23 pi.

Con respecto a la distribucion de antigeno viral en los tejidos,
los estudios de IF en los monos inoculados con XJ mostraron determinan-
tes antigénicos en todos los 6rg§nos, principalmente en tejido linfati-
co, pulmon e higado. En tejido nervioso se observé antigeno en neuronas
corticales y vasos sanguineos.

Entre los animales inoculados con XJC]3 se pudo observar escasa
cantidad de antigeno en ganglio, bazo, pulmon y adrenal y a los 23 dias

pi en vasos del cerebro y plexos coroideos.
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DISCUSTION

Estos trabajos se realizaron con el fin de conocer las respuestas
que originan cepas del virus Junin de distinta virulencia al ser ino-
culadas a varios modelos experimentales. Las cepas utilizadas fueron
las cepas XJ prototipo patdgena aislada en 1958 de visceras, orina y
sangre de un enfermo con FHA y mantenida por pasajes sucesivos en co-
bayos y ratones lactantes, y la cepa XJC]3 atenuada, obtenida por clo-
nado de la cepa XJ patdgena y que fuera utilizada como antigeno vacu-
nante en la inmunizacibn de 636 voluntarios humanos (62).

Se puntualizaran aqui los hallazgos relacionados a la posible u-
tilizacidn de los distintos sistemas animales estudiados como marcado-
res bioldgicos de atenuacidn entre diferentes cepas del virus Junin,

Hasta el momento, 1a mayor o menor mortalidad que las distintas
cepas del virus Junin producen en el cobayo y la mayor o menor morta-
lidad producida por distintas cepas del virus cuando son inoculadas
en forma ic a ratones de 14 dfas (46) han sido las formas de diferen-
ciar grados de virulencia o atenuacibn,

Los estudios de mortalidad, viremia, anticuerpos séricos, repli-
cacibn y diseminacidn viral, histopatologia e inmunofluorescencia en
la infeccidn del cobayo con cepas de diferente virulencia, mostraron
que la accidn patbgena y el tropismo tisular fue diferente para cada
una de ellas y que podrian ser utilizadas como marcadores de atenuacién
probablemente mds precisos que los usados actualmente,

Se corrobord que la cepa prototipo patdgena XJ produce un 100%
de mortalidad en el cobayo (27), y se demostrd que las dos cepas ate-

nuadas utilizadas en este .trabajo mostraron diferentes grados de
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mortalidad: ast, la cepa XJC14 produjoun 16% de mortalidad y la cepa
MC, un 76 % de mortalidad (50).

Si analizamos los resultados cbtenidos observamos que la viremia
s610 pudo ser detectada en los animales inoculados con la cepa patdge-
na donde fue constante y en titulos elevados hasta la muerte del animal,
mientras que no fue posible recuperar virus de la sangre de los cobayos
inoculados con las cepas atenuadas(Tabla VI). El nivel de los anticuer-
pos humorales fue alto en los animales inoculados con las cepas atenua-
das, aln en algunos de los que murieron como consecuencia de la infec-
cidn y persistieron hasta mds alld de los 180 dias en todos los anima-
les sobrevivientes, En cambio,.no pudieron detectarse con la cepa XJ pa-
togena.

En relacidn con la replicacibén y diseminacion viral en los distin-
tos Organos, es indudable que éstas fueron menores con las dos cepas
atenuadas que con la cepa patOgena, pero en contra de lo que se espera-
ba con la cepa MCZ’ que produjo una mortalidad mayor que la cepa XJC]3
y menor que la cepa XJ, no se pudo detectar una replicacion y disemina-
cidn intermedia entre ambas cepas. Por el contrario, la diseminacion
fue mds lenta y los titulos mds bajos comparados con la cepa inas atenua-
da XJC]B.

En estudios de otros autores realizados en hamsters, 1la
cepa atenuada (TC83) usada como vacuna, y una cepa virulenta (63Z21)
del virus de la Encefalitis Venezolana demostraron comportarse en for-
ma muy similar a estas cepas del virus Junin en cobayos. Se observd me-
nor mortalidad (20%), mayor tiempo de sobrevida, baja viremia y disemi-
nacidon viral a 6rganos, as? como menores dafios histol6gicos y rdpida

respuesta de anticuerpos en los hamsters inoculados con la cepa atenua-
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da. Por el contrario se detectd alta mortalidad (100%), alta viremia
y diseminacidn viral a Organos y gran dafio histol6gico en los inocula-
dos con la cepa patbgena (54).

