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INTRODUCCION

Muchas enfermedades de origen viraï pueden ser actuaïmente com

batidas o controïadas a través de] uso de vacunas (en forma preven

tiva) y unas pocas a través de] uso de drogas antiviraies (comofor

ma terapéutica). Durante muchosaños las vacunas antiviraies consti

tuyeron e] único medio efectivo para reducir 1a incidencia de infec

ciones viraies y 10 siguen siendo en 1a actuaiidad debido a que no

se conocen, hasta e] momento,sustancias biogénicas, sintéticas o

semisintéticas que puedan usarse comoantivirales en e] ser humano

en forma efectiva y sin riesgos.

La dificultad en 1a obtención de drogas antivirales efectivas

radica principaïmente en 1a dependencia que Ios virus presentan res

pecto de los procesos metabólicos de 1a célula huésped, de ta] for

ma que cualquier sustancia que inhiba aïgunos de los pasos de la re

pïicación vira], producirá en 1a céluïa huéspedy en otras céluïas

vecinas, cambios metabóïicos que 11evarán a1 daño de 1as mismas,

Por esta razón e] desarroiio de vacunas contra las enfermedades

de origen vira] se considera de fundamenta] importancia, dado que

1a condición de estar activa y sóïidamente inmunizado es 1a que

brinda a] hombre 1a mayor seguridad de evitar contraer por 10 me

nos aqueïlas enfennedades en cuya fisiopatoïogïa no interviene 1a

respuesta inmune de] huéped.

Las vacunas pueden hacerse usando como inmunógeno virus inac

tivado según Ias técnicas adecuadas para cada caso, subunidades vi

rales, o bien utilizando virus vivo atenuado, ya sea homóiogo(es



decir cepas atenuadas del virus patógeno) o heterólogo (virus no pa

tógeno relacionado antigénicamente con el virus patógeno productor

de la enfermedad). Una de las ventajas del uso de vacunas a virus

vivo es que por su capacidad replicante permiten una respuesta inmu

nológica en el huésped en general más alta y duradera que la produ

cida por un inmunógeno no replicante. Es por esto que uno de los

puntos primordiales para la producción de nuevas vacunas a virus vi

vo es encontrar la cepa de virus vacunante que administrada al indi

viduo estimule su protección sin que por ello le produzca enfermedad.

En la búsqueda de un tratamiento o profilaxis de las enfermeda

des virales es imprescindible el conocimiento de la fisiopatologia

de las mismas. Para esto, asi comopara comprobar la eficacia, la

potencia y la inocuidad de las posibles cepas vacunantes es necesa

rio contar con los modelos animales experimentales adecuados. Fara

lelamente se hace imprescindible contar con los medios apropiados

para evaluar los niveles de atenuación de las cepas vacunantes de

un determinado virus. lo cual se logra a través del uso de los mar

cadores de atenuación. Los marcadoreSude atenuación son caracteres

condicionados genéticamente que el virus posee y que penniten eva

luar en forma práctica el nivel de atenuación del mismo.

En el caso de la fiebre hemorrágica argentina (FHA)cuyo agen

te etiológico es el virus Junin, son numerososlos esfuerzos reali

zados con el objeto de conocer la patogenia de la enfennedad y de

hallar una vacuna adecuada que proteja ala población expuesta al vi

rus. Los primeros estudios se iniciaron casi inmediatamente después



del aislamiento del agente etiológico en 1958, y si bien son muchos

los resultados obtenidos en las investigaciones realizadas, quedan

aün por dilucidar aspectos básicos 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 infección con cepas de dis

tinta virulencia del virus Junin, utilizando modelosde experimenta

ción, y por otra parte investigar la virulencia diferencial de dis

tintas cepas del virus Junin en los mismossistemas animales, con el

objeto de comprobar si alguno de estos podia ser utilizado comomar

cador de atenuación del virus.
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2. ANTECEDENTES DEL TEMA

2.1. ARENAVIRUS. FIEBRE HEMORRAGICA ARGENTINA. ANTIGENOS VACUNANTES CONTRA

EL VIRUS JUNIN. MARCADORES DE ATENUACION DEL VIRUS

La fiebre hemorrágica argentina (FHA) es una enfermedad endemo

epidémica que afecta principalmente a trabajadores rurales del N0de

la provincia de Buenos Aires y S de las provincias de Santa Fe y Cór

doba. El agente etiológico es el virus Junin, que induce en el ser

humanoun daño renal, hematológico, neurológico 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

infección en el ser humano(2).

A través de los años, el área endémica de la enfermedad se ha

ido extendiendo progresivamente hacia el N0 del pais. En 1958 la po

blación expuesta era aproximadamente 270.000 personas, siendo en este

momentode alrededor de 1.500.000 los habitantes expuestos, lo cual

indica que la población en riesgo ha aumentado más de 5 veces en los

últimos 20 años. Entre 1958 y 1982 se diagnosticaron clínicamente u

nos 20.000 casos. La FHApresenta picos epidémicos de distribución

estacional que se ubican durante los meses de mayo y junio. Además

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.

El virus Junin. agente causal de la FHApertenece a la familia

Arenaviridae, que está integrada por el virus de la Coriomeningitis



Linfocitaria (LCM),e1virus Lassa ( agente etioiógico de 1a fiebre

de Lassa o fiebre hemorrágica africana), e] virus Machupo(agente e

tioiógico de 1a fiebre hemorrágica boliviana), e] virus Junin (agen

te etioiógico de 1a FHA), e] Amapari, e] Tacaribe, e] Latino, e] Pi

chindé, e] Paraná, e] Tamiami y e] Mozambique.

En 1a Tabla I se pueden observar Ios virus integrantes de esta

famiiia, su distribución geográfica y los reservorios naturaïes mas

importantes. De estos, ios 2 primeros nombrados y e] 4°y 5°son pató

genos para e] ser humano, causandoïe severas y a veces fatales enfer

medades. Todas son zoonosis y todas excepto LCMestán circunscriptas

a un área geográfica limitada. Los otros integrantes de Iafamiïia en

cambio, han probado ser, hasta e] momento, no patógenos para e] ser

humano.

El primer virus de esta familia que se aisló fue e] LCMen 1933

(3), considerado ahora e] prototipo de 1a famiiia Arenaviridae. Este

virus fue aisïado de casos humanosde meningitis aséptica y estudios

posteriores establecieron a1 ratón domiciliario (Hg; muscuius) como

e] principa] reservorio de] agente.

Pasaron mas de 2 décadas antes que e] Tacaribe y e] Junin fue

ran aisïados. E1 virus Junin fue aislado de un caso de fiebre hemo

rrágica argentina en 1958 por Parodi y co]. en 1a Cátedra de Micro

biologia de 1a Facultad de Medicina de Buenos Aires y por Pirosky y

co]. en e] Instituto Naciona] de Microbiologia (4,5). E1 virus Taca

ribe fue aisiado de tejidos de un murciélago de] género Artibeus en

1956 (6), encontrandose que era patógeno para e] ratón 1actante.



TABLA I

Genero ARENAVIRUS

FAMILIA ARENAVIRIDAE

Esgecie Tigo: Virus de 1a Coriomeningitis Linfocitaria

VIRUS DISTRIBUCION RESERVORIO PATOLOGIA HUMANA

LCM Mundial Mg; muscuius Meningitis

LASSA Africa Mastomxs nataiensis F.H.Africana

MOZAMBIQUE Africa No patógeno

JUNIN Argentina Canmxs gggïgfijngg F.H.Argentina C

MACHUPO Boiivia M ca'iïosus F.H.Bo]iviana 0

AMAPARI Brasil Orxzomzs 323191 No patógeno É l

PICHINDE Colombia Oryzomys aibiguiaris L C

TAMIAMI Fïorida, USA gjgmodog hisgjdeis E A

LATINO Bolivia Ca_iom_LscaHosus g Í

PARANA Paraguay erzomys buccinatus B

TACARIBE Trinidad Artibeus Iiturates E



Posterionnente en 1965 se demostró que e] virus Tacaribe y e] Junin

compartían antígenos fijadores de complemento (7). En 1963, Johnson

y co]. aislaron el virus Machupode] bazo de un enfenno de fiebre

hemorrágica boiiviana (FHB) (8), enfermedad que habia surgido en e]

Valle de San Joaquin en Boiivia. A] comprobar que e] Machupo, ei Ta

caribe y e] Junin estaban relacionados seroiogicamente por fijación

de compiemento, se constituyó e] grupo Tacaribe dentro de los Arbo

virus (9). En los años subsiguientes este grupo se enriqueció con 5

virus más, todos de] continente americano comolos anteriores: Ama

pari (10), Latino (11), Pichindé (12), Tamiami(13) y Paraná (14),

que no son patógenos para e] ser humano. A pesar de estar dentro de

los Arbovirus nunca se pudo demostrar un artrópodo vector para nin

guno de elios.

De los 8 virus de] grupo Tacaribe uno se aisló de un murciéla

go y Ios 7 restantes se aislaron de roedores cricétidos. Es de hacer

notar que ios 2 patógenos para e] ser humanodei grupo Tacaribe, e]

virus Machupoy e] virus Junin, tienen como huésped natura] a roedo

res de] mismo género: Caiomys. En eiïos e] virus induce un estado de

infección persistente con viremia, viruria y eiiminación de virus

por fauces. La viruria y 1a eiiminación de virus por fauces podrian

ser la fuente de contaminación de pastos, maiz, aire, con los cuales

e] trabajador rural está en contacto, constituyéndose asi en 1a po;

sibie fuente de infección de] hombre. Además, e] trabajo de] campo

con máquinas agricoias provoca"aerosoies" cargados de particulas vi

raies producto de ratones infectados destrozados por las máquinas.
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Estos “aerosoles infectados" penetrarian a través de mucosas infec

tando al hombre de campo de la zona endémica de FHA.

La primera sugerencia que los virus del Complejo Tacaribe y el

virus LCMpodrian estar relacionados, surgió de las similitudes ob

servadas en la interrelación virus-huésped (15). Para producir enfer

medad en el ratón tanto LCMcomoJunin y otros Arenavirus necesitan

la integridad del sistema celular timodependiente (16,17). Los pa 

trones de infección del Machupoen el Calomys callcsus, su huésped

natural, son muy semejantes a los observados para LCMen MEEJBEEEH:

lus. Murphynotó la semejanza morfológica existente entre estos dos

virus: son redondeados, ovales o pleomórficos, de 50 a 300 nm, rodea

dos de una doble envoltura con proyecciones y en su interior contie

nen gránulos semejantes a ribosomas (18). Estudios posteriores de

mostraron que estas estructuras ribosomales podrian pertenecer a la

célula huésped (son indistinguibles de los ribosomas celulares en

cuanto a morfología y composición quimica).

Por otro lado también se demostró por inmunofluorescencia una

reacción cruzada entre antígenos de LCMy antisueros contra los vi

rus del Complejo Tacaribe (19).

