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ANnAnticuerpos neutralizantes.
CML:Cultivo mixto de linfocitos.

DIMRA100%: Dosis infectante minima raton adulto 100%.

DIRL50%! Dosis infectante ratón lactante 50%.

e.v.¡ endovenoso.

GRC:Blóbulos rojos de carnero.

HSVla Virus Herpes simplex tipo 1.

IFNI interferón.

IN: Indice neutralizante.

i.d.¡ intradermico, i.m.| intramuscular, i.p.: intraperitoneal.
LCMIVirus de la linfo coriomeningitis de raton.

MME:Modelo murino experimental.

NK:Células Natural Killer.

O1 Cs: Virus aftoso subtipo D. Campos.

Th, T57”, Tb: Linfocitos T colaboradores, de hipersensibilidad

retardada y citotoxicos.
TTE:Tricloro trifluoroetano.

s.c.: subcutaneo.
VAIVirus activo.

VFA:Virus de la Fiebre Aftosa.

VI: Virus inactivado.

VSV:Virus de la estomatitis vesicular.
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La Fiebre Aftosa es la enfermedad viral del ganado que mayor

impacto económico ocasiona a la Argentina. no sólo por los

perjuicioa directos a las especies afectadas, sino tambien por

las pérdidas indirectas debido al cierre de mercadosde

exportacion que representarían ingresos de divisas para nuestro

pais.
Los planes de control de la Fiebre Aftosa en la Argentina se

basan en 1a aplicacion de programas de control epidemiológico

definido de acuerdo al sistema productivo y cuyo elemento

principal es la inmunizaciónpreventiva. La principal limitante

de los inmunogenoe en uso ee la corta duracion de la inmunidad

que confieren.

Eniste gran cantidad de información sobre la epidemiología de

la enfermedad y la biologia del virus. Estos conocimientos han

sido y son muy importantes en la lucha contra esta noxa. Sin

embargo, es muypoco lo que se conoce sobre la relacion virus

huesped y su respuesta inmune.

En los últimos años se han realizado importantes avances en

la obtención de inmunoqenospor ingeniería genetica, que no han

resultado satisfactorios a la fecha, pues la respuesta inmune

que inducen es breve e insuficiente para conferir proteccion.

El proposito de este trabajo es abordar el problema desde el
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otro elemento de la ecuación epidemiológica, el huesped, y

tiene comoobjetivo considerar los mecanismos de respuesta

inmune especifica que el hospedador pone en funcionamiento

frente a la inmunización con virus activo e inactivado.

Se parte de la hipótesis de que, si conocemoscuales son los

mecanismos involucrados en la respuesta especifica a ambos

inmunógenos,podria modularse la respuesta al virus inactivado

para llevarla a un nivel de mayor protección y mas prolongada

duracion de la inmunidad.

Se seleccionó un modelo murino de infección al virus de la

Fiebre Aftosa por lo detallado del conocimiento que se posee

sobre el sistema inmunedel raton. la posibilidad que brinda

este animal de manipular sus poblaciones celulares inmuno

competentes ¿[Lïggg_y la experiencia ganada en investigaciones

prev1as realizadas en nuestro laboratorio (Fernández,F. et
31.1965: BorcapM. et 31,1986).

Los resultados obtenidos podrán ser utilizados para un

estudio posterior en el hueoped natural bovino, con el

objeto de,luego de la etapa experimental. aportar nuevos

elementos para la elaboración de vacunas con mayor poder

inmunogenico.

Para cumplir el propósito general propuesto se debio alcanzar

primero los siguientes objetivos parciales:
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1.Caracterizacion de la relacion entre el nivel de anticuerpos
neutralizantes (IN) y proteccion al desafio viral.

E.Determinación de la duracion de inmunidad al virus activo e

inactivado.

3.E9tudio de la persistencia de virus luego de la infección.

4.Earacterizacion de las poblaciones celulares inmuno
O

competentes involucradas en la memoria inmunológica al virus
activo e inactivado.

El diseño experimental utilizado consistió en:

1.1nmunizacionde ratones de distintas cepas con virus activo e
inactivado.

E.Desafio de los ratones activa y paeivamente inmunizados con
el virus activo e inactivado.

3.Reconstitucion de animales inmunodeprimidoe con células

totales de bazo provenientes de ratones singeneicos
inmunizados con ambos inmunogenos.

4.Eúequeda in yivo e in vitro de virus persistente en organos
de ratones convalescientes.

5.Transferencia de células inmunocompetentee a receptores

normales sin desafio posterior con el antígeno.

6.Reconetitucion de receptores inmunodeprimidoucon poblaciones

celulares provenientes de animales inmunizados.
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11.1.1 HISTORIA Y DISTRIBUCION

En 1897 se describió al agente causal de la Fiebre Aftosa

como un virus debido a que atravezaban filtros que retenian a

la: bacterias (Loeffler, F. y Frosch, P.,1897).

El registra mas antiguo de esta enfermedad currespunde a una

observación hecha en 1546 (Fracastorius. H..1546), que describe
un brote de enfermedad en bovinos ocurrido en Italia con la

misma presentación clinica que hoy conocemos de la Fiebre
Aftosa.

La Fiebre Aftosa es, probablemente. la enfermedad del ganado

doméstico que mayor daño econdmico causa en el mundo, no sólo

por IU amplia distribución eine tambien por la rapidez de su

diseminación y su alta morbilidad<Brown. F. et algl984).

Sus huéspedes naturales son los biunqulados y lae mayores

perdidas económicas ocurren en bovinos y porcinos. En general

la martalidad es baja en animales adultos aunque en animales

jóvenes puede llegar al 50% (aftosa cardiaca). El principal
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perjuicio economico ¡e debe a 1a disminución de la producti

vidad que puede alcanzar hasta un ES % (Brooksby, 3., 1968).

La enfermedad es enzoótica en todos los continentes con

excepcion de Oceanía. En Nueva Zelandia nunca se registro por

causa de su aislamiento geográfico y una efectiva vigilancia

sanitaria (Morgan,D. et al,l984).

En Australia se registro por última vez en 1872, en

Norteamérica en 1989, en Canada en 1952 y en México en 1953

(Blackwell, 3.,1980).

En E.E.U.U., a partir de 1930, ee establecieron severas

restricciones a la importacion de ganado susceptible, carne

fresca y productos derivados de paises con Fiebre Aftosa. A

partir de esta fecha solo se registro una epizootia entre
1946-1953 que fue controlada con una rígida campaña de control

y erradicación, precedida de una intensa campañapropagan"

dística, en la que se invirtieron 150 millones de dolares
(Bachrach, H.,1968).

En la actualidad son considerados libres de Fiebre Aftosa

tambien algunas regiones de Europa Occidental y, desde 1987

Chile,que logro la erradicación. en base a una rígida

legislacion sanitaria y ayudadopor su aislamiento geográfico
(Schudel, A. et 3111986).



11.1.8 SIGNOS CLINICOS

La Fiebre Aftosa es una enfermedad aguda, febril y muy

contagiosa, producida por el virus de la Fiebre Aftosa. Se

caracteriza por ser epiteliotropica con aparicion de vesículas
en los epitelios de boca, nariz, y rodete coronario (Shahan, M.

et al,1962). Todos los animales hiungulados son susceptibles a
la enfermedad. En bovinos se observan las vesículas mas

frecuentemente sobre la lengua y patas! en las vacas lechera:

ee frecuente la presencia de vesículas sobre las ubrea y

pezones (Burrowe. R. et al,1971). Tambiense presentan lesiones

en el rumen y corazón. Durante la infeccion se produce una

diabetes pasajera ya que el virus infecta tambien al páncreas

(Barboni, E. et al.1962). En porcinoe la mayoría de las

lesiones se encuentran en patas y hocico. En ovinos, caprinos y

ciervoe, las lesiones de las patas son importanteul mientras

que las de la boca pueden ser pequeñas y pasar inadvertidae
(Callis, J. et al,1980).

La infeccion en bovinos se asocia generalmente con un intenso

babeo de saliva espumoaay el epitelio elevado que cubre las

vesículas linguales se rompe invariablemente debido a la dege

neración hidrúpica de las celulas epitelialen, dejando áreas de
tejido vivo al descubierto. Las lesiones de la boca dificultan

severamente o impiden la alimentación de los animales y las

lesiones de las patas, que normalmente son invadida: por



bacterias. provocan cojera y dificultades en el desplazamiento
(Shahan, M., 1968).

La enfermedad ha sido descripta en animales salvajes tales

como ciervos, antílopes. pecarlee, jirafas, elefantes
(Arambulo, P. et a1,1977), camellos (Mousse, A. et al,l9B7) y

carpinchos los que podrían jugar un papel muy importante como

reservorios y diseminadoree de la enfermedad (Gomes, l. et

¿1,1984).

Existen pocos registros confiables sobre la susceptibilidad
de humanos (Traum, J.,1948) aunque algunos primates han sido

infectados experimentalmente (Schudel, A. et 31,1982). por lo

que se la considera como una zoonosis menor (Acha, P. et

¿1,1977).

El virus puede mantenerse activo por 1 dia en la region naso

faríngea o sobre ropa, por lo que el hombre podria actuar como

vehiculo transmisor de la enfermedad (Sellers, R., 19705Hislop,

N.¡ 1972).

Cuando se detecta un brote con caracteristicas de enfermedad

vesicular debe hacerse un diagnostico de laboratorio para dife
renciar entre Fiebre Aftosa, Estomatitie Vesicular (Rhahdo—

viridae) o ExantemaVenicular Porcino (Picornaviridae). Las

técnicas mas empleadas son fijación de complemento y ELISA.

siendo la primera hasta hoy, la prueba de referencia para la

determinacion de tipo y subtipo del VFA(Alonso Fernandez, a.

et ¿1.1973) .



Estas pruebasí complementada: por otras como la de secuencia

ción rápida (Perez, 0. et al,19B7), mapeode oligonucleótidoe

por electroforesis bidimensional (Frisby.D. et al,197b) y mapeo

de epitopes por anticuerpos monoclonales (Thomas,A.et al.l988)

son muyútiles para la identificacion de variantes y estudios

epidemiológicos.

Experimentalmente¡e pueden infectar perros. gallinas, gatos:

ratas, conejos, ratones, cobayoe y primates no humanos

(Schudel, A. et al;1988! ArambulupP.91977).

11.1.3 TRANSMISION

11-1-3-1 Yeguas}.

La transmisión de la Fiebre Aftana se hace principalmente por

medio del animal infectado, especialmente durante la fase

febril temprana cuando el virus está presente en la mayoría de

los órgano-y secreciones (saliva. lagrimas, leche y semen) y
excreciones (sudor, orina. heces) (Burrews,R.,l968! Dottral,G.

et al,1968). La diseminación entre animales en estrecha proxi

midad ocurre probablemente a través del virus contenido en la

saliva y en las lesiones pedales. que permanecen infecciosas
durante 9 a 11 dias (Scott,F.,19ób). Se ha determinado la

presencia de hasta 10“ DIRL50%en saliva de bovinos infectados
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16 he antes, y a las 38 hs p.i. el título alcanza 109-" DIRL

50% (Hyslop,N.,1965).

En semen se ha encontrado VFAdesde antes de que aparezcan

signos clinicos de la enfermedad y hasta 10 d.p.i. Los mismos

autores han demostrado que la enfermedad puede ser transmitida

a traves de inseminaciónartificial (Cottralgü. et a1,1968).

No se ha identificado ningun insecto que sea vector impor

tante de esta enfermedad. Aunque, experimentalmente se ha

demostrado que garrapatas alimentada; de animales infectados

pueden, tambien ser infectadas (Kuznetsovapü. et al,1966).

II.1.3.E Transmisión indirecta

El virus excretado se mantiene por largos intervalos en

sangre seca, en reses muertas, sobre heno. tierra, y otros

objetos, que sirven comoreservorio de la infeccion (Muller, J.

et al. 1948). La infectividad de virus en productos cárneos es

afectada por la maduración normal de la carne 49€, ya que el pH

en el tejido muscular baja en 7B hs a 5.3-S.7 (CottralgG. et

al, 1966), lo cual es suficiente como para producir la

inactivación del virus en el músculo (HendersongN.,1948). El

congelamiento rápido impide este proceso y la supervivencia de
VFAen carne tratada de esta forma es de haeta 6 meses

(Cottralgü. et al, 1966). El tratamiento de esta carne con
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procedimientos combinados en los que se aplica radiación gama

produce un marcado descenso de la infecciosidad residual

(Lasta.J. et al, 19GB).Esta tecnología podria ser utilizada

por paísee con Fiebre Aftosa endemica como la Argentina para

exportar carne a países libres de esta enfermedad.

En Europa, los pájaros y los vientos (ShahanpN.;19óa) han

sido implicados en el transporte de virus desde largas

distancias. Se ha demostrado que le puede recuperar virus del

aire alrededor de bovinos desde 14 dias antes que aparezcan los

primeros síntomas clinicos y hasta 14 dias despues (Hyalop,N.,

1965). Tambien se ha informado sobre la capacidad potencial de

transmisión de la enfermedad por virus presente en el aire
(Sellers,R.,1971).

11.1.4 PATÜBENIA

¡1.1.4.1 Vias de enjradggy Lunares de replicación del virus

Los bovinos pueden ser infectados experimentalmente por la

inoculación por via i.d. en el epitelio lingual y con una mayor

dosis via i.m., s.c., traqueal, i.p., e.v., nasal, mamaria,
uterina y oral. Estos datos sugieren que el virus presente en

el aire, agua y pastos pueden producir infecciones naturales
(Sellers;R..1971).



No puede descartarse tampoco la infeccion de animales jóvenes

de hembras que se encuentran amamantandoo por via sexual tanto

de hembras como de machos.

La infeccion a cobayos requiere la adaptacion del virus al

huesped experimental. Para ello, se necesitan varios pasajes

(seis) en el nuevo huesped. Un virus "cobayi:ado“ luego de

inyectado por la via intra dermo plantar produce lesiones

similares a las de los bovinos en patas. Por este motivo esta

es la especie que se ha utilizado en las pruebas de potencia de

vacunas (Terputra,C. et al,197ó). Luego de la inoculación por

la vía i.d., se ha detectado por tecnicas de inmunoperoxidasa

al antígeno asociado a la infección viral (VIA) en glándulas

mamariasp hígado, lengua y almohadilla plantar (NOOInS.et al..

1992)

La infeccion de ratones lactantes menores de 11 dias produce

la muerte por paraplegia espástica siendo esta una prueba de
referencia para titular virus o anticuerpos neutralizantes
(Skinner,H..l953)

Los ratones adultos de varias cepas pueden infectarse

experimentalmentepor distintas vias! i.p., e.v., i.c.
(Fernandez,com. pers.). La infeccion enperimental produce una

enfermedad subclínica caracterizada por una corta viremia que

no se extiende mas alla de 3 días p.i.., siendo el páncreas el

órgano primario de replicación (Fernández,F. et al 1985).

En el bovino, luego de la infeccion experimental, ya sea por



_1E_

via intranasal o e.v., se puede detectar VFA en líquido

esofagofaríngeo y tejidos linfoides y del tracto digestivo

luego de 4 hs p.i. (Sutmoller,P et a191976a). Posiblemente, el

virus se multiplique tambien en glándula mamaria, pituitaria,

páncreas y tejido muscular cardíaco (Sutmolleer. et al 1976b).

I!.1.4.2 Persistencia de la infeccion

Si bien la Fiebre Aftosa es una enfermedad aguda, luego de la

recuperacion se ha observado que una proporción variable de

bovinos permanecenpersistentemente infectados estableciendose

el estado de portador sano (Butmoller.P. et 3191967)

El primer aislamiento de virus proveniente de bovinos

portadores ee realieo a partir de líquido esofagofaringeo y

produjo Fiebre Aftosa cuando se inoculó en ratones lactantes y
bovinos (Van Bekung. et al;1959).

Sin embargo, los intentos de demostrar experimentalmente

contagio de bovinos portadores a bovinos susceptibles han
fracasado (Grave59J. et 31,1971, Garcia OlanoyH. et 31,1976).

La duracion del estado portador varía según los informes y

parecería depender del tipo viral utilizado en la infeccion.
Según Burrows(Burrows, R,1968), la persistencia es de 15 meses

en bovinos y de 4 mesas en ovinos. Otros autores (Sadir,A. et

al, 1988) sólo han detectado virus en bovinos, hasta los 3
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meses p.i. en liquido esofagofaringeo por infectividad luego
del tratamiento del material extraido con Tricloro trifluoro

etano para disociar los complejos inmunes (Brugth et al,1977).

Sin embargoutilizando una sonda molecular en estos animales ¡e

detecto ARNviral hasta los 560 dias p.i. (Rossi,H. et a1,1939x

En experimentos en los que se utilizo VFACmBe recupero

virus por infectividad hasta los 539 dpi. En este caso también
se detectaron variaciones en la secuencia nucleotidica del ARN

viral correlacionada con variación antigénica detectable con
anticuerpos monoclonalee (Bebauer,F. et al,1988).

Estos cambios en antigenicidad debidos a la presión selectiva

del sistema inmune del huesped portador y la alta tasa de

mutación del VFA (Pringle.C.,19óh) podria ser la causa de la

aparición de nuevos subtipos en la naturaleza (Fagg,R. et al,
1966).

11.1.5 MEDIDAS DE CONTROL

La Fiebre Aftosa e: una enfermedad compleja debido a los

múltiples factores que coadyuvan en su presentación. La

distribución geografica. el sistema productivo, el amplio rango
de huespedes, la variabilidad del virus, la morbilidad de la

enfermedad, la existencia de portadores sanos y su complejidad

inmunológica son factores a considerar. Por lo tanto, el



planeamiento de medidas de control dependerá de la region donde

¡e pretende encarar la lucha en base al clima, aislamiento

geográfico, tipo de producción ganadera. condiciones economi

cas. sociales, comerciales y culturales (Rosemberg,F.,l9Bb).

En los paises donde se ha erradicado la enfermedad. en la

última etapa siempre se utilizo el rifle sanitario (Bruner.D.

et ¿1,1966). En algunos paises europeos donde la enfermedad es
enzootica o están sometidos a introducción de virus desde el

exterior, se utiliza la cuarentena y vacunaciónen los alre

dedores del foco (Bruner,D..1966). En la mayoria de los países
donde la enfermedad ee enzootica se utiliza la vacunación

sistemática.

En América del Sur se aplica una vacuna trivalente (con ViFUE

Ü. A y C) cada cuatro meses a los bovinos y cada ó meses a los

ovinos.

En la Argentina ee vacuna en todo el territorio a partir de

1965 con un programa que implica la vacunacion sistemática de

todos los bovinos en los meses de febrero, junio y octubre, el

control de los movimientos de ganado y, el aislamiento de focoe

con medidas de higiene y profilaxis (CÜSRLFA,1981).

