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l. INTRODUCCION

1.1. Las matrices extracelulares

Durante centenares de millones de años, las células pro

cariotas en primer término, y las eucariotas luego, perma

necieron aisladas, y recién hace 600 a 700 millones de años

aparecieron las primeras asociaciones estables de células

eucariotas, gracias a la producción de una matriz extracelu

lar. Son estas matrices las que permiten la integración de

las células en tejidos, de los tejidos en órganos y de es

tos en organismos. Las matrices son secretadas por las cé

lulas y establecen con ellas una interacción activa y com

pleja. Las heterogéneas moléculas que las forman regulan el

comportamientoe influyen en la diferenciación, prolifera

ción, forma y funciones metabólicas de la célula.

El enorme avance obtenido en el conocimiento de las

matrices extracelulares (ME)se ha debido, en parte, a la

demostración gradual de que casi todos los aspectos referen

tes al estudio de estas matrices pueden ser analizados a

nivel celular. Unagran proporción de los trabajos encontra
dos en la literatura han incluido el uso de cultivos celu

lares. Sin embargo, es arriesgado afirmar que la matriz ob

jeto de estudio sea similar a la encontrada in vivo. ¿Por

qué, entonces, el interés de estudiarlas en sistemas in vi
tro?.

En el final de la década de 1960 se tenia noción de que

los componentes de las matrices eran producidos por células

diferenciadas especificas.

En el comienzo de los '70 quedó claro que pequeñas can

tidades de las mismasclases de materiales eran producidas

por una amplia variedad de tipos celulares.

Otro importante aporte fue el descubrimiento de que los mis



moscomponentesestán presentes'tanto alrededor de las célu

las individuales comoen los grandes dominios acelulares del

tejido conectivo. Durante este periodo se caracterizó fisico

químicamente a algunos componentes particulares de la ME.

Además,numerosos estudios sugirieron que el dominio peri

celular de células individuales incluía materiales de gran he
terogeneidad en cuanto a composicióny características físi

cas. Se comenzabaa visualizar que cada célula estaba rodeada

por una estructura gelatinosa, enmarañada y dinámica, que po

día tamizar, seleccionar, almacenar, repeler, atraer y aún
modificar los materiales que entraban a, o salían de la célula.

Por otra parte, la MEsobre la que las células se asientan

es una extensión de las mismasy participante activa en la re

gulación de la función celular: la MEes una entidad informa

cional,en el sentido que recibe, imparte e integra señales es

tructurales y funcionales.

La diferenciación funcional inducida por las MEes mediada,

en algunos tipos celulares, por cambios en la forma de la célu

la: la estructura es en gran parte el mensaje requerido para

mantener la expresión génica diferenciada (7, 102). La unidad

funcional incluye a la célula más la ME, y en un contexto más

amplio, la unidad es el órgano entero.

El modelo de la reciprocidad dinámica ( 3), basado en los

fenómenosprecedentemente descriptos, postula que la MEejerce

una influencia sobre la expresión génica via proteinas de mem

brana y componentes del citoesqueleto. A su vez, la asociación

con polirribosomas afecta la estabilidad de los ARNmy la velo

cidad de sintesis proteica, mientras que su interacción con la

matriz nuclear puede afectar el procesamiento de los ARNmy,

posiblemente, las tasas de transcripción.
Las cuatro familias de macromoléculas que integran la base



de la MEestán constituidas porí glicoproteínas estructurales,

colágenos, elastina y proteoglicanos.

Las glicoproteinas estructurales son las que principal

mentemedian las interacciones de la célula con su entorno, y

son sintetizadas por las células ¿el mésenquimay.ciertos ti

pos de células epiteliales. Han aparecido muytempranamente

en el curso de la filogenia, hallándoselas en metazoarios pri

mitivos comolas esponjas.(57)

Los primeros aislamientos y caracterizaciones de glicoprg
teinas estructurales se remontan a la década del 60, y luego

de un periodo de desconocimiento relativo, el progreso mayor

se logró en los últimos años, en particular gracias al descu

brimiento de formas solubles en plasma de macromoléculas tales

comoFN, condronectina y vitronectina, o de productos solubles

para el caso de laminina y nidógeno.

Esta familia de glicoproteInas está integrada en una enu

meración que no llega a ser exhaustiva, por: fibronectina (FN),

laminina (LN), condronectina, hialuronectina, entactina, factor

de Von-Willebrand,vitronectina, osteonectina, mesonectina, ni

dógeno, trombospondina, elastonectina.

De todas ellas, la mejor estudiada es, sin lugar a dudas,

la FN.

1.2. Fibronectina: estructura, funciones e importancia de su estudio

En 1973, se descubrió la presencia de una proteina de alto

peso molecular en la superficie de fibroblastos normales en cul

tivo (47). Esta proteína, denominadaposteriomente fibronectina

(fibros: fibra, nectere: unir) era secretada por los fibroblas

tos al medio de cultivo, y resultó ser inmunológicamente idén

l en las secreciones de ciertos tumores transplantables de ratón,



tica a una proteina plasmática conocida desde 1948, llamada en

tonces globulina insoluble en frio (CIg), por su tendencia a

precipitar con el criofibrinógeno. Su estudio se intensificó
cuando se tuvo conocimiento de que fibroblastos transformados

carecían de FNen sus superficies (47).