En 1969 se aisló en Africa el virus Lassa, causante de una se

vera enfermedad febril: la fiebre hemorrágica africana (20). En 1970

se constituyó un nuevo grupo taxonómico: la familia Arenaviridae,

formada por los virus LCM,Lassa, Junin, Machupo, Latino, Paraná, A

maparï, Pichindé, Tamiamiy Tacaribe (21). Posteriormente, en 1979,

se aisló también en Africa el virus Mozambique(22). Este virus que
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no es patógeno para el ser humanoy que cruza serologicamente con el

virus Lassa pasó a integrar la familia Arenaviridae.

Entre las propiedades biológicas que caracterizan al virus Ju

nin, se comprobóque éste replica en gran variedad de cultivos celu

lares primarios y en lineas establecidas. En muchosde estos culti

vos el virus replica sin producir acción citopática (ACP), pero és

ta se manifiesta cuando se infectan células Vero (linea continua de

riñón de monoverde africano) y Hela (linea 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 ACPse e

videncia a los 4-6 dias post infección manifestóndose al microsco

pio óptico y sin tinción comoun redondeamienüade las células en fo

cos que progresa hacia un desprendinfientode la monocapa con destruc

ción total o parcial de la misma. En caso de lesión tisular parcial

puede llevar a una reconstitución del tejido y al establecimiento de

una infección viral persistente (23).

En los animales de experimentación el virus es patógeno para

ratas, ratones y hamsters lactantes, cobayos y primates Marmosetsy

Cebus (24,25,26,27,28,29). Produce además infecciones inaparentes

con producción de gran cantidad de anticuerpos en ratas y ratones

adultos, conejos y otros primates (24,30,31).

Los animales más 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 hemorrágica semejante en algu

nos aspectos a la que se produce en humanos. La enfermedad se ma
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nificsta desde la primera semanade infección 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 infección. El cobayo es

muysensible a la acción de distintas cepas del virus Junin de dis

tinta virulencia, y la mortalidad en el mismoha sido usada para di

ferenciar cepas patógenas y atenuadas desde 1968 (32).

La infección de ratones he hasta 10 dias de edad) con virus Ju

nin, produce un cuadro tipico de encefalitis, con temblores, latera

lización de la marcha, convulsiones, parálisis del tren posterior y

muerte antes de la tercera semana de infección en el 95-100%de los

casos. La encefalitis experimental del ratón, 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 htervienen fenómenos

de hipersensibilidad retardada (34).

Han sido numerosos los esfuerzos realizados en la búsqueda de

una vacuna contra la FHA.Las investigaciones siguieron tres lineas

de trabajo: la de utilizar comoantígeno virus total inactivado, la

de utilizar algún componenteantigénico del virus y la de utilizar

virus vivo homólogoo heterólogo. La preparación de antigenos inac

tivados se realizó 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 probó por inoculación a cobayos, obteniéndose algunos resul

tados alentadores. Sin embargo, no todas estas lineas de trabajo se

continuaron debido a la dificultad de obtener antígenos con una con
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centración adecuada a los fines de una vacunación eficaz.

La utilización de componentesantigénicos del virus llevó a la

comprobación que la proteina P5 de envoltura (GP38) extraída por el

empleo de detergentes no iónicos, también es un excelente inmunógeno

(38).

Los estudios con virus homólogos se realizaron después de com

probar que un clonado de la cepa prototipo patógena Xd, la cepa ate

nuada XJCl3 era inocua para el.cobayo y le proporcionaba una sólida

impunidad a través de la formación de anticuerpos (32). La inocula

ción de ésta a voluntarios humanosno 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 años en el 90%de los 165 casos que se estudiaron (39,40).

Dentro de la linea de investigación que utiliza comoantígeno

vacunante a un virus vivo, está la que utiliza un virus heterólogo,

el virus Tacaribe. el cual pertenece a la mismafamilia que el virus

Junin y con el que está relacionado antigénicamente. Son numerosos

los ensayos de inmunización de cobayos y primates realizados utili

zando el virus Tacaribe como inmunógeno. Este le otorga a los anima

les inoculados una sólida protección ante el desafio con el virus

patógeno 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 atenuación del

mismo. Los marcadores de atenuación de un virus son caracteres con

dicionados genéticamente, indices de propiedades biológicas e inmu
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nogénicas. La importancia de su determinación reside en que brindan

1a posibiiidad de evaiuar los niveles de atenuación de un virus, de

sus cepas atenuadas o virulentas ya conocidas o de las nuevas cepas

que pudieran encontrarse. Este conocimiento es fundamenta] para una

continua confirmación de 1a inocuidad y de 1a actividad inmunogénica

de las cepas atenuadas que se utiiizan comoagentes vacunantes.

Son numerosos los marcadores utilizados para 1a evaiuación de

las distintas vacunas humanasactuaimente en uso y se han definido

marcadores comunesen sus caracteristicas generaies a un cierto nü

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 podemosmencionar ios siguientes:

Marcador rct: este marcador permite 1a identificación de cepas

atenuadas y virulentas de un virus por 1a diferencia de repiicación

de ias mismas a temperaturas sub o supraóptimas (32°-33° o 39°-41°C)

Este marcador es uno de los usados para evaiuar semiiias de vacuna

antipoiiomieiitis.

Marcadq¿_g: permite diferenciar cepas que replican bien, mode

radamente bien o poco, bajo capa de agar cuando las concentraciones

de bicarbonato de] medio son bajas. Este marcador también es un cri

terio básico para diferenciar cepas de] virus de 1a poiiomieiitis.

Marcador de placa: 1a posibiiidad de producir placas, e] tamaño

o 1a morfología de ias placas formadas por un virus cuando.se 10 ha

ce crecer bajo capa de agar puede ser usado en aigunas circunstancias

para diferenciar cepas atenuadas y viruientas. Se lo ha usado para
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la diferenciación de cepas de virus de rubeola y de sarampión.

yarcador T; refleja la sensibilidad de un virus a temperaturas

elevadas. A 50°C se pueden determinar diferencias en la cinética de

inactivación 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 más importante en el estudio del virus de la poliomielitis

y si bien existen un sinnúmero de problemas metodológicos y de inter

pretación de los resultados, aun asi es el único 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 animales ante la inoculación de cepas atenuadas o vi

rulentas de un virus, puede ser en ocasiones considerada comomarca

dor de atenuación. Este marcador es usado con éxito para probar cepas

de distinta virulencia de rubeola, utilizando comohuéspedes experi

mentales conejos o monos.

Marcadoresbiológicos: la diferente respuesta de los animales

ante la inoculación de cepas de distinta virulencia puede ser asi

mismoutilizada comomarcador de atenuación de un virus. La morbili

dad, la mortalidad, la viremia, la presencia o concentración de vi;

rus o antígeno en determinados órganos, la cinética de aparición de

anticuerpos humorales, o el daño histológico, son parámetros que

pueden ser utilizados comoindices de atenuación o virulencia de

las cepas.



-14

La forma hasta el momentomás usada para diferenciar cepas ate

nuadas y virulentas del virus Junin es la mortalidad que la inocula

ción de las mismas producen en cobayos. La cepa patógena XJ prototi

po inoculada por via intramuscular, produce en los cobayos una mor

talidad del 100%(27), mientras que la cepa atenuada XJCl3, utiliza

da para la inmunización 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.

Ngunosautores utilizan ademásla 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 intentó encontrar

diferencias entre el tipo de placas bajo agar producidas por una ce

pa patógena y una cepa atenuada del virus Junin y se concluyó que

las placas originadas por la cepa patógena eran más grandes que las

originadas por la cepa atenuada. En el mismo trabajo se destacó una

diferencia en la producción de ACPentre las dos cepas cuando se las

cultivaba en presencia de 5%de C02. La cepa XJCl3 no produjo acción

citopatogénica en este sistema mientras que si lo hizo la cepa pato

gena XJ (47).

En 1977 se estudió en cultivos celulares la relación entre la

capacidad inductora de interferón y la patogenicidad del virus Junin:

la cepa patógena no induce interferón. la cepa MC2de virulencia
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intermedia indujo poco y 1a cepa XJC]3 indujo niveïes más aitos (48).

Si bien han sido numerosos los estudios reaïizados con e] obje

to de encontrar marcadores de atenuación de] virus Junin, en 1a prác

tica e] más utiiizado ha sido 1a mortaiidad diferencia] que produce

1a inoculación a1 cobayo de cepas de distinta viruiencia de] virus.

Es por esta causa que pensamos que era de fundamenta] importancia

realizar un estudio más exhaustivo en este anima] y efectuar 1a büs

queda de nuevos marcadores biológicos de atenuación de] virus Junin.

En este trabajo se reaiizaron estudios en cobayos, ratas, monos

y hamsters con e] fin de investigar 1a respuesta que 1a inocuiación

de 2 cepas de] virus Junin de distinta virulencia, (1as cepas XJC]3

atenuada y 1a cepa XJ prototipo patógena), produce en estos animaies.

Se midieron entre otros parámetros taïes como 1a morbimortaiidad, 1a

viremia, 1a diseminación de antígeno y virus infeccioso a los distin

tos órganos y 1a respuesta inmune humora].
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ANIMA'ES DE EXPERIMENTACION COMO MODELOS BIOLOGICOS PARA ESTUDIOS

DE INFECCION CON VIRUS JUNIN

Cobaxo

Unode los modelos animales más utilizados para el estudio de

la infección con virus Junin ha sido el cobayo. Poco tiempo después

del aislamiento del virus (4,5), se demostró que este animal es uno

de los más sensibles a la acción del mismo, produciéndole una enfer

medad predominantemente hemorrágica, semejante a la que se presenta

muchas veces en el ser humano, induciéndole un 100%de mortalidad

alrededor del dia 14 después de la infección experimental con cepas

patógenas (27).

El hecho de haber hallado en 1968 cepas virales no patógenas

para el cobayo (32) y al comprobarse que la mayor o menor patogeni

cidad de las distintas cepas de este virus para el ser humanose

correlaciona con la morbimortalidad que las mismas producen en el

cobayo, llevó a su uso comomarcador de atenuación de cepas de este

virus (45,46,50).

Mediante la inoculación al cobayo de cepas de virus Junin de

diferente virulencia se intentó esclarecer en este trabajo, los me

canismos patogénicos que enfermanykimatan al cobayo, partiendo de

la base que un mismo huésped puede reaccionar de diferente manera a

distintas cepas virales. Por otra parte se quiso comprobarsi pará

metros tales comola diseminación viral a los órganos, la viremia o
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la aparición de anticuerpos podrian ser usados comomarcadores de a

tenuación más 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 infección con gran número

de virus, asi comopor la facilidad que brinda en cuanto a su repro

ducción, al manejo y al bajo costo de mantenimiento. Sin embargo es

te animal no fue utilizado para estudios con virus Junin sino hasta

el año 1977, cuando se inocularon intracerebralmente ratas Nistar

de distintas edades con la cepa patógena XJ del virus. En este es

tudio se comprobóque cuando los animales se inoculaban entre los 2

y 16 dias de edad, desarrollaban signos clinicos de enfermedad de

distinta gravedad según la edad de inoculación 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).