Si bien estas medidas han sido un gran avance en la lucha

contra la Fiebre Aftosa. no han impedido que todavia existan

epidemias como la ocurrida en 1987 en nuestro pais (Perezyü.

et a1,19B7).

Actualmente ee está llevando a cabo un plan piloto en el



Partida de Ayacuchocon el objeto de evaluar la eficacia de una

vacuna preparada con adyuvante 019050 bajo control del Serviciú

Nacional de Salud Animal y la colaboración de INTA, la Prov. de

Bs. As. y la participaciún de los praductorea. Log resultados

hanta la fecha son alentadares. Ea importante destacar que

cuando se cansé la hacienda se comprnbó que el 33 x de la misma

no estaba registrada y por lo tanto no estaba vacunada. Por

ello no puede surprender la aparición de un brote en ganado con

esta deficiente cobertura sanitaria (Claveer. SENASQ,

Argentina, com. pera.).
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11.2.1 CLASIFICACION

El VFA ne clasifica dentro de la familia de los

Picornaviridae que incluye virus pequeños, sin envoltura. con

ARN infecciosa de cadena simple. La replicación y emsamblado

ocurre en el citoplasma y el virus es liberado par lisis

celular. Los picornavirus se han aislado de muchasespecies

animales y háy una gran cantidad de patógenos entre ellos,

tanto en humanos como en animales (Rueckert,R.,1985>.

Si bien al microscopio electrónico los miembrosde esta

familia son indietinguibles, lo son en bale a sus

características fisicoquimicas, serolúgicas y manifestaciones
clinicas en sue huéspedes susceptibles (Donper,P. et el,l9?8).

La familia ¡e divide en cuatro generos y un grupo no
clasificada:

i. Cardiovirus: incluye los mengovirus y el virus de la
encefalomiücarditis (EMC).

ii. Enterovirusl incluye a las virus responsables de la

poliomielitis. Hepatitis A, Cocksakie y

Echovirus en humanos; enterovirus de animales y

poliovirus de ratón.
iii. Rhinovirus: incluye a los rinovirus humanosy bovino.

iv. Aftovirus: incluye los 7 tipos de vFA con mas de 65
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subtipoe (Schudel A. et al, 1986).

v. Nodefinidos: incluye al rinovirus equino y virus de
insectos.

Cada especie se divide en tipos y subtipaa dietinguiblee

serológicamente. (Rueckert,R.,1985).

i
11.2.8 PROPIEDADESFISICO QUIMICAS

Los Aftovirus y Rhinovirus son lábiles a pH acido y esta

característica los diferencia de las otros dos grupos de la
familia. La densidad de flotación en gradiente de CIC: es

la mayor con respecto a las demas generos de la familia. Las

aftovirua y los rhinuvirua se distinguen por una densidad mayar

en gradiente de cloruro de Cesio, característica que estaria
relacionada con diferencias en 1a estructura de las diferentes

grupos. La mayor densidad del VFA pudráa deberse a la

capacidad de intercambiar mayor cantidad de iones Cs que los

demas miembrande la familia (Terry.G.,1982). Esta interv

pretación resulta consistente con los reuultadüs obtenidos por
difracción de rayas X en los que se ha determinado que, la

proteina estructural UPI. deja espacios libres en los vertices
de la capside de VFA, lo que no ocurre en palio ni rhinovirus.

y esto permitiría la entrada del ion Cs al virión (FÜNpG-et

31,1987).
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La diferencia de estabilidad en medio ácido tambien esta

relacionada con diferencias morfológicas y estructuralei

(Newman,F.,1973). Se cree que esta propiedad representaría una

adaptacion a la biologia de los grupos, ya que por ejemplo. los

Enterovirus deben pasar por las condiciones altamente ácidan

del sistema digestivo para llegar al intestino, mientras que

los Rhino y Aftovirus se replican en los tractos

esofagofaringeo y nasal (Mc VicargJ. et al,1976) donde las

condiciones del medio no son tan drásticas. Por otro lado. esta

labilidad, podría ser tambien una ventaja adaptativa ya que

estos virus ¡e encuentran entre los mas contagiosoe conocidos
(Rueckerth.,1985). Quizás, esto este relacionado con el

fenómenode internalización celular (Maldhus,l. et 31,198A).

No se ha encontrado evidencias de preaencia de lípidos en su

cápside, por lo que los solventes orgánicos no tienen efecto
sobre este virus. En cambioel tratamiento con desnaturali

zantes proteicos como el fenol produce la liberación del ARN

infeccioso (Bachrach,H.,19óB).

En el cuadro 1 se describen algunas de las características

fisico-químicas del UFA.



CUADRO1

CARACTERISTICASFISICOQUIMICASDELVIRUSDELAFIEBREAFTOSA

Pesomol.DiámetroCoef.SenC1CsEstabilidad%Proteína%ARNSubunidades

x106g/ml.apH=6

ViriQn8.424nm1461.43No6910012 Cápside4.721nm751.31No100012 Capsómeros0.45121.30Si10001 ARNpol.0.131.30Si1000 ARNdep. Material2.6371.67Si0100 Genética Referencias:Rueckert,R.eta1,1971;Denoya,c.etal,1978;Vazquez,C.etal,1979;

Rueckert,R.,1984;Fox,L.eta1,1987.



11.8.3. CARACTERISTICAS MÜRFÜLÜGICAS

El virion completo tiene un PMde 8.4 x 10* D y un coefi

ciente de sedimentación de 140 S (Ruekert,R.,197l). La compo

sicion química corresponde a un 31 fi de RNAy un 69 % de pro

teinas (Rueckert,R.,197ó). La cápside tiene una estructura ico
sahédrica simetrica (Bachracth. et al,1958). Cadavirion está

compuesto por 60 protomeros que corresponden a las proteínas

estructurales VPI. VPE, VPSy VPAen una relación 1:1:131. El

PMaproximado de las proteínas es de 30000 D para las tres pri

meras y 10000 D para VPQ(Bachrach,H. et 31,1973). En el virion

completo pueden identificarse 1 o E copias de VPO(precursor de

VPEy VPQ) (Jacobson.M. et 31,1968).

Cada cara del icosahedro está formada por cinco trimeros de

VPI, E y 3 y. en la cubierta interior, asociado con el ARN,se

encuentra VP“ (Talbot,P. et al,1973).

Dentro de la cápside se encuentra un antígeno viral asociado

a la infeccion (VIA) que es la ARNpolimerasa ARNdependiente

(3 S) y un polipeptido (VPg) que bloquea al extremo 5’ del RNA

por unión covalente al nucleótido pUp (SangargD. et al,1977>.

Por tratamiento con pH menor de 7, el virión se disocia en

subunidadee proteicas con un coeficiente de sedimentación de

1€ S, que corresponden a pentámerns de VPl, VPE y VPS, y un

precipitado insoluble que contiene a la VPQ(Burroughs.J. et
3191971).
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Existe otra partícula que se halla luego de la infección y

que corresponde a capsides sin ARN con un coeficiente de

sedimentación de 75 S y compuesta por VPI, VPQy VPO (Van der

Wondegü. et a191978).

La infectividad del RNAlibre es 10* veces menor que el

virion (Denoya,C. et al,1978). La molécula del RNA. de

aproximadamente Baño bases, actúa como templado para la

producción de cadenas complementarias, como mensajero en la

producción de proteinas o ser encapsidada en la cápside

naciente (Sangar,D.,1979). De igual manera que los ARN

eucarióticoo se encuentra una cadena de poli A en el extremo 3’

(Chatterje,N. et 31'1976). Se ha descripto además una cadena

poli C cerca del 5’ terminal (BrowngF.et al,l9?4)p con varia

ciones importantes en la longitud. Se cree que existe una

relación entre la longitud de esta cadena y la virulencia
(HarrisyT, et algl977.)

II.E.4 CICLO BIÜSINTETICD

La infeccion en cultivos celulares se inicia con una fase de

adsorción influenciada por los iones presentes y que coincide

con la hipótesis de que medebe a una interacción proteína

proteína. (Thorne,H.,l9bE)

Nose conoce al/loe receptores celulares responsables de la



_.21-

union del virion a la células (Melnick,J.,l985).

En cultivos de celulas de riñon de cerdo se demostro que

existen entre 30-100 receptores por celula para el virus
(BrowngF. et 31,1962).

La proteína viral involucrada en la union al receptor sería

la VPl puea es la única sensible a la tripsína y el tratamiento

del víríon con esta enzima disminuye notablemente la

infectividad (CavanaghpD.et ¡1,1977).

La penetracion es un proceso activo ya que el vírion no

penetra en células muertas, a pesar de permanecer fijado a
ellas (Brown,F. et a1,1962).

Comoen todos los Picornavirus, la replicación se inicia en

un punto cercano al extremo 5’. que resulta en una poliproteina

con un rápido clivaje proteolítico (PledgerpR.,1961). Otros

autores han reportado la presencia de dos posibles sitios de

iniciación de la políproteina (Burrougha,J..1?34¡ ClarkepB. et
a151985).

Los cuatro productos primarios de la traducción son, en

direccion 5’—B’I la pequeña proteina PEOa; la poliproteína P88

(de la que derivan todas las proteinas estructurales) la

proteína P52. cuyos productos de clivaje se cree que

corresponden a proteasae y la proteina P100 que es la

precursora de la UPg, una proteaea y la ARN pol-RHN dep

(BrubmangM.et alpl98fi).

El proceso de ensamblaje de las proteinas estructurales y nu



unión con el ñRN, conduce a la formación de virus maduro.

(Brubman,M. 19Bh).

En células de riñon de ternera infectadas con alta multipli

cidad de infección. el periodo de eclipse es de 100-110 minutos
(Polatnick,J. et al,1960).

A los 150 minutos comienza la liberación de virus que

coincide con la cesación de la fase logaritmica de la

producción y a los BOONBBOminutos cesa la respiración celular

(Pledger,R., 1961).

La liberación de las particulas madurasse produce por lisis

celular probablemente por razonea mecánicas (Rueckert,R.,l97ó).

No se ha informado sobre la expresion de antígeno: en

membranade la celula infectada en la familia Picornaviridae.

Aunque recientemente se ha demostrado que el virus Cocksakie BB

podría llegar a producir algún tipo de perturbación en la

membrana de celulas infectadas por expresión de moleculas que

no presentan lae celulas no infectadas (Lutton,L. et a1,1985).

¡1.8.5 CARACTERISTICAS ANTIBENICAS E INMUNOBENICAS

En el cuadro E se detallan las principales características
antigenicaa e inmunogénicas del VFAy sus componentes.

El virión infeccioso (146 S) es el principal responsable de

la formación de anticuerpos neutralizantee (Brown9F. et al.



1963). La partícula 75 S tiene iguales caracteristicas

inmunogénicas y su presencia en vacunas contribuye

significativamente en su eficacia, debido principalmente a la

mayor estabilidad en pH bajo (Duelgï. et 31,1982; Rweyemamu,M.

et al, 1981).

W
Particula Inmunnge- Especifi- Fi). de C” Inmunoprec.

nicidad cidad complem. en agar

146 S ++++ Subtipo + +

75 S ++++ + +

12 B + No + +

3 S + No +

Referenciai!

Brown,F. et 31,1963; Conangk. et al.1967; CÜWBÜpK. et

a1,1968a y b; Rowlands,D. et al,1975¡

La producción de anticuerpos neutralizanteu por VFAtratado

con tripeine, se ve marcadamentereducida (Rowlands,D. et al,



1971i Baterling,S. et al,1979).

Esto coincide con el hallazgo de que la VPl es la proteina mas

inmunogenica ya que ademases la unica sensible a la trip-ini.

Por aislamiento y purificación de péptidos estructurales que

luego fueron utilizados para inmunizar animales, se ha corro

borado esta observacion (Bachracth. et al,1975¡ Laportng. et
81,1973)

Súlo los anticuerpos anti-146 S son completamente específicos

de tipo! en contraposición, la partícula le S puede ser neutra

lizada. parcialmente, por un antisuero heterotípico (Brown,F.

et al.1958)s lo que indica que se mantiene algún grado de

especificidad de tipo (Ceglonisky,N., 1965).

Sin embargo. los capsómeros 18 S son muy poco inmunogenicoa y

presentan bandas de no identidad en la reaccion de precipi

tacion en agar (Üuchterlony) (Graveng. et 31,1966). Aunque.

ee ha demostrado que la adsorción de suero anti-140 S con

partículas le S disminuye la reactividad con 146 S. lo que

implica que existen determinantes antigenicos comunes (CowanaK.

et al,1968b). Esto se corroboró mediante experimentos en los

que se demostro que partículas IE S heterotipicas, son capaces

de inducir una respuesta E“ en cobayos previamente inmunizados

con particulas 146 S (Cartwrigth,1980).

Esta diferencia en reactividad, que ee comúnpara muchos

virus (Van Regermonte15M.,1966) se debe a diferencias en la

estructura 2°, 3° o 4° de las proteinas que componenel virion
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por la posible aparicion de criptotopes (epitopes enmascarados

en el virion completo) y/o a la aparicion de neotopes (nuevos

epitopes conformacionalee) por las modificaciones producida: en
el virion (Cowan,K.,1973).

La partícula 75 S presenta inmunidad cruzada con la 12 S y

146 S (Graves,J. et alpl9óB) y es buen inmunógeno (Morgan,D. et

al,l970).
El clonado del gen codificante para la proteina VPI (Kupper,H

et al, 1981) ha corroborado los estudios realizados sobre

subunidades en cuanto a su inmunogenicidad y antigenicidad

(Laporte.J. et 31,1973). Se ha comprobadola gran variabilidad

del segmento vPI, relacionada probablemente con el escape a los

anticuerpos neutralizantea in vivo (Carrillo,E, et ¡1,1988).

Se han determinado los principales sitios inmunogenicos de la

VPI que corresponden a los aminoácidos 140-156 y 800-213

(BoothroydyJ. et a1,1981, KuppergH. et al, 1981).

Sin embargo investigaCiones recientes llevadas a cabo con

anticuerpos monoclonales han determinado la existencia de otros

epitopes asociados a la infectividad resistentes al tratamiento
con tripsina asociados o no a UPI (McCullougth. et al, 1987).

La proteína p56 (RRNpol-ARN dep), induce la producción de

anticuerpos (Polatnick53.,l980). Se la denomina antígeno VIA

acrónimo compuesto por las iniciales en inglés de "antígeno

asociado a la infeccion", ya que solo se encuentran anticuerpos

anti*VIA en animales donde se ha replicado el virus. Por este



motivo la detección de estos anticuerpos en animales

susceptibles es indicadora de infección y denota la aparición

de brotes (RosembergpF. et al,l974). Desde el punto de vista

inmunológicoel antígeno VIAes identico para los distintos

tipos virales (Cowan,K.et al,1966).

La prueba de referencia para la tipificación y subtipifi

cación) del VFAha oido la fijación de Complemento. Actualmen

te se trata de sustituir por un metodo de ELISAen fase liquida

mas simple y rápido (Roeder.P. et alpl987).

11.2.6 VACUNAS

II.E.6.1_¿L¿EEg en_usg

Las primeras vacunas contra UFAse elaboraron con epitelio

lingual bovino proveniente de animales infectadoi, inactivadas

con formol y adyuvadas con hidróxido de Aluminio (Belin,C.,

1953).

En 1951 se desarrolló un metodo de inoculación de epitelio

lingual in vitro a escala industrial (Frenkel,H., 1951) .
Debido al costo del sustrato, en la decada de 1960 se

desarrolló la producción de vacunas en celulas de la linea BHK

El (Mowat.8.,l968). No obstante, en algunos paises se sigue
utilizando el métodoFrenkel.



La inactivacion del virus se realizo tradicionalmente con

formaldehídido (Bachrach,H. et ¡1,1957) o mas recientemente con

el inactivante de primer orden acetilendiamida (AEI)(Schmidt,S
et alniqaó! Banehmann,H.,1974).

La vacuna en uso en Argentina se produce en base a virus

inactivado y contiene comomínimo en la misma dosis los 3 tipos

existentes en el pais (Ü, A y C ).

El control de inocuidad se realiza por inoculación

intradermolingual en bovinos susceptibles (Brooksby,J.,l968 o

bien por inyeccion en ratones lactantes<Fernandeo,M.,1972).

La potencia de 1a vacuna inactivada está relacionada con la

integridad de las partículas 146 S (Doel, T. et alpl982b).

La formulación del antígeno se hace por adsorción a hidróxido

de Aluminio en suspension acuosa. La inmunidad conferida por

estas vacunas es de corta duración pero la introducción de

adyuvantes oleosoe ha permitido el aumento en la duración de

inmunidad hasta seis meses post-vacunación (INTAPIADC1977).

Con el objeto de aumentar la duracion de inmunidad se ha

intentado el empleo de vacunas a virus atenuado. Para ello se

han utilizado cepas atenuadas por pasajes en pollos. conejos y

cultivos celulares (Callie,J.gl988)l pero la persistencia en
bovinos portadores y la susceptibilidad de terneros o cerdos,

sumado a las fluctuaciones génicas existentes en una poblacion

de VFAque permiten una rapida evolución viral (De la Torre,J.,

1965), determinan su impracticabilidad ( Brooksbng.yl9BE).



Sin embargo, algunos autores consideran que, el uso de nuevas

tecnologías como son la secuenciación del genomay el uso de

anticuerpos monoclonales, abren la posibilidad del desarrollo

de cepas atenuadas con escasa probabilidad de reversión

(Giraudo,A. et ¿1.19893.

II.E.6.2_Vacguas experimengilgg

¡1.2.6.2.1 Vacunas a peptidoe

bas vacunas a virus inactivado presentan la desventaja de eu
inestabilidad térmica (Doel, T. et 31,1981), una vida media

corta y la posibilidad de escape de virus infeccioso de

laboratorio (King,A. et 3191981). Con el objeto de producir

vacunas que eliminen estos inconvenientes y disminuir el costos

se han ensayado en los últimos diez años vacunas elaboradas con

péptidos inmunogénicoe por sintesis quimica (BíttlEpJ- et

al,1982) e ingenieria genética (Kupper,H. et ¡1,1981).

Los resultados obtenidos hasta el presente con estas vacunas

experimentales. no han sido satisfactorios ya que, para inducir

una respuesta similar a la producida por virut inactivado son
necesarias varias inoculacionee (Di MarchiyR. et 3191986,

Franciegfl. et 31'19873). Con este tipo de vacunas no existe
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correlación entre producción de anticuerpos neutralizantes y

protección, tanto en animales de experimentación como en el

bovino. Se ha demostrado que mediante la inmunización con el

páptido es posible inducir un INFB. sin embargo, este alto

nivel de anticuerpos no implica que los animales ee encuentran

protegidos frente a un desafio viral (Murdin,A.,1986i Murdingñ.

et algl9B7a). Esto se contrapone con lo que ocurre cuando se

inmuniza con virus inactivado en ganado (PaypaT. et 81’1997) o

en cobayos (KnudsengR. et algl983). En estos dos sistemas

existe correlación entre respuesta en anticuerpos neutrali
zantes a la dosis de 146 S y el grado de protección conferida

por la presencia de estos.