Uno de los principales tejidos afectados por la replicacion del
virus XJ en el cobayo fue el tejido linfohemopoyético, siendo la repli-
cacidn viral intensa en ganglios, bazo y médula dsea,(51, 52), como ocu-
fre en el ser humano, en el que fue posible observar elevadas viremias
y recuperar altos titulos virales de los diversos 6rganos tomados de
autopsias. E1 mecanismo de dafio celular con esta cepa pareceria ser di-
recto tanto en el ser humano como en el cobayo (51), aunque como ocurre
con el ratbén lactante no han podido ser descartados mecanismos inmuno-
patoldgicos (63, 17).

La cepa MCZ’ cuya infeccion produjo en el cobayo una mortalidad
intermedia entre la cepa patdgena y la atenuada mostrd un acentuado
neurofropismo ya que fue la Unica de la cual pudieron aislarse altos
titulos de virus en SNC. Coincidentemente se demostrd una meningoence-
falitis desde el punto de vista histopatoldgico y la presencia de an-
tigeno viral en el citoplasma neuronal. La aparicidn de las lesiones,
recién cuando el animal ha comenzado su respuesta inmune humoral, plan-
tea tambien la posibilidad de la existencia de mecanismos inmunopato-
16gicos en la produccidn de las lesiones (50).

La cepa XJC13, que produjo la mds baja mortalidad en el cobay&,
mostrd también lesiones preferentemente en el SNC, pero a diferencia
de 1o observado con la cepa MCZ’ el aislamiento de virus del encéfalo
fue excepcional y de bajo titulo. Esto coincidi6 con 1o detectado por
métodos inmunohistoquimicos pues se demostrd menor nimero de células

con determinantes antigénicos virales.
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En un estudio realizado por otros autores en cobayos inculados
por via intracerebral con distintas cepas del virus Junin (las cepas
atenuadas XJC]3 y XJO y la cepa patdgena XJ) se encontrd que todos los
virus inoculados replican en el cerebro produciendo lesiones caracte-
risticas de una encefalitis viral, de distinta intensidad segun la vi-
rulencia de la cepa: lesiones intensas para XJ y leves para XJC\3 y
XJq (64). Teniendo en cuenta el variado neurotropismo de las cepas u-
tilizadas en este trabajo e inoculadas por via im, junto con la dife-
rente replicacidn y dafo encefalico producido por las distintas cepas
cuando se las inocula por via ic, todo indica que el cobayo podria ser
un marcador muy sensible para determinar la accidn neuropatdgena de
cepas del virus Junin por lo cual podria ser utilizado como sistema
para comprobar la mayor o menor neurovirulencia de las cepas del virus
candidatas a vacuna,

Estudios hematoldgicos realizados por otros autores en cobayos i-
noculados con las cepas XJ o XJC13 demostraron una intensa leucopenia
y plaquetopenia a partir del dia 6 pi entre los animales inoculados
con XJ que se acentud hasta la muerte del animal. Entre los inoculados
con XJC13, s610 se observd un fugaz descenso de las plaquetas que re-
tornaron rdpidamente a los valores normales (53).

Los resultados expuestos sugieren que el comportamiento de las
diferentes cepas del virus Junin en la infeccion experimental del co-
bayo podria ser debido al tropismo selectivo del virus hacia los dife-
rentes Organos y a la capacidad de replicaci6n "in vivo" del mismo.