El presente estudio se llevó a cabo con el objeto de establecer

si existían 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 propósito de usar este sistema como

marcador de atenuación de cepas de este virus.
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Primates

La büsqueda de un modelo experimenta] para e] estudio de 1a in

fección con virus Junin, que fuera fiiogenéticamente más cercano a1

hombre, llevó a 1a utiïización de primates de] Nuevo Mundo. Además

de reproducir 1a enfennedad. e] anima] debia ser accesibïe a1 manejo,

de fáci] obtención y de costo no muy e1evado, dado 1a gran cantidad

de estudios que deben reaïizarse tanto sobre 1a patogenia de 1a en

fermedadcomopara ensayos de tratamiento, asi comopruebas de la a

tenuación de cepas candidatas a vacunas y ias pruebas de inocuidad

de las mismas una vez preparadas.

En trabajos previos en 10s que se usaron monos Aïouatta caravá

(monoau11ador) (31), Saimiri sciureus y Aotus trivirgatus, se demos

tró que 1a inocuïación de] virus Junin a estos animaïes no Ies pro

dujo enfermedad pero si indujo 1a producción de anticuerpos neutra

]izantes contra e] virus Junin, indicando solamente una infección

inaparente, por 10 cua] estos primates no pueden ser utiiizados co

momodeïos experimentaïes extrapolabies a 1a enfermedad humana.

E1 ngus sp en cambio demostró ser sensibie a Ta acción de] virus

Junin dependiendo de 1a via de inoculación y de 1a cepa de virus utiïi

zada. La inocuiación de 1a cepa XJ por via im produjo en e] 25% de Ios

primates- inocuTados un cuadro neuroiógico con plaquetopenia y moderada

1eucopenia con presencia de anticuerpos circuiantes. La inocuïación de

la cepa XJC13'por via ic produjo un 25%de mortaïidad con cuadro neuro

lógico en e] 75%. p1aquetopenia,-Ieucopenia, descenso de peso y presencia

de anticuerpos circu]antes.(29).
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En estudios recientes, usando el mannoset Callithrix Jacchus (28)

se estableció que la infección con la cepa patógena del virus Junin pro-1

duce una enfermedad que se asemeja en muchos aspectos a la fiebre he

morrágica argentina humana. La infección experimental a este primate del

NuevoMundole produce anorexia, pérdida de peso, trombocitopenia, leuco

penia, sintomas neurológicos y/o hemorrágicos que llevan al animal a la

muerte alrededor del dia 21 post infección.

Por la inoculación a Callithrix gacchus de las cepas XJCl3y XJ se

intentó conocer la acción de estas cepas del virus Junin en este animal.

Los animales fueron observados desde el punto de vista clinico, hemato

lógico, virológico y serológico.

Hamster

En 1968 (26), se demostró que la inoculación a hamsters lactantes

con la cepa patógena del virus Junin, les producia una severa enfermedad

neurológica con recuperación dealtos titulos de virus de sangre, cerebro

y de la mayoria de los órganos estudiados, y una mortalidad cercana al

100%alrededor del dia 12 post infección.

Desde ese momento, no se habian realizado otros estudios en este

huésped y es poco lo que se conoce acerca de la susceptibilidad de este

animal en relación a la respuesta ante la inoculación de cepas de distin

ta virulencia del virus o la susceptibilidad del mismocuando es inocula

do a distintas edades.

Conocer la respuesta del hámster ante el virus Junin permitirá dis

poner de un nuevo modelo biológico para el estudio de la fisiopatologia
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de 1a enfennedad. Por otra parte, si existiera una respuesta distinta

ante 1a inocuïación de cepas de distinta viruiencia, se podria even

tuaïmente contar con un nuevo marcador de atenuación de] virus Junin.
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MATERIALES Y METODOS

. VIRUS JUNIN

. Cepa XJ prototipo patoggna

Esta cepa fue aislada de la sangre de un enfermo de fiebre hemo

rrágica argentina en 1958y mantenida por pasajes sucesivosen cere

bro de ratón 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 XJClq

Esta cepa provenia de un clonado de la cepa XJ prototipo en cé

lulas MA111 (linea continua de riñón de conejo) con 4 pasajes en

cerebro de ratón lactante después del antígeno utilizado para vacu
7,9

nar a 636 voluntarios (39). El titulo fue de 10 DICT50/mlen cé
lulas Vero.

Cepa MC2

Fue aislada de visceras de un roedor silvestre del género Calo

mys, capturado en una zona del área endémica de la Provincia de Bue

nos Aires. Tenia 4 pasajes en cerebro de ratón albino lactante y un

titulo de 106’2 DICTso/ml en células Vero. Esta cepa fue cedida gen

tilmente por la Dra Martinez Segovia, del Instituto Nacional de Mi

crobiologia.



3 .2 ._ANIM/‘.Í.ES

3.2.1. Cobayos

Se utilizaron animales machos de exocría de 350 a 450 g de peso

de origen comercial.

3.2.2..h'ámsm

Se utilizaron animales de ambos sexos de 2, 10 y 26 días de e

dad, provenientes de la Sección Bioterio del Departamento de Radio

biología de la Comisión Nacional de Energía Atómica.

3.2.3. Ratones

Se usaron ratones Rockland de 24-72 hs de vida para aislamiento

y titulación viral y para la preparación de los stocks de virus.

3.2.4._Eataí
Se utilizaron ratas Histar de exocría, de ambossexos y de dis

tintas edades.

Tanto las ratas comolos ratones provenían del bioterio de la

Cátedra de Microbiología, Parasitología e Inmunología de la Facultad

de Medicina, UBA.

3.2.5. Primates

Los monosCallithrix jacchus machos (capturados en Brasil),cu

yos pesos oscilaron entre 200 y 300 g, provenían del Centro ArgentiL

no de Primates (CAPRIM)de la Provincia de Corrientes. En este cen

tro cumplieron un período de lazareto y adaptación de 60 días, des

pués del cual se enviaron a este laboratorio.



3.2.6. Mantenimientode 10s animaïes

Los animaïes fueron aïojados en las jauïas o cajas correspon

dientes donde pennanecieron durante todo e] experimento. E1 ambiente

donde se alojaron se mantenía a una temperatura media de 24-26 °C y

una humedadmedia reïativa de] 50-55%, controlandose además el recam

bio periódico de] aire. La iluminación se reguïó en cicïos diurnos

de 14 hs y nocturnos de 10 hs.

. CULTIVO DE TEJIDOS

E1 cultivo celuiar empleado en todos Ios experimentos fue 1a

línea continua de riñón de monoverde africano Cercogithecus aethiops

denominada Vero. Las céïuias se muïtipïicaron en medio HLS(Hanks

Lactoaibümina-Suero). La linea se mantuvo mediante 2 repiques sema

nales cn dicho medio y so las utiïizó entre Ios pasajes 210 a 250.

E1 medio de mantenimiento utiiizado fue medio de EagIe.

. Medios de cu1tivo y so]uciones

Medio de crecimiento

HLS: soiución de Hanks conteniendo 0,5% de hidrolizado de Iacto

aïbümina con 6%de suero de ternera inactivado y antibióticos (peni

ciïina 100 U/m], estreptomicina 100 mg/mï).

Medio de mantenimiento

Medio Eagle: Eagïe L (Iaboratorio Difco) más 3%de suero de ter

nera inactivado y antibióticos.
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Soïución de Hanks

La soïución de Hanks, conteniendo 10%de suero de ternera inac

tivado y antibióticos. se utilizó comodiluyente en 1a homogeneiza

ción de órganos.

PREPARACION DE STOCKS DE VIRUS

Los stocks de 1as tres cepas de virus que se uti1izaron en es

te trabajo (XJ, XJCI3y M02), se prepararon en cerebro de ratón Iac

tante, para 10 cua] ratones Rockland de 48-72 hs de vida fueron ino

cuïados por via intracerebra] (ic) con un voïumen de 0,02 m1 conte

niendo 103 DL50 (Dosis Letaï) para ratón de cada una de 1as cepas de

virus. Los animaïes inocuïados se sacrificaron a1 séptimo dia des

pués de 1a infección, cosechándose 105 cerebros, con Ios cuaïes se

preparó un homogeneizado al 10% en solución de Hanks. E1 homogenei

zado se centrifugó a 1800 g para cïarificarïo y 1uego e] sobrenadante

se centrifugó a 9000g durante 1 h en frio para esteriïizarïo, uti

lizándose e] sobrenadante comofuente de virus. Se comprobó su este

riïidad bacterioïógica antes, durante y después de] proceso de frac

cionamiento, sembrando0,2 m1 en ca1do tiogïicoïato y ca1do nutriti

vo. Los stocks se fraccionaron en aïicuotas de 0,2 m1y se conserva

ron a -70 °C. La infectividad de cada uno de eïïos se determinó por

ACPen monocapas de células Vero, caïcuïandose 1a dosis infectante

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

. PROCESAMIENTO DE LAS MUESTRAS DE SUERO

Después de extraídas las muestras de sangre de cada anima], es
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tas se mantuvieron a 4 °C por 18-24 h, Iuego de lo cua] se centrífu

garon a 2000 g durante 15 minutos. Se separó e] suero, se fraccionó

y se conservó a -20 °C para su posterior titu1aci6n.

PROCESAMIENTO DE LAS MUESTRAS DE ORGANOS

Las muestras de órganos de 105 distintos animaïes que se utili

zaron para aisïamiento y titulación vira], se homogeneizaron a1 10%

en soïución de Hanks. La suspensión resuïtante se centrifugó a 9000 g

durante 60 minutos en frio y e] sobrenadante se fraccionó y se con

servó a -70 °C hasta su uso.

PRUEBA DE NEUTRALIZACION

En los distintos experimentos se utilizaron las técnicas de neu

traïización de Suero di1uido-Virus constante y 1a de Suero constante

Virus diluido. En cada caso se especificará cual de ellas se usó.

Técnica de Suero diluido-virus constante: 10s sueros diluidos

1:5 se inactivaron a 56°C durante 30 minutos. Luego se diïuyeron a]

medio desde 1:5 hasta 1:1280 en medio de mantenimiento y cada diiu

ción se mezcïó con 100 DICT50de virus Junin cepa XJC13. Se incubó

1a mezcïa por 1 h a 37 °C y simuïtáneamente se incubaron mezcïas con

troles de virus con medio de Eagle. A1 finalizar 1a neutraïización

se midió 1a infectividad residua] por ACPen células Vero. La 1ec-_

tura fina] se realizó e] dia 10-11 post infección (pi) y e] titulo

de suero se expresó como 1a inversa de 1a máxima dilución que prote

je a1 50%de 105 tubos inocuïados.

Técnica de Suero constante-virus diïuido: di1uciones 1:5 de suero
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inactivado se mezclaron con diluciones decimales crecientes de vi

rus Junin (dilución final del suero 1:10) y se incubaron por 1 h a

37°C. Simultaneamente, comocontrol se incubaron mezclas de las di

luciones correspondientes de virus con medio de Eagle. La infectivi

dad residual después de la neutralización se midió por ACPen célu

las Vero. El titulo de anticuerpos neutralizantes se expresó 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 detección y titulación de virus Junin de las muestras

de órganos o sangre extraída a los animales, se realizaron dilucio

nes decimales seriadas en medio de mantenimiento de los homogeneiza

dos de órganos, 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

inóculo se dejó adsorber 1 h a 37°C. Al finalizar la adsorción los

cultivos recibieron 0,8 ml de medio de mantenimiento. Siempre se u

tilizaron 4 tubos por dilución. Durante 10-11 dias se observó dia

riamente el efecto citopático 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 la muestra,los animales se controlaron durante 21 dias
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registrándose su morbimortalidad. Se consideró que un material tenia

virus cuando los ratones presentaban durante la segunda y tercera se

manapi los signos neurológicos característicos de la encefalitis

producida por el virus Junin: temblores, lateralización de la marcha,

parálisis y muerte.