Además, con el péptido, la respuesta es muyvariable entre

animales, no sólo de la misma especie sino tambien dentro de

cepas ¡ingeneicas (Murdinañ. et 31.1987b).

En todos los casos los péptidos utilizados para inmunizar han

sido los correspondientes a la zona de VPI capaz de inducir

anticuerpos neutralizantes (Boothroyd,J. et alpl981). sin
embargo, la presencia de otros anticuerpos, como por ejemplo

los opsonizantes, podrían jugar un rol destacado en la

protección en el bovino (McCulloughgk. et alpi985a).

A esto debe sumarse que la conformación espacial de los

péptidos utilizados puede ser muydiferente a la presente en el

virión completo, comose ha demostrado por el empleo de anti

cuerpos monoclonalen (McCulloughpk. et algl987). Por último,
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en esta: vacunas se utiliza sólo una fracción del virus lo que

puede implicar un reconocimiento significativamente distinto

con respecto a la partícula viral entera.

En varios modelos experimentales se ha intentado solucionar

el problema por diferentes metodos:

Utili:ando proteinas de fusión con péptidos de VPl

(Ninther,N. et al.1986), Uniendo estas proteinas de manera de

formar dimeros o tetrámeros con las mismas (Broekhuisen,M. et

al,1987)¡ Acoplandoepitopes T helper de proteinas foráneas a

la secuencia mas inmunogénica de VPI (Francis,M. et ¡191987)5

Fusionando esta mismasecuencia a la proteína del core del

virus de la Hepatitis B (Newton.8. et al,l987) etc. Los

resultados han ¡ido alentadores en cuanto a la produccion de

anticuerpos neutralizantes y en algunos casos proteccion frente

a la descarga. Sin embargo. estos resultados han resultados han
side muchas veces erráticoa (Brown,F.,19BB).

A estas desventajas, debe sumarse algunos datos experi

mentales recientes que indican que. cambios de un aminoácido en

la zona mas inmunogenica de la proteina VPI, deprime totalmente

_la respuesta al péptido (Brown,F.Pir bright, Lab., Inglaterra
com. pera). Debe agregarse que recientemente se ha demostrado

con mutantes obtenidos por presion selectiva de anticuerpos

monoclonalee que en el VFAexisten dos sitios inmunodominantee,

el ya conocido correspondiente a la secuencia 140-160 de VPl y



un segundo epitope no sensible al tratamiento con tripsina que

incluye principalmente residuos de VPS(Thomaspñ. et ¿1,1988).

Estos resultados erráticos tienen una explicación en la
escasa información existente en relacion a la respuesta del

huesped al virus activo e inactivado y/o sue péptidos
(Francis,M. et al,1987a)

El método hasta hay utilizado es el de eneeyo y error. ya que

es muy poco lo que se conoce sobre la respuesta inmune al VFA

(Nurdin,A.,l986).

¡1.2.6.2.2 Otras tecnologías

Por técnicas de ingeniería genética se ha insertado la ee

cuencia de la proteina VPl correspondiente a un virus tipo Ü al
RONde Vaccinia (Newtonas. et algl986). El virus recombinante

¡e utilizó para infectar conejos. Los resultados hasta ahora no
han ¡ido satisfactorios tanto en relacion a la produccion de

anticuerpos neutralizanteu como en cuanto a la protección

conferida. Otro grupo ha intentado el mismo esquema en otros

animales de experimentación, observándose producción de

anticuerpos neutralizantes pero sin proteccion cuando fueron
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desafiados con el virus homólogo (Moore D. PIADC, USAcom.

pers.).
La elaboracion de vacunas a virus recombinante presentan la

ventaja de mayor duracion de inmunidad ya que se produce

infeccion al inocularla, sin embargono puede descartarse que

el virus modificado se convierta en patógeno por ejemplo por

modificacion del tropismo (Villareal, L., Univ. de San

DiegopU.S.A.,com. pers.), riesgo de infeccion en animales

inmunodeprimidos, riesgo de diseminación etc

Convacunas antiidiotipos, los resultados tampocohan sido

satisfactorios hasta el momento(MacCullougth. et a1,1985c;

Garmendia,A., 1988).

Por último, en el terreno de la hipótesis, tambien se ha

planteado la posibilidad de desarrollar vectores para la
transfeccion de embriones y celulas eucarioticas con trozos de

ADNviral que al traducirse produzcan ARNde sentido negativo

al del virus con el objeto de impedir la traducción de las

proteínas del virus en caso de infeccion.(La Torre,J.,19Bó).



11.3 ¿gaegsm INHUNgA VIRUS

11.3.1 INFECCIONES VIRALES

Los virus, por ser particulados, son multiantigénicos y

buenos inmunógenoe. A diferencia de particulas inertes, el

sistema inmune reacciona no solo contra los antígenos de la

superficie virion sino tambien contra las proteinas que se

producen durante el ciclo replicativo (Hood,L. et al,1984).

La duracion de la inmunidad luego de una infeccion viral

generalizada es, en general, muylarga (Ada,G.,1988). Entre las

razones que actúan en favor de ello es que la replicación

prolonga el período de exposición del antígeno al sistema

inmune y la liberacion de factores solubles inducidos por la

replicación viral (Sissons,8. et ¿1.1985).
Esquematicamente.se puede dividir a las infecciones virales

en (Roit,l. et al,19BS)¡

a. aguda: luego de la cual es imposible recuperar virus. Ej.
Virus de la influenza (COUChpR-et 31,1983).

b.nggg1gi en la cual el virus luego de la etapa aguda penetra

en células del organismo donde se inserta en su genoma, pasando

a estado de provirus y, cada tanto, y en funcion de determi

nados factores endógeno: o exogenoe. se produce una reinfeccion

Ej. Herpesvirus, Scrapie. (Ranjeani,J. et a1,1977).



c.lgigngg_ggmggmggggggigi tal es el caso de enfermedades donde

es dificil hallar al agente causal. Ej.) Panencefalitie
escleroaante múltiple, esclerosis múltiple, etc. En este caso

se considera que los agentes etiologicos podrían ser múltiples

y los factores genéticos juegan un importante papel en la

susceptibilidad (Yeh,J.,1973).
d.infeCciún ggpclánica: ee establece luego del período agudo, y

va acompañadade produccion de anticuerpos pereistentemente con

y formación de complejos inmunes circulantes. Posiblemente
involucre un defecto en los mecanismos de eliminación de

celulas infectadas con el patógeno. Ej.¡ Hepatitis B
(BasualdopJ. et a1,1963), LCM(Oldatone,M. et al, 1971).

La ruta de entrada es un factor importante que incidira en la

respuesta inmunefrente a la noxa. Así, cuando el virus penetra

y ¡e replica en el epitelio. deberá sortear los efectos del
interferón, anticuerpos IgAy mecanismoscelulares inespecí

ficos y especificos. Los virus que se diseminan y producen

viremia induciran, una importante respuesta en anticuerpos

séricos. La calidad y cantidad de respuesta dirigida ya sea

hacia la eliminacion del virus. o de 1a memoria que se

establezca, dependerá de como hayan sido activados los

distintos mecanismosde la respuesta inmune (Maesuth.,l983!

Bloom,A.,1975).

Como producto de la infeCCion se producen una serie de
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antígenos. Estos pueden ser clasificados en a

a. Antigenus propios del virion.

b. Antigenai intracitoplasmáticas celulares del virus que

corresponden a proteinas no estructurales (Cotogc. et 3151993)

c. Antígenos virales expresados en membrana celular. En

general glicosilados por el huesped. comosucede con el virus

SVQO(FurchbergergN. et al,1979).

d. Antígenos propios del huesped inducidos por la infeccion.

Ej. Antigenos embrionario; y celulares desreprimidos. del tipo
Forssmanetc. (Nicholson,6.,1976).

Cuandose vacuna con virus inactivado, los únicos antígenos

que actúan sobre el sistema inmune son los que se encuentran

en el viriún. Esto es un importante elemento a considerar en

cuanto a la modulación de la respuesta y a la efectividad de la

protección capaz de inducir, dado que, los mecanismos del

sistema inmuneque se sensibilizan, tanto durante una infección

comodurante una inmunización y los factores específicos e

inespeclficos que se liberan son diferentes cuando el virus se

replica que cuando el virus se inocule inactivado (Playfeir,
3., 1984).



II.3.E MECANISMOSDE RESPUESTA INNUNE

Durante el curso de una infeccion viral se inducen mecanismos

de respuesta adaptativos (específicos) e innatos (inespeci
ficoe). En base a la información obtenida en infecciones

virales naturales y experimentales en huéspedes susceptibles,

la importancia de los distintos mecanismosvaria de un virus a

otro (Ügra,P. et al.1975).

La primera linea de defensa del sistema inmune luego de la

invasion por patógenos es inmediata y se encuentra siempre

presente en un animal normal. Es muy importante en los primeros

dias postninfeccion, pues en ese momentoel sistema adaptativo

todavia no se encuentra capacitado para responder con toda su

potencialidad. Los principales componentesde este comparti

miento son el sistema complemento, algunos interferonee, las

células con actividad NKy los fagocitos (macrófagoe, poli
morfonucleares).

El papel antiviral del interferón, ha sido demostrado para

muchos virus y en gran cantidad de huéspedes. Por ejemplo. se

ha demostrado que, una inyeccion de IFN alfa 1 recombinante

(que es liberado por macrofagos) antes de una infeccion con

Herpes virus bovino 1 en su huesped natural disminuye signifi



cativamente la viremia (BabiukgL. et al, 1985). Lo mismoocurre

con rhinovirue en humanos (Meriganpï. et al,1973).

E1 factor necroeante de tumores (TNF)alfa es otro producto

de la activación de los macrofagos. En experimentos realizados

con TNFrecombinante, se ha demostrado que esta linfoquina

previene la replicación viral e induce la destruccion de

células infectadas por algunos virus comop.e., los herpes
virus (Meetan,J. et 31,1986).

Se conoce que las sustancias solubles involucradas en la

respuesta inmune actúan en forma sinergica, p.e., la efec

tividad del TNF alfa y beta con el IFN gama, en ensayos 1g

vijggp es 100 veces superior a la suma de ambas (Hong,G. et

¿1.1986).

Desde la década pasada se conocen los efectos antitumoralee y

antivirales de la actividad celular NE, cuyo efector es el

linfocito grande granular. Por ejemplo, se ha determinado que

una disminución de la actividad NKproduce un incremento en 1a

susceptibilidad de bovinos al Herpes virus bovino 1 (Filion.l.
et algl983).

La fagocitosis fue la primera funcion inespecífica descripta

a fines del siglo pasado por Metnicoff (Fenner,F. et al, 1975).

Esta actividad, que es ejercida por los macrofagos y granuloci

tos juegan un rol muy importante no solo en la destruccion de

microorganismos invasores; sino tambien en la quimiotamis y

activación de otras celulas del sistema inmuneespecifico e



inespecifico (Neuveu,P.,l9Bó).

El sistema Complementoque actúa en la destrucción de bacte

rias por la via alterna o clásica (asociadas a anticuerpos).
tambien puede lisar virus con envoltura o bien ayudar para la

ingestión por fagocitos por opeonizacion de partículas comopor

ejemplo en el caso del virus de la diarrea viral bovina

(Ritchiepfl. et algl9ó9).

Los linfocitos B y T y sus productos son los principales

componentes del sistema inmuneadaptativo. La relacion entre

amboscompartimientos, el innato y el adaptativo, es muyestre

cha, tanto en la rama aferente (atrapamiento del antígeno), la

central (colaboracion celular) y la eferente (activacion de los

mecanismosde neutralizacion y citotoxicidad).

El principal mecanismopor el que los linfocitos incrementan

la resistencia a una enfermedades por activacion y eficienti
zación del sistema inmuneinnato (Roth.J.A..,1986).

Este sistema requiere una o dos semanas para alcanzar el

optimo de respuesta luego de la primera enposicion al antígeno.

A diferencia del sistema innato, posee memoria inmune antígeno

especifica la que implica una respuesta secundaria mas rápida y

elevada contra el mismo inmunogeno.

El producto de la celula B efectora son los anticuerpos que

juegan un papel muyimportante en cualquier respuesta viral; ya

¡ea mediante mecanismos de neutralizacion, agregación de



particulas, opaonizacion (Ogra,á. et al,1975), que constituye
una marca para la posterior faqocitosis o para la lisis viral

mediada por complemento (Üldstone,M. et 31’1971). Tambien

intervienen modulando la respuesta inmune por enma5caramiento

de los antígenos virales sobre células infectadas LCM) o, a

traves de la red idiotipo-antiídiotipo (Kholer,H. et al,
1985),etc. En el cano de virue que infectan macrófagos, estos

pueden jugar un rol facilitador en la infeccion del faoocito

comoparece ocurrir en la infeccion con el virus del dengue

(Rizvi,N. et a1,1987).

Las células T cumplen un papel destacado en las infecciones

virales ya sea comoreguladoras o efectoras. Las células T

colaboradoras, son, normalmente, el eje sobre el que se asienta

la respuesta inmune (Paulgw,1?eú).

Unode sus productos de mayor relevancia es la interleukina 2

(IL E) que induce, entre otras funciones. la activación de la

capacidad fagocitica de las celulas capaces de cumplir esta

funcion. Por Ejemplo, se ha demostrado que, la administracion

de ILE, aumento la resistencia a la infección con HSV 1

(RÜUSEpB.et a1.1985). En bovinos, experimentos in vitro. han

demostrado que la IL 2 humana recombinante ejerce un efecto de

activacion sobre células mononucleareaperifericae (Fongps. et
alpqub).

El interferón gama, otro de los productos de los T colabora

dores, participa también en la regulación de la respuesta inmu



ne, pero también se ha descripto actividad antiviral per se
(Kircher, et al,l98b).

Las celulas T de hipersensibilidad tardía cumplenuna funcion

importante en respuestas locales (Liew,F. et a1.1980) y

reacciones inmunopatologicaa (Bloomgfl.et al,1975).

Las células T citotonicau intervienen de manera destacada en

las infecciones por virus que expresan proteinas en membrana

celular y requieren que eetas se encuentren en el contexto del

CMHtipo I para lisar a la celula portadora (Zinkernagelpfi. et

al,1979). Para el virus influenza se demostró que las célula!

Tc inducidas como producto de la infeccion en humanos poseen un

espectro de acción mayor que los anticuerpos pues reconocen

epitopes mas conservados, aunque la presencia de estas células

se prolonga solo por unas semanas luego de la infeccion en

contraposición con los anticuerpos que pueden permanecer por

años en niveles elevados (Anders.M. et algl981).

Se podria argumentar que la respuesta inmune a los virus son

tan numerosas como virus existen. Y por lo tanto, nuestro
conocimiento actual. se remite a la acumulación de datos sobre

distintos tipos de respuesta inmunea distintos tipos de virus
en distintos sistemas naturales o experimentales.

En realidad, actualmente no disponemos de una hipótesis
abarcativa que permita explicar las funciones que se ponen en

juego cuando ocurre una infeccion viral en un animal y que
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sirva de base teórica para la formulación de inmunogenon. Por

este motivo, con estas condiciones. la fabricacion de vacunas

sigue siendo una cuestion empírica de ensayo y error.

El conocimiento de las funciones efectoras relevantes para

lograr una sensibilización eficiente del sistema inmunefrente

a un antígeno viral, permitiría la formulación de vacunas

capaces de activar especificamente los mecanismosadecuados

para producir una inmunidad mas solida y duradera (Roit,I. et

al,1985| Murdin, A.,I9Bo).

¡1.3.2.2 Eggpuesta inmunede ratones a virus

El raton ha sido utilizado comomodelo experimental para el

estudio de la respuesta inmunehacia muchos tipos de virus.

Esto se debe al exhaustivo conocimiento que se posee sobre las

poblaciones celulares de su sistema inmuney a la posibilidad

que brinda la existencia de distintas cepas singeneicas y
congeneicas de manipular sus células inmunocompetentes tanto_¿g

un: com Ludue
Por este motivo los mecanismos de respuesta inmune frente a

muchoovirus animales se han estudiado usando al ratón como

animal de experimentación, y los conocimientos obtenidos

sirvieron comopunto de partida para estudiar los mecanismosde

respuesta en el huesped natural.



II.3.8.E.1 Respuesta ineSpecífica

La mayoría de los virus son buenos productores de IFN. por

ejemplo, el VSV; tanto activo como inactivado. induce la

produccion de altas cantidades de IFN cuando se inyecta en

ratones (Marcus,P.et al. 1980). Además. se ha demostrado que

ambos antígenos son mitogenos de celulas B de raton. lo que

tambien ocurre comoconsecuencia de la infeccion con influenza

y HSVl (Goodman-Snitkofgü. et al, 1980).

Ratones tratados con anticuerpos anti-IPN, aumentaron su sus

ceptibilidad a una infeccion posterior con HSV 1. estomatitis

vesicular. influenza, Newcastle y virus del sarcoma de Mahoney

(Gresser,l. et a1.l976).

La producción de IFN. está correlacionada con el aumento de

actividad NE en el ratón en muchas infecciones virales

(López,C.,l975l). Esta funcion inespecifica mediadapor celulas

es de capital importancia en la respuesta a virus, una

disminución de la actividad NH produce un incremento en la

susceptibilidad de ratones al virus de la hepatitis viral
murina (BukoskigJ. et a1.1983).

Durante la infección con el virus de la influenza, la presen

cia de niveles altos de IFN (Rodgers,B. et a191981) como de

células con actividad MK(Nyde,P. et 31,1982) se correlaciona

con un menor titulo viral en pulmones luego de la- infeccion.
Fenómeno tambien observado con el virus Cocksakie B3 (Picorna



viridae) de donde esta funcion celular sería importante en la

limpieza de este virus (Gonedy,E. et al.1987). A la inversa,

ratones C 57 El inmunodeprimidos no estuvieron protegidos

frente a una infeccion viral con HSV 1 cuando recibieron

celulas provenientee de la cepa Beige (NK-deficientes) pero

estuvieron protegidos cuando recibieron células con Asialo BMI

positivas (marcador específico de células con actividad NR)

(Rager-Eisman,3. et al.l987).