Las FNs son glicoproteinas implicadas en una gran variedad

de procesos, particularmente aquellos relacionados con las in

teracciones de las células con las ME(49,43,85). Estos proce

sos incluyen adhesividad, morfología, organización del citoes

queleto, migración, diferenciación, transformación oncogénica,

fagocitosis y.hemostasis.

Durante los últimos 15 años, las investigaciones llevadas

a cabo en muchoslaboratorios han analizado la expresión, es

tructura y funciones de la FN, asi comode sus receptores de

la superficie celular. Estos estudios han revelado que la FN

tiene una compleja estructura molecular, la que consiste en va

rios dominios especificos (89) con propiedades de unión a di

versas moléculas del ambiente pericelular. Los complejos fenó

menosen que participa la FNpueden ser considerados en función

de esta estructura.

Las moléculas individuales de FN son dfmeros (53) constitui

dos por polipéptidos similares pero no idénticos.

Se han distinguido dos formas principales de FN (36): una

forma dimérica, soluble, presente en el plasma y otros fluidos

corporales, que es sintetizada -en el organismo- principalmen

te por hepatocitos (FNplasmática); y una forma dimérica o mul

timérica por entrecruzamiento y sintetizada por muchostipos

celulares, que luego de su secreción es depositada comolargas

fibrillas insolubles en la ME(FNcelular).

Existen diferencias en la estructura primaria no sólo entre



las FNsplasmática y celular, sino también entre subunidades

de cada tipo.(50)

Independientemente de su heterogeneidad, todas las subuni

dades de FNmuestran una organización modular común en su es

tructura primaria, que contiene una serie de unidades repetiti

vas homólogas, llamadas de homologia I , II y III. Además de

estas similitudes estructurales, los diferentes tipos de sub

unidades de FN comparten propiedades funcionales comunes, que

corresponden a dominios para unirse a otras moléculas de la ma

triz o de la superficie celular. Cadasubunidad tiene dos sitios

de unión para heparina, dos para fibrina, uno para colágenos y

uno o más para unirse a receptores celulares. El sitio de unión

a las células comúna todas las FNs incluye la secuencia Arg

Gly- Asp-Ser, que es compartida con otras moléculas matriciales.

A pesar de la existencia de múltiples formas de FN, existe

una sola copia del gen de FN en los genomas de rata y hombre.

Este gen tiene unas 75 kB de base de largo, contiene alrededor

de 50 exones y es transcripto a partir de un solo promotor en

un transcripto primario único, el que da lugar a los diferentes

mensajeros de FN a través de un complejo patrón de empalmes al

ternativos que ocurren entre regiones diferentes.(50,34)

La molécula tiene 2477 aminoácidos en el producto primario

de traducción. Los métodos de biología molecular han sido muy

útiles para determinar las secuencias responsables de la unión

específica a otras moléculas, así comoen el aislamiento y ca

racterización de los receptores de la superficie celular para

FN. La misma secuencia ha sido hallada en otras proteinas adhe

sivas comoVitronectina, trombospondina, factor de Von Wille

brand y colágenos. Todas estas moléculas interactúan con la cé

lula a través de diferentes receptores que, sin embargo, com
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parten propiedades comunes. Éstos receptores han sido agrupa

dos con el nombrede integrinas (9,64,40,75). Estas están cons

tituidas por subunidades unidas no covalentemente (alfa y beta)

que son proteinas integrales. La familia ha sido tentativamen

te dividida en 3 grupos, cada uno con una cadena beta común y

diferentes cadenas alfa. Estas últimas están determinadas por

la naturaleza del ligando o por el tipo celular que le da ori

gen. Aunquese requieren ambas subunidades para la unión a las

moléculasmatriciales, serian las beta las que participan en

el reconocimiento de la secuencia Arg-Gly-Asp-Ser y están muy

conservadas en la evolución (70), mientras que las alfa deter

minarian la especificidad de la unión a cada tipo particular
de molécula adhesiva. 

En mamíferos, la sintesis de FNya se observa desde el es

tadío de 16 células. Poco tiempo después se la encuentra asocia

da a movimientos morfogenéticos. Luego de la gastrulación, la

FNestá ampliamente ditribuida en casi todos los espacios extra

celulares, incluidas las membranasbasales de los epitelios y

la MEdel tejido conectivo. Aunque es ubicua en el embrión, se

ha correlacionado su presencia a la ocurrencia de migraciones

celulares (22,23,96), siendo particularmente evidente en la mi

gración de las células de las crestas neurales (96) y las cé

lulas germinales primordiales (2), asi comoen la invasión del

timo por precursores linfoides en el embrión de aves (23). La

cesación de los movimientos coincide, generalmente, con la de

saparición local de FN.

Por otra parte, en numerosos estudios in vitro se ha obser

vado que la FNy el citoesqueleto se hallan íntimamente relacio

nados (44). Fibras de la MEque contienen FN se alinean con ha

ces'de microfilamentos de actina (39,48). En cambio, células

tranformadas que carecen de FN y microfilamentos organizados

reorganizan sus microfilamentos cuando son tratadas con FN (1).



Estos hallazgos llevan al concepto de la posible conexión

fisica entre la FNextracelular y la actina intracelular a tra
vés de las integrinas. Estas se unirian extracelularmente con

FNe intracelularmente con talina (44), una de las proteínas
del complejo de unión de los microfilamentos a la membranaplas
mática.