La cepa XJ que replica eficientemente, produciria una mortalidad pre-
coz por la destruccidn masiva de los tejidos linfatico y hemocitopo-

yéticos. Con las dos cepas atenuadas la replicacidn viral fue mucho
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TABLA VI: Diferencias en las respuestas de cobayos inoculados por via

intramuscular con 1000 DICTsO de virus Junin, cepas XJ, MC2

y XJC]3
XJC13 MC2 XJ
MORTALIDAD 16% 76% 100%
DIA PROMEDIO DE MUERTE 25 21 12
VIREMIA No No Si
ANTICUERPOS ST ST No
ALTERACIONES HEMATOLOGICAS No NR ST
. Virus - +
MEDULA OSEA Antigeno - +
Lesién - ++++
Virus ++ ++ +++
TEJ. LINFATICO Antigeno ++ -+ +
Lesion - - ++4++
Virus + ++++ -
S.N. C Antigeno + ++ -
Lesion ++ ++++ -
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metos intensa, mds tardia y no aparecieron niveles de viremia detec-
tables. En estos casos, en que el tiempo de sobrevida fue mayor, los
animales fueron capaces de responder inmunoldgicamente, hecho faci-
litado ademds por la ausencia de destruccidon del tejido linfdtico.
E1 mayor tiempo de sobrevida permitiria, por una parte la replica-
cidn del virus en 6rganos de dificil acceso como es el encéfalo y
también posiblemente la aparicidn de mecanismos inmunoldgicos, capa-
ces de inducir dafio histico en presencia del antigeno como podria
ser el caso de la cepa XJC]3 0 Mcz,donde se observo la coexistencia
de antigeno en SNC y altos titulos de anticuerpos neutralizantes sé-
ricos,

De los estudios viroldgicos, serolfgicos, inmunohistoquimicos
e histol6gicos realizados, se desprende que las dos cepas atenuadas
presentan diferencias.con respecto a la cepa prototipo patdgena,
las cuales podrian ser consideradas como indicadores de la atenua-
cion (Tabla VI): la mortalidad es menor y el dia promedioc de muerte
es mayor, no hay viremia detectable y la diseminacidn viral a los
drganos es en general mds restringida, siendo los titulos menores.
La presencia de antigeno detectado por inmunofluorescencia es limi-
tada y las lesiones histologicas observadas son menos extensas y es-
tan presentes en Organos en los que nunca fue observado en cobayos
inoculados con la cepa patdgena, como el SNC, hecho que junto con
1a replicacidn vi}a1 marca el diferente tropismo tisular de estas

tres cepas del virus Junin,

En relacidn a la infeccidn de l1a rata Wistar con virus Junin,
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podemos decir que estos experimentos permitieron establecer q'e exis-
ten marcadas diferencias en la sensibilidad de la rata con respecto

a la edad en el momento de la inoculacidn y con respecto a la virulen-
cia de la cepa inoculada. Los estudios de las distintas combinacio-
nes edad-cepa sugieren que la rata de dos dias de edad inoculada por
via intracerebral puede ser utilizada como un nuevo marcador de ate-
nuacidn para cepas del virus Junin, Este nuevo marcador permitira
contar con un elemento mds para conocer.la estabilidad de la cepas
atenuadas ya existentes asi como para la clasificacion de nuevas ce-
pas.

La mortalidad obtenida en ratas inoculadas con las dos cepas
del virus Junin a distintas edades mostrd diferencias significativas.
La mortalidad fue muy baja (5%) en animales inoculados a los 2 dias
de edad con la cepa XJ patdgena mientras que fue cercana al 100% en
animales de la misma edad inoculados con la cepa atenuada XJC13. Los
porcentajes de mortalidad fueron semejantes con las dos cepas cuando
los animales se inocularon a los 10 y 26 dias de edad (95% y 0% res-
pectivamente).

Si se realiza una comparacidn entre la replicacion del virus en
el cerebro de las ratas de distintas edades inoculadas con ambas ce-
pas del virus, observamos que ésta fue similar para cada grupo etg-
rio, adn cuando las diferencias en la mortalidad fueron notorias,
por lo cual, la replicacibn viral en el cerebro no puede ser utili-
zada para la diferenciacidon de cepas en este sistema. La replicacion
fue alta para ambas cepas en los animales de 2 y 10 dias de edad.

Cuando Ta infeccibn se efectud a los 26 dias de edad la replicacidn
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del virus fue baja para cualquiera de las cepas (55).