La infección por HSV1 de ratones previamente tratados con

agentes que disminuyen la actividad fagocítica. induce un

aumento de la mortalidad debido a la infección viral (Rogergs

et ¿1,1983). La alteración de esta funcion deprime tambien la

respuesta específica debido a la importancia de algunas de

estas células en la presentacion del antígeno a linfocitos T

(Paul,w.,1984) y, en algunos casos, comocon el virus Denguega

linfocitos B (Rizvi,N. et algl9B7).

II.3.E.E.E Infección

Si el virus logra transponer la barrera inespecífica, se

produce la infección. El tropiemo está relacionado con la vie

de inoculación, la especie viral, el desarrollo ontogenico y el

genoma del huesped.

Distintas cepas de una mismaespecie viral, inoculadas por la



mismavia, pueden presentar tropismo diferente. Por ejemplo. se

demostro que dos cepas diferentes de Cocksakie B 3 tienen en un

cano tropismo pancreático y en otro tropismo hacia sistema

nervioso (Fieldspfi. et al,1985).

Luego de la infección, Ii no lleva a la muerte del ratón. el

virus puede ser definitivamente eliminado del huesped. como

ocurre con el virus respiratorio Sincicial (Cannon,M. et

al.1987), puede permanecer en estado de provirus, comoen el

caso del virun de la encefalitis japonepa (Nathur, et al,1987)
o persistir infectando al animal en forma crónica comopor

ejemplo el virus de la lactico dehidrogenasa o LCM (Porter,D..
1975).

La inmunidad conferida luego de la infección depende de la

relación que ¡e establezca entre el virus y el sistema inmuney

dependerá de varios factores inherentes a ambossistemai. Se

con-idera que la inmunidad conferida por una infección aguda es

duradera. Muchos datos, corroboran esta aseveración. por

ejemplo, la inmunidad conferida por la infeccion con virus de

la influenza es cualitativamente mas importante que la conferi

da por la inmunización con vacuna inactivada y es posible de

tectar celulas B de memoria mucho tiempo luego de la infección

(JoneI,P. et 31,1997).

En virus latentes. se puede inducir la aparición de reci

divas. como ocurre en los huespedes naturales, inmunodepri

miendo a los ratones previamente infectados. Tal es el caso del



virus de la encefalitis japonesa (Hathur, 1967) o del HSV 1

(Racjeani,J. et al,1977).

Los virus que permanecen infectando en forma crónica suelen

producir inmunopatologias y tolerancia, como en el caso tan

estudiado de LCM (Dldstone.M.,l97l) o una respuesta inmune

deficiente que impide la limpieza del patógeno comoen el caso

del virus de la encefalomielitis de Theiler (Lipton,H. et al,
1987).

II.3.E.E.3 Respuesta inmuneespecifica

Se reconoce la importancia de los anticuerpos circulantes en

la protección frente a una infección viral aunque, en general,

estos no sean suficientes en impedirla. Por ejemplo, la

transferencia pasiva de suero hiperinmune anti-HSV 1 produce

algún grado de protección (Mc Mendal,R. et algl979) y es

necesario que tengan el fragmento Fc lo que sugiere que el

mecanismos de acción no es por neutralización, pero tampoco por

lisis mediada por complemento(Dakeng. et al.1981).

En experimentos en los que se utilizó ratones atimicos como

receptores de suero hiperinmune, si bien hubo una disminución

de la diseminación del virus, este nunca pudo ser eliminado del

sitio de inyección. Por otro lado, en ratones depletados de
células B, ocurre lo contrario (Kapoor,A. et al,198&).
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Aunque, luego de la infección el virus permanece en estado de

latencia y el nivel de anticuerpos no juega ningún rol en 1a

limitación de la reactivación que pudiera ocurrir (Rouse,B. et
al,1977).

La presencia de anticuerpos séricos, en la infección con

virus de la influenza, previene la neumoníapero no impide la

infeccion (Raphal,R. et al,l979). La transferencia pasiva de

anticuerpos a ratones atimicos, no produce la eliminacion del

virus (McMichael, A. et ¡1,1932). Los anticuerpos deben estar

dirigidos contra las proteinas Hemaglutinina o Neuraminidasa

(pertenecientes a la cubierta del virion), pues los dirigidos
contra las proteinas de la matriz o de la nucleocapside no son

protectores. Por el contrario, esto si ocurre en ratones

agamaglobulinicos, los que ademas quedan inmunes para un nuevo

desafío, estos resultados sugieren un rol preponderante de la
inmunidadT dependiente contra estos virus (Hris,R. et al,
1985).

De acuerdo a estos resultados, parecería ser que, tanto los

anticuerpos séricos comoel nivel de células T sensibiliaadas

son necesarios para la prevención contra una infección.

Sin embargo, la presencia de anticuerpos circulantes, puede
aumentar la severidad de una infeccion viral. Tal el caso del

virus respiratorio sincicial de humanos, y para el que es

necesaria la presencia de celulas Tu para lu eliminación
(Cannon,M. et al,1987).



La via de entrada juega un rol importante en la inmunidad

especifica a una infeccion viral en ratones. Se ha demostrado

que. la cantidad de anticuerpos neutralizantes producida, en 1a

infección con HSV 1, es maximapor la via i.p. y alcanza su

mayor indice de respuesta a los El dpi (Knoblich,A. et al,
1983).

La produccion de anticuerpos juega un rol muy importante en

la respuesta primaria a la infección con virus de la influenza,

a los tres dias p.i. ya es posible detectar células plasmáticas

productoras de IgH e IgA, aunque el titulo máximode anticuer

pos inhibidores de la aglutinacion se detecta recién a las tres
o cuatro semanas p.i. (Yap,K. et al,1979).

Para que haya una respuesta eficiente de anticuerpos, es

necesario que haya una buena colaboración con celulas THBen

ratones Cepa C57 Bl/ó depletados de subpoblaciones de células

T, e infectados con VSV. se observo, que los tratados con

a-LBTQ(un marcador específico de celulas B4) 12__ï1ïg no

produjeron anticuerpos del tipo IgB y a diferencia de aquellos

tratados con a-lyt 2* (un marcador específico de celulas To)

cuya respuesta en anticuerpos fue similar a la de los no trata

dos que si los produjeron (Leist,T. et al, 1987).

Sin embargo, ratones atímicos infectados e.v. con VSV.produ

jeron una respuesta temprana T-independiente con alta produc

ción de IgMsimilar a la producida por los eutímicos (Charangs.

et a1,1986). Tambien se ha informado sobre respuesta con IgG a
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la infeccion con virus Semliki-Forest en ratones atimicos aun
que en menor cantidad que los controles eutimicos (Sucklinggfl.

et al.19BE).

La inmunidad mediada por celulas cumple un destacado papel en

la respuesta a virus en los modelos experimentales en ratón: La

actividad de células citotoxicas luego de la primoinfección con

HSV1 alcanza su máximo a los 8-9 dpi aunque decae luego rapi

damente. En experimentos en los que se transfiririeron células

adoptivamente en receptores singeneicos, se demostro que para

que haya una buena respuesta que limite la replicación en el

sitio de infeccion. es necesario que se transfieran juntas
celulas Tu y TDT“(Nash,A. et al,l980).

En el caso de influenza, el virus activo es mas eficiente en

la inducción de respuestas del tipo de CMLe hipersensibilidad

retardada que el virus inactivado. Ambasrespuestas se desarro

llan en el contento de los antígenos de histocompatibilidad de

clase I. Ademas,la respuesta inducida por el virus inactivado

es especifica y la inducida por el virus activo es heterotipica
(Leunng. et ¡1,1980). La administracion de celulas T inmunes a

receptores infectados disminuye los titulos virales en el pul
món (Yappfl. et al, 1979). La transferencia adoptiva de células

Ta (fenotipo lyt 23*) produce el mismoefecto. Bi se trans

fieren celulas de fenotipo LBTQ(marcador de celulas Th y TbTH)

no sólo no hay reduccion de los títulos virales, sino que au
menta la mortalidad de los receptores infectados; probablemente
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por una inmunopatología (LeunggK. et al,l9BE).

Se han confirmado estos resultados en ratones infectados que

recibieron un clon de linfocitos Tb los que lograron inhibir la

multiplicación de virus homólogoy heterólogo (Lightman,9.et

31’1997).

Se ha comprobado que durante la inmunización tambien se

producen células T5 que son capaces de inhibir a las células

TDT“(Liew,F. et al,1983) y celulas LBTQ+que colaboran con las

células T efectoras y células B (Anders,M. et al, 1981; Russel,
1980).

La respuesta inmune al VSVtambien se postula que es típica

mente T-dependiente (ZinkernagelgR. et a1,1978) e involucra

celulas Tc con restricción para el antígeno de histocompa

tibilidad de clase II (Zinkernagel,R. et al,1979).
Estos resultados sugieren que, los linfoc1tos T juegan un rol

muy importante en la limitación de la replicación para estos

virus y. los anticuerpos actúan principalmente en la elimina

ción de la viremia, aunque necesitan de la colaboración T para
la activación de los linfocitos B.

Los linfocitos Tb intervienen en forma principal el caso de

la mayoría de los virus con envoltura.

Cuando, ratones BALB/cson inyectados i.p. con Cocksackie B 3

producen linfocitos T efectores restringidos para los alelos de
clase I del CMH.Este hecho es novedoso ya que no se ha

reportado que los picornavirus expresen antígenos en membrana
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celular. Los mismosautores han informado que la actividad de

citotouicidad anticuerpo dependiente no es significativa para
este Virus en este modelo (Nong,C. et al,1983). El virus

Cocksakie BS parece tener un comportamiento diferente al de los

demas picornavirus ya que se ha encontrado evidencia de una

importante actividad NKen la eliminacion del virus en ratones

(Godeny,Net al,1987).

II.3.3 RESPUESTA INMUNE AL VIRUS DE LA FIEBRE AFTOSA

La inoculación de inductoree de IFN no protege a bovinos de

un desafio viral posterior (McVicargw. et alpl973).

La respuesta serologica inducida luego de la infeccion o
vacunación con VFA, esta bien caracterizada en el bovino

(Cowan,K.,1973 lfleloen, R..1979 a y b).

Bin embargo, la literatura existente con respecto a los

mecanismos celulares involucradas en la respuesta inmune al VFA

es muylimitada, tanto en bovinos (Hardlepr. et ¿1.1979) como

en animales de experimentación (Collen,T. et al,1984).

La escasa información que se posee con respecto al sistema

inmunedel bovino, hace difícil el estudio de los mecanismosde

respuesta en esta especie (Foesum.C.,1984).



El cobayo ha ¡ido utilizado clásicamente como animal para

pruebas de vacunas ya que el VFApuede ser adaptado por pasajes

sucesivos y produce luego de la inoculación intradermoplantarp

una viremia junto con aparición en las cuatro patas de

vesículas conteniendo virus similares a las que se producen en

el bovino. Los anticuerpos aparecen a partir de los 2-3 dpi y

entre los 8-16 dias post-infección ee produce el cambio

IgM --> IgB (Cowanpk. et al, 1965).

Se ha demostrado que cobayos infectados con VFAtipo A por

varias vias, inducen una respuesta tanto humoral como celular,

medida esta última comohipersensibilidad retardada y produc

ción de factor de inhibición de la migración de macrófagoe

(NIF) (KnudsengR.et al,1979). En este modelo, la transferencia

pasiva de suero inmune, es suficiente para prevenir la infec
ción viral (Knudsen; R. et al,1983)

El ratón puede ser infectado i.p. con VFA(Subak-SharpepH. et

algl9ól). Ratones hembras inmunizadas por infección pueden

transferir inmunidad pasiva via útero o leche a la prole, los

que quedan protegidos frente a un desafio viral (Campbell,C.g
1960).

En los ratones machosadultos, a las 84 hs p.i. por via i.p..

se detecta la replicación viral, principalmente en el páncreas,
seguida de una viremia que desaparece a las 24-48 hs sin

manifestación clinica de la enfermedad (Campbell,C.,l960,

Fernandeng. et 81’1966). A partir del momento en que se



detecta un aumentosignificativo de anticuerpos neutralizantes

(AN),se observa una rápida disminución del virus en sangre y

órganos hasta su desaparición total. Esta relación entre ANy

desaparición de la viremia se ve confirmada por la correlación

entre el retraso en la aparición de ANy la prolongación de la

viremia en animales irradiados previo a la infección! asi como

una rápida disminución de la viremia en animales irradiadoa y

luego reconstituidos con células inmunocompetentes de ratones

inmunizados con virus activo.(Borca, M. et al,1985).

En este modelo murino experimental,la infección con VFAno

parece inducir una tipica respuesta inmuneantiviral ya que se

comporta como un antígeno timoindependientes esto fue demos

trado mediante experimentos sobre ratones atimicoe nu/nu en los

que se observó una respuesta inmunesimilar. tanto en la dura

cion de la viremia comoen el tiempo de aparición y cantidad de

anticuerpos neutralizantes, a la de los controles eutimicos
nu/+. Utilizando células B y T purificadaspprovenientes de

dadoree inmunizadoacon virus activogpara reconstituir animales

irradiados e infectados experimentalmentegse observó que las

células B purificada: son capaces de eliminar la infección. lo

que demostraria que la respuesta secundaria tambien es

timoindependiente.(Borca.M. et al.l987).

Sin embargo, experimentos realizados 1n_giigg, con bazos de

ratones de la cepa Pir bright inmunizados con VFA tipo A le

formulado con adyuvanle completo de Freund por la via i.p.
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demostraran que el VFAno es mitogénico para linfocital B. Y

que la presencia de células adherentes es esencial para la

respuesta anamnésica usando esta tecnica (Collen,T. et al,
1984).

McCullüugh y col. demostraron que anticuerpos monoclanales

en concentraciones nu neutralizantes inmxltgg, eran capaces de

proteger a ratones lactantes transferidos pauivamente. Esta

capacidad se eliminaba si los anticuerpan eran digeridas con

pepsina (enzima que elimina el fragmento Fc). Estos ereri

mentos refuerzan la hipótesis sobre la importancia de los

anticuerpos epsonizantee en la eliminación del VFA;n_ï1xg (Mc

CUIIÜUthK- et 31,1986).
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¡11.1 RATONES

Be utilizaron ratones lactantes y adultos de la cepa

endocriada BALB-c/ de 60w90 dian de edad. qua proviniwron del

Biotario de INTA*CABÏELñR.Be utilizaron ratones NÍH nu/nu

intimlcow) y nuf+ tautimicos) de ¿0‘90 días que fueron cedido

par la CNEñ.

IÍI.E VIRUS

Se utilizó el mubtipo Ü. Campos salvaje origen banca del

CICV-INTA'CASTELAH.Ente virus fue pasado ó veces un cólulan

BHKEl. una vez wn anvinm v dos veces mas en células ENEEl.

¡11.3 CELULÑS

Para lo producción viral. sw utilizaron células BHKEl.

propagadum en monocapa (Howatpü. at ¿1.1968) en frascos

votantes, con medio auplementado con 10%úe triptosa fosfato y
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10K de suero de ternera prücipitado con poiintilanglical

(PM—&OOÜ).

I I I . ¡o OBTENCION DE VIRUS

Las monncapas de células fueron lavadao con unlución salina

PESpH 7.4. can la finalidad Umeliminar al rasta del lunro. Se
inoculó 0.! ml. de VFHsemilla (Titulo viral! 10"9“ DIRL50%).

Se adnorbió durante una hora a 3743}Ilueqo se eliminó el virus
remanente. Durante el desarrolla de la ¡nfaccion un utilizó

medio MEMsuplementado con 10%de triptoaa fosfato, nin suero

de ternera. La infección su dejó progresar durante la noche.

Luego la: francos rmtanteu fueron congeladai. al dia siguiente

me descongelaran, se llevó el pH a 7.a y ¡a centrifuqó a 4500 g

durante 30 minutas a ñ-C con el objeto de eliminar los restan

celularen. Una alícuota meguardó para titular por FÍJRCÍÓÑde

Complementoy otra para titular por infectividad en ratón
lautantw.

II1.5 OBTENCION DE VIRUS INfiCTIVADÜ

a. Inactivacidna Se utilizó bromuro de etilenimina(BEl)

íBahnomann,H.pi?7á). Brnvemwnte: se inoculó la suspanfiión viral
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con BE! 0.1 M al 1%. Se mantuvu durante 84 ha. a 37'6 en

aqitaciún permannute. El inactivante excedente se neutralizó

con Tionulfatu de sodio 0.1 N al RX. Se dwjó reponer durante

tren dins a AFCy luwuo se centrifugó por 3Q minutos a q-c a

«500 g. Del sobrenadante ¡e extrajo una alícuota con el objeto

de determinar el titula pür Fijación de Complementoluego de la

Inactivación v otra alícuota para inventar a 100 ratones

lactantes dm fi"? dial para investigar puniblw preaencia de
virus infectivn rüsldual.

El titulo viral antew de la ¡“activacion fue siemprw mayor a

lOV-esDIRL 50% y dv ¡BB por fijación de Complemento antes de la

inactivaclón y de a4 despues de ente.

b. Purificación| El virus inactivadu se purificú por sembrado

en colchón de sacarosa 30%y pastmriarmunte ¡e la cometió a un

gradiente de sacarosa lO-üÜKP/V.La masa vírica obtenida ¡e

midió por abuarvanciu a 859 nm.

¡11.6 EXTRACCIÜN DE SÜNGRE

Los ratonwu adultos fueron anestesindoa con eter y luego

sangradompor interchón de un capilar para hematourttu de 0.5

cmde largo en al wenuratrüürbital y la sangre fue recogida en

un tubo du hemúlinia heparinizado.



111.7 OBTENCION DE PLQBHQ

La Iangre heparvnizada ¡a centrífuga por 5’ ninutou a üOüq a

tamperatura ambiente. El plasma- uobrenadantm no recogió con

micropipeta y ¡e guardó en tubos a —EO*hasta el momentode tu

HW.

III.G TITULRCIÜNEB

Las determinaciones de virus infectívo se rmnlizaron por el

matado de la dilución al punto final. empleandocomo¡uitrnto

ratones lactante: (Rwed.L. L Hnencth.,l937). Una ves

tnactivnda la ¡uupenniún viral ¡e tituló por la técnica de

fijación de cumplementoal 50%. Esta técnica tambien se utilizó

para Eipificar y subtificar los ratones lactante! muertas par
inoculación dal virus aftosa.

a.fig viggan se ¡nocularon antramusculnrmunte ratmnns laz“

tantes con dilucione. en base 10 del virus puro para calcular
la dosis letal 50% (SkinnmrgH.y1953).

b.ugmgg¿1ggqyggpneutraliaantq: ¡"VFfiu ue determina el ¡ndice

neutralizante (I.N.) emplaandaal metodode suero conttnnten
virus varxablu (CunhaR.G. et al.1957)n ¡e realizaron diium
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ciones en base IU de un stack de virus U1Camposde titulo

conocido. La: diluciones de virus le mezclaron en parten

igualan con plasma inactivadü par BOminutos a 5á°C y diluldu

135. La mezcla un lncubú por una hora a 37"C y ¡a reacción ne

detuvo por incubaCIÓn a úPCpor nadia hora.