El estudio de la FNha adquirido importancia creciente de

bido al hallazgo de su rol de molécula polifuncional ,modula

dora del comportamiento celular, sobre todo en referencia a cam

bios en el ambiente pericelular inmediato.
Los cultivos primarios de células disociadas han sido ex

tensamenteutilizados en el estudio de la estructura y funciones
de las células eucariotas, así comoen el análisis de los efec

tos que ciertos agentes biológicamente activos, comolos virus

y ciertas drogas, puedenejercer sobre ese sistema in vitro.

Cuandoun tejido es transferido a un frasco de cultivo,

pierde el anclaje físico y los aportes de su ambiente humoral,

tanto de los provenientes del resto del órgano comodel organis

mo entero.

El medio de cultivo y el gas del frasco y/o de la cámara

reemplazan al ambiente humoral, y la cara interna del recipien

te al anclaje de las células en el organismo. Sin embargo las

células no adhieren directamente al plástico o al vidrio sino

que se unen a especificas proteinas de adhesión adsorbidas a

esas superficies. Estos factores pueden ser producidos por las

mismascélulas o estar presentes en el suero agregado al medio

de cultivo. Los factores de este tipo incluyen a componentes

de la MEy del suero tales como FN, LN, vitronectina, trombos

pondina y colágenos.

La adición, o pretratamiento de una superficie de vidrio

o plástico con componentesde la ME,puede facilitar el cultivo



de algunas células y modular el comportamiento y la expresión

génica de otras (7,8,32). La probada regulación del comportamien

to celular in vitro por moléculas de la MEsugiere un papel si

milar en el desarrollo in vivo, ya que componentes de la matriz,

solos o en combinación, influyen en la adhesión, migración, di

ferenciación, formación de prolongaciones neuronales y división
celular.

Células fibroblásticas

Los fibroblastos, cuyo nombredenota al tipo celular respon

sable de la sintesis de las fibras del tejido conectivo, han

sido ampliamente utilizados en el estudio de las ME, tanto en

lo que hace a sus componentes como a nivel de la expresión de

los genes que las codifican. Debido a su gran viabilidad y a su

elevada tasa de división in vitro, el fibroblasto ha sido emple

ado comoprototipo de célula mesenquimática en cultivos celula
res.

En 1978, Hedmany col. (37) caracterizaron a nivel ultraes

tructural a la FNpropia de cultivos de fibroblastos, mostrando

que la FNextracelular estaba presente tanto en asociación con

la membranaplasmática comoen estructuras extracelulares. La

asociada a membranatenia una distribución despareja y represen

taba una porción minoritaria de la FNexterna total, sobre to
do en cultivos densos de edad avanzada. La forma extracelular

de la.ndse visualizaba en forma de cadenas de 50-500 nm de diá

metro, se incrementaba con el tiempo de desarrollo in vitro y

fue definida comola matriz del tejido conectivo en cultivo.

La FNunida al sustrato puede tener dos origenes diferentes:

a) derivar de la proteina asociada a membranapor aposición de

nuevas moléculas y posterior movimiento de las células; o



b) provenir de la FNsoluble secretada en grandes cantidades

al medio, la que puede agregarse para formar las fibras de FN,

tal comoocurre en el caso del colágeno.

Células astrogliales

Las células astrogliales desempeñanun papel fundamental

en la formación y mantenimiento de las funciones neuronales,

ya que guIam a neuronas jóvenes que migran a través del Siste

ma Nervioso Central (SNC)en desarrollo, modifican el liquido

extracelular, intervienen en el intercambio nutricional y de
metabolitos con las neuronas, asi comoen la eliminación de

desechos, remuevenlos restos celulares de la actividad endocI

tica resultante de la necrosis celular durante el desarrollo,
enfermedad o injuria, y promuevenel crecimiento neurftico so

bre las superficies astrogliales (97,26).

En el proceso de formación del SNCde mamíferos tienen lu

gar dos migraciones principales: la de las células destinadas

a constituir las neuronas corticales, y la de los conos axona

les hacia sus blancos neuronales especificos. Las primeras pa

recen ser guiadas por la glía radial, y es poco lo que se sabe

respecto de los conos de crecimiento axonal (27).

Varias lineas de evidencia indican que ciertas matrices ex

tracelulares sirven comosustrato para la migración de neuronas

y la extensión de axones del Sistema Nervioso Periférico duran

te el desarrollo. La FNaparece en la senda migratoria de las

células de las crestas neurales inmediatamente antes del co

mienzo de la migración y declina con su finalización (23).

Según experimentos recientes, los componentes de la MEpue

den también jugar un papel en el desarrollo del SNC. Se ha de

tectado inmunorreactividad para FN-en los tramos iniciales del ca



minomigratorio de los precursores de las células granulares

del cerebelo (35) y en la corteza cerebral de ratón (93) y

gato (17) en desarrollo.

Los cultivos primarios de astrocitos han sido ampliamente

utilizados para el estudio de muchasde las funciones astrogliales

(28), ya que mantienen el fenotipo de las células presentes

en el tejido neural donante y exhiben la capacidad de diferen

ciarse y adquirir caracteres especificos. Asi, AbneySostiene

(28): "el tiempo de desarrollo de las células gliales es muysi

milar en cultivos de células disociadas e in vivo", sugirien

do que en la génesis glial los relojes biológicos son más im

portantes que la información posicional.

