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. FIEBRE HEMDRRAGICAARGENTINA.

la Fiebre Hemorrágica Argentina (FHA)es una enfermedad infeccig

sa endemoepidémicade etiología viral y circunscripta a la región cen

tral de la República Argentina. El cuadro clinico se caracteriza por

un síndrome febril con alteraciones hematológicas, cardiovasculares,

digestivas, renales y neurológicas. La severidad de la infección pre

senta una amplia variación: la mayoria de los pacientes se recuperan

pero, en algunos casos, la enfermedad sigue un curso fatal.

La primera descripción de la FHAcomouna nueva entidad clinica

se hizo en 1955 comoresultado de las observaciones realizadas en 1a

interpretación de los datos de las epidemias de los años 1953 y 1954

(Arribalzaga, 1955). La etiología viral de esta enfermedadfué estable

cida durante el brote epidémico de 1955 en forma independiente por dos

grupos de investigadores dirigidos por Parodi (1958) y por Pirosky

(1959 a), los cuales aislaron el virus a partir de sangre y órganos de

pacientes internados en el Hospital Regional de la ciudad de Junin,

nombreConel que se designó posteriormente al agente causal.

El aislamiento del virus Junin (VJ) fué posible luego del halla;

go de animales sensibles para su propagación,la demostración de la pre

sencia de anticuerpos especificos contra el virus aislado en los sueros

de individuos convalescientes y la inoculación experimental a volunta

rios humanos(Pirosky y col., 1959 b; Rugiero y col., 1959). De esta

forma se reprodujeron los cuadros clinico y hemorrágico de la enfer

medadnatural, con recuperación del agente etiológico a partir de san

grs y órganos de animales infectados.

La ubicación del VJ dentro de las familias de virus permaneció



incierta aunque debido a un trabajo reportado sobre la presencia de

virus en un artrópodo (Parodi y col., 1959) se lo incluyó temporaria

mente con los arbovirus. Años más tarde, en 1963 se encontró que el

virus Tacaribe, aislado de murciélagos, y el VJ cruzaban por Fijación

de Complemento(FC), por lo que ambos fueron incluidos entre los ar

bovirus aunque no se pudo encontrar un artrópodo vector para el virus

Tacaribe. Cuandoel virus Machupo, agente causal de 1a Fiebre Hemorrá

gica Boliviana fué aislado (Johnson y col., 1965), se comprobóque

estaba serológicamente relacionado a los virus Junin y Tacaribe

(Mackenziey col., 1965). A1 conjunto de estos virus, y a los que se

aislaron en los años siguientes con caracteristicas serológicas sñní

lares, se los agrupó en el ComplejoTacaribe, nombreelegido por ser

éste el primer virus aislado del grupo (Johnson y col., 1973).

A1no encontrarse artrópodos vectores que sirvieran de puente en

tre los roedores (reservorios naturales del grupo) y el hombre, los ig

vestigadores iniciaron observaciones sobre otros aspectos biológicos

de estos virus. Llamó1a atención la similitud en la infección cróni

ca que el virus Machupoestablecía en su huésped natural, el Calgmys

callosus, y la descripta en el Egg musculus por el virus de la Corio

meningitis Linfocitica (LCM)(Johnson, 1967). El virus LCMno compar

tía relaciones serológicas por FCcon el ComplejoTacaribe.

En 1969 se aclararon estas relaciones. Murphyy col. (1969) obn

servaron por microscopía electrónica similitud en las particulas de

los virus LCM,Machupoy Tacaribe, con caracteristicas semejantes a

las descriptas por Lescano y Barría (1969) para el virus Junin. A su
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vez Rowey col. (1970 b) encontraron reacción cruzada por inmunofluo

rescencia indirecta entre sueros del grupo Tacaribe y antígenos del

virus LCM.Ambosaportes, morfológicos y serológicos, sumados a las

caracteristicas fisico-químicas de estos virus descriptas hasta ese

momento,fueron la base para proponer y definir una nueva familia de

virus (Rowey col., 1970 a). Asi fué que en el año 1970 el Comité Ig

ternacional de Taxonomíade Virus instituyó la familia Arenaviridae

que incluye, hasta el presente, los virus que se muestran en el Cua

dro 1.

Unacaracteristica distintiva de esta familia es su morfología.

Los viriones aparecen comoparticulas redondas, ovales o pleomórficas

con un diámetro entre 60 y 350 nm (Murphy y Whitfield, 1975), con prg

' yecciones superficiales de 2 a 10 nmde longitud que sobresalen de una

envoltura.1ipoprotéicay' gránulos internos de 20 nmde diámetro, in

distinguibles morfológica y bioquímicamentede los r bosomascelulares

( Murphyy col., 1970).

Otra propiedad de este grupo de virus es que todos sus integran

tes están relacionados serológicamente en mayor o menor grado, depen

diendo de la técnica y reactivos empleados. Conestos datos se han es

tablecido dos grupos dentro de esta familia: a) los llamados virus del

Viejo Mundo, que comprende al virus LCM,diseminado geográficamente

en todo el mundo, y a los virus del Complejo Lassa, encontrados en Afri

ca y b) los virus del NuevoMundoo Complejo Tacaribe, aislados de dig

t'ntos lugares del Continente Americano. Con excepción del virus [LM

los restantes arenavirus presentan una distribución geográfica lhnitada.

Los arenavirus patógenos para el hombre son: el VJ, el virus Ma



Cuadro 1: Miembrosde la Familia Arenaviridae.

VIRUS LOCALIDAD AÑO+ REFERENCIA

Viejo Mundo.

Coriomeningítis Europa y América 1933 Armstrong and Líllie (1934)

Linfocítíca.

Lassa Africa Occidental. 1970 Frame y col. (1970).

Mopeía Sur de Africa. 1977 Whlff y col. (1977).

Mobola República de Africa 1930 González y col. (1983).
Central.

Nuevo Mundo.

Tacaribe Trinidad. 1956 Downsy col. (1963).

Junín Argentina. 1957 Parodi y col.(1958).

Machupo Bolivia. 1962 Johnson y col.(1966).

Tamiamí Florida, Estados 1963 Calisher y col. (1970).
Unidos.

Amaparí Amapa, Brasil. 1964 Pínheiro y col. (1966)

Paraná Paraguay. 1965 Webby col. (1970).

Latino Bolivia. 1965 Webby col. (1973).

Píchinde Colombia. 1970 Trapido y San Martín(1971)

Flexal Para, Brasil. 1975 Pinheíro y col. (1977)

+ Añode aislamiento.
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chupo, agente de la Fiebre Hemorrágica Boliviana (Johnson y col.,1965)

que produce una enfermedad clínica semejante a la FHA,el virus Lassa

(Buckley y Casals, 1970) aislado en Nigeria en 1969, agente de una se

vera enfermedad febril con alta tasa de mortalidad, y el virus LCM

que produce generalmente infecciones leves o inaparentes (Rivers y Scott,

1935).

El área endemoepidémicade la FHAes, en la actualidad, el noro

este de la provincia de BuenosAires, este de La Pampay sur de las

provincias de Córdoba y Santa Fé. Son aproxünadamente 1.000.000 sz

donde residen más de f.500.000 personas expuestas a esta enfermedad

Uleissenbacher y col., 1987).

El VJ tiene su reservorio natural en los cricétidos que habitan

en la zona endémica, principalmente las especies Cala_nxsmsculinls,

Calggys lggghg_y ¿ggggguggggag,El virus establece en ellos una infeg

ción persistente con viremia, viruria y replicación en glándulas sali

vales (Sabattini y col., 1977). la eliminación de virus por orina y

saliva, comprobadanatural y experimentalmenteen MES msculinus

(Martinez Peralta y.co1., 1979 a; Martinez Peralta y col., 1979 b;

Lampuri y col., 1982), sería 1a causa de 1a contaminación de los pastos

y del aire con los que está en contacto el trabajador rural} Los anima

les infectados al ser arrollados por los tractores producenaerosoles

cargados de particulas virales. El trabajo manualde la cosecha de maíz

y el alto grado de contaminación del peón del campo, le han dado a esta

enfermedad el nombre de "Mal de los rastrojos", sinónimo de FHA.

La via de entrada del VJ al ser humanosería entonces cutáneo

mucosa, por escoriaciones de 1a piel o a través de las mucosas conjug

)3"131-31? Ai..-



tival, bucal y nasal. Estas vias fueron comprobadasen infecciones ag

cidentales de laboratorio (Weissenbachery col., 1976; Weissenbecher

y col., 1978) y por infecciones experimentales en animales (Samoilovich

y col., 1983).

La FHAno siempre cursa con una manifestación clinica evidente;

estudios clinico-serológicos reríizados en áreas endémicasdemostraron

que el 30%de las muestras de suero con indices de neutralización sig

nificativos antiJunin correspondieron a individuos que no presentaron

ninguna manifestación clínica asociada con la FHA(Weissenbacher y col.

1983).Unasituación similar se encontró entre el personal de los labo

ratorios de alto riesgo que emplean este agente, el 20%de las muestras

con serología positiva se asociaron a infecciones inaparentes (Weissen

bacher y col., 1980).

Entre las causas que podrian deüïmünr que algunas infecciones

cursen en forma inaparente y otras se manifiesten clínicamente se pue

den mencionar: el estado del huésped, la vía de infección,la cantidad

de virus que ha penetrado y 1a virulencia del mismo.

. CARACTERISTICAS DEL VIRUS JUNIN.

El genomadel virus Junín está constituido por ácido ribonuclei

co,lo que se determinó en forma indirecta al hacer multiplicar al mis

moen presencia de deoxiuridinas halogenadas o arabinócido de citocina,

drogas que inhiben 1a sintesis de ADN(Coto y Vombergar, 1969). Este

ácido nucleíco fué completamente degradado por ribonucleasas lo que

indicó su estructura de cadena simple (Rawls y Buchmeier, 1975).Por

electroforesis en geles de poliacrilamida del ARNaislado de virus pg

"5‘ .N. ‘. JW"- . ._' "uvprv‘ws- .- .¿\- - ._ l..\,. _‘ ‘ 'sv És"l.;31'l’3.\'.uww.i>.¿{Er-Ef“-‘ÍÏÍ'J-E!‘FNHVV-¿.-.--u.mv.- .



ro se encontraron cuatro especies moleculares predominantes con coefi

cientes de sedimentación de: 33, 28, 25 y 18 S (Añon y col., 1976).Mg

diante el estudio de la acción de inhibidores metabólicos se demostró

que los ARNde 28 y 18 S son de origen ribosomal, por lo que se asume

que solamente los ARNde 33 y 25 S son virus especificos, es decir res

ponsables de codificar para sus proteinas (Rawls y Buchmeier, 1975).

El análisis de las proteínas estructurales obtenidas de VJpuri

ficado y tratado con detergentes (De Mitri y Martinez Segovia,1985)

revelan 1a presencia de tres proteinas principales: NP(64.000D) aso

ciada a la nucleocápside y responsable de 1a reactividad cruzada entre

los miembros del Complejo Tacaribe (Buchmeier y Oldstone, 1978) y dos

glicoproteinas G1 (51.0000 D) y G2 (38.000 D). GQ es una glicopro

teina de envoltura facilmente extraible por detergentes (Martinez Se

govia y DeMitri, 1977), involucrada en la neutralización de la infeg

tividad (Cresta y col., 1980). Sobre G1 hay poco conocimiento de su

localización y funciones y no aparece regularmente en las corridas

realizadas en geles (De Mitri y Martínez Segovia, 1985). Algunos in

vestigadores encuentran ademásotras proteinas que serían agregados o

productos de ruptura de las tres especies principales (Martinez Sego

via y De Mitri, 1977). Asimismo, se han reportado diferencias en los

PMde las dos glicoproteinas (Grau y col., 1981). Estas podrían deber

se a variaciones en el tiempo de cosecha del virus, marcadode las

proteinas y procedimientos de purificación.

Los extractos de células infectadas con VJ e inmunoprecipitadas

con sueros hiperinmunes revelan, ademásde las proteinas ya citadas,

la presencia de un precursor glicosiladozGPC (72.000 D) que a veces



tambiénaparece al correr virus purificado y tratado con detergente

comosi no se clivara completamente después de la brotación (De Mitri

y Martinez Segovia, 1982).

La simetría de la nucleocápside,constituída por el genomaviral

y proteinas estructurales, es desconocida en el VJ pero se ha descrip

to para otros arenavirus. El empaquetamiento del genomadel virus LLM

está organizado en forma de dos nucleocápsides helicoidales que forman

circulos cerrados de longitud variable (Ybungy Howard, 1983), en los

que se comprueba la asociación intima de la proteina NPal ARN.Una de

las glicoproteínas estaria unida a la nucleocápside (Bruns y Lehmann

Grube, 1983), así comotambién se encontraría asociada a ellas la hi

potética polimerasa (200.000 D ) de dificil visualización en corridas

electroforéticas de virus puro y de extractos de células infectadas

(Harnish y col., 1981).

Se ha detectado actividad de ARNpolimerasa asociada a prepara

ciones de VJ purificada (Mersich y col., 1976), lo que permitió supo

ner que el genomaviral era de polaridad negativa, siendo transcripto

por la enzima para sintetizar el mARN.Sin embargo, la actividad espe

cifíca de la enzima era extremadamente baja comopara permitir una

mejor caracterización de la núsma.

Recientemente se iniciaron estudios para conocer la forma de egg

presión de 1a información genética del VJ (Ghiringhelli y col., 1987).

Estudios previos realizados con el virus Pichinde han demostra

do, por el análisis de oligonucleótidos, hibridización de ácidos nu

cleicoa y análisis de reasortantes, que las especies de 33 S (L) y 25

S (S) tienen secuencias únicas. El S ARNcodifica para la proteina NP



y para el precursor de las glicoproteinas (CPC)y el segmento L lo ha

ria para 1a transcriptasa del virión (Harnish y col., 1983).

El análisis secuencial del ARNdemostró que los primeros 19 nu

cléotidos de los extremos 3' de ambos ARNson conservados para los vi

rus Pichinde, LCMy Tacaribe (Auperin y col., 1982). El análisis de

clones de cADN,ha demostrado que la proteina NPes codificada por la

cadena viral complementaria correspondiente al extremo 3' del S ARN

(Auperin y col., 1984 a).

Una vez finalizada la secuenciación del S ARNdel virus Pichinde

(Auperin y col., 1984 b), se pudo conocer que el segundo producto de

ese gen (CPC) es codificado por una cadena subgenómica de mARNque no

se superpone con la secuencia que codifica para la proteina NP.Asimig

mo, la región intergénica tfiïe una organización estructural particular,

que estaría involucrada en la terminación de la transcripción.

El análisis de la secuencia nucleotídica del S ARNdel virus TQ

caribe confirmó que ese segmento de ARNes también de doble polaridad

(Franze-Fernández y col., 1987).

Por metodologías semejantes se obtuvo la secuencia del extremo

3' del S ARNdel VJ hasta el nucleótido 1899 (Ghiringhelli y col.,

1988). El gen de la proteínarü’iniciaria su transcripción en la posi

ción 84-85 finalizando en los nucleótidos 1775-1777. Los 564 aminoá

cidos que forman la proteínalü’del VJ comparten un 77%de similitud

con el producto del gen homólogodel virus Tacaribe. A su vez, los

53 nUCleótidos del extremo 3' del S ARNde ambos virus son idénticos;,

lo que confirma, al nivel molecular, las observaciones anteriores de

1a gran reactividad cruzada entre ambosvirus (Damontey col., 1983).
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Unacaracteristica distintiva del VJ seria la estructura de do

ble horquilla encontrada al finalizar 1a lectura del gen NP(Ghiringhelli

y col., 1987).

Usandoanticuerpos monoclonales específicos para la nucleoproteí

na y las glicoproteinas del virus LCMse pudo demostrar que 1a estra

tegia de replicación de este virus sería semejantea la utilizada por

los arenavirus del NuevoMundo(Riviere y col., 1985 a).

Por lo tanto todos los miembrosde la familia Arenaviridae estu

diados presentan un S ARNde doble polaridad.

CEPAS DE VIRUS JUNIN.

La comprobación de que en el ciclo de transmisión de la FHAes

taban involucrados los cricétidos llevó a la obtención de muestras pg

sitivas a partir de estos animales. Estas, junto con las muestras aig

ladas de sangre y vísceras de pacientes, constituyen los aislamientos

de campode VJ. Algunos de estos aislamientos fueron replicados in vi

vo y/o in vitro y caracterizados biológicamente constituyendo las ce

pas de VJ.

Entre las cepas definidas del VJ podemosnombrar a XJ (cepa prg

totipo de VJ (Parodi y col., 1958), RC (Boxaca, 1977) y Gar (Berria,

1977) aisladas de casos humanos y a PR5 (usada durante mucho tiempo

para obtener antígeno fijador de complemento)(Mettler y col., 1961)

y MC2( Berria y col., 1967) obtenidas de cricétidos. La mayoría de

ellas fueron altamente patógenas para animales de laboratorio (ratones,

cobayos, ratas y hamsters) y para humanos, lo cual causó serios acci

dentes entre los laboratoristas que manipulabanlas muestras (Teyssie

y co1.,1971).
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La cepa XJ fué la más utilizada durante los primeros años para

estudiar al VJ. Esta cepa fué sucesivamente pasada en plasma de cobayo

y/o cerebro de ratón lactante conservando generalmente sus propiedades

patógenas originales. Solo se pudoaislar de ella variantes ateruadas

en algunos pasajes, tal fué el caso de XJo (Guerrero y Boxaca, 1980)

y XJ44 (Kenyony col., 1985). En otros casos se obtuvieron variantes

atenuadas luego de clonar la cepa XJen sistemas celulares: la cepa

XJC13 es una subpcblación aislada en la línea celular heteroploide

MA-111;(Guerrero y col., 1969) y Candid # 1 en la linea diploide FRhL

(Barrera Oro y Eddy, 1982).

los estudios decaracterizacióntúológica y bioquímicadel VJ se

realizaron principalmente con las cepas XJ, XJCl3 y MCZ.En algunos

casos se utilizaron cepas con tajo númerode pasajes in vivo para evi

tar alguna variación en las propiedades originales de las mismaso con

taminaciones con otros agentes comoel virus LEMo micOplasmas (lasca

no , 1977).

En los últimos años se han aislado mutantes ternmsensibles (ts)

de la cepa XJCl3a partir de una población viral crecida en presencia

de 5-fluorouracilo (Ceriatti y col., 1983). Dichasvariantes multipli

can normalmente a la temperatura permisiva (379G) pero no así a la

temperatura restrictiva (409G); una de ellas, el Cl67 tiene también

umamarcada atenuación para el ratón lactante y se comporta comomutag

te de rango de huésped (Scolaro y col., 1988).

Al mismotianpo, se han obtenido variantes serológicas (caracte

rizadas por cinética de neutralización) a partir de Salggys mggggliggg

infectados con la cepa XJC13, tanto durante el período agudo de la en

fermedad comoen el estado persistente (Alché y Coto, en prensa).

Wim-mww'mm -. e ,n, .-.
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I. PATOGENICIDAD EN ANIMALES.

El VJ es capaz de infectar a una amplia variedad de huéspedes

experimentales: ratones, cobayos, hamsters, ratas y primates (Weisseg

bacher y Damonte, 1983), variando su grado de virulencia en función

de una serie de factores que dependen tanto del animal comodel virus.

Los animales más usados para el estudio del VJ han sido los co

bayos adultos y los ratones lactantes. El virus produce en el cobayo

una enfermedad hanorrágica semejante, en algunos aspectos, a la que

se observa en humanos (Guerrero y col., 1977). Este animal es muyseg

sible a la acción de las cepas del VJ de distinta virulencia y la mor

talidad en el mismoha sido usada para diferenciar cepas patógenas y

atenuadas desde 1968 (Avila y col., 1979).

La infección de ratones hasta los 10 dias de edad produce un cu;

dro tipico de encefalitís con temblores, lateralización de la marcha,

convulsiones, parálisis del tren posterior y muerte antes de la tercer

senana de infección en el 95-1001 de los casos (Weissenbacher y col.,

1975), interviniendo en la fisiopatología de la enfermedad fenómenos

de hipersensibilidad retardada (Taratuto y col., 1973). La infección

experimental del ratón, al contrario de lo que ocurre en el cobayo,es

independiente de la virulencia de la cepa de VJ utilizada (Boxaca,1977).

Sin embargo, en el caso del C167, su comportamiento particular deter

mina que la enfermedadno siga los patrones habituales(Scolaro y col.,1977).