Los ratones lactante: de 5-? dxau de edad fueron invnctadon

¡.0. con 0.05 ml de Gata muacla de ¡qual mudo que para la

titulación de virus. El IN amdeterminó por la fúrmulal

INGTitulo viral m Título mmxclaplasma virus.

c.Eiigglfiqmggwggflglggguügl Los ratones lactantms que muriaron

por efecto de la inoculación del virue. fueron tipificado! v

nubtnficadnm. Se procedió a lu maceración dw la carcaza del

annual (lau muestras ¡e proceiuran individualmmnka). en una

suspensión 1/5 con buffer barbital pH ?.6. Se añadió cloroformo

para eliminar lipidau y me inactivó a 56'69 durante 30 alnutom.

Se centrifuqó y el sobrenadanta se enfrentó a sueros hiper

inmunen de cobavon tipa ü, ñ y C. La titulación dwl antígeno

Vlralp anten y despues de inactivarlo, se realizó haciendo

diluciones nritmétlcas del mismo y enfrüntándolas al muero

homólogo hiperinmuha en la dilución óptima. Tanto el cumple"

mento. comoel suero hemolitico. fueron previamante titulados
(Inut. Vlrol. INTñpIQBü).

La fijación del complemento se flvaluó al 50%de hemóliuiñp



frente a 4 unidades de complemento y 90 minutos de contacto a

37'6.

[11.9 DETEÜCXÜNQE VIRUS INFECTIVD

La Sangre üxtraida se diluyó llfi mn PES pH 7.4. Lou demás

órganos se maceraron con un homogenidnr de tnjidns con émbolo

da teflún con l ml de PES o por maceradb entre las barda.

ünmariladüs dw dos pnrtaobjatpu sobre una fiápaula de Petri de 3

cm de diámetro con l ml de PBB.

El liquido peritonaal ne extrajo de la cavidad perttonunl.

lueqn de haber inyectado an esta 3 ml de PES con pipeta

Pasteur. Se utilizó puro para lau pruebas du dmtetción viral.

La prelencia de virus infectivo en loa liquidos y suspen—

siones celulares ¡e investigó en dos sistemas sensibles al VFñI

a. Por inyección ¡.m. de 0.05 ml a ratoneu lactante! BALB/c

de 5”? dias de edad. El flfncto viral se detmvminúpor

letalidad. hasta los dias pust«in0culacnón can posterior
confirmación con la técnica de Fijación de Complwmenta.

h. Pur inmaulacion de 0.) ml de la suspensión en celulas EHK

21 y observación de afecta Citupátncu a las 48‘79 hu. p.i..



111.10 DESAFIO VIRRL

Los ratones fueron inyectadus via i.p. con l DXMRA¡00% (que

corresponden a 10" DIRL 50%) da virus D. Campus. Al 61a

siguiente los ratoneü fueron sangradon y sacrificados. La

sangre ae diluvú ¡15 en PRSpH ?.8 He observó el páncreas, ¡a

extrajo y ¡e determinó la presenCIa de virus.

111.11 DETECCIÜN DE fiNTICUERPOB hNTI‘VlA

Se determinaron por la técnica de inmunofluuraICencta

indirecta» se sembraron portaabjetos con celulmn BÜTUR

(nenaibles al VFA) Infecéadan. Las células ¡a fijaran con

acetona a «QO‘Chasta nl mamanta de su uso. Lou quero- problema

ae incubaron con la: células por «5 minutas 4 37“C.ae lavaron

con PES 0.Ül H por 10 minuto! v luuga me agregó un nuera

entiorntón acoplado a ¡sotiucianato da fluormaceina. Luequ du

la incubación con el conjuqado su observarún los preparados en

un microscupio de fluorescencia.
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III.IE INHUNIZÉCIDNES

a.an_g1ng_gg&1vgs se inyectaran los ratones adultos, via

i.p..con 10* DIRL50 K de la napa viral 01 Campo: en 0.5 m1 de

buffer saltno. En base a ra-ultadon anteriores los animals!

infectados con virus fueron cunsiderodoa cano inmunesa pkrtir

de la dusaparnción dw la varemia (Horcavfl.et alyl9BQ).

b.ggnmïiggg"1ggggjygggl Se lnyfictó 0.1 ug (calvo referencia

en cuntrario) de vnrus 0. Campo:inactivado y purificada en

suspensión en 0.5 ml de P88 via ¡.p.

c-Qamakflbmlsmnmmg“¿Managuat Se inyectar-on 0.5 nl de una

suspensión de glóbulas rojou de curnero al 5%en PES i.p.

Ill . 13. TITULACIÜN DE SUEÑO PEMHUTIN‘WÏE

El plasma dm los ratanen, fue diluido 1:5 en buffer Burbitnl

y enfrentado BRCal E %en diluciones dw plasma de basa B. El

titulo de anticumrpun henaqlutinantns ¡e expresó comola última

dilución de plasma que prnvocó henaqlutinaciún.



111.14 INHUNODEPRESIÜN

a.E¿¿¿gg} Las ratones adultas ¡e trradiaron con una fuente de

800 kv. lúmA, partenaciwntn a la EMEA.La dülil utilizada fue

de ¿00 rado por ratón que eu la dani: letal 50%en nuebtros
ratones Balbuc/.

n.gg¿glggc Se utilizó ciclofonfnmida (Endouáanahiancu) y

déxametaaona (Herck.8harp y Dome)en dtfflrontes dosis 481901,".

111.15 CÜCULTIVD DE CELULQS

Hatmnen de 30 dpi. fueron sacrificados y ¡un órgano!

extraídos y macurados en pretencia de PES. Las células viables

ae detentaron por la técnica de uxclusión cun coloranto azul

trypán Las células proveniente: del nacerado. se introdujeron
en tubos cnn célulan BHKEl y Cultlva primario de tiroides

bovino con medio de mantenimiento para efectuar un cocultivo
celular.

La: células an observaron alarianente durante 72 hu. A]

tercer dia de cultivo. se congelaron.

Los cultivan me denuunqaluron, se centrifugmron a 4500 g por

30 minutos y al nobrwnadantu su 1noculó en tubaa de células BHK
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El o cultxvn primario de tiroidei havino o ae inventaron en

ratunmm lactantes. Be utilizaron cuatro tubos con célula! y

seis ratones lactantes par muestra. El procadiniento nmrepitió
dos veces.

111.16 OBÏENCIÜN DE SUEÑO üNïl-THY

Dhtqnción de ascgtlnn El suero antiwthy 1.2 lfiyíco; se obtuvo

a partir de un cultiva de hibridoma productor de IQN.Qe utili

zó la técnica de Miletebn y cvl. (Kholer,H & Hilitein,C..

1974). Básicamente, me inyactavon 10’ céluïan del hibridona

i.p. a ratones que habian nido previamente inventado. por la

minha via con 0.2 ml de primtane (Sigma). El liquido ascitiuo

que se recogió se congeló a “EO'C.

Eggizggggjggp El liquido ancitico se purificú por

precipitación con Sulfato de amonio al 50 x por don veces. El

precipitado, De dinlizó contra PESpH H hasta la eliminación

del Sulfato de amonio remanente. La pureza de la fracción

obtenida de detarminó por aleatrafuretin y precipitación con un
suero de cunejo antiwsuero da ratón.

1¿gglgggqnl El suero purificada ¡e titulo por la lisi.
producida en célulau de timo mafiiuda por complemento. La lisis



celular se deteranú por la tecnica de Exclusión can colorante

axul trypán. El iítulu que se expresa como le inversa de la

antmúltlma dilución qua produjo lisis total fue l 100.

¡11.17 CARACTEPlZñCIÜN DE POBLACIONES CELULRHES

La purmaa de las poblaciones B y T enriquecidan fue determi*

nada par inmunufluorescencia directa. Para célulaw B se utilizó

un suaro antinlq de ratón (61360) y para celulas ï un suero

monnulnnal antinthv (Hilau-Yeda) ambos acupladna a isntiúciaw

nato de fluoreecwinn. Bravemante. 850 000 célulam, uuupendidas

en FEB pH 7.? non ¡0 % de albúmina bovina (Sigma) y 0.15 z de

aznúa sódica (FAA). na nnfrentmron con igual volumen de una

diluciún JISO del uueru wn un volumnü total de 100 ul par dun

haran a 49€ con agitación permanent», Luego ¡a lavaron las

células par centrifugaulún a 300 g por 5 minutos por cuatro

veces y el último palipt um reanupandiú en 0.8 mi de Pñfl. La

auspwnsiún nwlular se mnnbóen un portaobieto y sm nbsnrvó al

micrnecopio nun luz ultraviolüta. Se cantaron 800 uélulae por

muestra observadas por iluminación con luz visible v las

fluoreucentem correspondientes. LJ pureza sm anpreaú Chuan

36 pure!” 11.75%.las¿9.5.1.134samgqgnmg ,_fihñfillxas.1fi!_fiw195»?

200
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III.18 SUBPENSIUNESCELULÑRES.

a -Emamrmi 9.1.1._.,s.lsr_..... .gse_mgnm.9m2,_ ss: Luigi}?! I l on ba sus fuer cm

macerados entre das portaabyetun con horda elmnrilado y las

Células obtenidaw reiuspendidas en medio RPHI + ¡OQde Guaro

fetal bovino (GIHCÜ.UfiA)y luego contadaa en medio con azul

trypán para determinar su viabilidad.

b.Pur1ficación defigélulaa Linfoidesn

i -.-..“mhsm1<anm.dy_....99¿Lu191.39mufi93mgl El «seem-miode bazo

fue centrifuqado por 5 minutas a 300 g y al pellet reauspendido

en 1 ml de Cloruro de amnnio 0.75 K pH 7.8 can el objeto de

¡liar celulas rojas, v ¡a mantuvo en frio con agitación

cuntinua por 5 minutos. Luego se agregó igual volumen de medio

RPNI con 10%de suero fetal bovino y las célulúb mononuclearen

fueron lavada: dan vmcespor centrifugmdo a hagas revolucïonéu.

SMobtuve un promodno de 90 x 100 célula: blancas por bazo con

una viabilidad superior al 98 x.

H-ÉÉRQEASÁQHde mulas no adharenteul Un lata! de 90. n 10*

célulaü blancas de beto fuwrun tncubadas duranta 1 hora a 37hc

en una atmósfera con 5 K ÓW‘JLEÑÑun volumen da 5 al en una

aápuula de Patri (Miguel & Sh1q¡¡,1978). Luego de la incubna

ción. se recoqiú el uubrenadante suavemente v sw lavó una ven
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por centrifuqado a bajan revoluciones. Este procedimnento un

repitió una ve:. El rendimiento fum del 40%.

1ii.Pur¿ficac;ón ag célulqguwfil La: células no adherentes

fueron tratadas con ïUHTOmonoclünal antiwthy litico na! suero

de cnbayu coma fuente de complamanto e inauhadas por l/E hora a

37°C. Se utilizó lo pl del muero nonoclonal pura por cada 10’

de celulas totalea v enfrentando esta mezcla con vulumenen

¡gualeo de suern da unhayo 1:4. Este procpdimiento fue

repetido. Luegode cada tratamiento litico, las células me

lavaron a bajas ¡evolucionan y luego del último centriiuqado su

contaron en pranencia de azul trypán para determinar
viabilidad. El rendimientu fuu dal 85%.Pucteriuvmente las

células fuaron caracterizadas frente a sueros anti-¡q Y
anti*thy marcados unn fluoraucaína para determinar ml grado da

purificación. La contaminación con célula. thy‘ fue siempre

menor del 1%y la puraza de células lg‘ fue siempre mayor del

9‘, yd

iv‘vEasiïiggglm .más?..-..t;sugd.a9_._lI LN mil" l a! T fuero"

purificadas par pasaje en calumna du lana da nylon ( Misha! k

Shigiip1976) y el &1uyente tratado con un muero de conejo

anti-Ig de ratón litico mas complementode cobayo. Qe utilizó

lO pl de este suero por cada lOv celulas eluídam. fi! reetu de!

tratamngntn fue similar al dascripto en el item ¡11. Bmobtu*
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vieron celula. thy‘ nn un porcentaje mayor al 95%y con una

contaminación da célula. 19* aiemprm menor al 3%.

En la fiqura 1 sm deucriben loa pana! seguidos para la

purificación de células linfoidea.
En la figura 9 ne ilustran. comaejemplo, microfotografias

de celula: proveniantma de macerado du bazo tratadas can suero

anti’thy acoplado con isotincianatü un fluoresceina. Se

trataran células antes y despues de la purificacaün y ¡e

observaron con luz visible y luz ultraviületa con a! objeto de

determinar w] porcwntnge de purexa.

II!.19 TRANSFERENCIAPfiEIVA

Para el estudio de la respuesta a ¡a transferencia pasiva du
anticuürpos. ¡e llevaron a cabo dos protocalosn

Prutocoln A (¡tea l.l.3.l)| rataneu ¡nmunizadoncun virus

activo o inactivadu fueron senqradoa a las 15 y 90 diam p.1.

las primüros y a los 15 días 9.1. los segundas.

Lua receptores normales vírgenes fuoran inaculaúou por la via

¡.p. con l ml da plasma, proveniente dm los dadüres innuniaadon

con virus activo, puro. 1/10. lffiü, 1/100 y ¡#500 diluido en

PBSpH 7.4. Las receptores de plasma pruvenientw da daduren



FIGURA 1

PURIFICACION DE CELULAS LINFOIDEAS
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inmunizado- con virua lnactivado fueron inyectado: con 1 al de

plasma puro. 1/5 y lilü.

al dia siguiente. se nntrajorun á gotas a cada ratón de cada

lote haciando mezcla de seis ratones con el objeto de deter

minar e] IN de loa receptora: en el momentode la descarga. Dos

horas dehpuea de ¡a sangría se desafiaron los receptorem con l

DIHRA 100% i.p.

Al dia aiquienta meextrajo sangre y páncreas para determinar

la presencia de virus infeccioso en autos organos.
Protocolo H (item l.l.3.2)l Se irradiaron ratonoí normales

vírgenen con l DL50%. Al dt» niguiente se infectaron con 1

DIHRA100% con virus O, Campos. a1 dia siguiente me tranufirió

pasivanwnte l ml de suero ¡“auna puro a-G. Campos ohtwnido de

dadorefl lnmunizados por infección de adultos uinqeneicou [5 o
90 dia; antes.

a las 8%y «9 horas post-tranzfmrencia. a» wanqraron los

receptores y se entregaron sua panoramapara investigar virus
infeccioso.

En amboscasos tambien se inyectú a cada réplica de lote. 50

mg do Silica gel {Nutritional Biochemical Corporation) por la

via i.p. dos horas antes de la infección en el protocolo A y

dos horas anten do la transfersncia pallva para o] protocolo B.



III.EO TRRNBFEREHCIAñDOPTIVA

Las células innunocompetenteo provanienten de dadores previa“

nante innunizadon y de controles vírgenes su transfirteron por

inoculación i.p. a lo. animales receptores.

Ill.&l RECÜNBTITUCIOH DE ñNIMflLES IRRADIÉDÜB

Ratones BALBECfueron arradiadow y luego desafindun y

reconstituidol con células da bano totales o purificadau

provenientes de annmmlms.inmuniaadolu virgenes coma controles.

Se llevaron a cabo dos proteccion.
Protocolo 1| Ratones BALBIEde dos a tras meses de edad

fueron irradiados con l DL50%. Al dia siguientes fueron infecw

tadan via i.p. con l DIHRA.Y 34 ha despueu fumron tranifmridon

con 10”células totales o purificada; provenientes de baza da

dadoreu uinganeicon previamente inmunizadaa 0 virgenes utili
zados comocuntrol.

Protocolo En Los receptoras fueron irradiadas. 24 hn detpues

tranaferidos con 107células totales o purificada. provenientes
da bazo de animales inmunizadan y al dia siguiente! infectados
con t Dtflfiñ.



En rosuuenu

»--v—m»www-—---Dia ml Dia O Dia l Dia a

Protocolo 1 m-w lrrad. lnfec. Tranaf.

Protocolo 2 lrrad. 1ran5f. Infec.

III.EE ESTáDlBTICA

Con el bbJeto da daterninar la exittwncla de diferencian

significativas entre los dintintan loba. ¡e utilizó análisis da
la varianza o test da Student.



IV. EEULTAQQE

IV.1 DETERMINACION DE LA CAPACIDAD INMUNIZANTE QEL VIRUS DE LA

FLEBRE AFTÜSA ACTIVO E INACTIVADÜ.

IV.1.1 DETERMINACION DE LA RELACION ENTRE EL INDICE

NEUTRALIZANTE Y PROTECCION

Tanto en el bovino como en el cobayo, se ha demostrado que

existe una relacion entre e1 titulo de anticuerpos neutrali
zantes y 1a proteccion frente a la descarga con el virus

homólogo.

Fue de nuestro interes comprobar si en el modelo murino

experimental se determina una relacion similar entre los

títulos de anticuerpos (medidos comoIN) inducidos por el virus

activo y el virus inactivado y la proteccion frente a1 desafío

con el virus homólogo.

Coneste fin se diseñaron experimentos de descarga viral a

ratones inmunizados con ambos inmunogenos o transferidos

pasivamente-con anticuerpos inducidos en ratones normales.



IV.1.1.1 Desafio a ratones inmunizados con virus activo

En la tabla 1 se observan los resultados obtenidos luego del

desafío a ratones convalescientes. Estos demuestran que en

todos los casos los ratones inmunizados por infeccion experi

mental se encontraban protegidos frente a un desafío viral con

el virus homólogo. Los IN promedio de los ratones desafiados

fueron > 4.00, con un valor mínimo de 3.50.

En 1a tabla E se observan 1a respuesta en anticuerpos neutra

lizantes medida como IN de un grupo de ratones cuyos niveles de

anticuerpos fueron medidos 7 dias post-descarga. Ratones con

IN< 4.15 respondieron con produccion de anticuerpos a1 desafío

en forma significativa (p<0.05).

IV.1.1.E Desafío a ratones inmunizados con virus inactivado

En 1a tabla l tambien se observan los resultados correspon

dientes al desafio de ratones inmunizados con 0.1 ug de virus

Ü: Camposinactivado y purificado.

Ratones cuyos IN, en el momento de 1a descarga, fueron

superiores a 1.60 (50 dpi) resistieron el desafio viral.
Mientras que ratones cuyos IN fueron inferiores a este valor
resultaron infectados (B y 75 dias post-inmunización).