Se calculó la dosis infectante 50 para cultivo de tejidos DICTSO)

o la dosis letal 50 para ratón (DLSO)mediante el método de Reed y

Muench M9).

ESTUDIO ANATOMOPATOLOGICO E INMUNOHISTOQUIMICO

A fin de investigar lesiones en los distintos tejidos de los

animales infectados, asi comoantígeno viral en los mismos, se rea

lizaron estudios anatomopatológicos 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 microscopía de luz, los órganos

fueron fijados en solución de Bouin, incluidos en parafina y colore

ados con Hematoxilina Eosina (HE) según los procedimientos habitua

les. Para detenninar la presencia de antigeno en los mismosórganos,

estos fueron mantenidos a -70°C y se realizaron cortes con crióstato

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 humanamarcada 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 reacción

-con suero de cobayo anti-virus Junin previo a la aplicación 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/ml de heparina) y diluida 1/200 con solución sa

lina balanceada en una pipeta standard. El recuento se realizó utili

zando una cámara de Neubauer. Para el recuento de plaquetas y leucoci

tos la sangre fue utilizada inmediatamente después del sangrado,sin el

agngado deanticoagulantes. La sangre se diluyó en una pipeta para glo

bulos blancos y se contó simultáneamente en una cámara de Neubauer en

un microscopio con contraste de fase. (59).

ANALISIS ESTADISTICO

Para el análisis estadístico de los valores de mortalidad se uti

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

4_1_ MODELO EXPERIMENTAL EN COBAYOS

Conel objeto de conocer las diferencias en la respuesta de los

cobayos ante la inoculación de cepas de distinta virulencia del virus

Junin, 160 cobayos machos de exocria de 350 a 450 g de peso se inocula

ron con las cepa XJ, XJCl3 o MC2. Se inocularon 50 cobayos por via in

tramuscular (im) en la pata posterior izquierda con 1000 DICT50de cada

una de las cepas usadas, en un volumen de 0,2 ml. Diez cobayos conside

rados controles normales fueron inoculados con un homogeneizado de ce

rebro de ratón normal utilizando la mismadilución que los stocks de

virus. Todos los cobayos se controlaron desde el punto de vista clini

co, registrándose su peso y mortalidad durante 6 meses.

Parte de los cobayos fueron sacrificados por exanguinación por pun

ción intracardiaca. A los 7, 12, 15, 21, 35 y 65 dias post infección

(pi), se sacrificaron animales inoculados con la cepa XJCl3; a los 7,

12 y 21 dias pi los inoculados con la cepa MC2y a los 3, 7, 9 y 12 dias

pi los que recibieron la cepa patógena XJ prototipo. Se sacrificaron

3 animales inoculados y un control porcada una de las cepas. Inmediata

mente después de la muerte de los cobayos se practicó una autopsia,

realizándose en todos los casos una observación macroscópica detallada.

Los inoculados con las cepas MC2y XJCl3 fueron sangrados a los 5, 7,

12, 21, 35 y 68 dias pi. El suero se fraccionó y se guardó a -70°C.

Se tomaron en fonna estéril muestras de los siguientes órganos:

riñón, pulmón, bazo, médula ósea, glándula salival, adrenal, encéfalo,higado,

ganglios linfáticos y con las mismasse realizaron los siguientes estudios:
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aislamiento y titulación viral por iroculación a cultivo de tejido y/o

a ratoneslactantes; estudios anatomo-patológicos y estudios inmunohisto

quimicos por técnicas de inmunofluorescencia . Con los sueros de los a

nimales se realizaron pruebas de neutralización.

Morbimortalidad

En los animales inoculados con la cepa XJ se observó 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 MC2y XJCls, el des

censo del peso comenzó después de la 2da semana de infección y los so

brevivientes se recuperaron recién a la 4ta semana pi. El periodo de

descenso de peso de los animales inoculados con las cepas atenuadas

coincidió 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 MC2

alcanzaron una mortalidad del 76%entre los dias 14 y 26, con un prome

dio del dia de muerte de 21. La inoculación de la cepa XJCl3 produjo u

na mortalidad del 16%, con la mayor frecuencia de muerte entre los dias

19 y 27, si bien se registraron muertes esporádicas hasta los 40 dias

pi, lo que hizo un promedio del dia de muerte de 25. Se encontró una aso

ciación estadistica significativa (pc0,005) entre mortalidad y cepa de virus.

Viremia y diseminación viral a los órganos

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

con XJ presentaron aislamiento positivo a los 7 y 12 dias piren
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.Figural: Curvas ponderaïes x mortaïidad en cobayg; inocuïados cqg_lgg
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Fiqura.2: Títuïo de virus en óïganos de cobayos 1nocu1ados con 1as

ggpas XJ, M02y XJC13 a 105 7, 12 y 21 días post 1nfecc16n.
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ganglios, bazo. pulmón, adrenal, médula ósea e higado. La viremia fue

positiva desde la primera semanay hasta la muerte de los animales (fi

gura 3).

En los cobayos inoculados con XJCls, a los 7 dias sólo se detectó

virus en ganglios y a los 12 dias se diseminó a bazo, ganglio y pulmón.

Los cobayos inoculados con la cepa MC2no presentaron virus en órganos

a los 7 dias pi y a los 12 dias se aisló virus sólo de bazo y ganglio

linfático, con un titulo menor que el alcanzado por las otras 2 cepas.

A los 21 dias pi, cuando sólo sobrevivian los cobayos inoculados

con las cepas atenuadas MC2y XJCl3, se aisló virus de bazo, adrenal,

riñón y cerebro de los animales inoculados con M62, mientras que no se

aisló virus de los órganos de los cobayos inoculados con XJCl3.

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

dos con MC2o XJC13en ninguno de los dias estudiados (figura 3).

Inducciónde anticuerpos circulante;

En la figura 4 se puede observar la cinética de aparición 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 XJCls, 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 semanapi. El indice neutrali

(IN) fue a partir de ese momentomayor de 4 log.zante

En los cobayos inoculados con NCZ. los anticuerpos se detectaron
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Figura 3: V1rem1a en cobayos inoculgggs con 1000-5000 DICT;

de 1as cepas XJ, M0,, o XJC],
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a los 21 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.

Gon la cepa XJ en cambio no se pudieron detectar anticuerpos neu

tralizantes.

Estudio anatomopatológico e inmunohistoquimico

Los animales inoculados con al cepa XJCl3 presentaron lesiones a

nivel de páncreas, pulmóny encéfalo. El páncreas presentó un exudado

inflamatorio linfocitario de diferente magnitud, pudiendose observar

desde escasos linfocitos inter e intraacinares hasta grandes exudados

que destruyeron la arquitecturanormal del órgano (foto 1). El pulmón

mostró lesiones leves e inconstantes hasta los 15 dias pi.Las lesiones

encefálicas fueron las más llamativas y consistieron en un exudado in

flamatorio linfocitario perivascular acompañadode un cuadro histológi

co de meningitis. Es de destacar que las lesiones se observaron en ani

males clínicamente enfermos, comoasi también en los muertos espontáne

amente.

La cepa MC2produjo lesiones de tipo inflamatorio crónico o dege

nerativo en encéfalo, páncreas, pulmóne higado. El encéfalo presentó

un exudadoinflamatorio extenso, linfocitario, con movilización glial

y cuadros histológicos de meningitis (foto 2). Esto se observó en todos

los muertos en forma espontánea y en algunos de los sacrificados a los

21 dias . El páncreas mostró lesiones similares a las producidas con la

cepa XJCl3 (foto 1).

Con la cepa XJ se pudieron observar en todos los animales lesiones
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Foto 1: Intenso exudado infïamatorio en páncreas de cobayos inocuïados

con 1a cepa XJC'I3de] virus Junin. Se observa destrucción de

parénquíma secretor. (H&EX200).

Foto 2: Leptomenínges importante con vascuïitis en 1a capa moïecuïar

de] cerebeïo de cobayos inocuïados con XJC13 (H&EX200)
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TABLAII: Detección de antigggp vira] por inmunofluorescencia gn

cgbaygs ingcuiado; con tre; ggpgs dg djszjnta yjrulgg

cia de] virus Junin (Xd, MC2x XJC13).

XJ MC2 XJC13

ENCEFALO + +*

PANCREAS + + +

BAZO + + +

GANGLIO + + +

PULMON + +

RIÑON +

ADRENAL + + +

MED. OSEA +

* En encéfalo de cobayos inocuïados con XJC]3 sóïo se detectó

antígeno después de los 35 dias pi
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pulmonares, en tejido linfático, higado y médula ósea. A partir de los

7 dias pi se observaron grandes áreas de condensación y hemorragia en

los pulmones con intensos exudados inflamatorios que disminuian consi

derablemente el espacio aéreo. También en este momentose observó ne;

crosis importante de la médula ósea y tejido linfático y degeneración

celular hepatocitica con vacuolización intracitoplasmática.

Por medio de técnicas de inmunofluorescencia se pudo detectar Ja

presencia de antigeno viral en los diferentes órganos de los cobayos

inoculados con las tres cepas del virus Junin (Tabla II). En los infec

tados con la cepa XJ se observó antigeno a nivel de páncreas exócrino,

tejido linfático, pulmón, riñón, adrenal y médula ósea hasta el momen

to de la muerte del animal.

Con la cepa MC2pudo ser demostrada escasa cantidad de antigeno a

nivel de los acinos pancreáticos, corteza adrenal y células reticula

res del tejido linfático en todos los dias del sacrificio. A nivel en

cefálico pudo ser detectada en algunos animales la presencia de anti

geno viral en gran número de neuronas y en escasos vasos sanguíneos.

Con la cepa XJCl3 fue observado antïgeno fluorescente en páncreas

tanto en su sector exócrino comoendocrino, tejido linfático, pulmón

y adrenal. Se observó ademásen dias alejados, la aparición de antige

no en el encéfalo, en el citoplasma de neuronas y sobre vasos sanguia

neos, a partir de los 35 dias pi.
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4.2. MODELO EXPERIMENTAL EN RATAS

Aproximadamente700 ratas Nistar 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 mismasante la inoculación de cepas

de distinta patogenicidad del virus Junin.

Las hembras preñadas fueron separadas en cajas individuales y con

troladas diariamente paraaregistrar el dia del nacimiento y por cada

camada se dejó un número de crias no mayor de 10. Las crias recibieron

0,02 ml de las cepas XJ o XJCl3 por la via indicada en cada caso.

En todos los casos los animales inoculados fueron controlados du

rante 45 dias posteriores a la infección, registrandose su mortalidad.