Las células gliales, derivadas de embrión o animal neona

to, luego de adherirse al sustrato adquieren una morfología

similar a células epiteliales, muyadheridas entre si, con

pocos microfilamentos y organelas. Son muy semejantes a glio

blastos in vivo y, en la rata, aparecen el dIa 12,5, es decir

en la época en que empieza a formarse la zona marginal y las

células ventriculares comienzana producir una serie de cé

lulas diferenciadas. Algunas células, llamadas de tipo A, no

tienen filamentos intermedios, aunque puede haber escasa vi

mentina en sus citoplasmas. Estas células se pueden transfor

mar en colonias tipo C (28), que son astroblastos o astroci

tos jóvenes. Estos se dividen en dos tipos: células sólo po

sitivas para vimentina, consideradas glioblastos, y en célu
las que contienen vimentina y proteina gliofibrilar ácida(GFAP)

en sus filamentos intermedios. Esta última es el constituyente

principal de los filamentos intermedios de astrocitos maduros.

Las proporciones de vimentina y GFAPvarian con el grado de di

ferenciación y función de la célula (90).

Los eventos descriptos determinan la aparición de células
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estrelladas, inmóviles, GFAP-positivas y con apariencia de as

trocitos fibrosos, pero con características antigénicas de as

trocitos protoplasmáticos o tipo l (81).

En lo que respecta a neuroblastos y oligodendroblastos,

también presentes en esta clase de cultivos, degeneran en las

dos primeras semanas de incubación a menos que se tomen recau

dos especiales.

En forma similar a lo que sucede in vivo, las MEinfluyen

en algunas de las funciones de células en cultivo provenientes

de tejidos neurales (33, 76).

.La FN promueve la adhesión de células de las crestas neu

rales a sustratos de colágeno y promueve su migración (84).

También la FN y la LN son efectivas en la promoción del

crecimiento de neuritas de una amplia variedad de neuronas cen

trales y periféricas (46, 82) en cultiva.

A pesar de la importancia que las MEparecen tener en el

desarrollo del sistema nervioso, es muyescaso el conocimiento

que se posee sobre la identidad de las células responsables de

la sintesis y deposición de estas matrices. Haytrabajos recien
tes que demuestran la sintesis y secreción de FN (68,8C) y LN

(66)por células astrocitarias en cultivo primario.

Es con el objeto de evaluar la capacidad del astrocito pa

ra producir y estructurar una matriz pericelular, que muchos

investigadores han recurrido a los cultivos celulares, dado el

carácter homogéneodel sistema in vitro y la aptitud de diferen

ciación celular exhibida por sus constituyentes.

. Efectos virales sobre la ME

La modificación de la forma celular puede estar acompañada

de una alteración de la ME, ya que es conocido que ciertas dro



gas que afectan el citoesqueleto producen una disminución en

la retención de la FNpericelular (56).

Es conocida, también, la acción de virus transformantes

que inducen una distribución anormal de las proteínas del ci

toesqueleto (19) y la concomitante pérdida de FNasociada a

la superficie celular (74,77,99). El tratamiento con FNexóge
na restablece la morfología celular normal (1).

Conrespecto a la infección viral productiva, es escaso

el conocimiento que se posee en cuanto a su repercusión sobre

la ME.Las infecciones con virus Herpes simplex y Junín, que

producendiferentes efectos en la morfología y diferenciación

celulares, constituyen modelospotencialmente útiles para el

estudio de los efectos de agentes biológicamente activos sobre

la matriz pericelular.

Virus Herpes simplex

El virus Herpes simplex (HSV) (83) es un miembro de la fa

milia Herpesviridae, que se identifican por su ADNlineal de

doble cadena, cápside de simetría icosaédrica conteniendo 162

capsómeros ensamblados en el núcleo, y una envoltura lipopro

teica con espículas de 8 nmde longitud. El diámetro de los

viriones varía de 220 a 300 nm. El ADNviral presenta 2 compo

nentes unidos covalentemente llamados S y L. Cada componente

consiste en una secuencia principal flanqueda por dos secuen

cias repetitivas invertidas.
Los viriones purificados contienen de 15 a 35 especies de

proteínas estructurales además de otras proteínas comoATPasa

y proteína kinasa. Las proteínas del HSVforman 5 grupos (q,

(L,@Z,fi‘y 12 ), cuya síntesis es regulada coordinadamente y
poseen requerimientos y cinética de síntesis similares. Cada



grupo de proteinas está secuencialmente ordenado en forma de

cascada y sus cantidades relativas varian en diferentes mo

mentosde la replicación del virus.

El HSVse caracteriza por su ciclo reproductivo relativa

mente corto, destrucción eficaz de la célula huésped y capa

cidad para establecer infección latente primariamente, pero
no exclusivamente, en ganglios del sistema nervioso. Comoca

si todos los herpesvirus tiene afinidad por células de origen

ectodérmico, aunque in vitro es capaz de multiplicar en una

gran variedad de tipos celulares.

Los efectos citopáticos del HSVen cultivos celulares en

monocapa(63)incluyen aglutinación y redondeamiento celular,

y formación de células gigantes multinucleadas por fusión de

células adyacentes y reclutamiento de núcleos. En ambas for

mas los núcleos de las células infectadas poseen cuerpos de

inclusión. Dependiendode la cantidad de virus presente, los

focos pueden ser dispersos, o todas las células resultan in

fectadas y se desprenden.