Desde los 10 dias de edad y hasta los 15 se observa en estos a

nimales un comportamientodiferente al infectarlos por vía intracere

bral (i.c.). Trabajos previos realizados en nuestro laboratorio demos

traron una exacerbación de la respuesta a la infección por VJ en ani
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males de 10 días de edad, con signos de enfermedad menos evidentes y

muertes más tempranas (Coto y León, 1978). En ratones de 11 días, o

tros estudios indicaron que la patogenicidad del VJ en este animal es

taba influenciada por el huésped en el cual se había replicado al vi

rus, pero era independiente de 1a cepa de VJ utilizada. Los stocks

preparados en cerebro de ratón fueron 100 veces más virulentos que los

obtenidos en cultivos de líneas celulares, mientras que si se utiliza

ban cultivos primarios de embriónde ratón o de crícétidos se encontra

ba una respuesta intermedia (Candurra y Coto, 1986). Estos resultados

sugerirían que en ratones infectados a los 11 días de edad hay un re

conocimiento de un antígeno tisular homólogoque aumentaría 1a virulen

cia del VJ en este huésped.

Por el contrario,otros investigadores demostraronque los ratones

infectados a los 11 y 14 días permitían caracterizar a las cepas del

VJ. los animales de 11 días fueron propuestos comomarcadores de viru

lencia entre cepas atenuadas ( Contigiani y Sabattini, 1983) y los de

14 días fueron utilizados para diferenciar entre cepas patógenas y a

tenuadas (Contigiani_y Sabattini, 1977).

A partir de los 15 días de edad la susceptibilidad de este hués

ped al VJ disminuye considerablemente, llegando a índices muybajos o

nulos después del mes de vida (Weissenbacher y col., 1975).

Sin embargo, una reciente investigación demostró que la cepa XJ

es capaz de infectar a ratones adultos de la cepa C3H/HeJinoculados

por vía i.c. (Campetella y col., 1987). Estos animales murieron en un

80-90%con signos neurológicos e histopatología semejante a la descrip

ta en el ratón lactante. La cepa XJCl3no produjo morbimortalidad en
ellos.



14.

Futuros estudios serán necesarios para establecer si la cepa

C3H/HeJes la única que presenta un comportamiento atípico, y a su vez,

encontrar 1a diferencia genética de la misma, lo que aportará nuevos

datos para esclarecer la interacción del VJ con este huésped.

A1analizar la bibliografía existente sobre las infecciones ex

perimentales por distintas cepas de VJ en diversos huéspedes se encog

tró que la evolución de la infección, en la mayoría de los casos, de

pendía de la cepa viral utilizada.

La cepa XJ se emplea comocepa patógena de referencia en los es

tudios experimentales sobre 1a FHA.

En el cobayo, esta cepa produce un 100%de mortalidad entre los

días 11 y 14 post-infección (p.i.) por vía intramuscular (i.m.). La

infección es tambiénefectiva por otras vias: subcutánea, intranasal,

intracerebral u oral (Boxacay col., 1961).

El cuadro clinico se caracteriza por fiebre, disminución de peso

y un descenso marcado de 1a temperatura durante las 24 hs previas a la

muerte,con escasa excreción de virus por orina y saliva (Guerrero y

col., 1977). La autopsia presenta lesiones hemorrágicas en tejido sub

cutáneo, intestinos, suprarenales y ganglios. El virus puede aislarse

de la mayoría de los órganos pero no del sistema nervioso central (SNC),

con viremia temprana que persiste hasta la muerte de los animales. Eh

tejido linfático 1a replicación ocurre en macrófagosy en células den

dríticas (Laguens y col., 1983 b). Se producen alteraciones hematoló

gicas, con marcada plaquetopenia y leucopenia, deficiencias en el prg

ceso de coagulación (Molinas y col., 1978) y disminución de proteínas

totales e inmunoglobulinas (Budzko, 1965).



Esta cepa también induce una inmunosupresión hacia antígenos no

relacionados (Parodi y col., 1967) y hacia el mismovirus, pues no se

detectan anticuerpos específicos durante el transcurso de la enferme

dad (Carballal y col., 1981 a). Se observa un menor númerode linfo

citos T en bazo, ganglio y sangre periférica, pero no se alteran los

linfocitos B (Carballal y col., 19811b).

Las lesiones histológicas que se encuentran en los órganos afeg

tados se correlacionan con el antígeno viral detectado por innunoflug

'rescencia y los aislamientos positivos, lo que sugeriria un daño direg

to del Virus sobre el tejido (Carballal y col., 1981a).

La infección experimental con la cepa XJ de la-rata es dependían

te de la edad de las mismasy de la via de inoculación. Ebta cepa ino

culada por vía i.c. en ratas Wistar de 2 dias de edad produce una en

fermedadneurológica leve, caracterizada por temblor generalizado e

hiperexcitabilidad. Los síntanas aparecen a los 7 dias p.i. y duran una

semana. La mortalidad es siempre menor al 15%. Los animales que ssbre

viven fueron estudiados hasta los 180 dias p.i. mostrando un descenso

significativo del crecimiento y disminución de peso (Laguensy col.,

1983 a). Si se infectan ratas de mayor edad la mortalidad se incremen

ta llegando al 95%a los 10 días, con una enfermedad semejante a la

descripta en la infección a los 2 días de edad, pero más severa. Ani

males mayores de 26 días no se enferman.

Los estudios histológicos de los animales enfennos muestran le

siones cerebrales a partir del dia 29 p.i. siendo éstas más severas en

animales infectados a los 10 dias de edad, llegando a abarcar grandes

áreas necróticas a los 14 días p.i. previos a la muerte. E1 virus re

W‘flflnwvw"uv«-vr-w .-..__._.



plica en cerebro con altos titulos, mientras que en el resto de los

órganos y en sangre se alcanzan niveles muchomenores (Avila y col.,

1981).

En los animales que sobreviven al ser inoculados a los 2 dias

de edad se pudo aislar virus sólo por cocultivo de encéfalo con célu

las Vero. En ellos se encontraron altos titulos de anticuerpos neutra

lizantes, lo que indicaria el desarrollo de una infección crónica no

tolerante en este modelo. Se ha postulado que las células blanco cerg

belosas se encontrarian en un estado no diferenciado en el momentode

la infección, lo que dirigiria el curso de la enfermedadhacia la fo;

ma crónica (Laguens y col., 1983 a).

Si la infección se realiza por vía intraperitoneal (i.p ) en ra

tas de 2 dias de edad, se observa una enfermedad neurológica activa

con mortalidad acrecentada hasta índices del 85%(Blejer y col., 1983).

La mayorneuropatogenicidad de la cepa XJ por esta via estaria dada por

una mayor capacidad de replicación en bazo e higado, y con una virenia

prolongada que facilitaria el acceso al SNC.Los infiltrados mononuclea

res meningeosdemostrados por anatomia patológica en este sistema, e.

tarían indicando que la encefalitis mortal que se desarrolla se deberia

a un mecanismode hipersensibilidad retardada.

La inoculación de la cepa XJ en primates del Nuevo Mundodió en

fermedadclinica sólo en 92292gg (Carballal y col., 1983) y en galli

thgig jacchus (Avila, 1983).

Eh el ggygg se presenta una enfermedad leve con leucopenia, pla

quetopenia y viremia transitoria seguida por la aparición de anticuerpos.

Algunos animales presentan un cuadro neurológico (Carballal y col., 1983).



Otros investigadores no coinciden con estos resultados (McKee y col.,

1985).

En Callithrix, por el contrario, 1a cepa XJ induce por via i.m.

una enfermedad mortal con sintomatología hemorrágica y/o neurológica,

con amplía diseminación de virus en tejido nervioso y hematopoyético

y con viremias después de la primer semana p.i.. Los órganos más afeg

tados fueron el cerebro, pulmón, higado, tejido linfático y médulaó

sea, con lesiones semejantes a las encontradas en enfermos hunanos

(Avila, 1983).

La cepa XJC13fué originada por clonado en células MA-111(linea

heteroploide de riñón de conejo) en elklaboratorio de Virología Tropi

cal del NIH (Bethesda Md. USA). A ese país se remitió el 29 pasaje por

plasma de cobayo y 119 pasaje por cerebro de ratón (Clel) de la cepa

XJ; alli sufrió algunos pasajes no bien definidos antes de ser clonada

(Guerrero y Boxaca, 1980). En 1966 se iniciaron los estudios con esta

cepa, que resultó atenuada para cobayo pero semejante a XJ en otros

huéspedes y cultivos celulares (Guerrero y col., 1969).

La inoculación de esta cepa en cobayos por via i.m. provoca una

enÉermedad leve en el 80%de los casos y una mortalidad aproximada del

16%entre los dias 22-26 p.i.. Los animales que mueren tienen pocas lg

siones macroscópícasvisibles. El aislamiento viral es sólo posible en

bazo, ganglios, pulmón, páncreas y glándulas salivales. En animales a

gónicos y en todos los muertos se observan lesiones encefálicas (Avila

y col., 1981).

Nose observó inhibición de las respuestas inmunológicas a dife

rencia de lo que ocurre con 1a cepa XJ. Todos los animales que sobre

viven a la infección presenten anticuerpos neutralizantes a partir del



dia 13 p.i. que los protegen frente al desafio con la cepa patógena

(Blejer y col., 1981). Unalto porcentaje de cobayos inoculados por es

ta vía establecen una infección persistente (Malumbresy col., 1984).

La replicación más tardía de esta cepa y su acceso a encéfalo

en el momentoen que ya ha comenzado la respuesta inmunológica al a

gente, permiten incluir en este modelo mecanismosinmunopatológicos de

daño hístico (Avila y col., 1981).

La inoculación de cobayos por vía i.c. produce una enfermedad más

grave (Boxaca y col., 1982).

Las ratas de 2-10 días de edad inoculadas con la cepa XJCl3 por

vía i.c. presentan mortalidad en un 95%.En ellas se detecta multipli

cación viral en cerebro desde el 39 día p.i., alcanzando picos máximos

entre el 69 y 109. La mortalidad dada por esta cepa esta asociada con

la aparición de un intenso exudadoinflamatorio, con destrucción de

una amplia zona del encéfalo. los animales que sobreviven a 1a infec

ción presentan atrofia neuronal sin infiltración inflamatoria (Jacobson

y Pfau, 1980). El tratamiento con suero antitimocito disminuye la mor

talidad en ratas infectadas a los 2 dias de edad, indicando que la en

cefalitis tendría un orígen inmun0patológico (Weissenbacher y Damonte,

1983).

El porcentaje de aortalidad disminuye en animales infectados a

mayores edades, siendo muybajo después de los 26 días. Los animales

que sobreviven desarrollan anticuerpos.

Por vía i.p. esta cepa llega sólo a un 15%de mortalidad en ani

males de 2 dias de edad, siendo luego resistentes a la infección viral.

Los animales que mueren desarrollan una enfermedad neurológica aguda

(Nejamkis y col., 1982).

Los estudios en primates con la cepa XJC13se realizaron en data
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lle en Callithrix jacchus. La inoculación de 1.000 DL50por via i.m.

no causó mortalidad. La diseminación del virus a los órganos fué baja,

obteniéndose titulos menores a 1.000 DICTSO/mlsólo en ganglios, médu

la ósea, pulmóny bazo, con viremias entre los 6 y 22 dias p.i. No se

observaron alteraciones histológicas ni hematológicas. Los anticuerpos

neutralizantes aparecen al dia 18 p.i. y se mantienen por lo menosdu

rante los 150 dias en que se observaron a estos animales (Avila, 1983).

Conesta cepa se desarrolló un modeloexperimental por inocula

ción por via i.p. en Calggys musculinus. El 50%de los animales inocu

lados hasta el 79 dia de edad mueren con un cuadro encefálico semejan

te al producido en el ratón blanco. Los sobrevivientes desarrollan una

enfermedadcrónica donde la participación de variantes serológicas y/o

mutantes termosensibles (ts) podrían ser uno de los motivos que defini

rian el curso de la enfermedad (Lampuri, 1984; Alché y Cbto, 1986).

La sólida protección hacia la cepa XJ que es otorgada a cobayos

por la cepa XJCl3cuando esta última es inoculada por via i.m. hizo

pensar en su posible uso comovacuna atenuada. Asi fué como entre los

años 1968 y 1971 se vacunaron 636 voluntarios. En ellos XJCl3 indujo

sólo una infección subclinica o una forma abortiva, con desarrollo de

anticuerpos neutralizantes en el 96%de los casos (Parodi y col., 1970).

Estos anticuerpos se mantuvieron por periodos de 7 a 9 años en el 90%

de los casos estudiados ( Rugiero y col., 1981).

los motivos más importantes para interumpir el uso de la cepa

XJC13comovacuna humana tiran que dicha cepa se clonó en células heterg

ploides, la obtención de la vacuna en cerebro de ratón lactante y 1a

neurovirulencia de la mismapara cobayos y Cebus gp. inoculados por via
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i.c. (Weissenbacher y Damonte, 1983).

La cepa MC2fué aislada de vísceras de un cricétido del género

Calgmys en 1964, en la localidad de Mones Cazón (Provincia de Buenos

Aires) (Berria y col., 1967). Inoculada por vía i.m. ocasiona en co

bayos una mortalidad del 75 al 80%. Los animales tienen disminución

de peso a partir de la 29 semanay se recuperan alrededor de la 49

semana. A los 21 dias p.i. se aísla virus del bazo, adrenal, riñón

y cerebro, pero raramente en sangre y otros órganos. Esta cepa mues

tra un marcado neurotropismo con altos títulos de virus en SNC,coin

cidente con una meningoencefalitis. A partir del dia 21 p.i. se deteg

tan anticuerpos neutralizantes que aumentan, llegando a indices altos,

hasta los 65 dias p.i. (Avila y col., 1981).

La aparición tardía de lesiones encefálicas, cuando 1a respues

ta inmunedel animal ya ha comenzado, sugiere la existencia de meca

nismos inmunopatológicos en la producción del daño tisular.

En ratas de 2 dias de edad inoculadas con esta cepa por via i.c.

se observó un comportamiento semejante a1 producido con la cepa XJCl3

(Avila, 1983).

fi Nose realizaron estudios detallados de infecciones con la cepa

MC2en otros huéspedes.

La cepa XJoderiva de un pasaje anterior al clonado en células

MA-111de la cepa XJ. En un momento se sospecho que la atenuación de

la cepa XJCl3 no se debía a una selección de una subpoblación obtenida

por clonado en la línea heteroploide de conejo, sino a una selección

natural previa. Por ese motivo, un grupo de investigadores de la Cá

tedra de Microbiologia de la Facultad de Medicina (UBA)inició los
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estudios para revelar esa incógnita con un pasaje anterior al clonado

de la cepa XJ , remitido a Bs. As. en el pasaje CZR16(Guerrero y

Boxaca, 1980).

La cepa XJO se inició en el pasaje C2R19.

Cuandofué inoculada por vía i.m. en cobayo, esta cepa mostró un

comportamiento similar a la cepa XJC13.El porcentaje de mortalidad

provocada por ambas fué practicamente el mismo,al igual que la distri

bución de las muertes en el tiempo. Estas semejanzas se extendieron a

la recuperación de virus de los órganos de animales muertos, a la anti

genicidad y a la capacidad protectora (Boxacay col., 1981).

La virulencia de esta cepa en elscobayo se ve incrementada cuando

se utiliza la vía i.c. o í.p. (Boxacay col., 1980).

Se realizaron clonados de la cepa XJOpara seleccionar poblacio

nes virales que produjeran una respuesta biológica homogénea,principal

mente en su capacidad protectora y grado de atenuación en células di

ploídes MRC-S,las cuales son un sustrato aceptable para la replicación

de cepas Candidatas a vacunas pia uso humano(Haber y col., 1985).

I La cepa Candid #.l fué derivada del pasaje 44 de la cepa proto

tipo XJ en cerebro de ratón lactante (Kenyony col., 1985). Ha sido

clonada y pasada 18 veces en la linea diploidea FRhL(pulmón fetal de

monoRhasus) (Barrera Oro.y Eddy, 1982).

Estudios realizados en ratones, cricétidOS, cobayos y monosrhe

sus demostraron su baja o nula neurovirulencia y neuroinvasividad. Al

miamo tiempo se evaluó su potencial inmunogénico en monos y cobayos

por medición de la respuesta humoral y celular inducida en ellos (Ba

rrera Oro y Eddy, 1982). Los resultados satisfactorios obtenidos en
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esas pruebas, su atenuación estable a través de pasajes in vivo e in

vitro (Peters y col., 1987) y el haber satisfecho todos los-requeri

mientos preclinicos de seguridad de la Administración de Drogas y Ne

dicamentos de Estados Unidos, incluyendo la inoculación i.c. en monos

(Barrera Oro y col., 1986), permitió iniciar los ensayos en volunta

rios humanos.

La evolución clinica de los primeros vacunados mostró un nivel

bajo de efectos colaterales y una mejor eficacia al aplicarse por vía

i.m. (MacDonald y col., 1986). Los 66 voluntarios estudiados dieron

respuesta humoral por varias técnicas: 94%fueron seropositivos por

ELISA,85%por neutralización (técnica\de reducción de placas) y el

36%por inmunofluorescencia. La inmunidad celular fué medida por el en

sayo de transformación de linfocitos; en este caso, el 98%de los va

cunados respondieron positivamente (Kenyony col., 1988).

Los resultados obtenidos hasta el momentosugieren que esta cepa

es aceptable comoantígeno vacunal contra la FHA.Asimismolos estudios

realizados en monosrhesus de protección cruzada con el virus Machupo

sugieren la posibilidad de poder utilizar a Candid #1 comovacuna con

tra el agente etiológico de la Fiebre HemorrágicaBoliviana (Barrera

Oro y col., 1988).

Hasta el presente, 1a mortalidad del cobayo adulto es el marcador

de virulencia más adecuadü para clasificar a las cepas de VJ. Si bien

los primates han dado resultados más exactos a1 reproducir 1a enferme

dad clinica que el VJ ocasiona en humanos (Kenyony col., 1986), su

uso es accesible sólo a algunos laboratorios.

De acuerdo a la mortalidad que provocan en el cobayo, las cepas
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descriptas hasta el momentoen este trabajo, se pueden clasificar como:

XJ, altamente patógena; MCZ,de patogenicidad intermedia y XJC13, XJO

y Candid # 1, atenuadas.

II. MULTIPLICACION EN CULTIVOS CELULARES.

E1 virus Junin multiplica en una amplia variedad de cultivos pri

marios y células de lineas continuas. En la mayoria de ellos no produce

un efecto citopático aparente (Berria, 1977) aunque en otros, cano cé

lulas HeLa (Mettler y col., 1961), Vero (Boxaca y Savy, 1972) y MRC-S

(Guerrero y col., 1982)¡su acción citopatogénica (ACP)es evidente. La

infección se caracteriza por un period; inicial agudo seguido por una

etapa persistente (Damonte,1978). Estos estudios se hicieron con las

cepas XJ, XJCl3 y MC2principalmente y pocos de ellos fueron realiza

dos en forma comparativa.

En la búsquedade caracteristicas de las cepas de VJ distintas

de la patogenicidad, en 1970 se encontraron diferencias, en 1a linea

Vero, en el tipo de placas producidas bajo agar por las cepas XJ y

XJCIB. Se concluyó que las placas originadas por la cepa XJ eran más

grandes que las producidas por la cepa XJCl3 (Coto y col., 1970). En

el mismotrabajo se destacó una diferencia en la producción de ACPen

tre las mismas cepas cuando se las cultivaba en presencia de 5%de C02.

La cepa XJCI3 no produjo ACPen estas condiciones, mientras que sí lo
hiso XJ.

Eh 1977 se estudió, en cultivos de la linea L-929, la relación

entre la capacidad inductora de interferón y la patogenicidad del VJ.

la cepa XJ no índujo interferón, “CZ fué de acción moderada y la cepa
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XJCl3alcanzó niveles más altos (Teyssie y col., 1977).

Los resultados encontrados por estos dos grupos de investigado

res (Coto y col., 1970) (Teyssie y col., 1977) no han podido reprodur

cirse luego en otros laboratorios. Distintos factores de las células

huésped y de los stocks de virus utilizados contribuyen a obtener di

ferentes conclusiones.