Con respecto a la viremia y replicacibon de las distintas cepas
en los Organos de las ratas inoculadas a distintas edades, se vio
que exceptuando el SNC, la replicacion fue baja o nula en el resto
del organismo. S6lo pudieron recupararse bajos titulos de virus en
los Organos y sangre de los animales inoculados a los 2 dias de edad
con la cepa XdJ. '

Los estudios morfoldgicos e inmuriohistoquimicos confirmaron que
existen marcadas diferencias en la calidad de las lesiones en rela-
cidn a la edad de las ratas en el momento de la infeccion y a la ce-
pa de virus empleada. La infeccidon con la cepa XJC]3 en animales de
2 y 10 dias y con la cepa XJ en los de 10 dias produjo una mortali-
dad de casi 100%, asociada con la aparicidon de un intenso exudado
inflamatorio con destruccidon de amplias zonas del encéfalo.

Por el contrario en las ratas de 2 dias de edad inoculadas con
XJ no se observaron lesiones inflamatorias, coincidentemente con u-
na sobrevida hasta perlodos alejados de la infeccidn. En estos ani-
males aparecid en cambio una atrofia cerebelosa que también se obser-
v6 en los escasos sobrevivientes a la infeccidon con XJC13. Este he-
cho no se cbservé en los animales de 10 dias de edad. Las ratas de
26 dias no mostraron lesiones.

Estos resultados coinciden con los observados cuando se in%ec—
tan ratas Wistar con distintas cepas del virus LCM: la cepa CA1317
inoculada a la rata de 4 dias de edad provoca una mortalidad del 70%
mostrando los animales una moderada patologia cerebelar, mientras

que la cepa E350 induce una enfermedad neuroldgica severa sin mor-
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talidad (56).

Cuando los animales de 2 dias de edad fueron inoculados con dis-
tintas dosis de virus la cepa XJ mostrd siempré baja mortalidad. En-
tre los inoculados a esa edad con altas dosis de la cepa XJC13(IOSDICT50),
al contrario de las otras dosis, se obtuvo una baja mortalidad pro-
bablemente debido a una interferencia por alta dosis como ya se ha
observado previamenta en ratones inoculados con virus Junin (57) y
con virus LCM (60). Cuando se probaron distintas vias de inoculacidn
se observd que la via intracerebral es la que ofrece mayores diferen-
cias en los porcentajes de mortalidad. Por lo tanto para usar este
sistema como marcador de atenuacidn de cepas del virus Junin, una
concentracion de 103 DICT,, de virus por la via ic provee las mayo-
res diferencias en la mortalidad,

La utilizacidn de otra cepa atenuada (MCZ), en ratas de 2 dias
de edad inoculadas por via ic di6 como resultado una mortalidad al-
ta, semejante a la obtenida con la cepa mds atenuada XJC13. Este he-
cho permiti0 corroborar que este sistema biolégico podria ser utili-

zado como marcador de atenuacidn del virus Junin.

Los resultados obtenidos por la inoculacidon de hamsters de dis-
tintas edades con 2 éepas de distinta virulencia del virus Junin in-
dican que este es un animal sensible a la accion del mismo, y que
esta sensibilidad es mayor en los animales de menor edad. A los 2
dfas de edad cualquiera de las cepas de virus Junin utilizadas pro-
dujo un porcentaje de mortalidad superior al 80%. A los 10 dias de

edad se observaron diferencias en los porcentajes de mortalidad que
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fueron del 100% para los inoculados con XJC]3 y de 60% para los
hamsters inoculados con XJ. A los 26 dias de edad la mortalidad fue
muy baja o nula segin la cepa.

Los altos titulos recuperados del SNC indican una gran replica-
cion del virus y la presencia de viremia permitiria suponer una posi-
bilidad de diseminacion a otros organos. El estudio previo realizado
por otros autores (26), en el que inocularon hamsters de 2 dias de
edad por via intraperitoneal con la cepa patdgena indica que el virus
se disemina a todos los Organos a partir de las 48 h post infeccion,
siendo el cerebro el Grgano de mayor replicacion.

La susceptibilidad del hamster a enfermarse por accidon del virus
Junin disminuye con la edad. Tal como ocurre con el ratén albino,
después de la tercera semana de edad el animal es menos sensible a
la accion patdgena del virus, aln cuando se observa replicacidn vi-
ral en el cerebro (57).