La presencia de células multinucleadas se atribuye a la

fusión de membranasplasmáticas inducida por glicoproteinas

virales (69).

Respecto de los efectos sobre tejidos nerviosos, desde

los primeros trabajos llevados a cabo en cultivos organotípi

cos de SNC(61), se ha visto que el HSVinfecta células neu

ronales y oligo y astrogliales con muerte de todas ellas. En

ellos se vio que producía diversos efectos a nivel del núcleo

y del citoplasma, observándose la formación de sincicios que

incluían células gliales (24). En trabajos llevados a cabo

in vivo se observa que el virus se une a astrocitos y sinap

tosomas pero no a cuerpos neuronales. En ratones inoculados

intracerebralmente la fracción glial contiene el virus infec

tivo (100).



1.7. Virus Junin

El virus Junin, agente etiológico de la fiebre hemorrá

gica argentina (12,104), pertenece a la familia Arenaviridae,

cuyos componentes se caracterizan por poseer ARNde cadena

simple, labilidad al éter y otros solventes lipIdicos y
poseer dentro de la partícula viral un númeroconsiderable

de gránulos semejantes a ribosomas, que son los responsables

del aspecto arenoso que es característico del grupo. Produ
cen infecciones persistentes tanto en reservorios naturales

comoen cultivos celulares. La infección del hombrepor al

gunos miembros del grupo está asociada a enfermedades que

puedenresultar fatales.

En cuanto a la composición química, se ha establecido

que está constituido por ARNde cadena simple y, mediante

electroforesis en gel de poliacrilamida, se confirmó que a

semejanza de otros virus pertenecientes al mismogrupo, el

ARNestá fragmentado en 4 fracciones mayores y 3 menores.

Se han identificado 6 polipéptidos constituyentes del virión,

de los cuales 4 son glicoproteinas. El virus Junin es capaz

de replicar in vitro en una gran variedad de células de di

verso origen (4). Las lineas establecidas más utilizadas

son Vero, BHKy HeLa. Además se ha detectado multiplicación

viral en una gran diversidadde cultivos primarios: riñón de

cobayo, conejo y hámster, fibroblastos de pollo y de ratón,
así comoen cultivos derivados de Sistema Nervioso Central:

explantos de cerebelo y monocapas de encéfalo de ratón (5)y

rata. Solamente en algunas lineas establecidas ha sido detec

tado efecto citopático evidente (104).

El VJ multiplica en el citoplasma de la célula infectada y

emergepor brotación. Estudios por microscopía electrónica
en cultivos de encéfalo de ratón (58) permitieron comprobar
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que el mismose visualiza comouna partícula pleomórfica, re

dondeada u oval, con un diámetro promedio de 110-130 nm pero

con amplias variaciones individuales. Comocaracterísticas

estructurales presenta una envoltura periférica de composición

lipoproteica y estructura membranosa,una banda electrodensa

y una zona central con los gránulos semejentes a ribosomas.
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2 . OBJETIVOS

El objeto de la presente Tesis se basa en dos puntos prin

cipales;

a) La caracterización inmunocitoquímica de la FN presente en

2 sistemas de células en cultivo, de origenes y funciones

diferentes. Por un lado, fibroblastos embrionarios de rata,

considerados comoprototipo de célula mesenquimática. Por

el otro, células astrocitarias, derivadas de encéfalo de ra

ta recién nacida, un ejemplo de célula neural.

b El estudio de la infección de .2 virus de reconocido neuro
V

tropismo (Herpes simplex y Junin) sobre estos sistemas ce

lulares in vitro, principalmente en referencia a su repercu
sión sobre la matriz pericelular presente en los mismos.

Para el análisis de la FNen sus diferentes localizaciones

-intracelular o formando parte de la ME-se debia disponer de

una técnica que permitiera detectar su presencia con adecuada

sensibilidad y especificidad.

La inmunocitoquímica ya no es sólo una serie de procedimien

tos que facilitan la descripción de la morfología en términos

bioquímicos; sino que , mediante el uso de anticuerpos monoclo

nales, ha expandido a la bioquímica estudiando los procesos in

situ, sin necesidad de aislar los constituyentes del tejido en

formaprevia a su estudio. Utilizando la especificidad de las

inmunoglobulinasse pueden detectar constituyentes específicos

en células o tejidos preparados para ser observados al micros

copio óptico o electrónico. Dentro de estas técnicas se desta

can las inmunoenzimáticas que,además de su elevada sensibili

dadlse pueden combinar con las tinciones tradicionales, asi
comocon histoquimica enzimática, autorradiografia tradicional
e hibridización in situ.

El método "peroxidasa anti-peroxidasa“ (PAP)presenta la



ventaja adicional, con respecto a los de peroxidasa conjugada,

de una alta conservación de la actividad de la enzima, al es

tar unida al anticuerpo por uniones débiles y no covalentemente.

En forma adicional, con la utilización de procedimientos

de doble tinción, es posible visualizar simultáneamente dos

antígenos en el mismopreparado, y asi analizar con precisión

las relaciones topográficas existentes entre esas dos sustan
cias.