Entre las variaciones atribuibles a las células podemoscitar las

diferencias nutricionales, morfológicasy metabólicas entre iguales lí

neas mantenidas en distintas condiciones de cultivo, asi comoel estado

metabólico de las mismasal iniciar y mantener una infección viral

(Avila y Cbto. 1978; Candurra y Damonte, 1985). Al mismo tiempo, las

diferencias en las historias de pasajes de los stocks de las cepas uti

lizadas contribuyen modificando no sólo la ACPen la etapa aguda sino

también deternúna distintas caracteristicas en el estado persistente

(Help y col., 1976). Es de mencionar, como uno de los parámetros más

importantes, el porcentaje de particulas interferentes presentes en el

inóculo viral (D'Aiutolo y Coto, 1986).

Por estas razones es que, hasta el momento,no se han podido en

contrar marcadores in vitro para demostrar diferencias entre cepas pa

tógenas y atenuadas del VJ.

. cmmgzgscm‘: DE CEPASVIRALE‘S.

La clasificación y caracterización de los virus es una necesidad

práctica de particular importancia para identificar a las especies que

causan enfermedad en el hombre. El poco conocimeinto de los virus en

el pasado hizo muydificil esta tarea. Fué asi comolos sistemas prflni



tivos prepuestos se han ido modificando a lo largo de los años a medí

da que las investigaciones sobre estructura y replicación fueron avan

zando.

los virus se clasifican en fanülias en base a sus diferencias mor

fológicas y a la clase de ácido nucleico de sus genomas (Matthews, 1985).

La cantidad de miembrosde cada familia es variable: Coronaviridae tiene

12 miembros mientras qeu Bunyaviridae posee a1 menos 10 veces más. Por

ese motivo, a medidaque se demostraron las caracteristicas de infección,

transcripción, diversificación y variación, los miembrosde una familia

establecida se categorizaron dentro de ella en subfamilias, géneros,

serogrupos, subgrupos, etc. teniendo en cuenta propiedades comunes

(Bishop, 1985).

I. POR TECNICAS INMUNOLOGICAS.

La infección de un huésped por un virus induce en éste una reac#

ción inmunológicaen respuesta a diferentes antígenos virales. Estos

antígenos pueden ser componentesexternos del virión o internos que se

exponendurante la replicación del agente viral en el órgano blanco del

organismo infectado.

Los antígenos virales externos son los que están expuestos a una

presión de selección negativa, producida por anticuerpos, que los ha

llevado evalutivamente a una variabilidad muyamplia. Por el contrario,

los antígenos internos sufren una menorpresión selectiva por lo que

están maé conservados.

Estas caracteristicas antigénicas de los virus son usadas como

base para diferenciar grupos dentro de los integrantes de una familia.



————_—_—_._—————_._v—v—w

26.

Los grupos serológicos están formados por virus que dan reaccio

nes cruzadas entre sí porque comparten antígenos internos conservados.

En la familia Tbgaviridae por ejemplo, serogrupo es igual a géggrgzlos

integrantes del género alfavirus no reaccionan con virus de los géne

ros flavi y rubi. Asimismo, los virus de plantas forman 27 grupos que

corresponden a serogrupos pues no hay reacción cruzada entre ellos

(Van Regenmortel y Neurath, 1985).

Por otro lado, los antígenos virales externos han evolucionado,

en respuesta a la presión selectiva, a una gran variedad de tipos an

tigénicos diferentes comoen el caso de entero, rino y adeno o un solo

tipo antigénico que presenta una gran variabilidad en el tiempo (mixo).

Algunosdeterminantes antigénicos superficiales son más conser

vados y son encontrados en todas las especies de un grupo, ellos son

conocidos comoantígenos específicos de grupo. Antígenos especificos

de tipo son los que varían entre diferentes especies.

Las técnicas inmunológicas tradicionales: FC, IF, inhibición de

la hemoaglutinación, neutralización y los estudios de protección cruza

da sirven para clasificar a los virus dentro de una familia, género

y tipo. Las técnicas más elaboradas cano neutralizaciones cruzadas, ci

nética de neutralización y el uso de anticuerpos monoclonales permiten

distinguir cepas y variantes pero, a su vez, brindan información sobre

la estructura antigénica de las proteínas virales.

En el Cuadro 2 se registran las metodologías utilizadas para la

clasificación y caracterización de virus y los resultados que se pueden
obtener de ellas.

En los virus envueltos, las glicoproteínas por su posición externa
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Cuadro 2: Métodosinmunológicos para 1a caracterización viral.

PEIODO APLICACION

Fijación de Complemento.

Inmunofluorescencia.

Neutralización.

Neutralización cruzada y

cinética de neutraliza

ción.

Protección cruzada.

Anticuerpos monoclonales.

Detecta antígenos internos que dan

reacciones cruzadas con todos los

miembros de una familia, género o

grupo.

La técnica para antígenos citoplasmá

ticos con sueros policlonales, da i

_gual información que fijación de

complemento.

Identifica a las especies virales.

Permiten diferenciar cepas entre si y

también variantes de una cepa.

Indica relaciones mascercanas entre

los miembros de un grupo.

Su uso depende del determinante que

reconozcan y de 1a proteína en 1a que

él se encuentre. Conel anticuerpo m9

noclonal adecuado se puede establecer

diferencias entre:

* variantes de una cepa.

,* cepas de una misma especie.

* virus más relacionados dentro de un

grupo.

* grupos dentro de una familia.

* reconocer a todos los miembros de la

familia.
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en la superficie del virión, son las que interaccionan preferencial

mente con los anticuerpos y son por ello los antígenos más comunmen

te involucrados en la neutralización de la infectividad viral. Los

oligosacáridos que forman parte de ellas no son inmunogénícos, siendo

especificos de la célula en 1a cual el virus replica, pero su posición

en la cadena polipeptidica es codificada por el virus. Esto hace que

una simple mutación en un nucleótido que se traduzca en un cambio en

un aminoácido permitiendo la presencia de un nuevo oligosacárido en

la proteína, podria modificar 1a estructura de esa glicoproteína, en

mascarandoun sitio antigénico e impidiendo su unión al anticuerpo.

Esto se ha demostrado para la hemoaglutinina del virus Influenza

(Alexander y Elder, 1984).

La reactividad antigénica de una proteina representa su capaci

dad de realizar uniones específicas con receptores en linfocitos y

anticuerpos.Esta reactividad estaría restringida a una parte de su

superficie conocida comodeterminante antigénico o epítope. Para al

gunos inmunólogos en la actualidad estos términos son sinónimos (van

Regenmortel, 1987)._Otros consideran a] determinante antigénico como

un área sobre la superficie de la proteína que incluye al epítope,

este último sería el que establece estrictamente la unión al anti

cuerpo (Margni, 1982).

En 1969, Sela clasificó a los determinantes antigénicos en se

cuenciales y conformacionales. Los primeros estarian formados por una

Secuencia de residuos independientes de la estructura terciaria de la

proteína, mientras que los determinantes conformacionales estarian for

madospor residuos de una especifica conformación dada por la proteína.
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Atassi y Smith en 1978 definieron determinantes continuos y dis

continuos, siendo continuos los representados por una secuencia conti

gua de residuos expuestos en la superficie de la proteína nativa con

sus caracteristicas conformacionalesdistintivas. Los discontinuos con

sistirian en residuos cercanos en la superficie de la proteina pero

no continuos en su estructura primaria; son residuos distantes que se

convierten en cercanos por el pleaamiento de la cadena o por unión

de dos cadenas de péptidos separadas.

Otra clasificación más reciente incluye a los criptotopes y a

los neotopes (Van Regenmortel y Neurath, 1985). Los criptotopes serían

los epitopes que solo son activos después de la fragmentación, depoli

merización o desnaturalización de la proteina. Ehel caso de los virus

son los epitopes que se encuentran en las subunidades de 1a cápside.

Los neotopes son específicos de la estructura cuaternaria y estarian

ausentes en las subunidades monoméricas.Estos epitopes existirían por

cambios confonnacionales inducidos por 1a unión de las subunidades o

por estar formados con residuos de dos ó más subumidades cercanas.

East y col.(1980) definieron también determinante topográfico comoa

quel que se altera por cambios en un residuo distante y por ese motivo,

un determinante de este tipo no podria definirse solo con los residuos

que están en directo contacto con el sitio de unión al anticuerpo. Otros
.

investigadores usan el término topográfico comosinónimo de conforma

cional.

El análisis de la estructura antigénica de una proteína consiste

principalmente en localizar sus determinaciones antigénicos o epítopes.

Es decir, reconocer cual zona accesible, sobre la superficie de la mo



lécula, es reconocida por el sitio de unión (paratope) en la molécula

de anticuerpo especifico. Los estudios clásicos de Atassi (1984) con

mioglobina y lísosima demuestran que una proteina contiene solo un

pequeñonúmerode discretos epitopes situados en la superficie alta

mente accesible de ella. Unensayo comúnpara localizar estos epitopes

(Van Regenmortel y Neurath, 1985) es medir la habilidad de fragmentos

naturales o sintéticos de la proteína para reaccionar con los antí

cuerpos originados hacia la molécula intacta. Dichos fragmentos, de

5 a 10 residuos, se designaron epitopes continuos de la proteína en

estudio. Sin embargo, dicho fragmento lineal podría no reflejar exacta

mente la estructura completa del epitope correspondiente de la proteí

na nativa. Es necesario un exceso molar de péptido para revelar alguna

unión entre él y el anticuerpo, ya que la constante de afinidad del

anticuerpo por el péptido es varios órdenes de magnitud menor que para

la proteína nativa. De esta forma, dicho péptido lineal podría solo

representar una parte de un epitope discontinuo mayor.

La mayoria de la información sobre la antigenícidad de proteínas

está basada en la identificación de epitopes continuos que correspon
ro

derían a versiones incompletas o adulteradas de los epitopes origina

les que existen en la proteina nativa.

Se encontró que el área sobre la proteína que reconoce un anti

cuerpo es de aproximadamente 20 R de diámetro, por lo que se asume que

en una proteina globular, bajo esa área, es difícil encontrar un epi

tope Continuo; por lo tanto todos los epítopes serían discontinuos.

En los últimos años el desarrollo de la tecnologia para obtener

anticuerpos monoclonalescontribuyó a aclarar la estructura antigénica
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compleja de las proteinas.

Las proteinas son antígenos multideterminantes y ellas producen,

en animales inmunizados, una variedad de familias de anticuerpos hetero

geneos capaces de reconocer, con varios grados de exactitud, un parti

cular determinante antigénico de la proteina. Esta heterogeneidad de

los antisueros policlonales originados contra la proteina es la res

ponsable de la dificil obtención de una descripción inequívoca de los

epitopes. Las diferencias que encontraron distintos investigadores al

localizar los epítopes en mioglobina y lisosima se deberia a la parti

cularidad de cada antisuero, asi comoa diferencias en los métodos de

inmunización y especie animal usada Gal Mondallal y col., 1982).

La homogeneidadmolecular de los anticuerpos monoclonales asegura

que solo un epitope sea investigado a un mismotiempo y este hecho per

mite estudiar a ese determinante en una forma más definida y reprodu

cible.

Para definir epitopes en proteinas, con anticuerpos monoclonales,

se usa un panel de proteinas relacionadas que posean un número limi

tado de aminoácidos sustituidos. Luego, si una sustitución origina un

cambio en la unión del anticuerpo, se asume que ese residuo es parte

del epitope. Pero también puede ser un residuo que no pertenezca al

epítope pero que, por algún tipo de mecanismoalostérico, produzca un

cambio confonnacional que altere 1a reactividad de 1a proteina (A1

Mondallal y col., 1982) (epítope topográfico?).

Otros investigadores modifican los conceptos de zonas antigénicas

y establecen que la superficie entera accesible de una proteina consis

te en un continuo de epitopes potenciales superpuestos capaces de combi
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narse con los anticuerpos apropiados (Benjamin y col., 1984). Comore

sultado de esta controversia, en la actualidad algunos investigadores

no intentan descubrir la completao definitiva estrUttura antigénica

de las proteinas sino que se satisfacen con definir algún fragmento

operacional o región de ella capaz de unirse especificamente al anti

cuerpo (Van Regenmortel y Neurath, 1985).

ANI'ECEDHH'FS 1m ARENAVIRUS.

a) Usode sueros Egliclonales.

Cada miembrode la familia Arenaviridae posee alguna relación

antigénica con los otros miembrosdel‘grupo. El grado de reactividad

cruzada es dependiente del sistema de ensayo empleado.

La prueba de fijación de complemento(FC) revela interrelaciones

entre todos los miembrosde la familia (Casals y col., 1975), aunque

algunos investigadores obtienen una limitada reacción cruzada entre

Thcaribe y LEM(Rowe y col., 1970 b).

Una relación cruzada mayor se observó entre Tacaribe, Junín y

Machupoy en menor grado con los otros integrantes del Complejo Taca

ribe (Casals y col., 1975). LCMy los virus del Complejo Lassa también

cruzan entre si.

El antígeno fijador de complementoestá asociado con la nucleo

proteína interna (Gschwender y Lehmann-Grube,1973), por lo tanto no

se pudieron encontrar diferencias entre las cepas de VJ por FC (Adler

y Parodi, 1965).

Los primeros indicios que Tacaribe y LEMpertenecían al mismo

grupo de virus fueron obtenidos por inmunofluorescencia (IF).
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Engeneral, detectando antígenos intracelulares por esta técnica se

encuentra relaciones similares a las dadas por FC(Rowey col.,1970b).

En cambio, la técnica de neutralización es específica para cada

especie de familia (Matthews, 1982b).Por neutralizaciones cruzadas

con sueros obtenidos en cobayos se encontraron diferencias serológicas

entre aislamientos de virus Lassa aislados en distintas regiones de

Africa. Las muestras de Liberia fueron distinguibles de las provenieg

tes de Sierra Leona, y ambosgrupos, fueron antigénicamente menos re

lacionados a los aislamientos de Nigeria (Jahrling y col., 1985).

El análisis de la cinética de neutralización realizado con sue

ros policlonales ha permitido observar diferencias entre tipos de vi

rus muyrelacinados o entre una especie y sus variantes (Gould y Butler,

1980). En nuestro laboratorio se pudo confirmar, con esta metologia,

la aparición de variantes serológicas durante la infección con VJ de

cricétidos tanto en etapa aguda comoen la crónica (Alché y Coto, en

prensa).

b) Estudios con anticuerpos monoclonales.

En años recientes la obtención de anticuerpos monoclonales (AcM)

hacia algunos arenavirus permitió un mejor análisis de las diferencias

especificas entre los miembrosde esta familia.

Buchmeier y colaboradores (1980) caracterizaron 46 AcMoriginados

de la cepa ARMdel virus LCM.Cinco de ellos, dirigidos a la proteína

NP,muesttan reactividad cruzada con Lassa y Mopeia; otro, dirigido

hacia G2 , reacciona solo con Mopeia.

En otro estudio (Buchmeier, 1984), AcManti-proteina G2 de la

cepa WEde LCMreaccionan con antígenos de Mopeia y Pichinde pero no



con Lassa. Con ACMhacia G1 no se reconocen antígenos hacia los

miembros del Complejo Lassa. La proteína G1 del virus LCMse consi

dera la responsable de producir los anticuerpos neutralizantes.

los AcMhacia la proteína NPdel virus Pichinde reaccionan, fre

cuentemente, con otros miembros del Complejo Tacaribe y algunos lo

hacen con antígenos del ComplejoLassa, sugiriendo asi, que algún epí

tope situado en la nucleocápside es compartido por los virus del Viejo

y Nuevo Mundo (Buchmeíer y col., 1981).

Estudios más detallados con un panel de AcMpreparados con las

cepas ARMy WEde LCMpermitieron definir 4 epitopes sobre G (dos1

de ellos fueron neutralizantes: GP-lAy GP-lD), y 3 epítopes superpueg

tos sobre G2 (GP-2A, GP-ZBy GP-2C).CP-1A es común a cuatro cepas de

LEM,mientras que GP-lD es reactivo solo con la cepa ARM(Parekh y

Buchmeier, 1986).

Con los AcMdirigidos hacia GP-ZAy GP-2By péptidos sintéticos

imitando secuencias de la glicoproteina precursora GPC,se pudo loca

lizar la posición de ambosepítopes entre los aminoácidos 370 a 382

(Webery Buchmeier, 1988). De estos aminoácidos, cinco de ellos se en

cuentran conservados en los virus lCM, Iassa, Pichinde y Tacaribe.

El péptido 370-382 se une especificamente a sueros policlonales de los

virus LCM,Lassa y Junin, lo que permite suponer su utilidad como an

tígeno para diagnóstico de arenavirus.

Con ACMpreparados hacia Tacaribe y Junin se pudo confirmar la

asociación entre ellos y los virus Amapari y Machupo;Pichinde y Para

ná se mostraron menos relacionados (Howardy col., 1985). Entre los

anticuerpos específicos para Tacaribe, cinco de ellos reaccionan por

IF con antígenos de la membranade células infectadas con virus homó
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logo y neutralizan su infectividad in vitro. Estos ACMpudieron dife

renciarse entre si por inmunoensayosde competencia y asi se distin

guieron por lo menos dos epítopes. Los AcMque sólo reaccionan con

antígenos citoplasmáticos en células fijadas fueron no sólo especifi

cos para Tacaribe, sino que algunos también reaccionaron con Junín,

Amaparí, Machupo, Pichinde y Paraná.

los AcMantiJUnín cepa X‘JCl3dieron reacción positiva por IF

citoplasmática en sustratos infectados con el mismovirus y con Ta

caribe, Machupoy Pichinde, pero no con Amapari y Paraná.

Recientmente han sido caracterizados otros AcMdirigidos hacia

los polipéptidos del VJ (De Mitri y Martínez Segovia, 1988). Con tég

nicas de inmunoblotting se pudo establecer que 7 de ellos reaccionan

con GP38,proteina que constituye el antígeno inductor de anticuerpos

neutralizantes. Conellos pudieron establecerse al menostres zonas

antigénicas diferentes. A su vez, 17 AcMreaccionan con NP64, pro

teina responsable de las reacciones cruzadas entre los integrantes

del GrupoTacaribe, mostrandocinco sitios antigénicos diferentes.

El uso de anticuerpos monoclonales ha-confirmado las relacio

nes serlógicas encontradas con los sueros policlonales y también ha

comenzadoa revelar la complejidad antigénica de los arenavirus. Se

necesita aún, la preparación de un mayor númerode estos reactivos,

en especial los dirigidos hacia las proteinas de envoltura donde se

espera encontrar una mayordiversidad antigénica.

c) Otros estudios biológicos.

Estudios de protección cruzada en cobayos y monospennitieron

establecer relaciones más cercanas entre algunos miembrosde esta fa
milia.
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En contraste con el VJ, la mayoría de los miembros del Complejo

Tacaribe no son patógenos para el cobayo. Esta propiedad ha sido útil

para analizar las interrelaciones de los virus del grupo en pruebas

de protección cruzada (Coto y col., 1967). Los animales inoculados

con una sola dosis de virus Tacaribe fueron totalmente protegidos

hacia la descarga posterior con VJ. Los virus Pichinde y'Daniamí no

protegen a los cobayos, mientras (peAnapari y Machuposolo otorgan

un porcentaje de protección intermedia, aunque mayor en el caso de

Amapari (Coto y col., 1976).

Al inocular cobayos con virus Tacaribe por via i.m, los anticuer

pos neutralizantes antiïacaribe (homólogos)aparecen 10 dias después

de la infección y aunentan rápidamente. Los anticuerpos heterólogos

antiJunin recién se demuestrany en bajo título a los 45 dias p.i.,

aumentando luego considerablemente (Coto y col. 1980). Ya desde el 39

dia p.i. con virus Tacaríbe, se observa protección contra VJ aún en

ausencia de anticuerpos séricos detectables, lo cual podria deberse

a un fenáneno de interferencia (Damontey col., 1978). Luego se pierde

este estado de protección el que reaparece durante la segunda semana

psi. y se mantiene por lo menos 1 año (Coto y col., 1980).

En los animales infectados con virus Tacaribe y luego desafia

dos con VJ aparece una respuesta inmunesecundaria especifica para

VJ ya a los 3 días p.i. con VJ.

Cuandoel C. jacchus se inocula con virus Tacaribe no manifies

ta aintOmasclinicos y no se detecta viremia ni alteraciones hemato

lógiCas. La infección con virus Tacaribe en estos animales les otor

ga protección contra dosis letales de la cepa XJdel VJ (Weissenbacher

y col., 1982). Los anticuerpos neutralizantes antiTacaribe se detectan



37.

en el animal desde la 39 semana y aumenta sus niveles paulativamente.