Grupos de ratas de 2, 10 y 26 dias de edad inoculadas ic con 1000

DICT50de la cepa XJ o XJCl3 fueron sacrificados por exanguinación a

distintos tiempos después de la infección. 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 órganos 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

la misma edad se inocularon con 1000 DICT50de cada cepa utilizándose
diferentes vias de inoculación. Animales de 2 dias de edad se inocula

ron con la cepa MCZ,de virulencia intermedia. La mortalidad acumulati

va se comparó con la obtenida con las otras 2 cepas del virus Junin.
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4.2.1. Mortalidad en ratas de distintas edades inoculadas con las cepas XJ

o XJC13

En la Tabla III 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 de la cepa XJ patógena,50

la mortalidad fue del 18%,mientras que en las ratas inoculadas con

igual dosis de XJCl3 la mortalidad fue del 93%. Resultados semejantes

se obtuvieron cuando se inocularon ratas de 1, 2 y 3 dias de edad: la

mortalidad entre animales inoculados con XJCl3mostraron diferencias

del 80%y más 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 patógenas llegando al 95%. A los

16 dias de edad la mortalidad disminuyó al 28% para XJ y al 10%para

XJCl3. La mortalidad fue nula cuando los animales se inocularon a los
26 dias de edad.

El análisis estadístico demostróuna asociación estadísticamente

significativa entre la cepa inoculada y la mortalidad obtenida

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

Tambiense encontró una interacción estadísticamente significativa

entre la edad, la cepa y la mortalidad (P‘<0,005).
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TABLAIII;flgrta11dad de reta Wistar inoculadas a distintas edades con una

ce a atenuada XJC13) o una cepa patógena (XJ) deï virus Junín.*

Edad de Virus Muertos Morta1idad"

inocuïación infectados %

6 horas XJ 2/11 18

XJC]3 12/13 93

1 dia XJ 1 /31 3

XJC13 30/38 79

2 días XJ 6/127 5

XJC13 65/71 ' 92

3 días XJ 0/15í 0

XJC13 29/29 100

5 días XJ 6/16 31

XJ613 26/26 100

10 días XJ 65/69 95

XJC'I3 60/64 94

16 días XJ 11/39 28

XJC13 2/20 10

26 días XJ 0/16 0

XJC13 0/54 0

* Los animaïes se inocuïaron con 1000 DICT de cada cepa por via ic.50
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4.2.2.Titulo de virus en órganos v sangre

Comose observa en 1a figura 5, 1a repïicación de] virus en el

cerebro de las ratas inocuïadas con cada una de ias cepas a distintas

edades, a1canzó titulos simiiares para ambosvirus en cada grupo eta

rio. En e] grupo de 2 dias de edad inocuiados con 1a cepa XJ, se recu

peró virus e] primer dia pi, tuvo su máximonive] entre los 3 y 12

dias pi y luego se hizo negativo airededor de] dia 20 pi, Entre las

ratas inoculadas con XJC]3a los 2 dias se detectaron aïtos tituios

de virus en cerebro a1 3er dia pi, tuvo un pico entre Ios 6 y 10 dias

y Iuego bajó en e] dia 20 pi (1,0 Iog/0,2 m1) en ios pocos animaies

que sobrevivieron.

En e] grupo de 10 dias de edad, 1a repïicación vira] en cerebro

mostró una distribución simiiar a 1a anterior para ambas cepas.

En 10s animaïes de 26 dias, e] tituïo de virus fue bajo y 5610

se pudo aisiar desde e] dia 3 y hasta el 7 pi.

En 1a Tabia IV se observa que la viremia 5610 se detectó entre

los animaïes de 2 dias de edad inocuïados con 1a cepa XJ. Lo mismo o

currió con e] aisiamiento de virus en órganos*donde se detectaron ba

jos tituïos en todos ios tejidos de ios animaies de 2 dias de edad i

nocuiados con 1a cepa XJ. Para animales de 2 dias inocuiados con XJC13

y de 10 dias de edad inocuiados con XJ se pudo aisiar virus 5610 de'

gangiio. No hubo aislamiento de virus de los órganos de ios animaïes

de 10 dias inoculados con XJC13ni de ias ratas de 26 dias inocuiadas

con XJ o XJC13.

* a excepción de cerebro
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TABLAIV : Tituïo de virus en órganosgy sangre de ratas inocuïadas con 1a

sepa XJ o XJC], a Ios 2,10 y 26 dias de edad por via ic.

2 dias de edadl 10 dias de edadl 26 dias de edadz

Cepa Xd XJCI3 XJ X0013 XJ X0013

Organo

Cerebro 5,53 6,0 5,8 5,5 2,7 2,7

Timo 3,0 neg neg neg neg neg

Gangïio 2,5 1,0 1,0 neg neg neg

Bazo 2,5 neg neg neg neg neg

Hígado 3,0 neg neg neg neg neg

Riñón 3,0 neg neg neg neg neg

Puïmón 3,0 neg neg neg neg neg

Sangre 2,2 neg neg neg neg neg

1 Las determinaciones se reaïizaron en animales sacrificados a los

10 dias pi.

2Las determinaciones se raflizaron en animaies sacrificados a 105

3 dias pi.
3 . .

Tituio v1ra1 10910 DICT50/m1
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Dadaladiferencia de mortalidad obtenida entre ratas de 2 dias

de edad inoculadas con XJ o XJCl3 y con el objeto de utilizar a este

animal comomarcador de atenuación de estas cepas, se quiso compro

bar si la dosis inoculada y la via utilizada eran las más adecuadas

para obtener la máximadiferencia de mortalidad o si ésta se acentua

ba aün más con el uso de otras dosis o vias. Por este motivo se rea

lizaron los siguientes experimentos:

.Inoculación de diferentes dosis de las cepas XJ y XJClq

Ambascepas fueron inoculadas a grupos de ratas de 2 dias de e
1 2

dad (40-50 animales por grupo) usando las siguientes dosis: 10 , 10 ,

103 y 105 DICT50/0,02 ml. La via de inoculación usada fue la ic.

Los resultados obtenidos indicaron que la inoculación de la cepa

XJ, independientemente de la dosis administrada, produjo una mortali

dad nunca superior al 25%.

Entre los animales inoculados con distintas dosis de la cepa XJCl3

no hubo diferencias en la mortalidad, que fue siempre alta, cúando es

tos recibieron 101. 102

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

o 103 DICTSO.Por el contrario, la infección

Utilización de diferentes vias de inoculación con las cepasxggy XJCla

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 XJCl3 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 : Tïtuïo de virus en cerebro de ratas de 2, 10 y 26 díasï

Ed inoculadas con 5000 DICTE0de 1as cepas XJ o XJC13 de]
virus Junin por via intracerebra].
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Foto 3: Rata de 2 días de edad inoculada con 1a cepa XJC13 de]

virus Junín, sacrificada a Ios 20 días post infección.

Se observa atrofia cerebeïosa en e] anima] infectado

(derecha) comparado con un anima] de 1a misma edad

(izquierda), sin infectar.



4.2.5.

4.2.6.

-47

ic que nunca superó e] 10%. Por e] contrario, 1a inocuiación de 1a ce

pa XJC13por las vías sc o ip, causó una mortaiidad inferior a] 20%,

mientras que 1a via ic produjo siempre una aita mortaiidad cercana a1

100%

Inocuiación de ratas de 2 dias de edad con 1a cepa MCOde] virus Junin

En vista de ios resuïtados anterionnente expuestos, se quiso com

probar si 1a rata de 2 dias de edad inocuiada con una cepa de virus

Junin de menor viruiencia que 1a cepa XJ como 10 es 1a cepa MC2, que

ocasiona un 76%de mortalidad a1 cobayo cuando es inocuïado por via

im, aicanzaba tambien una aita mortalidad como 10 hace 1a cepa más a

tenuada XJC13. Esta comprobación nos pennitiria proponer a 1a rata de

2 dias de edad, inocuiada por via ic comoposibie marcador de atenua

ción de cepas de] virus Junin de distinta patogenicidad.

Con este objetivo se inocuiaron ratas con 1000 DICT50de 1a cepa

MC2por vïa ic y se compararon ios resuitados con ios obtenidos para

XJ y XJCI3. En 1a figura 6 se observa 1a mortaiidad acumuïativa obte

nida para cada una de las cepas: 5%de mortaiidad para XJ, 84% de mor

taiidad para MC2y 95% de mortaïidad para XJC13.

Estudios morfoiógjcos e inmunopatoiógicos

Las ratas de 2 dias de edad inocuiadas con 1a cepa XJC]3 presen

taron en cerebro infiitrados monocitarios compuestoscasi exciusiva;

mente de macrófagos. E1 cerebeio no mostró iesiones sino en los pocos

animaies sobrevivientes a 1a infección, indicando que este órgano es

afectado tardiamente. En ellos se observa atrofia cerebeiosa (foto3 )
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Mortalidad acumuïativa en ratas de 2 días de edad
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con ausencia casi tota] de ios hemisferios y preservación de] vennix,

Histoïógicamente se observó una disminución de céluias de Hicma gra

nulosa.

Los animaies inocuiados a ios 2 dias de edad con 1a cepa XJ no

mostraron infiitración inflamatoria. A partir de Ios 10 dias pi comen

zó a notarse una atrofia cerebeiosa marcada probabiemente asociada a

un retardo de 1a migración, semejante a 10 observado tardiamente con

XJC13.

Entre ios animaies de 10 dias de edad inocuiados con las cepas

XJ o XJC13se observó en e] cerebro una infiitración linfocitaria ade

más de un efecto citopático directo de necrosis en neuronas . E1 cere

belo no mostró a1teraciones.

.Las ratas de 26 dias de edad inocuiadas con una u otra cepa no

mostraron 1osiones macro o microscópicas.

Los estudios inmunohistoquimicos reveiaron 1a presencia de deter

minantes antigénicos de virus Junin en los animaies inocuiados a ios

2 dias de edad con cualquiera de ias cepas,en neuronas de 1a corteza

cerebra], ya a partir de 1a 1ra semana pi y que aumenta progresivamen

te hasta que 1a totaiidad de 1as céiuias muestran antigenoscitopiasmá

ticos. Algo simiiar ocurre con ias ratas de 10 dias de edad inocuïadas

con XJ. En 1as de 10 dias de edad inocuiadas con XJC]3 se pudo obser

var antigeno de virus Junin con Iocaiización extraneurona].
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4.3. MODELO EXPERIMENTAL EN HAMSTERS

4.3.1.

Un total de 180 hámsters machos y hembras de exocria, provenien

tes del bioterio de la Comisión Nacional de Energia Atómica, fueron

inoculados con las cepas XJ prototipo patógena y XJCl3 atenuada del

virus Junin. Los animales fueron inoculados por via ic con un volue

men de 0,02 ml conteniendo 1000 DICT de cada una de las cepas del50

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 replicación 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 exanguinación. En la

sangre y el cerebro se tituló el virus por inoculación a células Ve

ro.