TABLA 1

DESAFIO A RATONES BALB/C INMUNIZADÜS

Determinación de virus#
Dias p.i. I.N. Inmun.* en páncreas en sangre a- VIA

7 4.30 VA - — — —
E7 4.20 VA - — — 
50 4.15 VA — — — 
75 4.20 VA — - — 

150 4.00 VA — — - 
810 4.10 VA — — — —
300 4.30 VA - — — 
420 4.10 VA - — — —
470 4.30 VA — — - —
—-- 0.50 -- 7.50 7.00 + +

E 1.00 VI 7.80 6.80 + +
B 2.60 VI - — — —

E7 2.40 VI - — — 
50 1.90 VI - - — —
75 0.68 VI 7.80 6.90 + +

Ratones BALB/cfueron inmunizados via i.p. con virus activo
(VA)o 0.1 ug de virus inactivado purificada (VI). A distintos
dias p.i. tres ratones fueron sangrados para determinar su I.N.
(se expresa el promedio) y cuatro fueron desafiados.
*= inmunógeno. ü: Se expresa el título viral en páncreas y
sangre. En los casos en que se detectó virus infectivo en
páncreas siempre hubo correlación positiva con 1a observación
clínica y la detección de anticuerpos anti-VIA 15 dias
post-desafio.



TABL _e

EFECTO DE LA REINÜCULACIÜN DE fiNIflALES REINFECTADÜS

Indice neutralizante
Exp.hP d.p.i. —7 +7 Diferencia

1 58 3.81 4.30 0.49
E 58 4.15 4.81 0.56
3 68 3.68 #.68 1.00
A 68 4.8á 5.08 0.84
S 210 4.95 4.95 0.00
6 810 3.55 4.95 1.40
7 300 4.35 #.55 0.80
control 68 3.84 3.68 0.00
control 68 3.84 3.68 0.00

Ratones BALB/cfueron infectados con 1 DIMRA100 2. A distintos
dias post-infección (d.p.i), fueron descargados i.p. con la
misma dosis del virus homológo (dia 0). En ningún caso de
detectó viremia a las 84 hs post-descarga. Se ilustran los IN
de cada raton 7 dias antes del desafio (-7) y 7 dias despues
del mismo (+7).
En el grupo de animales con IN predescarga menor que 4.15
(1,8,3 y 6) se detecto un aumento significativo del IN a la
semana post-descarga (p,0.05). En el grupo de animales con IN .
4.15 antes del desafío no se registró un aumentosignificativo
con respecto al IN a la semana post-descarga (p, 0.05).
Control: ratones previamente inmunizados que no fuerondesafiados.
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IV.1.1.3 Desafio a ratones inmunizados_gor transferencia Qasiva

Con el objeto de determinar la accion de los anticuerpos a-D;

Camposin vivo en distintas concentraciones en sangre, se

diseñaron experimentos de transferencia pasiva a receptores

normales e inmunodeprimidos.

IV.1.1.3.1 Dosis respuesta en 1a proteccion al desafío viral

En la tabla 3 se observa que los ratones inoculados con

diluciones de plasma de convalescientes o de inmunizados con

virus inactivado tales que, el IN de los receptores EA hs

post-transferencia es de IN > 1.50, resisten el desafío. Por el

contrario, los receptores cuyos IN son menores a este valor, no

se encuentran protegidos.
Los ratones irradiados 24 horas antes de la transferencia

pasiva, tambien estuvieron protegidos frente a la descarga

cuando el IN de sus plasmas, producto de la transferencia

pasiva, era IN > 1.50. Pero, ratones tratados con silica dos

horas antes de la descarga, no estuvieron protegidos cuando el

titulo de anticuerpos neutralizantes era IN = 1.50.



T BLA 3

DOSLS RESPUESTA EN LA RESISIENCIA AL DESAFIO DE BATÜNES
NORMALES INMUNIZADDS POR TRANSFERENCIA PASIVA

Determinación de virus en
Receptor IN receptor Sangre Pancreas

Normal b 2 0/12 0/12
1.50 1/12 1/12
1 11/12 11/12

Irradiado a. 3 2 0/12 0/12
1.50 2/12 2/12
1 12/12 12/12

Irradiado b. > 2 0/12 0/12
1.50 10/12 10/12
1 12/12 12/12

Ratones BALB/cfueron transferidos con plasma proveniente de
dadores singeneicos inmunizados con virus activo (15 y 90 dpi).
o virus inactivado (15 dpi). El plasma fue diluido en PEScon
el objeto de conseguir distintas concentraciones de anticuerpos
neutralizantes en los receptores. A1dia siguiente se les
extrajo sangre para determinar su IN y 2 horas despues fueron
desafiados; 24 hs. despues se extrajo sangre y páncreas para
buscar virus.
a: ratones irradiados con 1 Dosis letal 50%un dia antes de la
transferencia de anticuerpos.
b: ratones irradiados con 1 Dosis letal 50%un dia antes de la
transferencia de anticuerpos y que fueron inoculados con
50 mg. silica gel 2 hs. antes del desafío viral.



IV.1.1.3.3 Eliminación de la viremia

En la tabla 4, se observa que, ratones inmunodeprimidos que

24 hs post-infección recibieron suero anti-D. eliminaron la

viremia en el dia 1 p.i., aunque se encontro virus en páncreas

hasta los tres dias post-infeccion, mientras que los controles

inmunodeprimidos transferidos con suero proveniente de ratones

no inmunes, eliminaron la viremia el dia IE p.i. de igual forma

que los ratones inmunodeprimidos infectados. Ratones inmuno

deprimidos y transferidos, pero con su sistema de macrofagos

deprimido por la inyeccion de silica, tambien eliminaron la

viremia el dia 1 post-infeccion.

Los resultados obtenidos en esta serie de experimentos,

indicaron que el IN es un parametro inmunológico valido

relacionado con la protección en el modelo murino experimental.



IAELA 4

ELIMINACIÜN DE LA VIREMIA

Lote IN 24 hs post- Viremia Virus en pancreastransferencia

I < 1 18 dpi > E dpi

II > 4 1 dpi E dpi

III > 4 1 dpi E dpi

Se irradiaron ó ratones por grupo con 1 Dosis letal 50 Z. A1
dia siguiente fueron inyectados por 1a via i.p. con 1 DIMRA
100 %.
Al dia siguiente se transfirieron los receptores:
El lote I recibio 1 m1de plasma proveniente de dadores no
inmunizados.
Los lotes II y III recibieron 1 ml de plasma de animales
inmunizados 30 dias antes con virus activo. El lote III fue
inoculado con 50 mgde silica gel 8 horas antes de recibir el
plasma inmune.
Al dia siguiente los ratones fueron sangrados y sus respectivos
páncreas extraídos para detectar presencia viral.
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IV.1.E DETERMINACION DE LA DURACION DE LA INMUNIDAD LUEGO DE LA

INMUNIZACIÜN CDN VIRUS ACTIVO E INACTIVADD.

Los bovinos infectados presentan una prolongada duracion de

inmunidadmedida comotítulo de anticuerpos neutralizantes y

proteccion frente a la descarga con el virus homólogo
(Cunliffe,H,1964; SadirgA. et al,1988). Pero animales vacunados

presentan una duracion de inmunidad corta (INTA-PIADC,1977).

Se estudio la duracion de inmunidad frente a ambos inmunogenos

en el MMEcon el objeto de determinar si existían diferencias

en cuanto a persistencia de inmunidad frente a ambos.

IV.1.E.1 Duracion de la inmunidad en ratones inmunizados con

virus activo.

IV.1.E.1.1 Cinética de anticuerpos neutralizantes luego de la
infeccion.

En 1a figura 3 se ilustra la cinética de los anticuerpos

neutralizantes, expresados como IN en ratones BALB/cprevia

mente infectados con una DIMRA100%de virus 01 Cs via i.p.

Los anticuerpos se mantuvieron en niveles superiores a

IN=3.50 a lo largo de toda la vida de los ratones.

En todos los casos los animales se encontraban protegidos
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Ratones BALB/C fueron ínfor'ndofi el dia.Ü. Se dfitflrminú el
titulo viral en sangre ( O) v nl IN a lo largo dnl tiempo ( O).
El dia o se ínmunízú otro lote de ratones con 0.1 uq ( A) 5!
10 ug ( D) del virus homólogo inactivado y purificado. Tambien
se midió el IN a lo largo del tiempo de ratones ínyectados con
PES como control (l ). Cada punto corresponde a1 promedio detres animales.



frente a una descarga viral con el virus homólogo (ver ítem
IV.1.1.1).

En la figura 4 se observa la respuesta, medida en anticuerpos

neutralizantes, de ratones atímicos (nu/nu) y eutímicos (nu/+),

luego de la infeccion con 1 DIMRA100% de virus 01 Campos por

via i.p.
En los primeros dias p.i. el IN fue similar para ambos, pero

a partir de los 15 dpi se observo una marcada disminución del

nivel de los anticuerpos en los atímicos. Por el contrario, los

eutimicos permanecieron con niveles altos de anticuerpos neu

tralizantes a 1o largo de todo el experimento. Sin embargo a

los 240 dpi los ratones nu/nu con un índice neutralizante pro

medio de IN = 1.60 tambien se encontraban protegidos frente a

una nueva descarga viral.

La duracion de la viremia luego de la infeccion fue similar

para ambos grupos.

En la tabla 5 se ilustra 1a respuesta del mismo lote de

ratones al inmunogeno GRCinyectado a1 5% en suspension salina

via i.p., utilizado comocontrol de antígeno timodependiente.

Los ratones eutimicos reaccionaron frente a1 inmunogenoen

forma similar a los BALB/c.Por el contrario, en los ratones

atímicos, este inmunogenoinduce una respuesta pasajera.

Los bazos de los ratones sacrificados a lo largo de todo el
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Ratones HIH atímicus ( 0) y putímiCGS (Ü ) filerün infrrtpflü”
pür la Vin i.p. AI míqmo tiempo WP inmunizaron con- 'V l. Ï' U "-1

ínactívadü pür la misma vía rtrun lütPfi de atimícns í Ó) y
eutímícng ( Í ). ñ distinto: binmpos püsbnínmunízzaciún 50
sangrarun a blPhCü dos rninnvñ de cada lote para medir el IN.
En el misma momento, dns ratonnm de cada lote fueran desafiados
con 01 virus homólnqn. A! dia siguiente se buscó vírum Ph
FRHQFGy páncreas. Los rn*wnflu 5m mantuvímrün en condiciones
asdptícafi a lo larga Up ¡uuu ñ] Fxpéïimüfltü.



TABLA 5

REPUESTA DE RATONES ATIMICÜS A LA INMUNIZACIÜN CON CLÜBULÜS
BD DS DE CARNERD

Tátulo de anticuergos hemaglutínantes

Dias p.i. _nu/nu nu/+ BALB/c

e E E E E e E

4 B B BE 64 64 64

7 8 4 512 1088 512 512

30 O 0 512 1028 1028 512

Ratones NIH atímicos (nu/nu) y eutímicos (nu/+) y BALB/cfueron
ínmunízados via í.p. con BRC.A distintos tiempos p.i. se
sangraron a blanco y se midieron los anticuerpos
hemaglutínantes inducidos.
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experimento fueron macerados y examinados con anticuerpo mono

clonal a-thy acoplado con fluoresceína en busca de células T.

El nivel de células thy + en bazo, fue de 40 %en los eutímicos

y no se detectaron celulas thy + en los atimicos por inmuno
fluorescencia directa.

IV.1.E.1.1.E Persistencia de la capacidad de transferir

inmunidadadoptiva a receptores irradiados.

Se estudio la persistencia de la capacidad de transferir

memoria adoptivamente a receptores singeneicos inmunodeprimidos

por irradiación con células totales de bazo provenientes de

animales convalescientes a varios tiempos p.i.

Se utilizaron dos protocolos para el estudio de la memoria
inmune (ítem 111.20).

La respuesta anamnesica transferida se midió por eliminación

de la viremia (protocolo 1) o proteccion frente a la descarga

(protocolo E) y por la produccion de anticuerpos neutralizantes

en los receptores.

Los dadores fueron inmunizados por infeccion con 1 DIMRA100%

a distintos tiempos antes de la reconstitucion. Comocontroles

negativos se utilizaron dadores de la misma edad que los

anteriores inyectados con PES.



En la tabla 6 se observa un resumen de estos experimentos

realizados con el protocolo 1. Ratones infectados pero no

transferidos con células presentan una viremia que se prolonga

hasta el dia IE p.i. Receptores de celulas normales tambien

presentan una viremia que se extiende hasta el 1a dpi. Los

receptores de células provenientes de dadores singeneicos

inmunes de hasta 500 dias post-infeccion (máximo de vida de

nuestros ratones) son capaces de eliminar la viremia a los 5

dpi y producir anticuerpos neutralizantes, de igual modo que

las células provenientes de dadores inmunizados 8 dias

post-infeccion.

En la tabla 7 se describen los resultados obtenidos con el

protocolo 2. Los receptores de celulas provenientes de dadores

de por lo menos 135 dpi estan protegidos frente al descarga, y

desarrollan una respuesta secundaria medida comoproduccion de

anticuerpos neutralizantes.

Estos resultados indicaron que en el modelo murino experi

mental, la respuesta inmune al virus activo, medida como

produccion de anticuerpos neutralizantes y protección frente a

la descarga viral, es de larga duracion, aun cuando los anima
les infectados son timodeficientes.



TABLA 6

RECDNSTITUCIDN CON CELULAS TOTALES DE BAZÜ PRDVENIENTES QE
DADDRES CDNVALESCIENTES A RECEPTORES IRRADIADQ57(PRÜTÜC. 1).

Viremia d¿p.i.
ÉDias p.i. 1 4 u e 9 12u) un

a (4.20) + + — — (2.50) a — —

135 (4.30) + + — — (2.50) b - 

500 (4.00) + + - — (2.90) c - 

—-- + + + + (0.40) d + +

N I (0.70) + + + + (0.30) e + +

Ratones BALB/cfueron infectados. A distintos dias p.i. se
sangraron seis dadores a blanco haciendo pool con sus plasmas
para determinar el I.N. (*). 107celulas totales de bazo fueron
transferidas a receptores irradiados según protocolo 1. Como
controles se utilizaron ratones no transferidos (--—) o
transferidos con células totales de bazo provenientes de
dadores no inmunizados (N I). A distintos dias p.i. se
sangraron tres receptores por lote y la sangre de cada uno se
inyecto en raton lactante para determinar 1a presencia de virus
infectivo. (+): virus infectívo presente. (-)| virus infectivo
ausente. (fi): I.N. promedio de tres receptores.
Diferencias entre a, b y c no significativas (p< 0.01).
Diferencias entre d y e no significativas (p<0.01).
Diferencias entre a+b+cy d+e significativas (p<0.01).



TABLM

MWM_QQ&LELMB_E.MDLEWEBIHDE
WMQCLENIEÉAEEEEEIQBE ¿LWNQDEEBIÜJRQQ

MIQQÉL

Viremia dias 9.1.
6Dias p.i. 1 18

(*) (G) (ü)

B (4.20) — (0.56) - (1.10) a —

135. (4.00) - (0.40) - (1.60) b 
——— + (0.45) — (0.36) c +

N I (0.60) + (0.30) + (0.40) d +

Ratones BALBicfueron infectados. A distintos dias p.i. se
sangraron seis dadores a blanco haciendo pool con sus plasma;
para determinar el I.N. (*). 10Vcelulas totales de bazo fueron
transferidas a receptores irradiados según protocolo E. Como
controles se utilizaron ratones no transferidos (—-—)o
transferidos con células totales de bazo provenientes de
dadores no inmunizados (N I). A distintos dias p.i. se
sangraron tres receptores por lote y la sangre de cada uno se
inyecto en ratón lactante para determinar la presencia de virus
infectivo.. (+)| virus infectivo presente. (-)| virus infectivo
ausente. (fi)! I.N. promediode tres receptores.

Diferencias entre a y b no significativas (p<0.01).
Diferencias entre c y d no significativas (p<0.01).
Diferencias entre a+h y c+d significativas (p<0.01).
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IV.1.E.E Duracion de la inmunidad en ratones inmunizados con

virus inactivado

IV.1.E.E.1 Cinetica de anticuerpos neutralizantes luego de la
inmunización con virus inactivado.

En la figura 3 se ilustra la duracion de la inmunidad de

ratones inmunizados por la via i.p. con 0.1 ug de VI homólogo

purificado en suspension salina.

A diferencia de lo que ocurre con los ratones convalescientes
a los 75 dias el IN cae a niveles similares a los encontrados

en ratones no inmunizados.

Durante el tiempo en que el IN se mantuvo con niveles

superiores a los de los no inmunizados, los animales estaban

protegidos frente a un desafío viral con el virus homólogo(ver
ítem IV.1.1.E).

Comose observa en la misma figura, cuando el nivel de

anticuerpos neutralizantes es menora IN=1.60, los ratones se

infectaron al ser descargados con el virus homólogo.

En esta figura, se ilustra tambien la cinética de anticuerpos

a-D1 Campos inducidos por la inyeccion i.p. con 10 pg de virus

inactivado y purificada (una cantidad 30 veces superior a la

que se inocula en bovinos en vacunas con adyuvantes), la

duracion de la inmunidad es prolongada y los ratones se

encuentran protegidos frente a un desafio viral Qer vitam.



Para estudiar 1a respuesta a la inmunización con VI en

ratones atimicos se inyecto 0.1 pg de virus purificado 01 Cs

via i.p.
Comocontrol de antígeno timodependiente se utilizo BRC por

la misma via.

En la figura 4 se observa que los ratones eutímicos producen

una respuesta similar a los ratones BALB/c(fig 3) y los ati

micos tuvieron un nivel de respuesta muyinferior tanto en su

IN (p<0.01) como en su tiempo de duracion

La respuesta en el tiempo de anticuerpos hemoaglutinantes fue

similar a 1a que se muestra en la tabla 5 para ambos tipos de

animales.

IV.1.E.E.E Persistencia de la capacidad de transferir inmunidad

adoptiva a receptores irradiados.

Se estudio la capacidad de células provenientes de dadores

inmunizados con 0.1 ug de virus inactivado purificado para

transferir inmunidada receptores singeneicos irradiados. Se

utilizaron dadores de 8 dias post-inmunización y distintas
cantidades de células totales de bazo.

En la tabla 8 se describen los resultados de este experimento

llevado a cabo con el protocolo E. En todos los casos los

receptores estuvieron protegidos y no hubo diferencias en la
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DOSIS RESPUESTA EN LA RECONSTITUCION CON CELULAS PROVENIENTES
DE RATONES INMUNIZADOS CON VIRUS INACTIVADO A RECEPTORES

INMUNODEPRIMIDOS (PROTOCOLO E).