Nose detectan anticuerpos antiJunin hasta 60 dias después de la in

fección con Tacaribe, pero inmediatamente después del desafio con VJ,

se observa, al igual que en los cobayos, una respuesta de anticuerpos

heterólogos.

Se ha postulado principalmente comomecanismode protección del

virus Tacaribe en cobayos y monosfrente al desafio con VJ, a la res

puesta anamnésica que se demuestra a los primeros dias p.i. con VJ o

la probable participación de la inmunidadcelular.

Al mismotiempo, en cultivos de células Vero persistentemente

infectadas con los virus Junin, Tacaribe y Amapari, se observó resis

tencia cruzada, que en el caso de Junin y Tacaribe ha sido explicada

por 1a participación de particulas interferentes (Damontey col.,

1983).

En amboscasos, por protección cruzada in vivo o infecciones

persistentes in vitro, los resultados fueron semejantes a los obteni

dos con la técnicas serológicas.

Con los virus del grupo Lassa se han realizado estudios de pro

tección cruzada semejantes. los virus Mopeiay Mobola (no patógenos

para el hambre) otorgan inmunidad a cobayos y monos frente a la infeg

ción posterior con virus Lassa (Kiley y col., 1979; Jahrling, 1983).
l

II. PUR TECNICAS BIOQUIMICAS.

El avance en-la metodología de las ciencias biológicas y quimi

cas en ans ramas de biologia-molecular e ingeniería genética permiten

caracterizar más precisamente a las especies virales conOCidasy a las

que dia a dia se descubren.
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Añosatrás, la biología y la bioquímica permitieron separar a

los paramixovirus en géneros con características propias, a pesar de

sus similitudes morfológicas. Másreciente es el descubrimiento de las

distintas estrategias que utilizan para transcribir su informaciónlos

S ARNde los distintos géneros de la familia Bunyaviridae (Bishop,1985).

A continuación se mencionarán algunas metodologías utilizadas

para caracterizar a los miembrosde un género viral o a los integran

tes de una especie, puntualizando en acuellas que penniten asociar

las diferencias encontradas con una mayor o menorvirulencia.

Análisis de las proteinas virales.

En geles tradicionales de poliacrilamida monodimensionaleses

poco frecuente encontrar diferencias en la migración de las proteinas

de las cepas virales. Unade las excepciones es el virus de la Rabia.

Cuatro cepas de distinta virulencia del serotipo 1 de este virus fue

ron comparadaspor esta metodologia, pudiéndose visualizar diferencias

en la migración de las proteinas G y My en la cantidad de proteina L.

las cepas más virulentas poseían mayorcantidad de proteina L y presea

taban una banda doble en la posición de la proteina G (DietZSChold y

col., 1979).

Enotros géneros, las diferencias entre las proteinas de distin

tos tipos solo se logró en geles modificados por incorporación de a

gentes quimicos. En el caso de poliovirus se agregó urea; en estas con

diciones las proteinas de la cápside de cada tipo migraron con un pa

trón característico (Kewy col., 1980).

Las diferencias en aminoácidos entre cepas de una especie viral

o entre un virus y sus variantes es, en algunos casos, de uno o unos
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pocos residuos que los geles monodinensionales no podrian resolverlas.

Los geles bidimensionales o el análisis de los péptidos obteni

dos por ruptura de las proteinas virales con enzimas, permiten obtener

una mayor información sobre las diferencias intratipicas. Deesta for

ma, dos mutantes avirulentas de un mengovirus fueron comparadas con la

cepa parental analizando sus proteinas por varias metodologías bioquí

micas. Solo se pudieron observar diferencias en geles bidimensionales

en los cuales la primera dimensión separaba por punto isceléctrico y

la segunda lo hacía por pesos moleculares. Unade las proteinas de su

perficie que se resolvía en varias marcas en la posición de su peso

molecular presentó un patrón diferente en las variantes y en la cepa

parental (Anderson y Bond, 1987).

Por el análisis de los péptidos tripticos se pudodeterminar que

las proteinas purificadas de cepas de virus aftosa tipo A presentaban

diferencias en las proteinas de la cápside y en los productos de rup

tura primaria P100 y P88 (Brown, 1980).

análisis ds los ácidos nucleicos.

La movilidad electroforética de los ácidos nucleicos de los vi

rus con genomasegmentado provee un método para caracterizarlos. Los

rotavirus presentan distintos patrones en sus segmentos 9, 10 y 11 den

tro de un mismoserotipoa(Garbarg-Chemon y col., 1986). Los virus con

genomano segmentado o con pocas especies de ácidos nucleicos en su

ciclo replizativo, no ofrecen la posibilidad de visualizar pequeñas

diferencias (a veces de muypocos nucleótidos) que existirian entre

virus de una mismaespecie.

A1 igual que en el caso de las proteinas, la ruptura del ácido
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nucleico en fragmentos de oligonucleótidos y su separación en geles

en dos dimensiones, permiten un análisis más detallado. La relación

entre 1a cepa vacunal de poliovirus Sabin tipo 2 con aislamiento de

un enfermo paralitico se demostró por los mapasde olignonucléotidos.

Las alteraciones en ellos aparecieron gradualmente a lo largo de tres

años de estudio, reteniendo la mayoria de las marcas caracteristicas

de 1a cepa vacunal por un periodo largo de tiempo, lo que permitió

confirmar el origen vacunal de la infección (Yomeyamay col., 1982).

Estudios con reasortantes.

Los virus con genomafragmentado también ofrecen la posibilidad

de obtener reasortantes por coínfección en células sensibles. Fué asi

que utilizando dos rotavirus de distinto serotipo, que diferia entre

si más de 50 veces en sus dosis diarreicas 50%,se obtuvieron reasor

tantes por las técnicas tradicionales.Los fenotipos de ellas fueron

analizados detenuinándose la movilidad de los segmentos de ARNen ge

les de SDS-poliacrilamida, por comparación con los obtenidos simulta

neamentecon las cepas parentales. Las dosis diarreicas de las reasog

tantes fueron calculadas por infección en animales. Los resultados de

estos estudios muestran que la diferencia en 1a virulencia fué debida

al gen 4a Este gen codifica para una proteina de la cápside externa,

cuyo olivaje está correlacionado con un incremento en 1a infectividad

viral in vitro y que tendria un rol importante en la virulencia en

el tracto gastrointestinal. Esta metodologiaofreceria la posibilidad

de variar la virulencia de los rotavirus por la formaciónde reasortan

tes con el gen 4 de una cepa atenuada y los otros genes de cepas pató

genas (Offit y col., 1986).
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Análisis secuencial del ARN.

Mutaciones espontáneas se acumulan en el genoma de los virus

ARNcon velocidades muyaltas (Holland y col., 1982). De esta forma

es problemático correlacionar las alteraciones de un gen con cambios

especificos en las propiedades biológicas de los virus.

Comparandola secuencia nucleotidica del gen de la neurcaminida

sa de una cepa aviar del virus Influenza avirulenta con una derivada

virulenta se observó, en un periodo de 6 meses, 8 sustituciones en

ese solo gen (Deshpandey col., 1985). En este caso, es dificil esta

blecer cual de esas mutacionespodrían alterar la virulencia del vi

rus.

En otro caso, 1a sustitución de‘un nucleótido del gen S1 de un

rotavirus, que resulta en un cambiode lisina a ácido glutámico en su

hemoaglutinina, altera su virulencia fenotipica (Kayey col., 1986).

Ambascepas, la parental y la derivada, tienen crecimiento similar en

el intestino, pero difieren en su neurovirulencia y neurotropismo.

Análisis de los fragmentos producidos por enzimas de restricción.

El genómade las cepas del virus Herpes tipo 2 aisladas en Ja

pón y Suecia fueron comparados por el análisis de los fragmentos pro

ducidos con 5 enzimasde restricción. Varios sitios de restricción

fueron analizados y mostraron variaciones significativamente entre las

muestras de los dos países y también en cada uno de ellos (Sakaoka y

col.,1987). Sin embargo, la mayoria de los aislamientos en cada zona

fueron genéticamente más relacionados entre si que con los del otro

pain. Se sugirió, en ese caso, que unos pocos progenitores genética

mente similares del virus Herpes 2 existieron en cada zona y evolucio

naron independientemente.
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Técnicas de hibridización ARN-ARN.

Esta metodologia se empleópara estudiar la relación genética

entre cepas de rotavirus aisladas de infantes asintomáticos y cepas

obtenidas de niños enfermos (Flores y col., 1987). Mediante dos ensa

yos distintos (Northern-blot e hibrídización en solución en condicio

nes restringidas) se encontró que el gen 4 de los casos asintomáticos

fallaba en hibridizar con los correspondientes genes recobradós de

enfermos, independientemente de la especificidad serotipica. Al mis

mo tiempo, el gen 4 de las cepas asintomáticas fué altamente conserva

do. Esto sugeriría que la cfifiaenfia entre los dos grupos analizados

se deberia, al menosen parte, a la diferencia en el producto del gen
4. \

ANTECEDENTES EN ARENAVIRUS.

Hasta el presente, algunas de las metodologías recién comentadas

han sido aplicadas a la familiaArenaviridaeJfl.análisis de los pépti

dos trípticos de la proteina Nde los virus Pichinde (cepa prototipo)

y Pichinde Munchique (aislamiento atenuado del mismovirus) demostró

que las dos cepas pueden ser distinguidas por esta técnica (Vezza y

col., 1980). Asimismo, los fragmentos obtenidos por la ruptura de los

segmentos S y L del ARNde las cepas WEy ARNdel virus lír1permitie

ron diferenciarlas (Kirk'y col., 1980).

Se han obtenido reasortantes de LCMcon cepas de distinta viru

lencia: ARM,WEy Traub. Usando estas reasortantes y las cepas paren

tales Se ha danostrado que la perturbación en la sintesis de la hor 

monade crecimiento en ratones C3Hestá asociada al S ARN(Riviere y

col., 1985 c). También que el L ARNestá asociado con una infección



43.

aguda fatal en cobayos adultos (Riviere y col., 1985 b).

En otro estudio, se encontró que las reasortantes con genotipo

WE/ARMy TRAUB/ARMcausan una enfermedad letal en ratones BABLB/C,

que no se produce con las cepas parentales o las reasortantes inver

sas. Estos resultados no esperados podrían explicar los brotes de vi

rulencia de un agente infeccioso (Riviere y Oldstone, 1986).

De aqui la importancia del análisis bioquímico realizado en pa

ralelo con los ensayos biológicos para obtener una caracterización

completa de cepas virales. De omitir los estudios bioquímicos de las

reasortantes virulentas del virus [LMrecién citadas (Riviere y Oldg

tone, 1986) podrían no ser diferenciadas de las cepas parentales avi

rulentas por los métodosserológicos tonvensionales.



OBJETIVOS.
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Hasta el presente, el estudio de las propiedades biológicas del

virus Junin se ha centrado en la caracterización de la patogenicidad

de este agente para distintos modelosanimales. Dicho análisis se ha

efectuado principalmente con la cepa prototipo patógena XJ y sus de

rivadas atenuadas XJCl3 y XJO.

El objeto de este trabajo de investigación fué estudiar en for

ma comparativa varias cepas patógenas y atenuadas de virus Junín a

fin de establecer las propiedades diferenciables entre las mismas.

Conese fin se determinaron las características de la interacción de

las cepas con células Vero comparando_especialmentesus ciclos repli

cativos y capacidad citopatogénica in-vitro. Tambiénse establecieron

las relaciones antigénicas mediante reacciones de neutralización cru

zada, lo que permitió un ordenamiento de las cepas estudiadas a través

de un dendrograma.

La posibilidad de encontrar caracteristicas diferenciales entre

estas cepas contribuirá al estudio de la variabilidad del virus Junín

en la naturaleza y al establecimiento de parámetros que puedan rela

cionarse con la virulencia de las mismas.
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MEDIOS .

MEDIO DE CRECIMIENIO CELULAR (MC):

Medio esencial minimo de Eagle (MIN)en solución salina balan

ceada de Earle, con glutamina y aminoácidos no esenciales (Medio sig

tético Gibco), suplenentado con 57.de suero bovino Gibco inactivado

a 569G 30 minutos y 50 ¡ug/ml de gentamicina.

MEDIO DE MANTENIMIENTOCELULAR

Medio basal de Eagle (MBE)en solución salina balanceada de Ea;

le, con glutamina (Medio sintético Gibco), suplementado con 37.de sue

ro bovino inactivado y 50 ,ug/ml de gentamicina.

MEDIO PARA 1A MARCACION DE PROl‘EINAS CELUIARES Y VIRALES:

Mediobasal de Eagle en solución salina balanceada de Earle, sin

metionina y/o leucina, suplementado con 3%de suero bovino dializado

y 50 pg/ml de gentamicina.

MEDIODE PIAQUEOfl):

Medio esencial minimo de Eagle de doble concentración (MEM2X),

suplementado con 47.de suero bovino y 100¡Jg/ml de gentamicina. En el

“¿sento de ser usado se mezclaron volúnenes iguales de MEM2X y agar

al 27.en agua destilada.

50111010113.

SOLUCION BALANCEADADE FOSFATOS (PBS):

Para 1000 ml.

ClNa 8,00 g.

ClK 0,20 g.
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POÁHZK 0,20 g.

POAHNaz. 2 HZO 1,44 g.

BUFFER PARA RADIOINMUNOPRECIPITACION (RIPA):

Tris-ClH pH 7,4 0,01 M.

ClNa 0,15 M.

SDS 0,1 Z

Tritón X-100 1 Z

PMSF 0,4 mM

Deoxicolato de Na 1 Z

BUFFER DE MUESTRA PARA ELECTRQEQBESIS (PAGE 1X):

TÏis-ClH pH 6,8 ‘ 0,0625

SDS 5

Glícerol 10

2-mercaptoetanol 2

Azul de bromofenol 0,005

BUFFER DE CORRIDA PARA ELECIROFCBEELÉ:

Tris-CIH pH 8,8 0,05

SDS l 0,1

Glicina 0,055

¿SEL DE RESOLUCION:

Acrilamída-bisacrilamida 12

Tris-CIH pH 8,8 0,375

SDS 0,1

II)ED

S208 (“992



GEL DE SEPARACION:

Acrilamida-bisacrilamida 3,8 Z

Tris-ClH pH 6,8 0,125 M

sos 0,1 7,

ÏÉMED

5208 (M102

COLORANTE:

Azul brillante de Coanassie R.250 al 0,25% en metanol: agua:

ácido acético glacial (50:50:10).

DECDLORANTE:

Metanol: agua: ácido acético glacial (50:880:70).

SOLUCION CENTELLEADORA:

Tritón x-1oo 500 mg.

PPO 8,25 g.

Dimetil-POPOP 150 mg.

Tblueno 1.000 m1.

REACI'IVOS.

35S-metionina NewEngland Nuclear 1.030 Ciflnnol.

3H-leucina NewEngland Nuclear 111,1 Cifinnol.

ANIMALES.

RAIONES BLANCOS:

Se usaron ratones albino suizo cepa OF1Iffa Credo Lyon, Francia;

criados en el bioterio de la Facultad de Ciencias Exactas y Naturales,

cuyas edades fueron rigurosamente controladas.
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'COBAYOS.

Animales de la cepa Harley de 300 gramos de peso. Para estudios

de patogenicidad se íncoularon 1.000 UFPde cada cepa de virus Junín

por vía intramuscular en la pata posterior izquierda.

CONEfi=

Animales adultos utilizados para obtener inmunosueros.

CULTIVOS CELULARES.

.CELUIAS VERO:

Se utilizaron células Vero (riñónrde monoverde africano (Cerco

Eíthecus aethiogs) cultivadas en monocapa. La línea se mantuvo por re

piques semanales en medio de crecimiento.

CELULAS BBK-21 CLON 13:

La limon BHK-Zl(riñón de hamster bebé) fué crecida en monocapa

en iguales condiciones y medios de cultivo que los utilizados con la

línea Vero.

VIABILIDAD CELULAR.

Se sembtaüon distintas concentraciones de células Vero en tubos

de ensayo. A las 24 hs, se tomaron muestras de cada concentración que

Se procesaron por dos métodos: una serie de tripsinó, resuspendió en
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MMy se diluyó al medio con azul Tripán 0,4%. Las células se incubaron

5 minutos a temperatura ambiente y se contaron en cámara de Newbawer.

A la otra serie se la fijó durnate 10 minutos con formol 10%y se la

coloreó con cristal violeta 0,05%durante 30 minutos. Al cabo de dicho

tiempo, se retiró el colorante y 1a monocpafué lavada con agua y se

cada al aire. El colorante se eluyó con 1 ml de etanol 50%- ácido a

cético 0,1% y se midió la DOa 590 nm. Se halló la relación entre el

númerode células viables (calculadas por la exclusión del colorante

vital) y 1a cantidad de cristal violeta absorbido por las mismas(cal

culado por la DOa 590 nm) (Figura 4).

VIRUS.

JUNIN (VJ):

Se utilizaron cinco cepas de VJ cuyos origenes,lugar y año de ai;

lamiento e historia de pasajes se detallan en el Cuadro3. Las cepas

XJ y XJCl3 se mantienen en nuestro laboratorio por pasajes en cerebro

de ratón lactante (CR). La cepa MC2fué proporcionada por la Dra. María

Inés De Mitri del Instituto Nacional de Microbiologia "C. G. Malbrán"

en su pasaje 89 en cerebro de ratón. La cepa IV4454 fue cedida por la

Dra. Marta S. Contigiani del Instituto de Virología de la Universidad

de Córdoba. La cepa AN9446fué provista por la Dra. Susana Merani de

la Cátedra de Microbiología de la Facultad de Medicina de Buenos Aires,

quien la recibiera de la Dra. M. S. Contigiani. Independientemente de

los pasajes anteriores, todas las cepas fueron clonadas tres veces en

células Vero por el métodode la dilución limite por formación de pla

cas bajo agar y amplificadas en células BHK-Zl.



Cuadro3:DetallesdeaíslamienéoehistoriadegpasajesdelascepasdevirusJunín.
CEPASDE'v’J'ORIGENLUGARDEAISLAMIENTOANOPASAJESREFERENCIA

Jnn

XJHumanoJunín(Prov.deBs.Aires)1958Cobayo25

CRParodiycol.(1958)

27

2CricétidoMonesCazón(Prov.deBs.Aires)1964CRBarríaycol.(1967) ¿454HumanoRosales(Prov.deCórdoba)1970CRContigianiy

Sabattíní(1977)

A519446CricétidoLaboulage(Prov.deCórdoba)1967GRSOontigiani(Commi

caciónpersonal).

XJCl3DerivadadeXJporclonadoencélulasMA-lllCobayo2CR11+XGuerreroycol.(1969)

MA-111#CR4

.L

7‘:

CR:cerebroderatónlactante.

50.

# MA-lllzlineaderiñóndeconejo.
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PREPARACION DE STOCKS DE VIRUS JUNIN.

CEREBRO DE RATON LACTANÏE:

Se inocuiaron ratones de 24-48 hs de edad por vía intracerebral

(i.c.) con 200 UFPde virus. A los 7 dins post-inoculación (p.i.) se

sacrificaron los animales y se cosecharon los cerebros. Se preparó

un homogenato al 10%p/v de cerebro de ratón en PBS (pH 7,4) contenien

do 10%de suero bovino inactivado. El homogenato se centrifugó a

13.000 g durante 30 minutos a 49€ y el sobrenadante se fraccionó y

se utilizó comofuente de virus, conservándolo a -709C.

CULTIVOS CELULARES:

Se infectaron monocapas de células BHKconfluentes con una multi

plicidad de infección (m.i.) de 0,02 UFP/célula. El inóculo se dejó

adsorber 1 h a 379G. Se lavaron las células con PBSy se agregó medio

de mantenimiento. A los 6 dias p.i. se cosechó el sobrenadante y se

centrifugó a 900 g durante 15 minutos para eliminar los restos celula

resí'El sobrenadante se fraccionó y se conservó a -709C.

I

mmggcmw DE1A INFECI'IVIDAD.

TIIULACION PGR EL METODO DE FORMACION DE PLACAS BAJO AGAR (UFP):

Se utilizó el método tradicional de formación de placas bajo a

gar con las modificaciones realizadas por Damontey Coto (1974) para
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la titulación del VJ. Monocapasconfluentes de células Vero se infecta

ron con 0,2 ml de la dilución adecuada de la muestra a titular. Se de

jó adsorber el inóculo durante 1 hora a 379Gcon agitación periódica.