El empleo de esta metodologia permite estudiar a la ME,

un factor esencial para la integridad de los tejidos, asI co
mode los cultivos de células disociadas, tanto en condicio

nes basales comobajo la acción de factoresbiológicamente ac

tivos comoson los virus Herpes simplex y Junin, de acción di

versa sobre la célula huésped.



MATERIALES Y METODOS

Cultivos celulares

A) Cultivo de fibroblastos

Se prepararon cultivos primarios de fibroblastos a partir

de embriones de rata Wistar de 15-18 dias de gestación. Las

paredes corporales del tronco fueron disecadas con tijeras, los

trozos resultantes se suspendieron en solución de Hanky se

disgregaron por pipeteo reiterado, con posterior disrupción

enzimática mediante ciclos de 20 min. de tripsina al 0,25% (Gib

co, USA).Al sobrenadante obtenido se le agregó medio de creci

miento, constituido por medio esencial minimo de Eagle (MEM)

(Flow Labs., USA) suplementado con 10%de suero fetal bovino

(Gensa, Argentina) para luego centrifugarlo a 800 rpm durante

5 min. El correspondiente pellet celular fue resuspendido en

el mismomedio nutritivo y sembrado en frascos plásticos a una

concentración de 600.000 células por ml. A las 24 hs de incuba

ción a 37°C se obtuvo una monocapa confluyente que 3-4 dias más

tarde fue disociada en tripsina al 0,25%. Las células despren

didas fueron resuspendidas en medio de crecimiento y sembradas

en tubos de Leighton a una concentración de 300.000 cél./ml.

Despuésde un dia de este primer subcultivo, el suero fue redu

cido al 2%para mantenimiento, para ser luego omitido 24 hs an

tes de procesar las monocapassegún técnica de peroxidasa an

ti-peroxidasa (PAP).

B) Cultivo de Astrocitos

Se obtuvieron hemisferios cerebrales de ratas neonatas

24-48 hs de vida). Luego de eliminar meninges y vasos sanguíne

os adherentes, los tejidos neurales fueron seccionados con ti

jeras de punta fina y digeridos con tripsina al 0,25%durante
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15 min. Las células disociadas se suspendieron en MEMcon sue

ro fetal bovino al 10%y se sembraron en frascos de plástico.

A los 8-10 días de incubación a 37°C, el cultivo mixto de célu

las neuronales y gliales se tripsinó y la suspensión resultan

te fue sembrada en tubos de Leighton a una concentración de

400.000 cél./ml. Cambiandoel medio a las 24 hs se eliminaron

las neuronas remanentes, obteniéndose una monocapa homogénea

de células astrocitarias inmaduras, comopudo comprobarse por

marcaciónde la proteina constituyente de los filamentos inter

mediosde astrocitos, es decir la proteina gliofibrilar ácida

(GFAP).

Tinción inmunoenzimática por técnica PAP ( 91,92)

A) Inmunomarcación de FN

Las monocapasdesarrolladas en cubreobjetos de vidrio en

tubos de Leighton fueron lavadas con buffer Tris salino 0,05 M

suplementado con seroalbúmina bovina al 1% (TS-BSA).

a) Cuandose recurrió a fijación con metanol se empleó la si
guiente secuencia:

1- Fijación con una mezcla de metanol y ácido acético gla

cial al 5%en CO sólido triturado, durante 2 min.
2

2- 3 lavados con TS-BSA de 5 min c/u.

3- Incubación con suero de conejo anti-FN humana, generosamen

te provisto por el Dr. John S. Rudge, Dpt. of Biology,

Univ. of California, San Diego, USA;el que fue aplica

do en dilución 1/100 en TS con 5%de suero normal de ca

bra, durante 30 min. a temperatura ambiente (TA).

4- 3 lavadosde 5 min. con TS-BSA.

5- Incubación con suero de cabra anti-IgG de conejo (Cappel

USA), diluido 1/100, durante 30 min.Labs., Cochraneville,
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a TA.

6- 3 lavados de 5 min. con TS-BSA.

7- Incubación con complejo peroxidasa anti-peroxidasa de

conejo (Cappel Labs., Cochraneville, USA), diluido 1/100

durante 30 min. a TA.

8- 3 lavados de 5 min. con TS.

b Cuando se empleó fijación con paraformaldehído, en formav

previa se procedió a incubar las monocapascon el anticuer

po primario (anti-FN), diluido 1/100, durante 30 min. a TA;

un lavado de 5 min. con TS-BSA;fijación con paraformalde

hIdo al 4% en PBS 0,1 M, pH 7,2, durante 15 min. a 4°C. Lue

go se continuó la técnica del paso 4 hasta el 8 comoen el

procedimiento descripto anteriormente.

c) En el caso de fijación doble, en forma previa se procedió

a incubar las monocapascon el anticuerpo anti-FN diluido

1/100 durante 15 min a 4°C, 3 lavados con TS de l min. c/u;
fijación con paraformaldehido al 4%en PBS durante 15 min

y refijación con metanol-ácido acético al 5%durante 2 min

en CO2sólido triturado. Luego se procedió como en los pasos
3 a 8 del ítem 3.2.

En todos los casos la detección de peroxidasa se realizó

con 3,3'-diaminobencidina tetrahidrocloruro (Fluka Labs., Sui

za) al 0,03% con la adición de HZO2al 0,05%. Después de varios
lavados con agua destilada los preparados fueron deshidratados

en etanol de concentraciones crecientes y xilol absoluto, y mon

tados sobre portaobjetos.