Estos resultados nos permiten considerar a este animal como un
modelo experimental para estudios de la infeccion por este virus si
bien los resultados obtenidos con las cepas atenuadas y patdgenas no
muestran diferencias tales como para que este sistema sea utilizado

como marcador de atenuacion del virus.

Los experimentos relacionados con la infeccion de primates del

Nuevo Mundo de la-especie Callithrix jacchus con cepas atenuadas y

patogenas del virus Junin, indicaron que la accion patogena es dife-
rente para cada una de ellas. La cepa atenuada XJC]3 produjo una in-

feccion que se manifestd por una viremia elevada pero transitoria,
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presencia de virus en algunos Organos y aparicion de anticuerpos neu-
tralizantes, sin producir enfermedad evidente o mortalidad en ningu-
no de los marmosets estudiados. La cepa XJ por el contrario indujo
una grave enfermedad con altos titulos de virus en sangre y organos,
con diversos signos clinicos hemorragicos o neuroldgicos y alteracio-
nes hematoldgicas, que condujeron al animal a la muerte entre los 17
y los 24 dias post infeccion. Si comparamos los resultados resumidos
en la Tabla VII para cada una de las cepas observamos que:

1) La mortalidad fue del 100% para los primates inoculados con XJ y
del 0% para los inoculados con XJC13.

2) La viremia fue alta y continua hasta la muerte de los animales
inoculados con XJ. En los monos inoculados con XJC14 la viremia fue
inferior a la observada en los primates infectados con XJ y desapa-
recio a la tercera senana post infeccion.

3) La diseminacion del virus a los Organos fue generalizada con re-
plicacion en altos titulos en los animales inoculados con XJ, mien-
tras que s6lo se ais10 virus de bazo, ganglio y médula Gsea en el
dia 14 post infeccion y en bajos titulos en los animales inoculados
con la cepa atenuada.

4) No se detectaron anticuerpos entre los animales inoculados con XJ
mientras que fueron persistentes y de elevado titulo en los animales
infectados con XJC13.

5) La cepa XJ produjo en el Callithrix jacchus una severa enfermedad

con lesiones diseminadas en diferentes tejidos especialmente cerebro,
pulmon y tejidos hemopoyético y linfatico. La cepa XJC]3 en cambio

no produjo lesiones significativas,
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TABLA VII:Diferencias en las respuestas de Callithrix jacchus inoculados

4

por via intramuscular con 2 cepas del virus Junin ( XJy XJ013)

XJC]3 XJ
MORTALIDAD 0% 100%
Entre 6 y 22 dias Continua hasta la
VIREMIA post infeccion muerte de los animales

Restringida Titulos

DISEMINACION no mayores de Generalizada y en
VIRAL A ORGANOS 3,0 log altos titulos
ANTICUERPOS Si No
ALTERACIONES No ST
HISTOPATOLOGICAS

ALTERACIONES No S

HEMATOLOGICAS
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6) Entre 1c¢s monos inoculados con XJ se produjo una severa disminu-
cion de los valores de hematies, leucocitos y plaquetas, hecho que
no ocurrid entre animales infectados con XJC]3.

Resultados semejantes se informaron cuando monos rhesus fueron
inoculados con cepas atenuadas y patdgenas del virus rubeola: se ob-
servo una diseminacion generalizada a los Organos, con viremia entre
los inoculados con la cepa patdgena y una diseminacion viral restrin-
gida y sin viremia entre los inoculados con la cepa atenuada (61).

Los resultados expuestos nos permiten afirmar que el Callithrix
jacchus, ademds de ser un modelo bioldgico interesante para estudios
de fisiopatologia, tratamiento y prevencion de la FHA, puede ser uti-
lizado como marcador de la atenuacion de cepas del virus Junin.

Dada su proximidad filogenética con el ser humano es de desta-
car la importancia de esta especie como marcador de la atenuacién o
la virulencia y para el control de la estabilidad de cepas destina-
das a la preparacion de vacunas asi como de los controles de inocui-
dad y potencia de las mismas en los distintos pasos de su preparacion.
Con este fin, uno de los indicadores masprecoces y sensibles lo cons-
tituyen las alteraciones hematoldgicas ya que a los 7 dias post in-
feccion se observa una marcada disminucion de los valores de eritro-
citos, asi como de plaquetas y leucocitos, en los animales inoculados
con la cepa patdgena y no en los inoculados con la atenuada.