Luego de ese tiempo se retiró el inóculo, se lavó la monocapa con PBS

y se cubrió con medio de plaqueo. Las botellas se incubaron en forma

invertida durante 7 días a 379G. Al cabo de dicho tiempo, las células

se fijaron con formol 10%durante 30 minutos, se retiró el agar y la

monocapase tiñó con cristal violeta 0,1%durante 15 minutos. Se uti

lizaron dos botellas por dilución y los titulos se calcularon en base

al númerode placas, volumende inóculo y dilución considerada, de a

cuerdo a la fórmula:

Título (UFP/ml) = N9 de placas / volumen x dilución.

TITULACIÓN POR OBSERVACION DE LA ACCION CITOPA'IDGENICA (ACP):

Se inocularon células Vero crecidas en tubos de ensayo o en mi

croplacas de plástico de 24 pozos respectivamente con 0,2 ml o 0,1ml

de cada dilución decimal seriada de virus. El inóculo se dejó adsor

ber una hora a 379G, renovándolo por MMuna vez pasado ese tiempo. Las

dilucicnes se inocularon por cuadruplicado. Los cultivose se observa

ron diariamente al microscopio óptico durante 10 dias, registrándose

la evolución e intensidad de la ACP.La mismase tabuló arbitraria

mente de +1 a +5 de acuerdo al siguiente criterio:

grado +1 : s 20%de la monocapa alterada.

grado +2 : de 20 a 40%de la monocapa alterada.

grado +3 : de 40 a 60%de la monocapa alterada.

grado +4 : de 60 a 80%de la monocapa alterada.

grado +5 : 2 80%de la monocapa alterada.
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La dosis infectante 50%para cultivo de tejido (DICTSO)se calcu

ló de acuerdo al método de Reed y Müench (1938).

CUANTIFICACION DE LA ACCION CITOPATOGENICA:

Adaptación de la técnica de Ito (1984).Se infectaron células Ve

ro crecidas durante 24 horas en microplacas de 24 pozos con cuatro ce

pas de VJ a dos multiplicidades de infección (m.i.): 0,2 y 0,02 UFP/

célula. Cultivos sin infectar se utilizaron comocontrol. Los cultivos

se fueron fijando en formol 10%durante 10 minutos a distintos dias p.i.

Al finalizar el ensayo, todos los cultivos fijados se procesaron en

paralelo para determinar el efecto citolítico de las distintas cepas

virales. Para ello todas fueron teñidas y decoloradas en forma análo

ga a la descripta,para células no infectadas,en viabilidad célular

(Materiales y Métodos). Se calculó el porcentaje de destrucción de las

monocapas infectadas como:

Z de destrucción = 100 - (D0590 (muestra)/D0590(control)) x 100

ÏÏTULACION EN RATONES LACTANTES:

Se inocularon 0,02 m1de cada dilución decimal seriada de virus

por via intracerebral (i.c.) en ratones de 24-48hs. Se utilizaron lo

tes de 9 ratones por dilución. Se observó 1a morbimortalidad y se re

gistró el dia de muerte. La dosis letal 50%(DLSO)se calculó de acueg

do al método de Reed y Müech (1938).

TIÏULACION EN RATONES DE 14 DIAS DE EDAD:

Se realizó con la mismatécnica que la titulación en ratones

lactantes, inoculando 0,02 ml de dilucines de virus por via i.c.
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CLDNADO DE VIRUS JUNIN EN CÏILHAS VERO.

Se infectaron monocapas de células con 50 UFPde VJ. El inóculo

se dejó adsorber 1 hora a 379G. Pasado ese tiempo, se lavó la monoca

pa con PBS y se cubrió con medio de plaqueo. Los cultivos se incubaron

a 379G durante 6 días, al cabo de los mismos se agregó un volumen me

nor del medio anterior adicionado de rojo neutro 1:1000. El colorante

se dejó difundir 24 hs a 379Gy se picaron las placas visibles. El vi

rus así recogido se amplificó en células BHK-Zlo se clonó nuevamente

con el mismoprocedimiento, previa dilución al décimo o centécimo.

Los títulos de los stocks de las cepas de VJ utilizadas en este

trabajo se muestran en el Cuadro 4.

CURVA DE CRECIMIENTO VIRAL.

Monocapasde células Vero se infectaron a las 24 hs de sembra

das con las cepas de VJ con una m.i. de 0,1 UFP/célula. Luego de pasa

do el tiempo de adsorción, se retiraron los inóculos y los cultivos

se incuberon a 379Gcon medio de mantenimiento. Se cosecharon los

sobrenedantes diariamente, se centrifugaron a baja velocidad para eli

minar los restos celulares y se conservaron a -709Chasta el momento

de ser titulados por UFP.

INTESIS DE PROTEINAS(Inlnxggggz

Para medir la incorporación de 3H-leucina en cultivos celulares

se utilizó 1a técnica de Ball y col. (1973) modificada por Mersich

(1980). Cultivos de células Vero crecidos en viales de contador de cen

telleo liquido fueron infectados con las cepas de VJ e incubados con

medio de mantenimiento a 379G. A los tiempos indicados en cada experi



Cuadro 4: Título de los stocks de las cepas de virus Junín.
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CEPAS DE #
TITULO (UFP / m1 )

VIRUS JUNIN

XJCl3 5.48 x 1o6

6XJ 4.72 x 1o

6
MCZ 3.45 x 1o

IV 8 35 x 1o64454 '

AN 4 oo x 1o69446 °

# Título obtenido en células Vero.
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mento los cultivos fueron marcados con 1 uC/ml de 3H-leucina durante

30 min .Una hora y media antes del periodo de marcación, el medio fué

renovado por medio sin leucina. luego de la marcación se agregó 4 ml

de PBSen cada vial y se incubó a ¿QCdurante 15 min para detener la

-incorporación. Se descartó el sobrenadante y se precipitaron las protei

nas con 1 ml de ácido perclórico 1,5% durante 15 min a 49C.Pasado ese

tiempo se descartó el fijador y se lavaron las monocapascon PBS.Final

mente todos los materiales fueron hidrolizados en HONa0,1 N durante

4 hs y se registró la radioactividad emitida en un contador de cente

lleo liquido previo agregado de 3 m1de mezcla centelleadora. En todos

los casos se calculó el porcentaje de incorporación del precursor mar

cado en las células infectadas con respecto a las células sin infectar.

PASAJES<11KJQHRADOS DEL VJ EN CELULAS VERO.

Se infectaron células Vero de 24 hs con cepas de VJ a una m.i.

de 2 UFP/célula durante 1 hora a 379G. Se descartó el virus no adsor

bido, se lavaron las células con PBSy se cubrieron con M4reincubán

dolas a 379G.Al 49 dia p.í., se cosechó el sobrenadante, se centrífu

gó a 900 g y se congeló a -7OQC. Este material se denominó PC1 (pasaje

concentrado núnero 1). Para obtener PC2se infectaron células Vero con

0,2 ml de PC1sin diluir procediendo exactamente comoen el caso ante

rior y asi sucesivamente hasta obtener PC7

OBTENCION DE INMUNOSUEROS.

PREPARCIONDE LAS DOSIS IMJNIZANIE

Se utilizaron monocapasconfluentes de células Vero de 24 hs,

crecidas en botellas de 500 m1, las que fueron infectadas con una m.i.

de 0,1 UFP/célula de cada cepa de virus.Los sobrenadantes se cosecha

ron al 39 y 49 dia p.i. obteniéndose un volumen aproximado de 150 m1
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por cultivo, el que fué centrifugado a 100.000 g por 15 min para se

parar los restos celulares y luego ultracentrífugado a 100.000g por

2 hs para concentrarlo. E1 sedimento obtenido se resuspendió por so

nicación en el volumen necesario de PBScomopara concentrar 100 ve

ces e1 material de orígen. El virus concentrado se distribuyó en ali

cuotas que fueron tituladas por el método de UFPy que constituyeron

las dosis administradas (aproximadamente 106 UFP/ml).

INMUNIZACION DE ANIMALES:

Se inocularon conejos adultos por via intravenosa (oreja). El

esquemade inoculación fué de 4 dosis de 1 ml de virus concentrado

cada 8 dias. A los 10 dias de 1a última dosis los animales fueron San

grados por punción cardiaca. La sangre obtenida se dejó coagular 1

hora a 379Gy luego se mantuvo a 49€ durante 20 hs para permitir

1a retracción del coágulo. A1cabo de ese tiempo se centrifngó duran

te 30 min a 7.500 g. El suero así obtenido se fraccionó en alícuotas

y se conservó a -209C.

ENSAYO DE NElfl‘RALIZACION VIRAL.

Los sueros fueron inactivados durante 30 min a 569Gpara de

complementarlos. Se realizaron diluciones seriadas al 1/2 en PELSe

mezclaron volúnenes iguales de las diluciones de suero con una sus

pensión de 200 UFP/O,2m1de virus. Una serie que sirvió comocontrol,

se preparó diluyendo suero normal de conejo en forma similar a los

sueros inmunes antiVJ y mezclándolos con la misma suspensión viral.

Ambasseries se incubaron a 379Gdurante 60 minutos. Se inocularon

monocapasde células Vero con 0,2 m1de cada muestra, titulándose la
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infectividad residual por el métodode UFP.El titulo de los inmunosug

ros se calculó como1a inversa de la dilución de suero con capacidad

de neutralizar el 50%de las placas del control.

mmm DELcnmcmm-z dz.

El coeficiente taxonómicode distancia d2 fué usado para medir

las relaciones antigénicas entre dos cepas de virus. Este ha sido de

finido acorde a la fórmula de Beyer y Masurel (1985):

2
(xij'xik)

n - 1

donde: i = un antisuero, j y k = dos cepas de virus comparadas entre

si,n= númerode antisueros; xij, xík = log de los titulos de las cg
pas j y k con el antisuero i.

Conestos coeficientes se obtuvo una matriz de datos los que fue

ron ajustados por el método de grupos de pares pesados usando el pro

medio aritmético, tal comola describe Sneath y Sokal (1973). Este

métodoconsiste en elegir el par de cepas que posean el coeficiente

más pequeño en 1a matriz (virus más relacionados), promediar los indi

ces de ese par y considerarlos comoun solo valor para construir una

nueva matriz reducida. Luegose repite el procedimiento anterior eli

giendo nuevamente el par de cepas de coeficiente menor de la segunda

matriz y asi sucesivamente hasta que todas las cepas se integren en

grupos y por lo tanto se relacionen entre si. Conlos indices encontra

dos en los grupos formados se construyó un dendrograma.
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M1818 DELAS PROI'EINASVIRALFS ENCELUIAS INFI'I‘II‘ADAS.

MARCACION DE LAS CELULAS:

Se infectaron células Vero crecidas en botellas de 15 ml con las

cuatro cepas de VJ en estudio a una m.i. de 1 UFP/célula. Luego de 1

hora de adsorción a 379G, se retiró el inóculo y las células se incu

baron con medio de mantenimiento durante 48 hs a la misma temperatu

ra. Transcurrido ese tiempo, se lavaron las monocapascon PESy se a

gregó 2 m1de Pricarente de metionina. Después de 2 hs de ayuno en e

sas condiciones se agregó a cada botella SOIuC/mlde 35S-metíonina.

Se continuó la incubación durante 4 hs. Luego se volcaron los sobreng

dantes, se lavaron las monocapas con PBSy se resuspendieron en 1 ml

de buffer RIPA. La suspención de células se sometió a tres ciclos de

congelado y descongelado. Finalmente se sonicó durante 60 segundos en

un Sonifier Cell Disruptor,Model 185 Heat Systems Ultrasome. Se cen

trifugó durante 30 minutos a 10.000 g y el sobrenadante se utilizó

comofuente de antígenos virales para 1a prueba de inmunoprecipita

ción (Harnish y<xfl4195)- El mismotratamiento se realizó con células

no infectadas.

INMUNOPRECIPITACION:

Se incubaron 300¡Jl de cada extracto ultracelular con 50,111de

suero hiperinmune homólogo durante 30 min a 379G y 90 min a 49C. A

cada mezcla se agregó 100¡Jl de anti X globulina de conejo obtenida

en cabra. La mezcla obtenida se incubó 30 min a temperatura ambiente

y 90 min a 49€, el precipitado formado se sedimentó por centrífuga

ción a 10.000 g durante 30 min , se lavó tres veces con buffer RIPA

y se resuspendió en Solul de buffer muestra para electroforesis (PAGE).



---__---—-—---—

60.

Las muestras se calentaron durante 3 min en baño de agua hirviendo

y se conservaron a -709C hasta el momentode siembra.

ELECTROFORESIS EN GEL:

Se utilizaron geles planos de poliacrilamida según el sistema

de Laannili (1970) y con la modificación en el sistema buffer de

Marsden (1972). Para la resolución de las proteinas se preparó un gel

con una solución de acrilamida 12%en buffer Tris-HCl 0,375 My agen

tes polimerizantes Tïlflfl)y persulfato de amonio.

Sobre el gel de resolución se agregó un pequeño volumen de gel

separador consistente en una solución de acrilamida 3,8%en Tris-HCl

0,125 My los mismosagentes polimerizantes. En el gel así preparado

se sembraron 25 ul de cada muestra y se sometieron a electroforesis

a 150 voltios a 49€ hasta que el frente de corrida entró en el gel de

resolución. A partir de ese momentose subió el voltaje a 180 voltios

prosiguiendo la corrida hasta que el colorante alcanzó la parte infe

rior de la placa (aproximadamente8 hs). Junto con las muestras de

ínmunoprecipitados se sembró en una linea 151ml de marcador de peso

molecular de proteinas. Terminadala corrida el gel se tiñó con una

solución de Coomassiey se decoloró con solución decolorante.

FIUOROGRAFIA.

Unavez desteñidos los geles se preapraron para fluorografía de

acuerdo a1 método de Booner y Lasky (1974). Para ello se sunergió el

gel en dos baños sucesivos consistentes en 20 volúnenes de dimetilsul

fóxido (DNS)durante 30 min cada vez. Luego se sumergió el gel en una

solución de 2-5 difenil osaxol (PPC) al 20%en DMSdurante 3 hs. Final

mente se colocó el gel en agua hasta el dia siguiente. Se secó por a



plicación de vacío y calor. Unavez seco el gel se puso en contacto

con una pelicula Kodak X-OMATRp a -709C en oscuridad. Después de un

período de 15 a 20 días se revelaron las placas con una solución de

revelador KodakGEXdurante 1 mín y luego de lavarlos en ácido acéti

co 0,1% se fijaron en fijador Kodak. Todo el proceso de revelado se

realizó a temperatura ambiente.
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PAIUGENICIDAD EN ANIMALES.

I. OOBAYOS.

El cobayo es una de los animales de laboratorio más sensibles al

VJ. La mortalidad que produce en este huésped parece correlacionarse

con la mayor o menor patogenicidad para el hombre (Avila y col., 1979).

Para conocer la respuesta de estos animales ante la inoculación

con las cepas de VJ en estudio, se inocularon 10 cobayos con 1.000 UFP

de cada una de elllas. Diez controles normales se mantuvieron en igua

les condiciones durante toda la experiencia. Todos los animales es ob

servaron diariamente, registrándose su mortalidad durante dos meses.

Inmediatamente después de la muerte de cada animal infectado con las

cepas de Córdobase practicó una autopsia, realizañdose en todos los

casos una observación macroscópica de los órganos internos. Todos aque

llos animales inoculados que murieron presentaron algunas o todas las

lesiones características de 1a infección experimental del VJ en el co

bayo, dependiendo de la cepa. No se observó muerte en ninguno de los

controles.

En 1a Figura 1 se muestran las curvas de mortalidad acumulativa

producidas por las cepas estudiadas. Se observa que la cepa XJ alcanza

una nortalidad del 100%con muertes entre los dias 11 y 13 p.i. y un

promedio del día de muerte de 12. La cepa AN9446llega a igual mortali

dad pero las muertes ocurren mun intervalo rrayordadias (11-18 p.i.)

y un promedio del dia de muerte de 14,5. Los animales inoculados con

MC2alcanzaron una mortalidad del 80%, muriendo entre los dias 13 y 21

p.i. con un promedio de 18,2.IV4454 y XJCl3 fueron las cepas menos vi

rulentas para cobayo, la mortalidad alcanzada por ellas fué del 30 y

20%respectivamente, siendo el promedio del día de muerte de 21,8 y 20,2.
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Figura 1. Curvas de mortalidad acumulativa de cobayos inoculados con
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La susceptibilidad del cobayo a la inoculación intramuscular con

VJ permitió agrupar a las cepas analizadas en diferentes categorías:

cepas XJCl3 y IV4454de baja virulencia, cepa MC2de virulencia inter

media y cepas XJ y AN9446de alta virulencia.

II. RATONES DE 14 DIAS DE EDAD.

La patogenicidad que presenta e] VJ en el ratón, a diferencia de

lo que ocurre en cobayos, es dependiente de la edad del huésped y de

la via de inoculación del virus. Se ha observado que la inoculación

intracerebral produce una mortalidad del 100%en animales de 1 a 7 dias

de edad, mientras que ésta disminuye a un 7%si se infectan ratones

de más de 30 dias de vida (Weissenbacher y col., 1975). Algunos inves

tigadores han propuesto a los ratones de 14 días comomarcadores de

virulencia para las distintas cepas de VJ (Contigiani y Sabattini,1977),

ya que estos huéspedes presentaban indices de letalidad diferenciales

para las cepas catalogadas comopatógenas o atenuadas en base a su efes

to sobre los cobayos.

Con el objeto de corroborar estos hallazgos y en base a datos ob

tenidos en nuestro laboratorio que demuestranuna susceptibilidad ati

pica a la infección por VJ en ratones de 11 a 14 días de edad (Candurra

y Coto, 1986; Coto y León, 1978), se inocularon ratones de 14 dias con

cuatro cepas en estudio y se calculó el indice de virulencia comoel

cociente entre el titulo obtenido en células (UFPle) y el obtenido en

ratónes (DLSO/ml).

Comopuede observarse en el Cuadro 5, se obtuvo un patrón de vi

tulencia similar al presentado por estas cepas en cobayos.la cepa XJ

fué la más virulenta para el ratón de 14 dias con un índice (en UFP/DL5)0
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Chadro 5: Patogenicidad de las ceggs de virus Junín Egga ratón de

14 días de edad.

CEPAS DE T I T U L o VIRULENCIAg

VIRUS UFP/mf‘ DLSO/ml# UFP ,/ DLSO

10013 1,2 x 106 8,7 x 10“ 13,79

Ivúasá 2,1 x 1o6 3,0 x 1o5 7,17

AN9446 4,0 x 106 3,1 x 105 4,00

fu 2,0 x 106 1,5 x 106 1,33

KTítulo obtenido en células Vero.

#
Dosis letales 50%para ratones de 14 días de edad.

Qïitulo éh ÜFP/ml/Tïtulo en DLSO/ml.
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de 1,33. En orden decreciente se observa a AN9446con 4 IV4454 con

7,17 y XJCl3 con 13,79. Sin embargo, el rango de variación en el ind;

ce de virulencia entre la cepa más atenuada (XJC13)y la más virulen

ta (XJ) es aproximadamente de un logaritmo, rango muy pequeño que di

ficulta la caracterización de cepas intermedias.

Por lo tanto, aunque la infección del ratón de 14 dias de edad

ha permitido diferenciar las cepas XJ y XJCI3este huésped no ha sido

útil para realizar una caracterización satisfactoria de la virulencia

de las cepas de VJ en estudio.

INTERACCION CON LAS CELULAS VERO.

I. PRODUCCIONDE ACCION CITOPAIOGENICA (ACP).

El virus Junin multiplica en una amplia variedad de cultivos ce

lulares sin producir efecto citopático (Berría, 1977). Se conocen tres

lineas celulares dark el virus multiplica y causa destrucción celular:

las células Vero, HeLay NRG-5(Boxaca y Savy, 1972; Mettler y col.,1961;

Gerrero y col., 1982). El sistema más estudiado es el que se establece

en las células Vero por infección con la cepa XJC13.Este sustrato

permite visualizar una ACPmás definida y reproducible, caracterizada

por la formación de acúmulos de células redondeadas que en los dias

posterióres a 1a infección aumentan en número y tamaño y se desprenden

dejando áreas de lisis en la monocapa. Con otras cepas de VJ no se ha

realiZado un análisis detallado de sus interacciones con las células"

Vero.