En algunas ocasiones los preparados fueron teñidos suave

mente con hematoxilina de Mayer, a fin de visualizar los núcleos

celulares.

Se realizaron tinciones controles reemplazando en cada
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Caso el anticuerpo primario por suero normal de conejo o TSC.

Comotestigo negativo de FN se utilizaron monocapas de células Vero,
que carecen de FN en su ME.

B) Inmunomarcación simultánea de 2 antígenos

En el caso de tinción doble para la detección simultánea de

FN y proteínas intracelulares, se procedió según una adaptación

del método de Tramu ( 93), que recurre a la peroxidasa conjuga

da para marcar 2 antígenos diferentes en cortes histológicos.

a) Ag-Herpes X FN:Luego de la marcación de FN extracelular, re
velada con DAB,las monocapas fueron lavadas con agua desti

lada y tratadas con HCl 0,1 Mpara evitar la reacción de la

peroxidasa con el segundo cromógeno. Después de varios lava

dos con agua destilada, los preparados fueron refijados con

metanol-ácido acético a -20°C durante 20 min, lavados con e
tanoles de 96°a 50? seguidos de lavados en agua corriente
y en TS 0,005 M, luego incubados en TSC durante 15 min y con

suero de conejo anti-HSV-l (Dako Lab, Dinamarca), en una di

lución 1/1000 durante 60 min. El anticuerpo de cabra anti-IgG

de conejo fue usado 1/50 y el PAP conejo 1/250. El cromógeno

revelador de la reacción fue l-Cl,4-naftol (Sigma, USA).Des

pués de varios lavados con agua destilada, los preparados

fueron montados sobre un portaobjetos con glicerina tamponada.

Tanto en los procedimientos de tinción simple comodoble

se hicieron controles reemplazandoel anticuerpo primario

por suero normal de conejo.

b) Ag-Junín x FN: Se procedió primero a la inmunomarcación de

antígeno viral. Las monocapasinfectadas y testigos fueron

fijadas con metanol-ácido acético, en forma similar a la Fx
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intracelular. En este caso, el'anticuerpo primario (anti-VJ)

cedido gentilmente por el Dr. Julio G. Barrera Oro, USAMRID,

Maryland, USA, era una mezcla de anticuerpos monoclonales contra.

diferentes antígenos del VJ;y fue aplicado en una dilución 1/500,

incubándose durante 96 hs a 4°C para aumentar la sensibilidad

de la reacción. El anticuerpo secundario, conejo anti-IgG de

ratón (Bio Yeda, Israel) se utilizó en una dilución 1/50 y

el PAPratón (Bio Yeda, Israel) en dilución 1/50. El cromó

geno usado en la revelación fue DAB.Luego del tratamiento

con HCl se procedió a marcar FN como ya fue descripto. La
reacción fue revelada con 1-Cl,4-naftol.

GFAPX FN: En la inmunotinción de GFAPy FN en cultivos as

trocitarios se procedió de manera similar al item a), siendo

el anticuerpo primario de la segunda reacción un suero de co

nejo anti-GFAP, cedido por el Dr. Lawrence F. Eng (Veterans

Administration Medical Center, Palo Alto, California, USA),en
dilución 1/250, al igual que el PAPconejo.

Infección viral

a) El virus Herpes simplex tipo 1 original (cepa Mc Intyre),

fue provisto por laboratorios del Center for Disease Control,

Atlanta, USA,a través del Dr. Milford H. Hatch. A distintos
dias post-siembra las monocapas fueron inoculadas con HSV-l

a mdi variables. Los cultivos infectados, asi comolos co

rrespondientes controles fueron procesados desde el dia l al

4 post-inoculación (pi), la mitad para tinción con colorante

de Giemsa y la otra mitad para inmunomarcación.

Para evaluar la cinética de infectividad del HSV-l

en cultivos fibroblásticos y astrocitarios, fueron reser
vados tubos en que se cosechó el sobrenadante diariamente.



b)

La infectividad se midió por efecto citopático en células
fibroblásticas o astrocitarias,segün el origen del sobre
nadante.

El virus Junin, cepa XJ Cl3, correspondió al pasaje habi
tualmente utilizado en el Depto. de Microbiologia, Fac. de
Medicina, UBA.Las monocapas se infectaron con 100.00 UFP/
ml, realizándose las sucesivas cosechas de los sobrenadantes
por el método de unidades formadoras de placas (UFP) en cé
lulas Vero (3D.

Los cultivos infectados y sus correspondientes contro
les fueron procesados para las tinciones con Giemsa y PAP
a los 7 dias pi, cuando al recuperación de virus es máxima.
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4. RESULTADOS

4.1 Inmunomarcaciónde FNen cultivos fibroblásticos

El ensayo de diversas condiciones de fijación de las mono

capas celulares y de variados esquemas de incubación de los

anticuerpos primarios, posibilitó la detección diferencial de

la FNpresente en cultivos de fibroblastos embrionarios de ra
ta.

.La fijación con metanol más ácido acético helado, en for

maprevia a la incubación con el anticuerpo primario, permi

tió teñir a la FNintracelular, que se localizaba particular
menteen el área perinuclear (Fig. la).