Viremia dias post-infeccion
Inm. DP de cel. 1 B ó IE

(*) (#) (#) (fi)

VI 107 (2.40) - — (0.60) — (1.50) a - (ND)

VI 5x107 (2.40) — - (0.20) — (2.38) b - (ND)

VI 10><1Cf7(2.40) — — (0.84) - (2.40) c - (ND)

NI 107 (0.60) + + (0.64) + (0.86) d + (ND)

NI 5x107 (0.60) + + (0.40) + (0.74) e — (1.74)h

VA 107 (3.80) — - (0.86) — (1.38) f - (ND)

VA 5x107 (3.80) - - (0.60) - (2.26) g - (E.50)i

-- -—--- + (ND) + (ND) + (0.50)j

Ratones BALB/cfueron inmunizados con virus activo (VA) o virus
inactivado (VI). Ochodias p.i. se sangraron mezclando sus
plasmas y luego se sacrificaron. Sus celulas totales de bazo
fueron transferidas a receptores irradiados según protocolo E
(*)= I.N. de los dadores. (#): I.N. promedio de tres recep
tores. NI: dadores vírgenes.
Nohay diferencias significativas (p<0.01) entre los grupos a,
f, y h; bsng e i y d,e y j. Pero si hay diferencias
significativas (p<0.01) entre los tres grupos.
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protección a1 desafío con las tres cantidades de celulas

inyectadas. En los lotes transferidos con celulas provenientes

de dadores inmunizados. Se observa inducción de anticuerpos

neutralizantes. La produccion de anticuerpos, se correlaciona

con la cantidad de celulas transferidas. A los 18 d.p.i., no se

observa viremia en los receptores de 5 H 10'7de celulas

provenientes de animales no inmunizados y 1a protección está
correlacionada con un aumento en el IN a diferencia de los

receptores de 107 células normales que no fueron protegidos

frente a la descarga.

Se estudio la persistencia de la capacidad de transferir
inmunidad de animales inmunizados con virus inactivado a

receptores singeneicos en distintas tiempos post-inmunización.

En 1a tabla 9 se observa que cuando el IN de los dadores

corresponde a indices protectores, hay respuesta anamnesica

detectada por eliminacion de 1a viremia y aumento en el IN. A

los 75 dpi, que es el momentoen que el IN de los dadores

disminuye a valores similares a los encontrados en ratones

normales, no hay protección ni respuesta secundaria en los

receptores irradiados.

Estos resultados indicaron que, en 1a dosis utilizada en

nuestro modelo, la respuesta inmunees de corta duracion, pero

la duracion de inmunidad se puede incrementar aumentando 100
veces la dosis inoculada.



TABLA 9

RECÜNSTITUCIÜN CDN CELULAS PRDVENIENTES DE RATONES INMUNIZADDS
CON VIRUS INACTIVADÜ A RECEPTORES INMUNÜQEERIMIDOS(PROTOCOLO 1)

Viremia dias D.i
Dias p.i I.N. dadores 1 ó (#) 12

B 2.20 - — (2.62) a 

E7 2.40 - - (2.40) b —

75 0.60 + + (0.60) c +

NI 0.50 + + (0.60) d +

-- —--— + + (0.40) e +

Ratones BALB/cfueron inmunizados por 1a via i.p. con 0.1 ug de
virus 01 Camposinactivado y purificada. A distintos dias p.i.
se sangraron 4 dadores mezclando sus plasmas para determinar su
I.N. Sus células totales de bazo fueron transferidas a
receptores irradiados según protocolo 1. A partir del dia 1
p.i. se sangraron 3 ratones por lote para determinar presencia
de virus en sangre e I.N. de los mismos (#).

Diferencias entre a y b no significativas (p<0.01).
Diferencias entre c,d y e no significativas (p<0.01).
Diferencias entre a+b y c+d+esignificativas (p<0.01).
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IV.2 EgTUDLQn_QE_ Lfi5_mCñQ5fi5 INVOLUCRRDAS EN LH DIFEREHIE

DURACION QE INNUNIDAD FRENTE AL VJRUS ACTIVO E INQCIIVQDÜ.

La duración de inmunidad luego de una infección viral aguda

es prolongada, pero cuando se utiliza virus inactivado como

inmunógeno, es significativamente menor (Ada,G., 1988). Son

varias las hipótesis que se pueden esgrimir para explicar esta

diferencia: persistencia viral luego de la infección, amplifi

cación de la cantidad de inmunógenoque estimula al sistema

inmune cuando existe replicación, diferentes mecanismoscelu

lares y humorales involucrados en la respuesta a virus activo y

a virus inactivado. Estos mecanismos;no excluyentes entre si.

pueden llevar al organismo infectado o vacunado a una mayor o

menor respuesta por diferencias en la retención de inmunógeno

y/o alteración de circuitos celulares y/o redes moleculares.

Conel objeto de determinar la validez de estas hipótesis en

nuestro modelo, se diseñaron varios experimentos:

IV.E.l PERSISTENCIA VIRAL EN EL MODELOMURIND EXPERIMENTAL

Se estudió la posible persistencia de virus infectivo,luego
de la infección, por varios metodos!



IV.E.1.1 En ratones convalescientes persistentemente

inmunodeprimidos.

a.En la figura 5 se puede observar la cinética de anticuerpos

neutralizantes de los animales previamente infectados y luego

inmunodeprimidos. Nunca se detecto virus infectivo en los

organos estudiados.

b.Ratones inmunodeprimidoscon ciclofosfamida y corti

sona fueron sangrados dia por medio durante dos semanas y

sacrificados a los 15 días post-tratamiento. El indice neutra

lizante de los ratones correspondiente a la última sangría fue

menor que 1 pero no se pudo detectar presencia de virus

infectivo en sangre, bazo o páncreas. ni anticuerpos anti-VIA a

los 7 y 15 dias post-tratamiento.

En todos los casos se utilizó comocontrol positivo animales
infectados 24 hs. antes del sacrificio con 10“ DIRL50%via

i.p. en los que si se detecto virus infectivo presente y anti
cuerpos anti-VIA.
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IV.E.1.E Cocultivo celular

Se cocultivaron celulas provenientes de dadores infectados un
mes antes con células BHKEl, en cultivo 1° de tiroides bovina

y cultivo primario de tiroides bovina. Conel sobrenadante de

los tubos de cultivo, se hicieron dos pasajes ciegos en las

mismas celulas y en raton lactante. No se pudo rescatar virus

infectivo en ninguno de los organos estudiados.

IV.E.E.1 Transferencia de células a receptores irradiados.

Se transfirieron 107celulas totales de bazo a receptores

irradiados con 1 DL50%. Se sangraron a varios tiempos post

transferencia y al dia 10 p.t. se sacrificaron y se busco virus

infectivo en sangre, páncreas, glándula salival y bazo por

inyeccion del maceradode estos organos en ratón lactante.

Tampocose encontró virus infectante por este método.



IV.E.E ESTUDIO DE LA MEMORIA INMUNE.

IV.E.E.1 Transferencia de celulas de pazo a receptores normales
no desafiados.

IV.E.E.1.1 Con celulas inmunocompetentes provenientes de

dadores inmunizados con virus activo.

Se transfirieron celulas provenientes de animales previamente

infectados a receptores vírgenes no irradiados y luego se

estudio a lo largo del tiempo la aparicion de anticuerpos

neutralizantes en los receptores.
En la figura b se puede observar en los ratones inyectados

con celulas provenientes de dadores inmunizados por infeccion

se registra un aumentoen el nivel de anticuerpos neutrali

zantes a lo largo del tiempo.

En todos los casos se examinó la presencia de virus en las

celulas provenientes de los dadores por inyeccion de las mismas

en ratones lactantes singeneicos y cocultivo de estas con

celulas BHK El con dos pasajes ciegos: nunca se detecto virus
infectivo.

Es importante notar que:

1° nunca se desafio estos animales con virus ni antígeno

viral y
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DESAFIO A RATQHES TRANSFERIDÜS CÜ CEgULAS SENSIBILIZADAS

virus en
Dadores sensib. con IN EOdias sangre páncreas

antes desafio

Virus activo > 1.40 0/6 1/6

Virus activo < 0.64 6/6 6/6

Virus inactivado < 0.80 8/8 8/8

No inmunizado < 0.70 4/4 4/4

Ratones BALB/cque habían sido transferidos adoptivamente el
dia -860 antes del desafío, can células provenientes de
animales sensibilizados con virus activo e inactivado, fueron
desafiados con 1 DIMRA100%. A1 dia siguiente fueron sangrados
y sus páncreas extraídos con el abjeto de determinar 1a
presencia de virus.
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Estos resultados indicaron que, el virus activo, es capaz de

evocar una respuesta inmune que se mantiene activa y es

independiente de la necesidad de un nuevo estímulo. Esto no

ocurre con las células provenientes de animales inmunizados con
virus inactivado.

IV.E.E.E Reconstituciones de animales inmunodeprimidos con

poblaciones de células inmunocomgetentes.

IV.2.2.2.1 Concélulas provenientes de ratones atímicos.

Ratones atímicos infectados 30 dias antes de la transferencia

fueron sacrificados y sus células totales de bazo utilizadas

para reconstituir ratones BALB/c previamente infectados. La

cepa nude utilizada no es singeneica con los EALB/c. No se

detectaron células thy+ en las celulas transferidas. En la

tabla 11 se ilustra la respuesta medida comodesaparición de la

viremia y aumentodel titulo de anticuerpos neutralizantes en

los receptores.

Como se ilustra en la tabla 11, a los tres dias p.i. ya no

existe virus infectivo en sangre en los receptores transferidos
con celulas provenientes de animales atímicos y el IN a los 4



TABLA 11

RECONSTITUCIÜN CON CELULAS PROVENIENTES DE DADÜRES ATIMICOS
PREVIAMENTE_INFECTADQS.(EL

Dadores Edpi 3dpi dei ódpi IEdpi

nu/nu + + - — - —(1.24)(a) —-(1.64) —

nu/ + - - —- - -(2.E9)(b) - -(4.50) - —

Balb inm. — - — — — —(2.34)(c) - —(4.64) — 

Balb norm. + + + + + +(0.E7)(d) —+ - 

—-— + + + + + + + + + +

Los ratones dadores fueron infectados 30 dias antes de 1a
reconstitucion. Sus celulas totales de bazo fueron transferidas
a receptores irradiados según protocolo E. A partir del dia E
p.i. se sangraron 3 ratones por lote para determinar presencia
de virus en sangre e I.N. de los mismos (b).
(*) (+)= virus infectivo presente. (-): virus infectivo
ausente. Entre paréntesis I.N. promediode dos receptores. I.N.
de los dadores: nu/nu: 8.60. nu/+= 4.02. BALB/cinmunes: 4.50.
BALB/cvírgenes: 0.50.
Existen diferencias significativas (p<0.01) de (a) con respecto
a (d) y con respecto a (b) y (c).
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dpi es superior al IN de ratones normales lo que indica que

hubo una respuesta secundaria inducida por el reestímulo viral.

IV.E.E.E.E Concelulas B purificadas provenientes de ratones
inmunizados con virus inactivado.

Se transfirieron celulas B purificadas provenientes de

ratones BALB/c inmunizados 8 dias antes con 0.1 ug de VI a

receptores singeneicos irradiados e infectados según el

protocolo 1. En la tabla 12 se observa la respuesta medida como

desaparición de la viremia y aparicion de anticuerpos neutrali

zantes en los reCeptores irradiados.

Las celulas E purificadas provenientes de dadores inmunizados

con VA fueron capaces de transferir inmunidad con la misma

eficiencia que las células totales de bazo de los mismos

dadores. Por el contrario celulas B purificadas provenientes

de dadores inmunizados con VI no fueron capaces de transferir

inmunidad como lo hicieron las celulas totales de bazo prove
nientes de los mismosdadores.

Solo respondieron aumentando su IN aquellos animales que

eliminaron la viremia: los receptores de celulas totales de

bazo provenientes de animales inmunizados con virus inactivado

purificado y los receptores de celulas B purificadas o totales
de bazo provenientes de ratones infectados 8 dias antes.



TABLA_¿Q

RECONSTITUCION SELECTIVA CON CELULAS TOTALES QE BAZO DE DADÜRES
lNMUNIZADDS CDN VIRUS INACTIVADÜ

Dias Q.i. _n
Grupo Celulas Inmunógeno 5 ó 13 14

(l) B VI + +(0.84) + 

(II) T VI + +(O.Eh) + 

(III) Tot. VI - —(E.14) - 

(IV) Tot. -- + +(O.40) + 

(V) B VA + —(E.OO) — —

(VI) T VA + +(O.30) + —

(VII) Tot. VA + —(E.50) - —

(VIII) --- —— + +(O.EO) + 

Se transfirieron 107 celulas B, T o totales de bazo a
receptores EALB/cpreviamente irradiados e infectados.Los
dadores fueron inmunizados B dias antes de la reconstitucion
con 1 ug del virus homólogo inactivado y purificada o por
infeccion Adistintos dias p.i. se sacrificaron receptores de a
tres por lote y se determinó virus infectivo en sangre.
+= virus infectivo presente en sangre. _= virus ausente.
Entre parentesis, I.N. promediode los tres receptores.
VA:virus activo. VI: virus inactivado.
Existen diferencias significativas entre los lotes I, II, IV,
VI y VIII con respecto a III, V y VII (p<0.01).
I.N. de los dadores: I, II y III: 2.20. IV: 0.50.
V, VI y VII: A. Entre parentesis IN promedio de tres
receptores.



Se realizó un experimento similar pero transfiriendo células

B purificadas provenientes de dadores inmunizados con virus
inactivado con una contaminacion de celulas T del 6%. Los

resultados se ilustran en la tabla 13. Comose puede observar,

los ratones receptores de células B contaminadas con un 6% de

celulas T, eliminan la viremia a partir del dia 10 p.i.. Por

otro lado, los transferidos con células de animales virgenes o

con células B purificadas no contaminadas, eliminan la viremia

el dia 14 p.i. Esto se correlaciona con la respuesta en

anticuerpos neutralizantes de los receptores que es mayorque 1

en el momentoen que no hay virus infectivo presente.

Estos resultados indicaron que el virus inactivado necesita

la colaboracion T para inducir una respuesta anamnésica, a

diferencia del virus activo que puede inducirla con células B
purificadas.
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BECÜNSTITUCIÜN CON CELULAS B PURIFICADAS MAS T PURIFICADAS
PRDVENIENTES DE ANIMALES INMUNIZADOS CÜN VIRUS INACTIVADO

Dias post-infección
Lote IN dador 5 B 9 IU 11

I 2.12 2/2 2/2 1/2(O.75) O/2(1.38) 0.2

II 2.12 0/2 0/2 0/2(2.54) 0/2(2.47) 0/2

III 0.50 2/2 2/2 2/2(O.68) 2/2(0.60) 2/2

Por cada lote se sacrificaron dos animales por dia. Se indica
1a viremia detectada por inyección de sangre del ratón receptoren raton lactante.
Lote IlReciben 10” cel. B'V‘ mas ó % T'V‘.
Lote II: Reciben cel tot.'V*
Lote III: Reciben cél tot. norm.
SVI: celulas provenientes de animales sensibilizados con virus
inactivado.
Entre paréntesis: I.N. promediode los receptores.
Existen diferencias significativas (p,0.01) entre los tres
grupos.
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En el modelo murino experimental. utilizado ee observó una

correlación positiva entre el titulo de anticuerpos neutra
lizantes y el grado de proteccion frente al desafio viral. Este

hecho no está influenciado por el inmunógeno utilizado ni

existe relación con respecto al tiempo post-infeccion (item
IV.1.1).

Asi, ratones inmunizadoe con VI cun un IN mayor que 1.60,

resistieron el desafío con el virus homólogo. En otros modelos

de respuesta inmune a virus en ratón, como HSV 1 tambien se

observo una correlación de este tipo en la prevención de la

enfermedad (Rouse,T. et al,1977). Sin embargo esto no ocurre

con el virus influenza (Kris,R. et a1,1995) o LEM(Cerny, A. et

3131985) en los que la presencia de anticuerpos circulante: no

impide la infeccion. En otros casos, el nivel de anticuerpos
circulantes puede, incluso, aumentar la severidad de la infec

cion en relación a los controles seronegativos. comoocurre con
el virus respiratorio sincicial (Princesa. et ¡1,1986).

En el caso del VFA, se ha demostrado claramente que, el

titulo de anticuerpos neutraliaantes en bovinos convalescientee

o vacunados con virus inactivado ae correlaciona con el grado

de proteccion frente al desafío viral (VanBekum,J. et et,

1963! GraveepG. et alpl97E; Pay, T.et al,1986). En cobayon
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tambien existe correlación entre el IN y la protección (Knud

een,R. et algl983). En los experimentos de inmunización pasiva

con plasma inmune (Item IV.1.1.3), todos los ratones estuvieron

protegidos frente a la descarga viral cuando se les administró

plasman provenientes de ratones singeneicos inmunizados con VI

o convalescientee, 84 horas antes del desafío (Item
IV.1.1.3.1).

Esto demuestra que los efectores mas importantes en la

respuesta protectora son los anticuerpos. sean estos tempranos

(15 dpi) o tardios (90 dpi) en el caso de los plasma: de
ratones inmunizados con virus activo.

El nivel de anticuerpos tambien es responsable de la

eliminacion de la viremia. pues los ratones inmunodeprimidos y

luego infectados, se eliminó la viremia cuando se le!

administró plasma inmune y no pudo detectarse virus en páncreas

a partir del dia a post-inoculación del plasma inmune (item
IV.1.1.3.E).

Estos resultados no coinciden con los informados con la

mayoria de los virus, aun aquellos en los que un alto nivel de

anticuerpos protege contra el desafio, comoes el caso del HSV

1 en el que una vez producida la infección es necesaria la

respuesta T para eliminar al virus de su sitio de replicación
(Oakes, J. et al,l9BO).

Los datos aquí presentados son consistentes con resultados

previos obtenidos en nuestro modelo experimental ratón-VFA que



indican que la transferencia adoptiva de celulas B purificada:

provenientes de bazo de ratones convalescienten, a ratones

singeneicoa irradiados e infectados, elimina la viremia
correlativamente con la aparición de anticuerpos neutralizantes

en los animales recipientes (Borca,H. et alglqáó).

La inmunización pasiva se ha utilizado comoarma terapéutica

luego de la infeccion con picornavirus (NHO.1955) y otros

virus que provocan infeccion aguda generalizada como el virus

del moquillo canino (Baker. J., 1977).