1. Evolución de 1a ACP.

En este trabajo se analizó en fonna paralela 1a infección de



cultivos de células Vero con cuatro de las cepas de VJ en estudio. En

la Figura 2 se muestra el grado y evolución de la ACPen cultivos in

fectados a una m.i. de 0,1 UFP/célula. En nuestras condiciones de tra

bajo, la cepa XJCl3tuvo un comportamiento semejante al descripto an

teriormente(Danonte, 1978). La ACPincipiente se observa al 29 día p.i.

con la aparición de algunos grupos pequeños de células granulosas y

másoscuras. Entre el 29 y el 69 día p.i. elrühero de estos focos au

menta y también su tamaño, siendo las células que los forman cada vez

más redondas. En algunos focos las células centrales se desprenden. De

esta forma al 69 dia p.i. el 70%del cultivo está compuestopor células

con morfologíadistinta a las células del cultivo sin infectar. A par

tir del 79 día p.i. las células que sobreviven a 1a acción viral co

mienzana recuperarse y luego de una activa multiplicación reconstítu

yen el cultivo, iniciándose así umainfección persistente.

La ACPcausada por la cepa XJ también comienza al 29 dia p.i.

pero afecta a un mayor núnero de células que aparecen oscuras y con

aspecto granuloso, distribuidas por toda la monocapa.En los días si

guientes se observan focos más definidos, que ya al 49 día p.i., abar

can el 80%de la monocapa y se pueden ver zonas importantes de despreg

dimiento celular. A partir del 69 día p.i. comienzala recuperación

del cultivo que se completa el día 14.

La cepa IV4454 nuestra un comportamiento más agresivo desde los

primeros días p.i., con la producción de muchosfocos de células oscu

ras y granulosas que aumentan rapidamente en núnero y tamaño. Al 49

dia p.i. la mayorparte del cultivo lo formancélulas redondas y se

observan zonas grandes de desprendimiento. Al 59 día p.i. hay muypocas
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Figura 2. Grado y evolución de la ACPen células Vero infectadas con cepas
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células adheridas al vidrio, algunas con morfología normal y otras og

curas y granulosas. Esa pequeña cantidad de células con morfología se

mejante al cultivo control es la que, por sucesivas divisiones, recons

tituye lentamente la monocapa.Recién a1 dia 23 p.i. el cultivo está

totalmente recuperado.

Con la cepa M02se observó una ACPmás moderada que 1a desarro

llada con la cepa XJCl3 . Las pocas células que comienzan a alterar

se al 29-39 dia p.i. forman focos pequeños que permanecen aislados.

Casi no se observa desprendimiento celular. Al 69 dia p.i. el porcen

taje de células con morfología alterada no excede el 50%del total.

La ACPaumenta durante la segunda senana de la infección, con focos

de células redondeadas más definidos y en algunos de ellos se observa

el desprendimientode las células del centro. A partir del dia 14 p.i.

comienza la involución de la ACPque procede en forma lenta. La recu

peración de 1a monocapase obtiene recién al dia 24 p.i.

Se puede observar que la ACPdel VJ en las células Vero es dife

rente para cada una de las cepas estudiadas.IV4454 es la cepa más lí

tica en este sistena, luego le siguen, en orden decreciente, las ce

pas XJ, XJCl3 y MCZ.

Todas las cepas presentan una ACPmayorque la descripta anterior

mente para la cepa XJCl3 para una m.i. semejante (Damonte, 1978), cg

racterizada por su dia precoz de aparición y una intensidad mayor en

el daño celular. En nuestro caso se trabajó con poblaciones virales

obtenidas por clonado, es de suponer por ello, que la mayorcitopato

geüicidad de las cepas estudiadas se deba a las características cul

turales de los stocks empleados.
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Independientemente del grado de intesidad y duración del periodo

litico de 1a infección, todos los cultivos logran recuperar sus mono

capas, las que fueron mantenidas por pasajes semanales durante los 80

dias subsiguientes.

2. gyglugión de la ACPa distintas multiplicidades de infección.

Es un fenómeno muy conocido que la ACPes regulada por la pre

sencia de particulas interferentes (PI) en los stocks. Se sabe que a

altas multiplicidades de infección (m.i.) se observa una menoracción

litica debida a interferencia (Help, 1980). Por dicha razón se volvig

ron a repetir los experimentosutilizando esta vez, distintas m.i. para

ver si las cepas de VJ se comportaban de diferente forma.

A m.i. mayores de 0,1 UFP/célula se observó una destrucción

casi total de la monocapaa las 72 hs con la cepa mas citolitica

(IV4454). Se ensayó entonces con menores m.i.

Se infectaron monocapasde células Vero crecidas en policube

tas con las 4 cepas de VJ con m.i. entre 0,02 y 0,00002 UFP/célula.

los cultivos se observaron durante 8 dias. Comose ve en la Figura 3

el tiempo de aparición de la ACPdepende de la dosis inicial de infec

ción. Para la mayor m.i. las cepas IV4454 y XJ comienzan la ACPal 29

dia p.i., mientras que las cepas XJCl3 y MC2lo hacen a1 49 y 69 dia

respectivamente. A medida que disminuye la m.i., la aparición de ACP

es más tardía y alcanza valores menores en la escala previamente fi

jada (ver Materiales y Métodos).

Eh las cuatro m.i. ensayadas 1a aparición e intensidad de la

ACPconserva un orden igual para las cepas. La cepa (Iv4454) es la que

produce ACPmás temprano mientras que XJ, XJC13y MC2 están retrasa
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das en uno o dos dias entre si.

Con las m.i. utilizadas, los stocks de las cepas de VJ en estu

dio no presentan el fenómenode autointerferencia descripto por otros

autores para stocks preparados en cerebro de ratón lactante o con un

pasaje en cultivos de células Vero (Help, 1980)

3. Cuantificación de la acción citopatogénica.

Las observaciones descriptas en el punto 1 son cualitativas

y permitieron conocer la evolución del cultivo infectado desde la eta

pa de infección aguda a la persistente. Puesto que la observación de

la ACPes de caracter subjetivo, se decidió utilizar un método que per

mitiera cuantificar la citopatogenicidad de las cepas para las células

Vero descripto en Materiales y Métodos.

En la Figura 4 se puede observar que existe una relación li

neal entre el númerode células del cultivo y 1a cantidad de cristal

violeta absorbido por las mismas. Cuandose infectaron células Vero

con las cepas de VJ a distintas m.i. y se utilizó este procedimiento

colorimétrico se pudocuantificar el daño celular en los cultivos.

La Figura 5 muestra los valores de destrucción celular obte

nidos al infectar monocapascon una m.i. de 0,2 UFP/célula. A esta

m.i. se puede observar que para las cepas IV4454y XJCl3 la muerte cg

lular comienza al 19 día p.i., siendo máximaal 49 dia en que se al

canza una destrucción celular equivalente al 85%de la monocapapara

la cepa IV445á y del 65%para la cepa XJC13. La acción de la cepa XJ

Se observa un dia más tarde, sin embargo, aumenta a mayor velocidad

que 1a desarrollada por la cepa XJCl3. En cambio MC2se diferencia

claramente de las anteriores por su baja capacidad citolítica que no
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Figura 5. Efecto cítolltlco de las cepas de VJ sobre células Vero

(m.i. = 0,2 UFP/célula).
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alcanza niveles mayores al 30%.

A la m.í. ensayada, al 49 dia p.i. los cultivos infectados con

1a cepa IV4454estaban completamente destruidos. Este hecho y las di

ferencias en velocidad de producción de daño celular observadas con

las cepas XJ y XJC13, nos indujo a realizar el mismo ensayo pero a una
m.í. menor.

Eh la Figura 6 se presentan los resultados obtenidos cuando se

repitieron los experimentos infectando con una m.í. de 0,02 UFP/célg

1a. En este caso la ACPcomienza más tardiamente y alcanza menores ni

veles de destrucción celular para las cepas XJCl3y M02a1 89 día p.i,

que los observados a1 49 día p.i. a la m.í. mayor (Figura 5).

Se puede afirmar entonces, que hay una graduación en la citopa

togenicidad de las cepas estudiadas; siendo esta mayorpara las cepas

IV4454 y XJ y más moderada para MCZ. XJCl3 se comportaria como una cg

pa de acción citopatogénica intermedia, siendo semejante a XJ a m.í.

de 0,2 UFP/célula y a MC a m.í. de 0,02 UFP/célula.2

Los valores cuantitativos del daño celular obtenidos con esta

metodología son semejantes a las apreciaciones cualitativas de 1a ob

servación de la ACP,confirmando las diferencias encontradas en la

capacidad citopatogénica de las cepas de VJ en las células Vero.

II. mmm DE LAS PLACASPRODUCIDAS¿INC AGAR.

El virus Junin produce placas bajo agar al infectar células Ve

to confluentes. Las caracteristicas de morfología y tamañode las pla

cas que se obtienen en este sistema dependendel estado fisiológico

de los cultivos utilizados (Damontey Coto, 1974).
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l
| Figura 6. Efecto citolítlco de las cepas de VJ sobre células Vero

l (m.i. = 0,02UFP/célula).
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En un ensayo preliminar se obtuvieron por este método los títu- ‘

los de las cepas que se utilizan en este trabajo (Materiales y Méto

dos). Teniendoen cuenta estos títulos, se prepararon diluciones de

los stocks de las cuatro cepas de VJ para obtener aproximadamente 50

UFPen 0,2 ml. Con cada uno de estos materiales se ínfectaron simultg

neamente cultivos de células Vero.Todas las monocapasse originaron

a partir de un cultivo único y se desarrollaron en idénticas condicig

nes desde el momentoen que fueron sembrados hasta el final de la

experiencia. Estos recaudos se tomaronpara minimizar las influencias

del sustrato celular.

Para conocer el dia de aparición de las placas y el mayor tamaño

alcanzado por las mismas, se procedió a revelar cultivos diarios a

partir del 59 y hasta el 99 dia. Este procedimiento se efectuó con cada

una de las cepas ensayadas.

Eh el Cuadro6 se muestran las caracteristicas de las placas para

las distintas cepas. Se puede observar que las cepas IV4454y XJ son

las que forman placas más temprano, liticas y de tamaño pequeño, mien

tras que XJCl3 y MC2producen placas visibles al 79 - 89 dia, que son

turbias y de mayor tamaño. Estas últimas caracteristicas se ven más

acentuadas con la cepa MC2.Lasplacas producidas por las cepas XJ e

IV4454no aumentaron su tamaño en los dias posteriores.

Estos resultados están de acuerdo con la capacidad citolítica

de cada cepa reflejada en las Figuras 2, 5 y 6.

Las cepas más cítopatogénicas (XJ e IV4454)dan placas líticas

que se visualizan al 59 y 69 día p.i. y las cepas con acción más mode

rada dan placas turbias a tiempos mayores.
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Cuadro 6: Características de las Elacas Eroducidas bajo agar Egr

ceggs de VJ.

CEPAS DE VJ DIA DE APARICION ASPECIO* #
(días (diámetro en ano

l O
Iv4454 5 11t1cas

x1 5 liticas 1,3

XJCl3 6 —7 turbias 1,6

bxá 7 - 8 uuy turbias 2,0

J.
Placas líticas: circulares, con bordes rectos, transparentes.

Placas turbias: circulares, con bordes irregulares, no transparentes.

# Tamañodeterminado al 89 día p.i.
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III. CURVAS DE CRECIMIENTO VIRAL.

Los resultados anteriores de la acción citopática y tipo de pla

cas producidas en células Vero por las cepas de VJ indicaban caracte

rísticas diferenciables entre ellas. Para corroborar estas diferencias

se cuantificaron los crecimientos virales.

En la Figura 7 se muestran las curvas de crecimiento extracelu

lar de las cepas de virus Junín realizadas a umam.i. de 0,1 UFP/cé

lula. El título de virus en todos los casos alcanza su valor máximo

al 39 día p.i., a partir de ese dia los títulos decaen.

La cepa IV4¿5¿es 1a que multiplica más rápido, liberando aprori

madamente 107 UFP/ml desde el 29 dia. A1 49 día comienza a disminuir

la producción viral. La ACPen este cultivo es muymarcada, las pocas

células que quedan adheridas no permiten detectar virus en el sobre

nadante a partir del 69 dia. La cepa XJ nuestra un comportamiento más

gradual: el título del sobrenadante aumentacasi linealmente del 19

a1 39 día p.i. con un ritmo aproximadode 1 log por día. A partir del

49 dia p.i. disminuye la producción viral y no se detecta título extra

celular en los dias siguientes al igual que con la cepa Iv445á. La ce

pa XJC13sigue un patrón similar a la cepa XJ, pero con valores meno

res hasta el 39 dia. Luegode alcanzado su valor máximo, la declina

ción es más gradual, con titulos mayores a 105 UFP/mlhasta el dia 79

p.i. La cepa MC2multiplica en este sistema menoseficientemente, con

valores que no superan las 106 UFP/mldesde el 29 al 59 día p.i.

La cepa XJCl3 sigue patrones similares y que coinciden con los

datos aportados previamente (Damonte, 1978). XJ e IV4454presentan

un periodo de producción viral más corto, donde se destaca una decli

nación muypronunciada luego que es alcanzado el titulo máximoviral.
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Figura 7. Curvas de crecimiento de cepas de VJ en células Vero

(m.1. = 0,1 UFP/célula).
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Por el contrario en la infección con la cepa MC2pareciera establecer

se un estado estacionario que dura un período de cinco dias. Las cé

lulas Vero parecerian ser menospermisibles para esta cepa. Asimismo,

la velocidad de producción viral no es la mismapara las cepas estu

diadas, IV4454es la cepa que alcanza comparativamente el mayor titu
lo al 29 dia. Estas caracteristicas son resumidas en el Cuadro 7.

La replicación del VJ estaria relacionada directamente con su

capacidad citolitica en cuanto a la velocidad de producción viral y

titulo alcanzado e indirectamente en la amplitud del periodo produc

tivo. Por el contrario el dia en que se alcanza el mayortitulo viral

para cada cepa es independiente de la misma.

IV. EFECTO SOBRE LA SINTESIS DE PROTEINAS DE LA CELULA HUESPED.

Resultó de interés en esta investigación, al encontrarnos con

stocks citoliticos, analizar con másdetalle la interacción del VJ con

su huésped. Para ello se estudió la sintesis de las proteinas celulares

en cultivos infectados con cuatro cepas de VJ, midiendo la incorpora

ción de 3H-leucina en las primera horas p.i. antes que se observara

la ACP, como se indica en Materiales y Métodos.

Se comenzómidiendo la incorporación del precursor en cultivos

infectados con m.i. entre 5 y 0,025 UFP/célula, a las 40 horas p.i..

En la Figura 8 se muestran los valores obtenidos. Se puede observar

en ella que la incorporación de 3H-leucina es dependiente de la m.i..

A multiplicidad mayorde 0,5 UFP/célula, 1a inhibición es directamen

te proporcional a ella. Sin embargo, la capacidad de inhibir la sinte

sis de proteinas celulares no es inherente a todas las cepas. La cepa

IV4454produce un 60%de inhibición a m.i. de 2,5 UFP/célula mientras
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CUadro7: Característicggide 1a replicación de las cepgggde VJ

en células Vero.

CEPAS DE MAXIMO TITULO ALCANZADO DIA DE TITULO

VIRUS (UFP/m1)* MAXIMO

6
x1 4,7 x 1o 3

IV 9 4 x 1o6 34454 ’

XJC13 3,8 x 1o6 3 -4

m2 8,0 x 106 2,3-5

73' , . ,T1tulo obten1do en celulas Vero.
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Figura 8. Síntesis de proteínas celulares infectadas con cepas

gg. virus Junín.
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que la cepa MC2,aún a esa m.i., no presenta diferencias con el con

trol. Las cepas XJ y XJCl3 muestran un comportamiento intermedio.

Se quiso deternúnar si la membranade las células infectadas

presentaban alguna alteración respecto de la entrada de 3H-leucina

a las 40 hs p.i. Para ello fué necesario conocer la fracción total

de1 precursor que penetraba en las células durante el pulso. Esa can

tidad se consideró formadapor dos fracciones. Unade ellas fué el

precursor precipitado luego de la hidrólisis (índice medidoen el

experimento de la Figura 8), que en esta oportunidad llamaremos, para

distinguirla, fracción insoluble. La otra fracción la constituyó todos

los productos marcados que permanecieron solubles luego de la acción

del agente precipitante (ácido tricloroacético), más los eliminados

en los lavados con PBS. A la cantidad de 3H-leucina recuperada de es

tas soluciones se la denominófracción soluble.

Para tal fin se infectaron células Vero con las cepas XJ013e

IV4454con una m.i. de 2,5 UFP/célula. Se realizó el pulso de 3H-leu

cína a las 40 hs p.i. en los cultivos infectados y en los controles

sin infectar. Pasado ese tiempo, se procedió en forma análoga que en

el experimento anterior pero recuperando al precursor de la fracción

insoluble (cpmal finalizar la hidrólisis) y de la fracción soluble

(cpu recuperadas de la solución de agente precipitante y de las u

tilizadas en los lavados).

Ehel Cuadro 8 se muestran los resultados obtenidos. Se puede

observar en él que los valores totales del precursor son semejantes

en los tres cultivos estudiados. Esto demuestra que la multiplicación

del VJ en las células Vero a las 40 hs p.i. no altera la entrada de

3H-leucina.
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Cuadro 8: Distribución de 3H-leucina en cultivos normales e infectados.

FRACCION FRACCION

CULTIVOS * ’IUI‘AL
INSOLUBLE SOLUBLE

sm infectar 1233* 3644 4882

Infectados con:

x.1c13 884 3962 4846

Iv4454 681 4114 4795

# cynlde incorporación de 3H-leucina. Valor promedio de cuatro mediciones.

* la definición de las fracciones solubles e insolubles se detallan

en el texto.
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Dadoque la multiplicidad de 2,5 permitió distinguir un efecto

diferencial de las cepas en estudio, se eligió 1a mismapara estable

cer la cinética de la sintesis de proteinas celulares.

En la Figura 9 se puede observar que a partir de las 28 horas

p.i. la síntesis de proteínas en las células infectadas es dependien

te de la cepa utilizada. Si bien MC2tiene un comportamiento semejan

te al control hasta las 48 hs p.i., las otras tres cepas inhiben en

formavariable la sintesis de proteínas. A las 40 hs p.i. las cepas

XJ, XJCl3 e IV4454 inhiben un 30%y a las 48 hs se observa para IV4454

un 55%de inhibición, para XJ un 42%y para XJCl3 un 38%.

De la observación de las Figuras 8 y 9 se puede concluir que la

cepa IV4454, que fué la más citolítica para las células Vero, inhibe

significativamente la síntesis de proteinas celulares; mientras que

MC la de menorcitopatogenicidad, no afecta 1a síntesis de proteí2!

nas de las células Vero. Las cepas XJ y XJCl3 tienen nuevamente un

comportamiento intermedio.

V.SINTESIS DE PROTEINAS VIRALES EN CELULAS INFEKHADAS.

En algunas familias de virus se han encontrado diferencias en

la movilidadelectroforética de las proteínas entre distintas cepas

de una mismaespecie (Dietzchold y col., 1979). Hasta el momento,esta

variación no ha sido estudiada para los arenavirus.

Al considerar el amplio rango de virulencia encontrado en las

cepas de VJ utilizadas fué de interés conocer si estas variaciones se

podrian correlacionar con alguna diferencia en sus proteinas.

Se comenzóeste estudio analizando los polipéptidos de las ce

pas de VJ inmunoprecipitados con sus sueros homólogos de cultivos de
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Figura 9. Cinética de la síntesis de proteínas celulares infectada

con cepas de virus Junín.
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células Vero infectados, marcados con 35S-metionina y procesados como

se detalla en Materiales y Métodos. Simultaneamentese corrieron en

todos los geles marcadores de PMque se revelaron por tinción de prg

teinas previa a 1a fluorografía, lo que permitió conocer los PMde

las bandas originadas por los polipéptidos virales.

La fluorografia obtenida se muestra en la Figura 10. Las cuatro

muestras ensayadas muestran algunos de los polipéptidos del VJ previa

mente reportados: CPC, NP y G2 (De Mitri.yvhmtinez Segovia, 1985). El

precursor de las glicoproteínas GPC(64-67 K) y la nucleoproteina NP

(60-64 K) comigran en las condiciones utilizadas debido a la simili

tud de sus PM.La glicoproteina G2 se visualiza en la posición 36-38K.

Nose observó en este gel a 1a glicoproteína GI, situación ya infor

nada por otros investigadores (De Mitrfi.yMartinez Segovia, 1985).