Por otra parte, la capacidad de la cepa patbgena XJ de inducir
replicacidn vira) y dafio histol8gico en cerebro, nos indica que este
animal podrfia ser utilizado para estudiar la neurovirulencia de las
distintas cepas del virus., Esta pruaba, ~que es un requisito

indispensable para la aprobacion de las vacunas
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humanas con virus atenuados por parte de las autoridades sanitarias
de cada pais e internacionales, requiere de la utilizacidn de pri-
mates no humanos de sensibilidad conocida a la accion patdogena del
virus.

Cuando se comenzd a utilizar la vacuna antipoliomielitica, la
prueba de neurovirulencia en primates fue el criterio de atenuacidn
de mayor valor aplicado desde el principio de la utilizacion de la
vacuna a virus vivo. E1 uso de esta prueba planted un gran nimero de
interrogantes asociados a la forma de realizacion del test, las vias
de inoculacion adecuadas, la dosis, el huésped indicado y la locali-
zacion e intensidad de las lesiones en el SNC. E1 mayor problema
presentado para el desarrollo de 1a vacuna antipoliomielitica fue la
eleccion de la especie de mono a utilizar. Fueron muchos los que se
probaron y muchos los susceptibles pero finalmente se utilizaren
Cercopithecus y Macacca (44). En el caso que nos ocupa, si bien es

necesaria la realizacion de numerosas pruebas, el Callithrix jacchus

podria ser un buen sistema para probar la capacidad neuropatdgena de
las cepas atenuadas del virus Junin dado que este primate es muy sen-
sible a la accion del mismo, es econdmicamente accesible, se adapta
al cautiverio, donde se reproduce, y es de facil manejo.

Los resultados clinicos y de laboratorio, obtenidos con el mar-

moset Callithrix jacchus son perfectamente definidos, tanto para la

cepa patdgena prototipo como para la atenuada, por lo que se podria
considerar a este primate como un modelo experimental de valor a te-
ner en cuenta para la evaluacion de vacunas contra la fiebre hemorra-

gica argentina tanto desde el punto de vista de la inocuidad como
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de la eficacia de las mismas.

De los cuatro modelos animales estudiados en este trabajo, en
tres de ellos se observaron parametros que podrian ser utilizados
como marcadores de atenuacion entre cepas de distinta virulencia del
virus Junin en la blsqueda de nuevas cepas atenuadas o en el control
de las ya existentes. Fn resumen, podriamos sugerir los siguientes

modelos experimentales como marcadores de atenuacion del virus Junin:

1) Cobayos inoculados por via intramuscular: se tendrdn en cuenta las
diferencias de mortalidad, los niveles de viremia, la replicacion y
diseminacion viral a los organos, la respuesta inmune humoral y las

variaciones hematolodgicas.

2) Ratas Wistar de 2 dias de edad inoculadas por vie intracerebral:

se determinaran especificamente las diferencias de mortalidad.

3) Callithrix jacchus adultos inoculados por via intramuscular: se

detectaran las diferencias de mortalidad, los niveles de viremia, las
variaciones hematologicas, la replicacion y diseminacion viral a los
distintos organos, la induccidon de anticuerpos circulantes o de alte-

raciones histologicas.

La propuesta de nuevos marcadores bioldgicos de atenuacidn del
virus Junin en estas tres especies animales, es un aporte mas para la
mejor caracterizacidon de cepas, pero se hace necesaria la corrobora-
cion de estos datos utilizando mayor nimero de animales y otras cepas

de virulencia conocida para el hombre a fin de circunscribir y
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especificar en forma mas precisa qué parametros son los que mejor
definen la virulencia o atenuacion de una cepa dada. A priori po-

driamos considerar, .desde el punto de vista practico la utilizacion
de los porcentajes de mortalidad para los tres modelos animales es-
tudiados, y para monos y cobayos también los niveles de viremia y

las alteraciones hematoldgicas.

M o

/
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