Morbimortalidad

Comose 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 parth*de la segunda

semanade infección, 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%, registrándo

se las últimas muertes alrededor del dia 20 pi. Para ambas cepas se

observó una enfennedad neurológica con tembloresirexcitabilidad que
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Figura Z Mortalidad en hámsters inocuïados a distintas edades con 1000 DICT50

¿gíïas cepas XJ y XJC]3de] virus Junin.*

a) Hámsters de 2 días de edad
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b) Hámsters de 10 días de edad
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í c) Hámsters de 26 días de edad
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* Todos los animaïes fueron inoculados por via ic.
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en algunos casos fue transitorio y leve y que en otros casos fue se

guida de parálisis 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 XJCl3 murieron en un 100%entre los

6 y 20 dias, mientras que los inoculados con la cepa patógena XJ mu

rieron en un 60%entre los 11 y 22 dias pi. Tambien en este caso se

observóuna enfermedad neurológica en los animales inoculados con am

bas cepas, siendo más severa entre los animales inoculados con XJCls.
Cuando los animales fueron inoculados a los 26 dias de edad

(figura 7C), sólo se registró un 11%de mortalidad entre los inocula

dos con la cepa XJ. Entre los animales inoculados con XJC13 no hubo

mortalidad. Se observó que un 10%de los hamsters inoculados con

XJCl3 y el 40% de los inoculados con XJ mostró una enfermedad leve

manifestada por 'eygitabilidad transitoria.

El análisis estadístico de las relaciones de mortalidad, cepa y

edad mostró una asociación estadísticamente significativa (p<0,005)

entre la edad de los hamsters y la mortalidad obtenida. Entre la cepa

y la mortalidad se encontró una asociación estadísticamente poco sig

_nificativa (Test de independencia bifactorial p(0,025)

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 hamsters inoculados con 1000 DICT50de las cepa XJ y

XJ013 del virus Junin por via ic a los 2, 10 y 26 dias de edad.
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Entre los animaïes inocuïados a Ios 2 dias de edad con cuaïquiera

de 1as cepas se observó una a1ta repïicación de] virus en SNCque en

los casos estudiados se mantuvo hasta por 10 menos 13 días después de

1a infección. La viremia fue iguaïmente positiva aunque en títuïos me

nores.

Los animaïes inocuïados a Ios 10 días de edad presentaron un cua—

dro semejante aunque las viremias ha11adas fueron de menor nive].

A 10s 26 dias de edad se observó que los animaïes inocuïados con

XJC]3no presentaron virus en e] cerebro a Ios 6 días pi, mientras que

si 10 hicieron 105 animaïes inocu1ados con XJ. A 105 9 y 13 días pi se

recuperó virus con ambas cepas. No se pudo detectar viremia con ningu

na de las cepas en e] periodo estudiado.



TABLAV:Tituiodevirusen1asangreye]cerebrodehamstersinocuiadosporviaicaios

2,10y26diasdeedadcon1000DICTKode1asceasXJXJC]

3de]virusJunin

2DIASDEEDAD10DIASDEEDAD26DIASDEEDAD
XJXJC]XJXJC]XJX001

33

CEREBRO3,75,26,25,24,0neg

6dpi

SANGRE2,22,71,71,7negneg CEREBRO5,05,24,76,74,03,0

9dpi

SANGRE3,23,01,71,7negneg CEREBRO3,73,72,7

13dpiNR

SANGRE3,0negneg

*Losanimaiesmurieronantesdepodersacar1amuestra.
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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

DICT50de la cepa atenuada XJCl3 del virus Junin y otros 12 monos con

1000 DICT50de la cepa XJ patógena. En ambos grupos el virus fue inocu

lado en un volumen de 0,2 ml por via im en la pata posterior izquierda.

Todos los animales fueron observados desde el punto de vista cli

nico y se controló su peso corporal. De los Callithrix Jacchus inocula

dos con XJCl3 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 replicación del virus inoculado. Los monosrestan

tes (11 inoculados con XJCl3 y 8 inoculados con XJ) se dejaron para ob

servar el cuadro clinico y la sobrevida. En todos los animales que mu

rieron espontáneamenteo fueron sacrificados se realizó una necropsia

completa y se tomaron muestras de sus órganos para estudios histopato

lógicos y aislamiento viral.

Los animales fueron sangrados por punción 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 hemato

lógicos.

La detección de virus de las muestras de sangre tomadas a los dis

tintos tiempos después de la infección se realizó por inoculación a
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ratones lactantes. La búsqueda de virus de las muestras de órganos se

realizó por inoculación en células Vero o a ratones lactantes.

Morbimortalidad

De los 15 animales inoculados con XJCl3, 4 fueron sacrificados ha

llándose en buen estado general, si bien el monosacrificado el dia 23

habia experimentado un descenso del peso corporal del 7%. En ninguno de

los animales inoculados con XJCl3 se registró muerte espontánea. Como

se observa en la figura 8 el peso de los monos disminuyó a partir del

dia 18 para recuperarse después de los 40 dias pi. El descenso del peso

fue coincidente con una disminución de la ingestión de alimentos. La

vitalidad y la vivacidad no mostraron alteraciones. No hubo signos de

congestión o hemorragias en ningún 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 patógena comenzaron con anorexia y depresión

generalizada alrededor del dia 12 pi. Estos signos se acentuaron y lle

varon a los animales a deshidratación y pérdida de peso. Alrededor del

dia 18 rechazaron todo tipo de alimento y se detectaron en ellos hemo

rragias gingivales espontáneas o provocadas. Se observó asimismo una

hipotermia tenninal acentuada. De los 12 monos infectados, 2 se sacriL

ficaron en el dia 14. 8 animales murieron entre los 17 y 24 dias pi y

2 fueron sacrificados a los 18 y 23 dias pi cuando ya estaban enfennos.

Las autOpsias de los Callithrix jacchus infectados con XJ mostraron
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Figura 8: Peso y mortaïidad en Caïïíthrix jacchus inocuïados con

1000 DICT50 de 1asgggpas XJ o XJC13 de] virus Junin.
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después de] dia 18 pi, signos hemorrágicos, petequias en pie] y Lupra

rrenaies, hematomasy hemorragias en encias y visceras abdominales.

Viremia y diseminación de] virus a los distintos órganos

En 1a figura 9 se observa 1a viremia entre ios animaies inocula

dos con ambas cepas. Entre los inocuiados con XJC13, ya a ios 7 dias *

comenzóa detectarse virus en la sangre de 3 de 7 animales. A ios 11 y

14 dias pi todos los sueros probados presentaron virus con titulos que

variaron entre 103 y 104’4 DLSO/mi. Ya en e] dia 18 pi, 2 de 7 sueros

fueron negativos y en e] dia 21 sóio l de 6 fue posit «o. A partir de

entonces no se detectó más virus en sangre.

Entre los monos inocuiados con ia cepa XJ, ya en e] dia 7 pi, se

observó que todos ios sueros eran positivos con tituios superiores a

103 DLSO/mi. Desde este momento ia viremia se mantuvo aita en todos ios

monos estudiados, con tituios que alcanzaron 106 DLSO/mia los 14 dias

pi, descendiendo hasta 103 DLSO/mien el momento de 1a muerte de ios

animaies.

La diseminación de] virus a ios órganos de ios primates inocuiados

con una u otra cepa indicó una baja repiicación y diseminación pa

ra los inocuiados con XJC]3y una intensa repiicación con una disemina

ción generaiizada para ios inocuiados con XJ. En 1a figura 10 se repre

sentó 10 obtenido para ambas cepas a ios 14 y 23 dias pi. Entre ios ani

maies inocuiados con XJC13se aisió virus de gangiio, médula ósea, pu]

móny bazo a ios 14 dias pi con tituios por debajo de 103 DICTSO/mi, no

detectandose virus en ios otros órganos. A ios 16 dias pi sólo se aisia
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_Figura 9: Título de virus en sangre de Caïlignrix jacchus infectados

con 1000 DICT50 de 1as cepas XJ o XJC'I3 de] virus Junin.
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Figura 10: Títuïo de virus en órganos de Caïïithrix jacchus inocuïa

dos con 1000 DICTEn de 1as cepas XJ o XJC13 a 105 14 y 23

días post infección.
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ron pequeñas cantidades de virus de médula ósea y ganglio (esto ro es

tá representado en la figura). A los 23 dias pi no hubo aislamiento vi

ral en ningún tejido de los primates inoculados con esta cepa atenuada.

Entre los monos inoculados con XJ, a los 14 dias pi se aisló virus

de todos los órganos. Estos titulos aumentaron progresivamente hasta

ser en todos los casos superiores a 103 DICTso/mla los 23 dias pi, su

perando 105 DICTSO/mlen ganglio, bazo, médula ósea y cerebro.

.Inducción de anticuerpos circulantes

tos resultados obtenidos con los sueros de los animales inoculados

con XJCl3y representados en la figura 11 indican que los anticuerpos

neutralizantes comenzarona 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 1000 en 5 de 8 animales y este titulo se 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 hematológicos

En la figura 12 se observan los valores hematológicos encontrados

en la sangre de los animales inoculados con ambas cepase indican que

entre los animales inoculados con XJ, el recuento de eritrocitos dismi

nuyó a partir del dia 7 pi y descendió al dia 21 al 40%de su valor ini

cial. En el recuento leucocitario se detectó un incremento de leucocitos

totales para luego disminuir progresiva y marcadamentehasta la muerte
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Anticuerpos neutrah‘zantes en CaHithrix jacchus inocuïados

con 1000 DICTKn de 'las cepas XJ o XJCIQ de] virus Junin.
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Figura12 : Vaïores hematoïógicos en Ca111thrix jacchus inocuïados con

1000 DICT50 de 1as cepas XJ-D XJC]3 deï virus Junin.
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de los animales. El estudio cinético dela fórmula leucocitaria indicó

que el ascenso celular del dia 7 se debió a un incremento de los neutró

filos y el descenso leucocitario a una disminución total.

Las plaquetas disminuyeron progresivamente desde el dia 7 llegando

el dia 21 a valores 90%inferiores al inicial.

Los exámeneshematológicos realizados en la sangre de los Callithrix

Jacchus infectados con XJCl3 indicaron que las variaciones producidas

no son estadisticamente significativas, siendo semejantes a las encon

tradas en animales normales de esta especie (59)

Estudios anatomopatológicos e inmupohistoguimicos

Entre los animales inoculados con la cepa XJ del virus Junin, se

observó que los órganos mas afectados fueron el cerebro, los pulmones,

el higado, el tejido linfático y la médula ósea.

En el cerebro se detectó en todos los animales examinados después

del dia 21 pi, una meningoencefalitis y vasculitis de variable inten

sidad. Las lesiones fueron difusas y aunque presentes tanto en la sus

tancia blanca comoen la gris, fueron mas severas en la corteza cere

bral.

Los pulmones presentaron en todos los monos una neumonía intersti

cial. Se observó necrosis hepatocitica focal en 4 animales. En todos

los animales se observó necrosis linfocitica, predominante en la corte

za de los ganglios y en los foliculos y la pulpa roja del bazo. En la

médula ósea se observó disminución del número de eritroblastos y me

gacariocitos. En la serie leucopoyética no se observaron alteraciones.

El resto de los órganos no mostró alteraciones.