Nose observaron diferencias en la posición de los polipéptidos

de las cepas utilizadas. la única variación es en la intensidad de

las bandas de cada cepa, siendo más destacadas para XJCl3 y menos de

tectables para las otras, la cepa MC2presentó las bandas más tenues.

Esta variación podria deberse a diferencias en la reactividad de los

inmunosuerosutilizados.

Ha sido comprobadoen nuestro Laboratorio que los virus Junin

y Tacaribe sen igualmente inmunoprecipitados por sus sueros homólogos

y heterólogos (Damontey col., 1986). Coneste antecedente se realizó

un ensayo para comprobar la reacción cruzada entre las cepas de VJ.

Siguiendo la mismametología anterior se infectaron cultivos

con las cepas XJCl3y XJ y se inmunoprecipitaron los polipéptidos vi

rales con el Suero antiXJCl3 , suero con el que se obtuvo las bandas

más intensas en el experimento anterior.
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Figura 10. Síntesis de polipéptidos en células Vero infectadas con

las cepgg de virus Junín.

Fluorografía de los polipéptidos de extractos de células Vero infectadas

con las cepas: a) M02, b) IV4454, c) XJC13, d) XJ y no infectadas: e) y f);
35 . . . . . .marcadas con S-metlonlna a las 48 hs p.1. e 1nmunoprec1p1tadas con sueros:

a) y f) ahtiMC2 b) antiIV , c) antiXJC13, d) y e) antiXJ.4454
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En la Figura 11 se muestra 1a fluorografia obtenida. En esta o

portunidad se pudovisualizar 1a posición de los polipéptidos princi

pales GPC, NP, G1 y G2 y también las bandas de los polipéptidos meno

res 88Ky 25K (De Mitri.yvhmtínez Segovia, 1985). No se observó dife

rencia en 1a posición e intensidad de las bandas de las cepas XJ y

XJCI3lo que demuestra que el suero utilizado es igualmente reactivo

con su cepa homóloga y con 1a cepa heteróloga.

Se quiso conocer también 1a cinética de la sintesis de proteínas

de las cepas de VJ. Para ello se hizo 1a inmunoprecipitación de los

polipéptidos de las células infectadas con las cepas XJ, XJCl3e

IV4454a distintos tiempos p.i., utilizando el suero antiXJCl3 que
mostró ser el más reactivo.

En la Figfura 12 se muestra 1a fluorografía obtenida. A las 24

hs p.i. las cepas XJCl3e IV4454presentan las bandas'de los polipép

tidos CPC, NP, G2 y 25K. En las células infectadas con XJ 1a glico

proteina G2esta ausente a ese tiempo. A las 48 hs p.i. se observa,

ademásde las proteínas presentes a las 24 hs, las bandas correspon

dientes a G1 y 88K: asi como también G2 en 1a cepa XJ. A ese tiempo

se observa la sintesis mayorde proteínas para todas las cepas. A las

72 hs p.i. disminuye la intensidad de las bandas de los polipéptidos

en los tres casos analizados.

La cinética y el patrón electroforético de las proteinas virales

fué semejante con las tres cepas. El incremento de la sintesis de to

das las proteinas virales hasta llegar al máximoa las 48 hs es también

muy similar. La cepa IV4454, sin embargo muestra mayor intensidad en

1a marcación de sus polipéptidos, lo que se correlaciona con la mayor

producción viral observada en su curva de crecimiento en la Figura 7.
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Fígurá 11. Síntesis de polipéptídos en célulgg Vero infectadas con

las cepas XJ X XJC13.

Fluorografía de los polipéptidos de extractos de células Vero infectadas

con las éepás: A) XJC13 y B) XJ, marcadas con 35

e inmunoprecípitadas con suero antiXJClB.

S-metionina a las 48 hs p.i.
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Figura 12. Cinética de la síntesis de polípéptidos en células Vero

infectadas con las cepas de virus Junín.

72 48 24 72 48 24 72 48 24 U

88'
(SPC),

IMP

(31 »

(32 ’

25 "

Fluorografía de los polipéptidos de extractos de células Vero infectadas

con las cepas: a) XJC13, b) IV4454 y c) XJ, marcadas con 35S-metionina a las

24, 48 y 72 hs p.i. e inmunoprecipitadas con suero antiXJCl U) células Ve3.
ro no infectadas.
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Al mismo tiempo esta cepa es la que produce una inhibición des

tacada en la síntesis de las proteínas celulares. Este hecho podría

favorecer su mayoreficiencia de replicación y de síntesis de proteí

nas virales.

CARACTER TERI‘DSENSIBLE.

La eficiencia de multiplicación de la cepa prototipo XJ y de su

derivada XJCl3 en las células Vero es semejante dentro del rango de

temperatura de 34 a 409G (Ceriatti, 1985). Con el objeto de comparar

la capacidad de replicación de las cepas en estudio en ese rango de

temperaturas se titularon por el método de UFPa 37 y 409Gsimultanea

mente.

En el Cuadro 9 se muestran los títulos obtenidos a esas tempera

turas y el índice de termosensibilidad (índice ts) de cada cepa defi

nido comoel cociente entre el título a 409Gy el titulo a 379G. En

todos los casos se observa que las cepas multiplican mejor a 379Gque

a 4090, casi con un 50%más de eficiencia a la menor temperatura. Es

tos resultados, similares para las cuatro cepas estudiadas, son a su

vez, los obtenidos en nuestro laboratorio con los stocks de la cepa

XJCl3 (en células Vero) usados comocontroles en estudios de termo

sensíbilidad (Ceriatti, 1985; Candurra y Coto, 1986).

El carácter termoestable de las cepas de VJ analizadas en este

ensayo al igual que otros parámetros antes descriptos comola.patoge

nicidad en cobayo, nos confirman que el clon elegido de cada cepa

para realizar los estudios de caracterización son representativos de

la cepa respectiva.



Cuadro 9: Titulación de las cepas de VJ a 37 y 409G.

CEPASDETITULO (UFP/ml) #
INDICE ts

VIRUS C 409G

x3013 9,30 1o5 6,00 x 105 0,64

IV 2 55 106 9 40 x 105 0 37
4454 ’ ’ ’

6 5
XJ 1,36 1o 5,75 x 10 0,42

AN 1 48 106 9 85 x 1o5 0 67
9446 ’ ’ 7

8 5 5
MC2 ,20 1o 4,80 x 10 0,59

# Indice ts = Título a 409G/ Título a
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Varios investigadores encontraron una relación entre 1a capaci

dad citolítica de los stocks de arenavirus y 1a presencia o no de par

ticulas interferentes (PI) (Dutko y Pfau, 1978; López y Franze-Fernág

del, 1985) . La mayoría de los stocks de VJ que fueron analizados en

nuestro laboratorio provenían de cerebro de ratón o con un pasaje en

cultivos celulares (Help, 1980). El procedimiento por el cual nosotros

obtuvimos los stocks de esta investigación (clonado en tres pasos su

cesivos y posterior amplificación a baja multiplicidad), minimiza1a

producción de PI (Huangy col., 1986).

Fuéde nuestro interés conocer si 1a capacidad citolítica dife

rencial de las cepas de VJ se debia a la presencia de distintos por

centajes de PI.

La presencia de estas particulas en los stocks de VJ ha sido de

mostrada por la protección que se observa al infectar cultivos con los

materiales concentrados: efecto llamado de prozona (Help, 1980). Para

caracterizar a1 material interferente en los stocks de las cepas en

estudio, se infectaron monocapasde células Vero con los materiales

concentrados y díluidos 1/10 y 1/100, titulándolos por el métodode

formación de placas.

Se pudo observar lisis total en los materiales concentrados y

casi total en los diluidos 1/10 para todas las cepas ensayadas. No

fue posible visualizar el fenómenode prozona en ellos, lo que demueg

tra que 1a proporción de partículas interferentes presentes en las

cepas en estudio no es detectable por esta metodologia.

Unprocedimiento descripto para enriquecer a los stocks virales
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en PI (Help, 1980) es realizar pasajes sucesivos a altas m.i. Siguieg

do esas pautas se intentó conocer 1a capacidad de producción de PI de

las cepas de VJ. Para ello se realizaron pasajes concentrados con las

cepas XJCl3 e IV4454 como se indica en Materiales y Métodos, los que

fueron titulados por UFP.

En el Cuadro 10 se muestran los valores de los títulos de los

sobrenadantes de los pasajes concentrados. Se puede observar que en

el sistema VJ-células Vero utilizado se obtiene una alta producción

viral infectiva en todos los pasajes realizados. La infectividad dis

minuye del 19 al 39 pasaje en aproximadamente 1,5 log., pero vuelve a

aumentar a titulos semejantes a los del 19 pasaje en forma rápida. Es

tos stocks se comportanen forma distinta a los stocks ricos en PI

descriptos por Help (1980), por el contrario serían semejantes a los

pasajes realizados en esa investigación a baja m.i. y, por ese motivo,

con baja producción de PI.

Los altos titulos de los pasajes concentradosy la lisis total

que se observa al titular los stocks concentrados nos impidencuanti

ficar el porcentaje de PI.

Se puede observar que el comportamiento de las cepas IV4454 y

XJCl3 es similar en estos experimentos a pesar de ser IV4454una ce

pa de alta capacidad citolítica y XJC13 de acción moderada.

De todas estas osbervaciones se concluye que la proporción de

PI en las cepas de VJ estudiadas es muybaja e independiente de la

capacidad citolitica de cada cepa.



cuadro 10: Pasajes concentrados de cepas de VJ en células Vero.

TITULO (UFP/ml)
PASAJES

XJCI3 "M54

PC: 1,3 x 1o6 2,1 x 107

PC2 7,1 x 105 4,0 x 1o6

Pc3 9,4 x 1o4 6,0 x 1'05

Pc4 > 105 8,3 x 1o5

PCS 7 1o6 3,1 x 1o6

Pc6 > 1o6 1,6 x 107

PC7 > 106 1,4 x 1o7

‘

" PCx = pasaje concentrado número x.
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REIACIONES ANTIGENICAS ENTRE LAS CEPAS DE VJ.

Comoviflns en 1a Introducción los virus del Complejo Tacaribe

dan reacciones serológicas cruzadas por las pruebas de FCe IF mien

tras que 1a neutralización de 1a infectividad es el único ensayo espe

cifico de especie. Por ese motivo, la técnica de neutralización fué

elegida para estudiar las relaciones antigénícas entre las cepas de

VJ.

Se utilizaron sueros policlonales hiperinmunes preparados en

conejos. Diluciones de ellos se enfrentaron a 100 UFPde cada cepa

comose indica en Materiales y Métodos. La infectividad residual

de cada muestra, titulada en células Vero, fué utilizada para cons 

truir las curvas de neutralización que se muestran en las Figuras 13,

14, 15 y 16.

Se puede observar en_e11as que las cepas de VJ presentan una

respuesta heterogénea frente a los sueros. La actividad neutralizan

te en todos los casos es mayor para las cepas homólogas y menor para

las heterólogas. Se distingue también, un grado variable de reactivi

dad cruzada, lo que pennite deducir diferencias en la afinidad de

los sueros hacia las cepas de VJ.

El suero antiXJCl3 (Figura 13) muestra una diferencia importan

te entre la curva homólogay las heterólogas, que en este caso son

semejantes entre si, sugiriendo una respuesta antigénica diferencial

entre la Capa clonada in vitro y las cepas de campo.

El Suero antiXJ (Figura 14) muestra una similitud antigénica

mayor entre 1a cepa homóloga y 1a cepa AN9446, intermedia para MC2e

IV4454 y muy lejana para XJC13.



Li

Supervivencia(V2Vo)

99.

Figura 13. Curvas de neutralización de las cepas de virus Junín

con suero antiXJCl3
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Figura 14. Curvas de neutralización de las cepas de virus Junín

con suero antíXJ.
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El suero antiIV4454 (Figura 15) permite diferenciar marcadamen

te a su cepa homóloga y a la cepa XJC13 . Las otras cepas heterólo

gas, en este caso, presentan curvas que se entrecruzan a distintas

diluciones, impidiendo relacionar a la cepa IV4454con las cepas XJ,

MC2Y “¡944€

El suero antiMC2 es de menor potencia antigénica, sin embargo

la Figura 16 sugeriría una mayor afinidad de la cepa homólogacon la

cepa XJ y una relación más distante con la cepa IV4454.

Debidoa la dificultad en la interpretación de las relaciones

antigénicas entre las cepas mediante el análisis de las curvas de las

Figuras 13-16, se calcularon los titulos neutralizantes de los sueros

comose describe en Materiales y Métodos. Estos indices son presenta

dos en el Cuadro 11. Se puede observar una amplia variación entre los

titulos de los sueros con las cepas homólogasy con las heterólogas,

lo que sugiere que estos sueros policlonales permiten diferenciar an

tigénicamente a las cepas de VJ.

Los titulos homólogosde los sueros son distintos entre si. La

mayorrespuesta antígénica 1a presentaron los animales inoculados con

1a cepa IV4454con un titulo de 11.171 y la menor los que recibieron

1a cepa MC2con un titulo de 764, aunque todos los ¿nóculos fueron

preparados en forma semejante.

para poder independizarnos de las diferencias de los titulos ho

mólogosentre si y poder analizar las relaciones cruzadas entre las

cepas se calculó, para cada sistema, el cociente entre los títulos ho

nólogos y heterólogos. Los indices obtenidos son mostrados en el Cua

dro 12. Conestas relaciones se pueden apreciar mejor las variaciones
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Figurá 15. Curvas de neutralización de las cepas de virus Junín

con suero antíIVnACA.
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Figura 16. Curvas de neutralización de las cepas de virus Junín

con suero antiMC2
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Cuadro 11: Neutralización de cerg de VJ con sueros homólogos y

heterólogos.

cms DE 1x1 MC IV mc
VIRUS 2 4454 3

XJ 4053* 199 2021 584

MC2 1933 764 4053 901

Iv4454 898 72 11171 407

XJC13 520 160 3550 9058

¡019446 2080 7o 8681 558

n Titulo del suero: inversa de 1a dilución de suero que reduce el

50%de las placas del control.
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Cuadro 12: Relaciones de los títulos neutralizantes de las ceEgs de

VJ con sueros homólggos 1 heterólogos.

A N T I S U E R O S

CEPAS DE

VIRUS x5 MC2 Iv4454 XJC13

x.) 1,o* 3,3 5,5 15,5

m2 2,1 1,0 2,8 10,1

Iv“.54 4,5 10,6 1,0 22,3

mas 7,8 4,8 3,1 1,0

msm46 1,9 10,9 1,3 16,2

.kTítulo del suero con virus homólogo/ título del suero con virus

heterólog o.



antigénicas entre las cepas, pues los valores de estos índices se en

cuentran en un amplio rango entre 1,3 y 22,3.

El suero antiXJCl3 fué el mas discriminativo, con indices mayo

res a 10 para todas las cepas heterólogas. Este suero permite relacig

nar a la cepa homóloga y a la MC2comomás cercanas antigenicamente,

con un indice de 10,1. Las otras cepas se hallan menosrelacionadas,

con indices distintos y mayores: XJ muestra un indice de 15,5, AN9446

de 16,2 e IV4454 de 22,3.

El suero antiIV4454 mostró una relación cercana entre su cepa

homóloga y la cepa AN9446,con un índice de 1,3 , aunque para este

suero las diferencias de las cepas heterólogas son menoresa las que

se observan con el suero antiXJClB. El rango de variación es de 1,3

para AN9446a 5,5 para XJ, siendo esta última la más lejana antigeni

camente a la cepa homólogade este suero.

El suero antiXJ permite relacionar a la cepa homóloga con MC2

y AN9446en mayor grado, con indices de 2,1 y 1,9 respectivamente.Las

cepas XJCl3 e IV4454estarían menosrelacionadas con indices de 7,8

y 4,5.

El suero antiMC2presenta una relación antigénica distinta para

XJ y XJCl3 con indices de 3,8 y 4,8 y más distantes para las cepas

Iv4454 y AN9446aunque no los diferencia entre si (10,6 y 10,9).

Los titulos mostrados en el Chadro 11 fueron utilizados para

calcular los coeficientes de distancia dz. Conellos se construyó la

matriz del Cuadro 13. Los valores de esta matriz permiten analizar

mejor los resultados obtenidos en los Cuadros 11 y 12 pues muestran

las interacciones de un par de cepas con sus dos sueros simultanea

mente. Para cada par de cepas los índices más pequeños indican una
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Cuadro 13: Valores de d2 obgggidos con las ceggs de VJ con sueros

homólogos x heterólogos.

XJ M02 Iv4454 ¡001 mms

XJ 0"" 0,19 0,40 0,76 o, 23

MC2 o 0,49 0,61 0,40

0/4454 o 0,75 0,06

XJC13 o 0, 70

AN9446 o

El cálculo de los caefícientes dz se detalla en Materiales y Métodos.
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mayor cercanía antigénica. Este es el caso para las cepas AN9446c

IV4454 con un d2 = 0,06 y MC2y XJ cuyo d2 es de 0,19. Los índices

más grandes corresponden a los pares XJCl3-XJ: 0,76; XJCl3-IV445¿:O,7S;

XJCl3-AN944

XJCl3comola más alejada antigenicamente de las otras cuatro cepas

6: 0,70 y XJC13-MC2:0,61. Estos indices muestran a la cepa

estudiadas.

Conlos datos de la matriz, utilizando el procedimiento explica

do en Materiales y Métodos, se obtuvo el dendrograma de la Figura 17.

Se puede observar en él dos grupos formados por cepas muyrelaciona

das entre si. El primero corresponde a las cepas IV4454y ANg446ais

ladas en la Provincia de Córdoba, una de un caso de FHAy la otra de

un cricétido, ambasde distinta patogenicidad en cobayo. El otro gru

po esta formado por las cepas XJ y MC2que también son de distinta vi

rulencia para cobayo y especie pero de lugar cercano de aislamiento.

La cepa XJCl3se distingue por su lejanía antigénica de las otras

cuatro cepas de campo, conclusión deducida anteriormente de la Figura

13 y del Cuadro 12.

Las relaciones antigénicas entre las cinco cepas de VJ estudia

das con sueros hiperinmunes muestran:

- Independencia de la historia de pasajes de cada cepa. Esto se

obserVa con las cepas XJ y XJC13, ambas con mayor núnero de

pasajes que las otras tres cepas, pero distantes en el dendrg

grama.

- Mayorcercanía antigénica entre las cepas de campoque con la

XJC13clonada in vitro. A pesar de que XJCl3 deriva de XJ.
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- Los grupos formados por cepas más relacionadas entre si son

independientes de la virulencia en cobayo y del orígen de su

aíslamiento(humanoo cricétído).

La única relación entre las cepas que forman los grupos es el

lugar geográfico de aislamiento. Ungrupo está compuesto por

cepas aisladas en la Provincia de Córdoba: IV4454 y AN9446y

el otro por cepas aisladas en 1a Província de BuenosAires:

XJyMCZ.
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Las cepas de virus Junin aisladas hasta el presente de casos de

Fiebre Hemorrágica Argentina y de cricétidos de la zona endémica mueg

tran un amplio espectro de virulencia tanto para cobayos comopara mg

nos. Estas diferencias en patogenicidad, caracterizadas en diferentes

animales de laboratorio usados comomodelos de Fiebre Hemorrágica Ar

gentina experimental, sugirieron la posible existencia de variaciones

en otras propiedades biológicas aún no estudiadas.

E1 objeto de esta investigación fue analizar, en forma compara

tiva cepas patógenas y atenuadas de virus Junín con el fin de estable

cer las posibles propiedades diferenciales entre las mismas.

los experimentosrealizados permitieron establecer diferencias

y similitudes entre cinco cepas de virus Junin de distinta virulencia.

Se caracterizaron algunos parámetros de 1a infección de células Vero

con estas cepas y se demostró la heterogeneidad antigénica entre ellas

por reacciones de neutralización cruzada con sueros hiperinmunes.

En general los virus ARNpresentan una frecuencia de mutación

muchomayor que los genomas ADN.Esto lleva a que los stocks de virus

ARNtales como polio, influenza y VSV,sean una población heterogénea

de particuals virales donde se logra un equilibrio dinámico con predg

minio de un tipo de particulas llamadas salvajes (Holland y col.,1982).

En determinadas condiciones dicho equilibrio se altera debido a cambios

producidos en la interacción virus-huésped que favorecen el enriqueci

miento de ciertas particulas presentes en el stock.