Ratones transferidos pasivamente (IN í 1.5) pero tratados con

sílica antes de la infeccion o de la transferencia pasiva de

anticuerpos con el objeto de disminuir la fagocitonis, no

estuvieron protegidos en relación a los controles no tratados
siendo capaces de eliminar la infeccion cuando el suero inmune

se administró luego de la descarga (IV.1.1.3).
Estos resultados son coincidentes con los obtenidos en

experimentos realizados con anticuerpos monoclonales a-VFAD1,

en los que se demostro que estos fueron capaces de proteger a
ratones lactantes frente a un desafio viral en concentraciones

subneutralizantes LQ_XLÉEQy esta capacidad se pudo abortar por

tratamiento de los anticuerpos con pepsina con el fin de

eliminar el fragmento Fa de las Ig: (Mc Cullough, K., 1986),

cuyo efecto es similar al que produce el tratamiento con silica

gel ya que ambos impiden la opsonizacion por fagocitosis
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Los resultados obtenidos en ambos modelos indican que los

anticuerpos neutralizantes no serian los únicos efectores del

estado de proteccion (McCullouqhgk. et 31,1985).

Estos hallazgos permitirían explicar la falta de correlación
existente entre el título de anticuerpos neutralizantes indu'
cidos (que son los que se cuantificaron en estos experimentos)

y el grado de protección encontrado en bovinos (Di "archipR. et

31,1986) y cobayos (Murdin.ñ. et a191986) cuando se utiliza

como inmunogeno péptidos, pues aun con IN e 3. los animales no

fueron protegidos frente a la descarga viral a partir del cual
se habia sintetizado el peptido.

En algunos ratones convalescientes se detecto un aumento en

el título de anticuerpos neutralizantes cuando fueron descar

gados con virus infectivo. sin que se obaervara replicación

(item 1v.1.1.1). Se ha demostrado que en ratones inmunes, el

virus infectivo inyectado por la via i.p. es rápidamente

neutralizado y por lo tanto no produce infección (López.0. et

algl987). Es un hecho conocido que los complejo! inmunes son

muy buenos inmunógenos (Klau558. et al,1961), sin embargo, el

sistema parece tener un máximode respuesta por esta vía de

inoculación ya que en aquellos ratones con IN > 4.15, no fue

posible el incremento del titulo de sus anticuerpos
neutralizantas.

La respuelta al VAy al VI fue diferente tanto en el nivel de

anticuerpos inducidos como en cuanto a la duración de la



inmunidad (IV.1.1).

En el dia 75 p.i. ya no se detectan anticuerpo! neutralizan

tes anti-VFA en los ratones SALE/c inmunizados con 0.1 ug de

VI. Por el contrario, ratones SALE/cy nu/+ inoculados con Vñ

mantienen altos títulos neutralizantee gg;___vitgm. Esta

diferencia puede no ser atribuible a la cantidad de virionee

utilizada en la inmunizaciónpues el cálculo teorico de las

particulas presentes en 0.1 ug de VI y purificado es superior a

la cantidad estimada de virionea presentes en el raton durante

los tres dias de la infeccion y la inyección de esta cantidad

de virus inactivado por la via e.v. produjo tolerancia (Lopez,

Ü. et al, rea. no public.).
Para inducir una respuesta similar en duración de la

inmunidad frente al VAee necesario inyectar 10 ug de VI.

cantidad 100 veces mayor que la utilizada en nuestro modelo y

30 veces mayor que la utilizada para formular la vacuna con

adyuvante en el bovino.

La diferente duración de inmunidad entre VAy VI es la regla

en los sistemas estudiados con virus que producen infección

aguda generalizada (JonespP. et algi937). Por esta causa se
han utilizado con exito vacuna! atenuadan contra virun como

polio (Sabin,h. et a191960). Sin embargo, esta metologia no es

conveniente para el VFAdebido no sólo a la alta tasa de

mutación con el riesgo de reversión que esto involucra, sino

tambien a au amplio rango de huespedea, lo que implica que un
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virus aftoso atenuado para una especie, puede ser virulento

para otras, comoya ha ocurrido en cerdos con virus atenuadoe

para bovinos (Brooksby, J.. 1988).

Bovinos infectados con VFA Ü. presentaron titulos de

anticuerpos protectores hasta los 900 dias post infeccion

(SadirgA. et ¿1,1968) mientras que el máximo de proteccion

logrado con VI no excede los 180 dias aun cuando ne utiliza

adyuvante oleoso (INTA-PIADC),1977).

Los ratones atimicos respondieron al virus inactivado con un

aumento en su IN que fue pasajero, mientras que los infectadoe

tuvieron una respuesta serologica temprana similar a la de los

eutimicoa, pero su nivel de anticuerpos disminuyó rápidamente

hasta entabilizaree en un nivel protector (IN=1.60), aunque

1000 veces menor en relación a los eutímicos, hasta por lo

menos 240 dpi (Item IV.1.E.1).

Si bien la respuesta inmunea virus es considerada clásica

mente como T dependiente (Burnspw. et al,1975), existen en la

literatura excepciones a esta regla en la respuesta a varioe
virus. como Semlihi (Sucklingifl. et alpl9BE) y VSV(Charangs.

et algl986). En este último caso, los anticuerpos se mantu

vieron hasta por lo menos los 70 dias pont—infecciún, con

niveles relativos a los encontrados por nosotros a los 840 dias
post-infección (item IV.1).

Las diferencias encontradas en la duracion de la inmunidad

frente a ambos inmunógenospueden atribuirse a varios factores
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no excluyentes entre el: persistencia viral, persistencia de
inmunógeno en células del sistema reticulo endotelial o la

actuación de distintos mecanismo.de respuesta celular.

La persistencia viral en el raton fue descartada 3D vitro e

¿Q_givg. En experimentos en los que los ratones se inmunodepri

mieron químicamente con ciclofosfamida y cortieona. se logro

disminuir su IN a niveles por debajo de los protectores. no

siendo posible rescatar virus infeccioso (Item IV.E.1.1). El

tratamiento con inmunodepreooreapermite reactivar virus que
establecen un estado de latencia como el virus de la

encefalitie japonesa (Mathur, J. et algl987) o HSVl (Racjeani

A. et al,1977)

En bovinos convalescientes de la infección con VFAD; Campos

que fueron inmunodeprimidos con cortisona. tampoco fue posible

rescatar virus aftoso a pesar de que se aislo herpesvirus

bovino tipo 1 (Sadir¡fl. et 8191998). Tampoco fue posible

rescatar virus infeccioso en nuestro modelopor la técnica

clásica de cocultivo con células provenientes de ratones
convalescientee luego de tres pasajes ciegos (Item IV.E.1.E).

En un porcentaje de bovinos infectados se produce un estado

de portador luego de la infección. El tipo viral podría estar
relacionado con el establecimiento de este estado: en bovinos

infectados con virus A se pudo rescatar virus infeccioso de

líquido esofagofaríngeo hasta el dia 560 post-infECción
(Bebauer, E. et al,19B7). Por otro lado, bovinos infectados con



virus D. sólo permanecieron como portadores hasta un máximo de

90 dias post-infección y no hubo correlación entre el nivel de

anticuerpos y la duracion de inmunidad entre portadores y no

portadores (Sadiryñ. et ¡1,1998). Sin embargo, por técnicas de

hibridizacion con una ¡onda complementaria al segmento de ARN

codificante para el antígeno V16. se demostró que muestras

negativas por infeccionidad eran positivas por hibridizacion
(Rosei,M. et ¿1,1987). Esto concuerda con la hipótesis sobre

la persistencia de partículas no infecciosas que fue demostrada

¿n vitrq_en clulas BHK21 (De la Torregfi. et al,1985).

La respuesta al incremento de anticuerpos de ratones conva

lescientes a una DIMRA100%que no infecto a los animales pero

si indujo un incremento en el IN significativo es una evidencia

indirecta acerca de la no persistencia de virus en el modeloya

que una sola célula infectada produce una cantidad de partícu

lae igual o mayor a la utilizada en la descarga viral (Item
IV.1.1.1).

El hecho de que 10 ug de VI induzca una duracion de inmunidad

similar a la que ¡e produce luego de la infeccion tambien es un

aporte indirecto en eee sentido (Item IV.1.E.E.1).

La capacidad de transferir inmunidadadoptiva a partir de

celulas linfoides de bazo provenientes de ratones inmunizados
con VI esta directamente relacionada con el titulo de anti

cuerpou presentes en el dador (Item IV.1.E.2.E), lo que indi

caria que el IN seria un reflejo de un proceso activo que se va
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agotando a lo largo del tiempo. Esto no ocurre en los ratones

convaleecientes en los que la capacidad de transferir inmunidad

adoptiva se mantiene ner vitgm pues el IN tambien se mantiene

elevado durante toda eu vida (Item IV.1.E.1.2).

Pareceria que la memoria. luego de la transferencia adoptiva,

solo puede ser activada ni las células provienen de un dador

con título de anticuerpos neutralizantee protectores. En

bovino. revacunadoa cuatro meses luego de la primera dosis. se

encontro una correlación linear entre el nivel de anticuerpos
presente luego de la revacunacion con el titulo de anticuerpos

alcanzado luego de esta (Black, L. et al,l984).

Cuando¡e utiliaó el protocolo l (irradiación, infección y

luego reconstitución), la viremia en los receptores de celulas
innunocompetentes aborto en el dia 5 p.i. y cuando se utilizó

el protocolo E (irradiación. reconstitución y luego infección)

no hubo viremia. Elto se debe probablemente al tropismo de los

linfocitos hacia el páncreas cuando se utiliza la mismavia

(i.p,) (Lopez,0. et al.l9eó) y por lo tanto el virue inyectado

fue neutralizado igm_giig, ya que este tambien tiene tropismo

hacia el páncreas (Lopez,0. et al, 1986).

De todas maneras, en ambos casos se produce una respuesta

secundaria que se demuestra por el aumento en el IN de los

receptores hasta niveles superiores a los protectores, aunque
en menor medida cuando se infecta luego de la reconatitución,

probablemente debido a la cantidad de virus presente en ambos



casos: cuando se utilizo el protocolo 1 se produjo viremia y

cuando se utilizo el protocolo E no.

Tambien es posible transferir inmunidadadoptiva en ratones

en los que nunca se inoculo VFAni sus antígenos (Item IV.E.E).

Luego de un período, en el que no se detectaron anticuerpos

neutralizantes anti-VFA, comienza su producción y se mantienen

por mucho tiempo. En experimentos llevados a cabo por Tew y

col. (Tew,J. et al, 1979; Mandel, et al,19Bl) se ha encontrado

que células del sistema retículo endotelial son capaces de

retener antígeno varios meses post-infeccion, fenomenotambien

demostrado en animales atímicos (Hjaalands, S.et 3191987).

Este elemento podría ser uno de los factores involucrados en la

duracion de inmunidad en nuestro modelo. Las células B pueden

reconocer antígeno presentado por otras células (Rizvi,N et

3151986) e incluso pueden presentar antígeno (Lanzavechia,

R.,1985), lo que explicaría la respuesta positiva en la
inducción de anticuerpos. La falta de respuesta luego de la

inoculación con células de bazo provenientes de dadores
inmunizados con VI (Item IV.E.E.1.8) se debería a una falla de

este mecanismocuando el antígeno se presenta en un contexto de

no infeccion o bien a un fenómeno de dosis-respuesta

relacionado con la red idiotipo—antiidiotipo (Jerne,N.,1974).

Células totales de bazo thy negativas, provenientes de

ratones atímicos infectados 30 dias antes, fueron capaces de
contribuir a la eliminacion de la infección, cuando se
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transfirieron a ratones BALB/calogeneicos, irradiados e
infectados ( Item IV.E.E.B.1).

Este "by pass" de la restricción del complejo mayor de

histocompatibilidad, es congruente con resultados anteriores en

los que se demostro que células B provenientes de dadores

inmunizados por infeccion B dias antes de la reconstitucion,

fueron capaces de transferir inmunidada receptores singeneicos

irradiados e infectados induciendo una respuesta

secundaria (Borcaph. et al,1986).

Esto indicaráa que. en los ratones nu/nu, existiría una clase

de memoria obviamente T—independiente, que es capaz de

reactivarse (Item IV.E.E.1) o de inducir una inmunidad duradera

(Item 1.1.1), sin necesidad de ser activada por celulas T ni

siquiera en la sensibilización con el virus activo en el

organismo dador.

Bin embargo, cuando hay celulas T presentes, se produce un

efecto amplificador atribuible a los mecanismosen los que se

encuentran involucrados los linfocitos TH. Se podria postular

que la respuesta inmune al VFA activo es timo-independiente

opcional; cuando se encuentran células T, pueden ayudar en la

iniciacion de una respuesta en anticuerpos y en el estable

cimiento de una memoria duradera. No obstante, se pueden

conseguir niveles de anticuerpos efectivos y alguna clase de
memoriapuede persistir y ser activada en auaencia de células
T.
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Esto no ocurre para la mayoria de los virus estudiadon, donde

la respuesta Tedependiente es la regla (Burnspw., 1975). Mas

aun, es posible eliminar la infección sin la participación de

células B, como por ejemplo en el casa de influenza o virus

respiratorio sincicial (CannongM.et al,1987). Se ha logrado

abortar infecciones por virus de la influenza en ratones por

transferencia adoptiva de celula: T5clonadas dirigidas contra

proteinas no presentes en la cubierta del virión (TaylorgP. et
31.1987).

Sin embargo, en forma controvertida con la creencia

generalizada, existen indicios de timo-independenciarelativa

en algunos virus como VSVo algunos subtipos de influenza A

(Charan,C. et ¿1,1986). Tambien se ha informado un

comportamiento timoindependiente para el antígeno HB: (de

cubierta) del virus de la hepatitis B. Este antígeno induce

anticuerpos en ratones atímicos de la clase IgGEh en una

proporción ll 80 con respecto a los producidos por sus

compañeroseutimicos (Hilich, D. et al,1986), lo que indica

que, como en nueatro modelo, la presencia de células T

amplifica la respuesta inmuneal antígeno.

El VI, en la dosis inyectada, se comporta de manera diferente

al VA. es decir comoun tipico antígeno viral timodependiente:

la respuesta que induce en ratones nu/nu es pasajera (Item

IV.1.1.2), similar a la que se induce con BRC.Células B

purificadas, provenientes de bazo de ratones inmunizados, no
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son capaces de eliminar la viremia ni inducir una reupuelta

secundaria cuando se transfieren adoptivamente a receptores

singeneicos irradiados e infectadas, a diferencia de célula.

tetales de bazo de los mismasdadoree o células B purificada!

provenientes de dadores convalescientes (Item IV.2.E.2.E).
La necesidad de colaboración T se confirmó cuando se realizó

el mismoexperimento agregando célula. T proveniente: del mismo

dador en una pequeña proporción (6%).Si bien la cantidad de

células T no alcanzó para reestablecer la respuesta similar a

la producida por la recanstitución con células totales de baza,

sirvió para induCir anticuerpos neutralizantew en los recep
tores en cantidad suficiente para eliminar la viremia antes (9

d.p.i.) que loa receptores de células B purificadas (12 d.p.i.)
(Item IV.E.2.E.E).
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V1-Wfi

El nivel de anticuerpos neutralizantes anti-VFA inducidos por

inmunización activa con virus activo o inactivado o por la

transferencia pasiva de suero inmune, ¡e correlaciona con el

nivel de protección de los ratones al VFAhomólogo. Esto en

similar a lo que ocurre en el bovino.

La diferencia en la duración de inmunidad entre el virue

activo y el inactivado no es atribuible a persistencia viral.

Si bien ea posible que existan diferencias en la retención de

inmunógenospor células presentadores de antígenos para ambo

virus, nuestros resultados indican que. los mecanismosde la

respuesta inmune hacia el VAy el VI es diferente pues el VAme

comporta como un antígeno timo-independiente "optativo" y el

VI, en las dosis ensayadasg comoun antígeno timo-dependiente

tipico.
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VII.REEQMEN

La Fiebre Aftosa es la enfermedad viral del ganado que mayor

impacto Economico ocasiona a la Argentina, no solo por los

perjuicios directos a las especies afectadas, sino tambien por

las pérdidas indirectas debido al cierre de mercados de

exportación que representarían ingresos de divisas para nuestro
pais.
E1 principal elemento utilizado en la lucha contra esta

enfermedad es la inmunización preventiva, pero la principal

limitante de los inmunogenosen uso es la corta duracion de la

inmunidad que confieren.

Existe gran cantidad de información sobre la epidemiología de

la enfermedad y la biología del virus. Sin embargo, es muypoco

lo que se conoce sobre la relacion virus-huesped y su respuesta
inmune.

El proposito de este trabajo es abordar el problema desde el

otro elemento de la ecuacion epidemiológica, el huesped, y

tiene como objetivo considerar los mecanismosde respuesta

inmune especifica que el hospedador pone en funcionamiento
frente a la inmunización con virus activo e inactivado.

Se selecciono un modelo murino de infeccion al virus de la

Fiebre Aftosa por lo detallado del conocimiento que se posee



-105

sobre el sistema inmunedel ratón, la posibilidad que brinda

este animal de manipular sus poblaciones celulares inmuno

competentes in vixg y la experiencia ganada en investigaciones

previas realizadas en nuestro laboratorio.

Se determinó que en el modelo murinü experimental. existe una

carrelación entre el nivel de anticuerpos a-VFAinducido por el

virus activa o el virus inactivado y el grado de protección

conferido. Sin embarga, la duración de la inmunidad producida

par la infección en ratones atimicos y eutlmices es prolongada

mientras que la producida por la inmunización con 0.1 ug del

virus inactivado es de corta duración. Esta diferencia en la

duración de la inmunidadno es atribuible a persistencia viral.

Se observó un cumportamiento diferencial del sistema inmune

del ratón en la respuesta a ambos inmunógenosl

En centraposiciún a lo que ocurre cuando se transfieren

celulas B purificadas provenientes de dadüres inmunizadee con

VAa receptores singeneicos irradiades e infectadas (Barcapfl.

et 31,1986), las células B provenientes de dadores inmunizados

con VI no son capacez de eliminar la infección en los ratones

reconstituldoe pero si lo ¡un las células totales de bazo

provenientes de los mismosdadores.

El agregado. a las celulas B, de una pequeña proporción de

células T provenientes de las mismosdadores inmunizados con

VI, sirve para acortar la viremia provocada por la infección de

los receptores.
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El virus activo se comportaría como un antígeno

timo-independiente "optativo", mientras que el Virus inactivado

se comportaría comoun antígeno timo-dependiente típico. Estos

resultados se consideran relevantes para 1a elaboracion de

vacunas anti-aftosa formuladas con inmunomoduladores que

permitan mimetizar la respuesta del virus inactivado con la

inducida por el virus activo, con el objeto de lograr una mejor

y mas duradera inmunidad.

Lic.ÜsvaldoJ. Lopez fi A.Schudel
Director

‘dLóuÁ
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Co-Director.
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