Entre ios animales inocuiados con XJC13nose encontraron iesio

nes en ningún órgano sa1vo hipertrofia gangiionar con inmunobiastos en

e] monosacrificado en e] día 23 pi.

Conrespecto a 1a distribución de antígeno viral en Ios tejidos,

los estudios de IF en ios monos inocuïados con XJ mostraron determinan

tes antigénicos en todos Ios órganos, principalmente en tejido 1infáti

co, pulmón e hígado. En tejido nervioso se observó antígeno en neuronas

corticaies y vasos sanguíneos.

Entre Ios animaies inoculados con XJC]3 se pudo observar escasa

cantidad de antígeno en gángiio, bazo, puïmóny adrena] y a Ios 23 días

pi en vasos de] cerebro y pïexos coroideos.
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DISCUSION

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 patógena aislada en 1958 de vísceras, orina y

sangre de un enfermo con FHAy mantenida por pasajes sucesivos en co

bayos y ratones lactantes, y la cepa XJCl3 atenuada, obtenida por clo

nado de la cepa XJ patógena y que fuera utilizada como antígeno vacu

nante en la inmunización de 636 voluntarios humanos (62).

Se puntualizarán aqui los hallazgos relacionados a la posible u

tilización_de los distintos sistemas animales estudiados comomarcado

res biológicos de atenuación entre diferentes cepas del virus Junin.

Hasta el momento, la 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 fonna ic a ratones de 14 dias (46) han sido las formas de diferen

ciar grados de virulencia o atenuación.

Los estudios de mortalidad, viremia, anticuerpos séricos, repli

cación y diseminación viral, histopatologia e inmunofluorescencia en

la infección del cobayo con cepas de diferente virulencia, mostraron

que la acción patógena y el tropismo tisular fue diferente para cada

una de ellas y que podrian ser utilizadas comomarcadores de atenuación

probablemente más precisos que los usados actualmente.

Se corroboró que la cepa prototipo patógena XJ produce un 100%

de mortalidad en el cobayo (27), y se demostró que las dos cepas ate

nuadas utiliZadas'en este.trabajo mostraron diferentes grados de
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mortaïidad: asi, 1a cepa XJC13'produjo'un 16%de mortaïidad y 1a cepa

MC un 76 Z de mortaïidad (50).2

Si anaïizamos Ios resultados obtenidos observamos que 1a viremia

sóïo pudo ser detectada en los animaïes inocuïados con 1a cepa patóge

na donde fue constante y en tituïos elevados hasta 1a muerte de] anima],

mientras que no fue posibie recuperar virus de 1a sangre de los cobayos

inoculados con 1as cepas atenuadas(Tab1a VI). E1 nive] de Ios anticuer

pos humorales fue aïto en Ios animales inocuiados con 1as cepas atenua

das, aün en algunos de Ios que murieron como consecuencia de 1a infec

ción y persistieron hasta más ailá de ios 180 dias en todos ios anima

ïes sobrevivientes. En cambiomnopudieron detectarse con 1a cepa XJ pa

tógena.

En relación con 1a repïicación y diseminación vira] en Ios distin

tos órganos, es indudabïe que éstas fueron menores con las dos cepas

atenuadas que con 1a cepa patógena, pero en contra de 10 que se espera

ba con 1a cepa MCZ,que produjo una mortalidad mayor que 1a cepa XJC]3

y menor que 1a cepa XJ, no se pudo detectar una rep1icación y disemina

ción intermedia entre ambas cepas. Por e] contrario, 1a diseminación

fue más 1enta y los tituios más bajos comparados con 1a cepa más atenua

da XJC13.

En estudios de otros autores reaiizados en hamsters;‘ 1a

cepa atenuada (TC83) usada como vacuna, y una cepa viruïenta (63221)

de] virus de 1a Encefaiitis Venezoiana demostraron comportarse en for

ma muy simiïar a estas cepas de] virus Junin en cobayos. Se observó me

nor mortalidad (20%), mayor tiempo de sobrevida, baja viremia y disemi

nación vira] a órganos. asi comomenores daños histo1ógicos y rápida

respuesta de anticuerpos en Ios hamsters inocuiados con 1a cepa atenua
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da. Por el contrario se detectó alta mortalidad (100%), alta viremia

y diseminación viral a órganos y gran daño histológico en los inocula

dos con la cepa patógena (54).

Unode los principales tejidos afectados por la replicación del

virus XJ en el cobayo fue el tejido linfohemopoyético, siendo la repli

cación viral intensa en ganglios, bazo y médula ósea,(51, 52), comoocu

Fre'en el Ser humano. en el que fue posible observar elevadas viremias

y recuperar altos titulos virales de los diversos órganos tomadosde

autopsias. El mecanismode daño celular con esta cepa parecería ser di

recto tanto en el ser humano como en el cobayo (51), aunque como ocurre

con el ratón lactante no han podido ser descartados mecanismos inmuno

patológicos (63, 17).

La cepa MCZ,cuya infección produjo en el cobayo una mortalidad

intennedia entre la cepa patógena y la atenuada mostró un acentuado

neurotropismo ya que fue la ünica de la cual pudieron aislarse altos

titulos de virus en SNC. Coincidentemente se demostró una meningoence

falitis desde el punto de vista histopatológico y la presencia de an

tigeno viral en el citoplasma neuronal. La aparición de las lesiones,

recién cuando el animal ha comenzado su respuesta inmune humoral, plan

tea tambien la posibilidad de la existencia de mecanismos inmunopato

lógicos en la producción de las lesionES (50).

La cepa XJCl3, que produjo la más baja mortalidad en el cobayo.

mostró también lesiones preferentemente en el SNC,pero a diferencia

de lo observado con la cepa MCZ,el aislamiento de virus del encéfalo

fue excepcional y de bajo titulo. Esto coincidió con lo detectado por

métodos inmunohistoquimicos pues se demostró menor nümero de células

con determinantes antigénicos virales.
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En un estudio reaiizado por otros autores en cobayos incuiados

por via intracerebra] con distintas cepas de] virus Junin (las cepas

atenuadas XJC]3 y XJOy 1a cepa patógena XJ) se encontró que todos ios

virus inoculados replican en el cerebro produciendo 1esiones caracte

risticas de una encefalitis vira], de distinta intensidad segun 1a vi

rulencia de 1a cepa: iesiones intensas para XJ y 1eves para XJC13y

XJo (64). Teniendo en cuenta e] variado neurotropismo de 1as cepas u

ti1izadas en este trabajo e inocuiadas por via im, junto con 1a dife

rente repiicación y daño encefáiico producido por ias distintas cepas

cuando se ias inocuia por via ic, todo indica que e] cobayo podria ser

un marcador muysensibïe para detenninar la acción neuropatógena de

cepas dei virus Junin por 10 cua] podria ser utiiizado comosistema

para comprobar 1a mayor o menor neuroviruiencia de las cepas de] virus

candidatas a vacuna.

Estudios hematoiógicos realizados por otros autores en cobayos i

nocuïados con ias cepas XJ o XJC]3 demostraron una intensa 1eucopenia

y plaquetopenia a partir de] dia 6 pi entre ios animaies inocuiados

con XJ que se acentuó hasta 1a muerte de] anima]. Entre Ios inocuiados

con XJC13, 5610 se observó un fugaz descenso de ias piaquetas que re

tornaron rápidamente a ios vaiores nonnaies (53).

Los resuitados expuestos sugieren que e] comportamiento de ias

diferentes cepas de] virus Junin en 1a infección experimentai de] co

bayo podria ser debido a1 tropismo se1ectivo de] virus hacia ios dife

rentes órganos y a 1a capacidad de repiicación “in vivo" de] mismo.

La cepa XJ que repiica eficientemente, produciría una mortaiidad pre

coz por 1a destrucción masiva de Ios tejidos iinfático y hemocitopo

yéticos. Con ias dos cepas atenuadas 1a repiicación vira] fue mucho
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TABLA_yl¿Diferencias en las respuestas de cobayos inocuïados por via

intramuscuiar con 1000 DICTÉ0de virus Junin, cepas XJ, MC9

x XJC]3

XJC13 MC2 XJ

MORTALIDAD 16% 76% 100%

DIA PROMEDIO DE MUERTE 25 21 12

VIREMIA No No Si

ANTICUERPOS Sï Sf No

ALTERACIONES HEMATOLOGICAS No NR Sf

' Virus - +
MEDULAOSEA Antígeno - +

Lesión - ++++

Virus ++ ++ +++
TEJ. LINFATICO Antïgeno ++ -+ ++

Lesión - - ++++

Virus + ++++ —
S. N. C. Antigeno + ++ 

Lesión ++ ++++ _
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menos intensa, más 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 inmunológicamente, hecho faci

litado ademáspor la ausencia de destrucción del tejido linfático.

El mayor tiempo de sobrevida permitiría, por una parte la replica

ción del virus en órganos de dificil acceso comoes el encéfalo y

también posiblemente la aparición de mecanismos inmunológicos, capa

ces de inducir daño histico en presencia del antígeno comopodria

ser el caso de la cepa XJCl3 o MC2,dondese observó la coexistencia

de antígeno en SNCy altos titulos de anticuerpos neutralizantes sé

ricos.

De los estudios virológicos, serológicos, inmunohistoquimicos

e histológicos realizados, se desprende que las dos cepas atenuadas

presentan diferencias.con respecto a la cepa prototipo patógena,

las cuales podrian ser consideradas comoindicadores de la atenua

ción (Tabla VI): la mortalidad es menor y el dia promedio de muerte

es mayor, no hay viremia detectable y la diseminación viral a los

órganos es en general más restringida, siendo los titulos menores.

La presencia de antigeno detectado por inmunofluorescencia es limi

tada y las lesiones histológicas observadas son menosextensas y es

tán presentes en órganos en los que nunca fue observado en cobayos

inoculados con la cepa patógena, como el SNC, hecho que junto con

la replicación viral marca el diferente tropismo tisular de estas

tres cepas del virus Junin.

En relación a la infección de la rata Wistar con virus Junin,
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podemosdecir que estos experimentos permitieron establecer q"e exis

ten marcadas diferencias en la sensibilidad de la rata con respecto

a la edad en el momentode la inoculación 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 comoun nuevo marcador de ate

nuación para cepas del virus Junin. Este nuevo marcador permitirá

contar con un elemento más para ConOCerla estabilidad de la cepas

atenuadas ya existentes asi comopara la clasificación de nuevas ce

pas.

La mortalidad obtenida en ratas inoculadas con las dos cepas

del virus Junin a distintas edades mostró diferencias significativas.

La mortalidad fue muy baja (5%) en animales inoculados a los 2 dias

de edad con la cepa XJ patógena mientras que fue_cercana al 100%en

animales de la misma edad inoculados con la cepa atenuada XJCl3. 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 comparación entre la replicación 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 eta

rio, aün cuando las diferencias en la mortalidad fueron notorias,

por lo cual, la replicación viral en el cerebro no puede ser utili

zada para la diferenciación de cepas en este sistema. La replicación

fue alta para ambas cepas en los animales de 2 y 10 dias de edad.