Unaformade detenninar la presencia de partículas diferentes

en un stock viral es analizar las subpoblaciones obtenidas por clona

do del mismo. Asimismo, Huang y col. (1986) observaron que el clonado



sucesivo de los stocks y la amplificación posterior a baja multipli

cidad de infección de las subpoblaciones obtenidas minimizaban la

presencia de las partículas interferentes (PI), las que podrían mod;

ficar las características de multiplicación viral.

Dos stocks de la cepa XJCl del virus Junín fueron analizados3

por esta metodologia, en ellos se estudiaron varias propiedades big

lógicas pero solo 1a virulencia para ratones de 11 días de edad fue

el parámetro comúna ambas investigaciones.

Contigiani y col. (1981) por clonado en células Vero y poste

rior amplificación en cerebro de ratón lactante obtuvieron 15 subpo

blaciones virales que presentaron una virulencia diferencial para ra

tones de 11 y 14 dias y cobayos de 11 días de edad. El ratón de 11

dias fue el que permitió observar las mayoresdiferencias en los in

dices de virulencia (log UFP/DLSO)con un rango de 0,73 a 5,99.

Por el contrario, Candurra y Coto (1987) observaron un comporta

miento homogéneoa1 analizar las subpoblaciones obtenidas por clonado

de la mismacepa. En este caso los parámetros estudiados fueron: ter

mosensibilidad, termolabilidad y virulencia para ratones de 2 y 11

días de edad. Los 12 clones estudiados no presentaron diferencias sig

nificativas en la mortalidad de ratones de 11 dias (indice de virulen

cia entre 1,7 y 2,3). Es de hacer notar que a diferencia de lo reali

zado por Contigiani, este stock fue tanto clonado comoamplificado en

células Vero. Esta aparente discrepancia podría deberse al pequeño

número de subpoblaciones analizadas en ambos casos.

Este trabajo de investigación fue realizado con cinco cepas de

VJ. Tres de ellas: XJ aislada de un enfermo de Fiebre Hemorrágica Ar

gentina! “CZ obtenida de un cricétido de la zona endémica y XJCl3 de
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rivada por clonado de 1a cepa XJ, estaban caracteizadas en su patoge

nicidad para varios animales, pero la información de su acción in vi

tro se limitaba a las cepas XJ y XJCl3 (Weissenbacher y Damonte, 1983;

Weissenbacher y col., 1987). Se analizaron también las cepas Ivóasa y

AN9446aisladas de un caso humanoy de un cricétido respectivamente,

las que no habian tenido caracterización previa. Todas ellas fueron

clonadas por tres pasajes sucesivos en células Vero y amplificadas

posterionnente en células BHK-21a baja multiplicidad de infección.

El cobayo es el animal de laboratorio que generalmente se uti

liza comomodelo experimental de la Fiebre Hemorrágica Argentina por

que el virus Junin produce en él una enfermedad semejante a la obser

vada en humanos, y ha sido usado comomarcador de virulencia para

cepas patógenas y atenuadas de este virus (Avila, 1983). Contigiani

y Sabattini (1977) demostraron que el ratón de 14 dias de edad también

puede ser usado para ese fin.

los estudios de patogenicidad en el cobayopermitieron caracte

rizar a las cepas en tres grupos: XJ y AN9446fueron altamente virulen

tas, MC2presentó un comportamiento intermedio y XJCl3 e IV4454 fueron

atenuadas para este huésped. Con las cepas X}, MC2y XJCl3 se pudo con

firmar los resultados obtenidos previamente (Avila, 1983), las cepas

IV4454 y AN9446no habian sido estudiadas en este huésped.

El origen del aislamiento al igual que 1a historia de pasajes

de las Cepas (Cuadro 3) resultó independiente de su virulencia en el

cobayo. Los tres aislamientos con bajo número de pasajes MCZ,AN9446

e IV4454se ubicaron en distintas categorias de patogenicidad. Las cg

pas de origen humanofueron: una altamente patógena (XJ) y otra atenug

da (IV4454) y los aislamientos de cricétidos resultaron: AN9446alta
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mente virulento y MC2 de acción intermedia.

En cambio, no fue posible obtener una consistente caracteriza

ción de virulencia en ratones de 14 dias de edad, ya que el rango de

variabilidad entre la mortalidad producida por la cepa más atenuada

(XJC13) y la más patógena (XJ) fue de solo 1,5 log lo que impidió ca

tegorizar a las cepas de virulencia intermedia.

Estos resultados son distintos a los informados por Contigiani

y Sabattini quienes obtuvieron un rango de variación doblemente mayor
para las cepas patógenas y atenuadas en este huésped. Es de notar,

que ambasinvestigaciones se relaizaron con distintas cepas de rato

nes (OF1y Rockefeller Wl respectivamente) siendo la susceptibilidad

diferencial de las mismasal virus Junin la posible causa de los dis

tintos resultados obtenidos.

Para el virus LCMse encuentra documentado un comportamiento si

milar. Características biológicas de cepas patógenas y atenuadas de

este virus son especificas de una determinada cepa de cobayos o de ra

tones (Dutko y Oldstone, 1983; Peters y col., 1987).

En nuestro laboratorio se ha informadouna respuesta atipica al

virus Junín en la infección de ratones entre los 10 y 14 dias de edad,

pero las diferencias de comportamientoencontradas al infectar ratones

OF1de esa edad no incluyeron una respuesta diferente para cepas de

distinta virulencia en cobayos. Estos animales inoculados con virus

JUnin y Tacaribe por via intracerebral a los 10 dias de edad, muestran

signos de enfermedad menos evidentes y muertes más tempranas (Coto y

León, 1978). Asimismo,otra investigación posterior utilizando ratones

de 11 dias, de la mismacepa, indicaron que la patogenicidad del virus

Junín en este animal estaba influenciada por el huésped en el cual se
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habia replicado el virus (Candurra y Coto, 1987). Los stocks prepara

dos en cerebro de ratón fueron 100 veces mas virulentos que los obte

nidos en cultivos de lineas celulares, mientras que si se utilizaban

cultivos primarios de embriónde ratón o de cricétidos se encontraba

una respuesta intennedia. Estos resultados sugirieron que en los ra

tones infectados a los 11 dias de edad habia un reconocimiento de un

antígeno tisular homólogoque aumentaría la virulencia del virus Ju

nin en este huésped.

la interacción de los virus don células in vitro varia con dig

tintos parámetros que dependen tanto del virus comodel cultivo.

Para poder asegurar que las diferencias encontradas entre las

cepas de virus Junín en las infecciones en células Vero, realizadas

durante el curso de este trabajo de investigación, son caracteristi

cas propias de las cepas, se trabajó siempre con las cepas en forma

paralela y con monocapasoriginadas de un cultivo único, manteniendo

iguales las condiciones de cultivo para todas las infecciones.

Se obtuvo una caracteización de las cepas en dos grupos. Uno lo

forman XJ e IV4454 quienes fueron más citopatogénicas en este sistg

ma: dieron ACPmás temprano y de mayor intensidad, placas bajo agar

' al 5-69 dia, con aspecto litíco y de tamaño pequeño que no aumentó en

los dias siguientes. A su vez, desarrollaron una mayorproducción vi

ral en un periodo más corto de tiempo. Estas caracteristicas fueron

más acentuadas para la cepa IV4454. El otro grupo lo componen las ce

pas de acción moderada: MC2y XJC13.. Estas cepas mostraron una ACP

más débil y placas bajo agar revelables al 7-99 día, de mayor tamaño

y de aspecto turbio. La producción viral fué menor para ellas pero

duró un periodo de tiempo mayor. La cepa MC2mostró estas caracterig
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ticas más destacadas.

Resultó notorio el carácter litico de las cepas estudiadas: XJ,

IV4454 y XJCl3 mostraron una ACPmás intensa que la documentada ante

riormente para el sistana XJCl3 - células Vero. los orígenes de los

stocks del virus Junin utilizados en cada caso podrían ser la causa

de estas diferencias. Los resultados previos informados fueron de vi

rus replicado en cerebero de ratón o con un solo pasaje en cultivo

(Damonte, 1978) y no de virus clonado.

Asimismo,en las infecciones realizadas con las cepas a distin

tas multiplicidades de infección se obtuvo una relación directa entre

la ACPproducida y la multiplicidad utilizada. Aunquemultiplicidades

mayores de 0,5 UFP/célula no pudieron utilizarse en forma comparativa

en experimentos que requerían varios días de observación pues la cepa

IV4454destruyó el cultivo completamente al 3-49 dia p.i.

Generalmente se observa, en cultivos infectados con arenavirus

a altas multiplicidades de infección, una inhibición de la ACPdebido

a 1a protección que las partículas interferentes otorgan al cultivo.

Dutkoy Pfau (1978) demostraron la responsabilidad de la presencia de

las PI en la modulación de la ACPen células MDCKy PK-IS. Estas lí

neas son restrictivas para la sintesis y desarrollo de funciones de

las PI de los virus LCMy Pichinde. La infección de tres cepas de vi

rus ILIIen ellas mostró una ACPdiferenciables, la cual pudo ser inhi

bida al coinfectar esos mismosmateriales con un stock de PI de ILIL

En los stocks de las cepas de VJ utilizados en este trabajo no

fue posible demostrar la presencia de PI. Los mismosse prepararon

en condiciones que minimizan el porcentaje de estas particulas (Huang

y col., 1986). Al mismotiempo, cuando se quiso generar PI por pasajes
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sucesivos concentrados, no se obtuvo el patrón caracterizado por Help

(1980) para stocks no clonados, en los cuales la infectividad dismi

nuida significativamente a medida que aumentaban los pasajes. El compor

tamiento de las cepas XJCl3e IV4454fue distinto al caracterizado por

Help pero semejante entre ellas, a pesar de ser ambascepas de acción

citopatogénica distinta.

Podemosconcluir de estas observaciones que la presencia de PI

en los stocks de las cepas utilizadas seria irrelevante e indiferencia

ble entre ellas.

El orden de citopatogenicidad de las cepas: IV4454> XJ>) XJC13>

MC2está en relación directa con la inhibición de la sintesis de pro

teina celulares que ellas inducen (Figura 8).

Las primeras observaciones de 1a modificación de la sintesis de

macromoléculas del huésped por arenavirus fueron documentadas por

Fríedlander y col. (1984) quienes demostraron que la infección de ma

crófagos murinos con virus Pichinde causa la inhibición de la síntesis

de ADN.A1 mismo tiempo, López y Franze Férnández (1985) encontraron

que los stocks liticos del virus Tacaribe provocabanla inhibición de

la sintesis de proteinas, ARNY ADNde las células Vero. Estos stocks

fueron también preparados en condiciones que minimizan la presencia

de las PI. Por el contrario, los stocks enriquecidos en las PI, que

resultaron no citopáticos,no mostraronalteraciones en la sintesis

uacromolecular del huésped. Los autores postulan que la presencia de

las PI enmascararía la inhibición producida por las particulas infec

diosas.

En este trabajo se confirman las observaciones de López y Fraze

Fernández ya que los stocks de las cepas de virus Junin analizados se
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comportan en forma semejante a los stocks líticos de estos autores

pero, a su vez, se demuestra que la propiedad de inhibir la sintesis

de proteinas celulares es una caracteristica diferenciable de las

cepas de virus Junin.

Nose observó correlación entre las características de las in

fecciones con las cepas en células Vero y sus respectivas virulencias

para el cobayo. Las cepas atenuadas para este marcador IV4454 y XJCl3

mostraron un comportamientodiferencial in vitro: la primera fue la

más citopatogénica y XJCl3 tuvo acción moderada. la cepa MCZ,de pato

genicidad intermedia para cobayo, fue la que produjo un efecto menor

en cultivo. XJ, 1a única cepa patógena en animales que se analizó en

células Vero, fue altamente citopatogénica pero siempre en menorgra

do que la cepa atenuada IV4454 . Asimismo, no se halló correlación

entre la virulencia de las cepas para el cobayo y la morfología de las

placas producidas bajo agar (pequeñas y líticas para XJ y IV4454 y

turbias de mayor tamaño para MC2 y XJCl3 ) ni tampoco con la inhibi

ción de las proteínas celulares y el rendimiento viral (IV4454> x”

XJCl )> MCZ).3

En otras especies virales se encontraron también cepas capaces

de producir ACPde variable intensidad y distinta morfología de pla

cas y rendimiento viral. En algunos casos esas diferencias se pudie

ron relacionar con patrones de atenuación o virulencia in vivo y en

otros casos no.

Asi por ejemplo, las placas producidas por el virus de la Ence

falitis Venezolanason consideradas marcadores de virulencia para es

ta especie: el fenotipo de placas pequeñas corresponde a las cepas

patógenas para equinos (Stanick y col., 1985).
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Eh cambio, para Herpes Simplex I Yamaday col. (1986) encontra

ron que las variantes sinciciales de la cepa Miyamaque originan pla

cas de mayor tamaño son más patógenas para ratón; aunque esta carac

terística no se cumplepara todas las cepas de este virus.

Otro estudio, con nueve cepas de Influenza C realizado por Goto

y col. (1984) mostró diferencias-en el rendimiento viral y en el ta

mañode las placas producidas en células LLC-MKZ,pero estos paráme

tros no se correlacionaron entre sí.

Otro ejemplo se encuentra en un estudio realizado con el virus

Rift Valley (Rossi y Threll, 1988). En este caso dos variantes de 1a

cepa patógena seleccionadas por su tamaño pequeño y homogéneode pla

cas resultaron ser: una tan patógena comola cepa que la originó (de

fenotipo de placas variables con predominio de placas grandes) y la

otra más atenuada que 1a cepa propuesta como vacuna (de fenotipo de

placas pequeñas).

El análisis de las proteinas virales presentes en células infeg

tadas mastraron un patrón semejante para las cuatro cepas analizadas.

Al mismo tiempo, pudo comprobarse la reactividad cruzada de los sueros

utilizados ya que se observaron bandas de igual intensidad al precipi

tar a la cepa homóloga y a la heteróloga.

Comose describió en la Introducción, las diferencias entre las

cepas de una especie no siempre se traducen en distintos patrones eleg

troforáticos de sus proteínas. Este también fue el caso para las cepas

del virus Junín analizadas, pues no se observaron diferencias de movi

lidad en las bandas de los polipéptidos NP, G1,, G2 y CPC.

Asimismo,la cinética de sintesis de proteínas virales sigue un

patrón similar para las tres cepas estudiadas. Todos los polipéptidos
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virales se incrementanhasta las 48 hs p.i. la única diferencia encog

trada entre ellas fue la mayor intensidad en la marcación de los poli

péptidos de 1a cepa IV4454. Esta mayor eficiencia se correlaciona con

la maor producción viral (Figura 7), 1a que se encuentra favorecida

por la inhibición significativa de la sintesis de proteínas que esta

cepa induce en las células Vero (Figura 8).

El amplio espectro de virulencia de las cepas de virus Junin

sugirió que podrian existir dübnïcün antigénicas entre las mismas.

Fue así, comola heterogeneidad antigénica de las cinco cepas de virus

Junin analizadas en este estudio pudodemostrarse por 1a realización

de neutralizaciones cruzadas con sueros hiperinmunes.

Las cepas de virus Junin no habían podido diferenciarse por las

técnicas de fijación de complementoo inmunofluorescencia (Adler y

Parodi, 1965; Carballal y col., 1980) ni por neutralizaciones con sue

ros de convalescientes (Maiztegui, 1975). Estos sueros neutralizan en

forma semejante a 1a cepa XJ y a su derivada atenuada XJC13.
las diferencias osbervadasen los títulos neutralizantes de los

sueros usados en este trabajo, con las cepas homólogasy heterólogas

demuestran que estos sueros permiten diferenciarlas antigénicamente.

los indices obtenidos al realizar los cocientes entre los títulos ho

mólogos y heterólogos confirman 1a heterogeneidad de las cepas, pues

estos varian en un amplio rango entre 1,3 y 22,3.

En lOs arenavirus no está definida 1a clasificación taxonómica

a niVel de Serotipo o especie. Por el contrario, en los adenovirus y

rotavirus se definieron serotipos por neutralizaciones cruzadas con

diferencias mayores de 16 y 20 respectivamente entre las relaciones

de los títulos homólogos y heterólogos en ambas direcciones (Mathews,
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1982a; Wyatt y col., 1982). Si aplicamos para las cepas de VJ el mismo

criterio que el utilizado para los adeno y rotavirus, las cepas anali

zadas pertenecerian al mismoserotipo.

En la familia Arenavirídae, las cepas del virus Lassa fueron

distinguidas por la mismatécnica usada en este trabajo (Peters y col.,

1987). Por el contrario, Dutko y Oldstone (1983) no pudieron diferen

ciar las cepas del virus ICNpor la técnica de neutralización con sue

ros policlonales a pesar de utilizar cepas con distintas propiedades

biológicas y diferencias genómicas.

E1 ordenamiento antigénico obtenido con el dendrograma no guarda

correlación con la patogenicidad de las cepas para cobayo, con el ori

gen del aislamiento (humanoo cricétido), ni tampococon la caracteri

zación encontrada en la interacción con las células Vero. los dos grg

pos distinguidos en el dendrogramarelacionan cepas solo por su cerca

nía geográfica de aislamiento, IV4454y AN9446aisladas en la Provin

cia de Córdoba y MC2y XJ en la Pronvincia de Buenos Aires. Una rela

ción antigénica similar fué documentadapor Jahrling y Peters (1987)

para las cepas del virus lassa. Los resultados obtenidos por estos au

tores, les permitieron diferenciar las cepas del virus Lassa de dife

rente origen geográfico.

Los estudios bioquímicos y moleculares realizados en la familia

Arenavirídae con los virus LCMy Pichinde han permitido no solo cono

cer la estrategia de replicación de esta familia sino también, con la

información que provee la formación de recombinantes entre cepas de

distinta patogenicidad, relacionar la informacióngenética con propig

dades biológicas.

Así se pudo establecer que el segmento S codifica por la nucleg
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proteína y las glicoproteínas de superficie mientras que el segmento

L codifica por una proteina de 200K, presumiblemente la polimerasa vi

ral. Esto induciría a correlacionar al segmentoS con las variaciones

antigénicas del virus ya que las glicoproteínas, por encontrarse en

la superficie viral, son las másexpuestas a la presión selectiva prg

ducida por los anticuerpos y están sometidas a una variabilidad más

amplia.

los estudios realizados tendientes a correlacionar la virulen

cia con algunos de los segmentos genómicos en los arenavirus han arrg

jado resultados complejos y contradictorios. Así, Kirk y col. (1980)

demostraron que la patogenicidad para cobayo en e1.virus LCMestaba

regulada por el segmento S de ARN.Posteriormente, Riviere y col.

(1985 b) encontraron que la mismapropiedad se asociaba a1 fragmento

L. Por otro lado, este mismogrupo de investigadores muestran evideg

cias de que ambos segmentos L y S estaban asociados a la producción

de una enfermedad fatal en ratones Balb/C (Riviere y Oldstone, 1986).

Por lo tanto, no rsulta extraña la falta de correlación entre

la patogenicidad de las cepas de virus Junin y el ordenamiento anti

génico que se obtuvo con los sueros policlonales en este estudio, ya

que la expresión de ambaspropiedades (virulencia y caracteristicas

antigénicas) no estaria asociada al mismofragmento genómico.

La ampliación de los estudios moleculares y el análisis anti

génico de un número mayor de cepas del virus Junín podrán completar

los resultados de esta investigación y poder llegar a establecer las

relaciones evolutivas de las mismas.

MW
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APENDICE .

Abreviaturas.

ACM Anticuerpo monoclonal.

ACP acción citopatogénica.

ADN ácido desoxirribonucleico.

ARN ácido ribonucleico.

cpn cuentas por minuto.

D Dalton.

DICT50: dosis infectante para cultivo de tejido 50%.

DL50 dosis letal 50%.

FC fijación de complemento.

FHA Fiebre Hemorrágica Argentina.

IF inmunofluorescencia.

i.c. intracerebral.

i.m. intramuscular.

i.p. intraperitoneal.

K kilo Dalton.

LEM virus de la Coriomeningitis Linfocítica.

mARN ácido ribonucleíco mensajero.

m.1 multiplicidad de infección.

p.i. post-infección.

PI : partícula interferente.

PMSF : fluoruro de fenil metil sulfonílo.

SDS : dodecíl sulfato de sodio.

SNC sistana nervioso central.

TEMED tetra metil etilendiamina.



>

ts

UFP

VJ

: termosensible.

: unidades fonnadoras de placas.

: virus Junín.
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