Cuandola infección se efectuó a los 26 dias de edad la replicación
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de] virus fue baja para cuaïquiera de Ias cepas (55).

Conrespecto a 1a viremia y replicación de ias distintas cepas

en los órganos de 1as ratas inoculadas a distintas edades, se vió

que exceptuando e] SNC, 1a replicación fue baja o nuia en e] resto

de] organismo. Sólo pudieron recuperarse bajos tituios de virus en

ios órganos y sangre de Ios anima1es inocuiados a ios 2 dias de edad

con 1a cepa XJ. .

Los estudios morfológicos e inmunohistoquimicos confirmaron que

existen marcadas diferencias en 1a caiidad de las iesiones en reia

ción a 1a edad de las ratas en e] momentode Ia infección y a 1a ce

pa de virus empieada. La infección con 1a cepa XJC]3 en animaïes de

2 y 10 dias y con 1a cepa XJ en ios de 10 dias produjo una mortaïi

dad de casi 100%, asociada con la aparición de un intenso exudado

inflamatorio con destrucción de amplias zonas de] encéfalo.

Por e] contrario en ias ratas de 2 dias de edad inocuiadas con

XJ no se observaron 1esiones infiamatorias, coincidentemente con u

na sobrevida hasta periodos alejados de 1a infección. En estos ani

maies apareció en cambio una atrofia cerebeiosa que también se obser

vó en 10s escasos sobrevivientes a 1a infección con XJC13. Este he

cho no se observó en Ios animaies de 10 dias de edad. Las ratas de

26 dias no mostraron lesiones.

Estos resultados coinciden con 105 observados cuando se intec

tan ratas Wistar con distintas cepas de] virus LCM:1a cepa CA1317

inocuiada a 1a rata de 4 dias de edad provoca una mortalidad de] 70%

mostrando ios animaïes una moderada patoiogia cerebeiar, mientras

que 1a cepa E350 induce una enfermedad neuroiógica 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 mostró siempre baja mortalidad. En

tre los inoculados a esa edad con altas dosis de la cepa XJCl3(losDICT50),

al contrario de las otras dosis, se obtuvo una baja mortalidad pro

bablemente debido a una interferencia por alta dosis comoya se ha

observado previamente en ratones inoculados con virus Junin (57) y

con virus LCM(60). Cuandose probaron distintas vias de inoculación

se observó que la via intracerebral es la que ofrece mayores diferen

cias en los porcentajes de mortalidad. Por lo tanto para usar este

sistema comomarcador de atenuación de cepas del virus Junin, una

concentración de 103 DICT50de virus por la via ic provee las mayo

res diferencias en la mortalidad.

La utilización de otra cepa atenuada (MCZ),en ratas de 2 dias

de edad inoculadas por via ic dió comoresultado una mortalidad al

ta, semejante a la obtenida con la cepa más atenuada XJCl3. Este he

cho permitió corroborar que este sistema biológico podria ser utili

zado comomarcador de atenuación del virus Junin.

Los resultados obtenidos por la inoculación de hamsters de dis

tintas edades con 2 cepas de distinta virulencia del virus Junin in

dican que este es un animal sensible a la acción del mismo, y que

esta sensibilidad es mayor en los animales de menor edad. A los 2

dias 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 XJCl3 y de 60% para los

hámsters inoculados con XJ. A los 26 dias de edad la mortalidad fue

muy baja o nula según la cepa.

Los altos titulos recuperados del SNCindican una gran replica

ción del virus y la presencia de viremia pennitiria suponer una posi

bilidad de diseminación a otros.órganos. El estudio previo realizado

por otros autores (26), en el que inocularon hamsters de 2 dias de

edad por via intraperitoneal con la cepa patógena indica que el virus

se disemina a todos los órganos a partir de las 48 h post infección,

siendo el cerebro el órgano de mayor replicación.

La susceptibilidad del hámster a enfermarse por acción del virus

Junin disminuye con la edad. Tal comoocurre con el ratón albino,

despúés de la tercera semana de edad el animal es menos sensible a

la acción patógena del vir's, aún cuando se observa replicación vi

ral en el cerebro (57).

Estos resultados nos permiten considerar a este animal comoun

modelo experimental para estudios de la infección por este virus si

bien los resultados obtenidos con las cepas atenuadas y patógenas no

muestran diferencias tales comopara que este sistema sea utilizado

comomarcador de atenuación del virus.

Los experimentos relacionados con la infección de primates del

NuevoMundode la especie Callithrix jacchus con cepas atenuadas y

patógenas del virus Junin. indicaron que la acción patógena es dife

rente para cada una de ellas. La cepa atenuada XJCl3 produjo una in

fección que se manifestó por una viremia elevada pero transitoria,
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presencia de virus en algunos órganos y aparición de anticuerpos neu

tralizantes, sin producir enfermedadevidente 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 órganos,

con diversos signos clinicos hemorrágicos o neurológicos y alteracio

nes hematológicas, que condujeron al animal a la muerte entre los 17

y los 24 dias post infección. Si comparamoslos 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 XJCl3.

2) La viremia fue alta y continua hasta la muerte de los animales

inoculados con XJ. En los monos inoculados con XJCl3 la virenia fue

inferior a la observada en los primates infectados con XJ y desapa

reció a la tercera semanapost infección.

3) La diseminación del virus a los órganos fue generalizada con re

plicación en altos titulos en los animales inoculados con XJ, mien

tras que sólo se aisló virus de bazo, ganglio y médula ósea en el

dia 14 post infección 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 XJCl3.

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

con lesiones diseminadas en diferentes tejidos especialmente cerebro,

pulmón y tejidos hemopoyético y linfático. La cepa XJCl3 en cambio

no produjo lesiones significativas.
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TABLAVII:Diferencias en las respuestas de Calïithrix jacchgs inoculados

gpr vía intramuscular con 2 cepas de] virus Junin (XJ y XJC13)

XJC]3 XJ

MORTALIDAD 0% 100%

Entre 6 y 22 días
VIREMIA post infección

Continua hasta 1a
muerte de los animaïes

- Restringida, Títuïos
DISEMINACION no mayores de
VIRAL A ORGANOS 3,0 109

Generaïizada y en
aïtos títulos

ANTICUERPOS Sí No

ALTERACIONES No si
HISTOPATOLOGICAS

ALTERACIONES No Sí
HEMATOLOGICAS
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6) Entre los monos inoculados con XJ se produjo una severa disminu

ción de los valores de hematies, leucocitos y plaquetas, hecho que

no ocurrió entre animales infectados con XJCl3.

Resultados semejantes se informaron cuando monos rhesus fueron

inoculados con cepas atenuadas y patógenas del virus rubeola: se ob

servó una diseminación generalizada a los órganos, con viremia entre

los inoculados con la cepa patógena y una diseminación viral restrin

gida y sin viremia entre los inoculados con la cepa atenuada (61).

Los resultados expuestos nos penniten afirmar que el Callithrix

Jacchus, ademásde ser un modelo biológico interesante para estudios

de fisiopatologia, tratamiento y prevención de la FHA,puede ser uti

lizado comomarcador de la atenuación de cepas del virus Junin.

Dada su proximidad filogenética con el ser humanoes de desta

car la importancia de esta especie comomarcador de la atenuación o

la virulencia y para el control de la estabilidad de cepas destina

das a la preparación de vacunas asi comode los controles de inocui

dad y potencia de las mismas en los distintos pasos de su preparación.

Coneste fin, uno de los indicadores másprecoces y sensibles lo cons

tituyen las alteraciones hematológicas ya que a los 7 dias post in

fecciónsecúmerva una marcada disminución de los valores de eritro

citos asi comode plaquetas y leucocitos, en los animales inoculados

con la cepa patógena y no en los inoculados con la atenuada.

Por otra parte, la capacidad de la cepa patógena XJ de inducir

replicación viral y daño histológico en cerebro, nos indica que este

animal podria ser utilizado para estudiar la neurovirulencia de las

distintas cepas del virus. Esta prueba, =que es un requisito

indispensable para la aprobación de las vacunas



-79

humanascon virus atenuados por parte de las autoridades sanitarias

de cada pais e internacionales, requiere de la utilización de pri

mates no humanosde sensibilidad conocida a la acción patógena del

virus.

Cuandose comenzóa utilizar la vacuna antipoliomielitica, la

prueba de neurovirulencia en primates fue el criterio de atenuación

de mayorvalor aplicado desde el principio de la utilización de la

vacuna a virus vivo. El uso de esta prueba planteó un gran número de

interrogantes asociados a la forma de realización del test, las vias

de inoculación adecuadas, la dosis. el huésped indicado y la locali

zación e intensidad de las lesiones en el SNC. El mayor problema

presentado para el desarrollo de la vacuna antipoliomielitica fue la

elección de la especie de monoa utilizar. Fueron muchos los que se

probaron y muchoslos susceptibles pero finalmente se utilizaron

Cercopithecus y Macacca (44). En el caso que nos ocupa, si bien es

necesaria la realización de numerosaspruebas, el Callithrix Jacchus

podria ser un buen sistema para probar la capacidad neuropatógena de

las cepas atenuadas del virus Junin dado que este primate es muy sen

sible a la acción del mismo, es económicamenteaccesible, se adapta

al cautiverio, donde se reproduce, y es de fácil manejo.

Los resultados clínicos y de laboratorio, obtenidos con el mar

moset Callithrix Jacchus son perfectamente definidos, tanto para la

cepa patógena prototipo comopara la atenuada. por lo que se podria

considerar a este primate comoun modelo experimental de valor a te

ner en cuenta para la evaluación 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 parámetros que podrian ser utilizados

comomarcadores de atenuación entre cepas de distinta virulencia del

virus Junin en la búsqueda de nuevas cepas atenuadas o en el control

de las ya existentes. Fn resumen, podriamos sugerir los siguientes

modelos experimentales comomarcadores de atenuación del virus Junin:

1) Cobayos inoculados por via intramuscular: se tendrán en cuenta las

diferencias de mortalidad. los niveles de viremia, la replicación y

diseminación viral a los órganos, la respuesta imnune humoral y las

variaciones hematológicas.

2) Ratas Histar de 2 dias de ecad inoculadas por via intracerebral:

se determinarán especificamente las diferencias de mortalidad.

3) Callithrix jacchus adultos inoculados por via intramuscular: se

detectarán las diferencias de mortalidad, los niveles de viremia, las

variaciones hematológicas, la replicación y diseminación viral a los

distintos órganos, la inducción de anticuerpos circulantes o de alte

raciones histológicas.

La propuesta de nuevos marcadores biológicos de atenuación del

virus Junin en estas tres especies animales. es un aporte más para la

mejor caracterización de cepas, pero se hace necesaria la corrobora

ción de estos datos utilizando mayor númerode animales y otras cepas

de virulencia conocida para el hombrea fin de circunscribir y
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especificar en fonna más precisa qué parámetros son los que mejor

definen la virulencia o atenuación de una cepa dada. A priori po

driamosconsiderar,,desde el punto de vista práctico 1a utiïización

de los porcentajes de mortaiidad para Ios tres modeios animaies es

tudiados, y para monosy cobayos también Ios niveïes de viremia y

las alteraciones hematoiógicas.W
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