Para visualizar la FNextracelular, tanto asociada direc

tamente con la membrana plasmática como formando parte de la

DE, se recurrió a la fijación con paraformaldehído a pH fisio

lógico luego de la incubación con el suero anti-FN. De esta

manera se logró una marcación nítida y delicada de la FN pe

ricelular, visualizada comouna red de fibras de grosor varia

ble, orientadas predominantementea lo largo del eje longitu

dinal de las células (Fig. lb). Los cuerpos celulares, en cam

bio, permanecieron negativos a la tinción. En preparados en que

los núcleos se tiñeron con hematoxilina, las fibras aparecie

ron tanto delineando los cuerpos celulares, comoen los con

tactos célula-célula y célula-sustrato (Fig. lc).

Conel objeto de obtener una óptima visualización simul

tánea de ambostipos de FN-intracitoplasmática y extracelular-,

también se probaron diversos fijadores y esquemas de incuba

ción. Los mejores resultados para la preservación de la anti
genicidad, así comode la especificidad de la reacción (minima

coloración de fondo) derivaron de la aplicación de un procedi
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miento de doble fijación y doble incubación con el anticuer

po primario, según se describe en Materiales y Métodos. De

acuerdo a estas condiciones de procesamiento, la inmunorre

actividad intracelular mostró la típica coloración granular
perinuclear, en tanto que la reacción extracelular se eviden

ciaba comohaces de fibras pericelulares localizados por de

bajo de los cuerpos y prolongaciones, y que alcanzaba una

mayorintensidad en los contornos y en las conexiones inter

celulares (Fig. 1d).

En cambio, cuando la doble fijación se ensayó en forma

previa a la incubación con el anticuerpo anti-FN, la marca

ción intracitoplasmática demostró ser comparativamentedefi

ciente. De la mismamanera, los resultados obtenidos cuando

se utilizó un solo fijador conteniendo paraformaldehido al

4%y metanol ácido fueron menos satisfactorios para ambas

localizaciones de FN.

Los controles de especificidad de la reacción, llevados

a cabo con suero normal de conejo como anticuerpo primario

no mostraron coloración inespecífica cuando fueron usados

en las mismas conCentraciones que el anticuerpo anti-FN. O

tro tipo de controles se realizó recurriendo a células Vero,

que es sabido que no sintetizan FN, y que en consecuencia

no mostraron tinción intra ni extracelular.
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Fig 1.: Monocapade fibroblastos de embrión de rata, en su primer
subcultivo. Tinción de FNpor el método PAP, utilizando
DABcomo revelador.

a : 2 dias de edad. Fijación con metanol-ácido acético helado
Se observan gránulos intracitoplasmáticos FN-positivos de
localización perinuclear (flechas) .360X.

b : 5 dias de edad. Fijación con paraformaldehïdo posterior
a la incubación oon el anticuerpo primario. Densa red de
fibras positivas de ubicación pericelular.x360.
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Fig. l c: Cultivo similar a b. Fijación con paraformaldehí
do. Tinción de ios núcleos celulares con hematoxili

na. Las fibras FN-positivas se observan generalmen
te paralelas al eje longitudinal de las células,
ubicándose por encnna y por debajo de los cuerpos
celulares y en sus prolongaciones. x360.

d: 2 dias de edad. Doble fijación con parafonnalcíe
hido y metanol-ácido acético. Neta coloración gram
lar citoplasmática y de fibras pericelulares. x36l.

|
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4.2. Inmunomarcaciónde FNen cultivos astrocitarios

Para la inmunodetección de FNen cultivos astrocitarios

se aplicaron los mismosprocedimientos utilizados en cultivos

'de fibroblastos,realizándose las observaciones a diferentes

tiempos después de la siembra de las células, con el fin de

caracterizar la presencia de FNen diferentes estadios de

la evolución del cultivo. A los 30 min. post-siembra, los

astrocitos recién adheridos eran en su mayoría esféricos y,

en ocasiones, exhibian pseudopodios. Si bien algunas células

erán FNnegativas, la mayoria presentaba diversos grados de

positividad citoplasmática (Fig. 2a). 90 min. más tarde, los

astrocitos jóvenes eran poligonales o ahusados y se encontra

ban en proceso de expansión de sus prolongaciones, aunque

también se observaron algunos con características de células

móviles o en división (Fig. 2b). Todas las células presentes

en el cultivo mostraban FNperinuclear (Fig. 2b) sin indicio

alguno de FNmatricial.

A las 24 hs de incubación in vitro, las células, aún in

diferenciadas y en proceso de división y formación de con

tactos intercelulares, continuaban exhibiendo FNpredominan

temente intracelular, si bien ya se evidenciaban escasas fi

brillas FNpositivas que delineaban los bordes celulares

( Fig.2c)

Tres dias después, cuando la monocapa ya se habia comple

tado, hubo una notable caida en la marcación citoplasmática,

y al mismo tiempo un incremento evidente de la FN incorpora

da a la ME(Fig. 2d). Las fibras pericelulares se ubicaban

por encima y por debajo de las células y a lo largo de los

bordes, o bien se extendian de un astrocito a otro continuan

do las prolongaciones (Fig. 2d). Eran escasas las células que



aún mostraban FN citoplasmática:

Delas observaciones realizadas se infiere que las célu

las astrocitarias inmadurasen cultivo primario sintetizan

y secretan FN, la que pasa a formar parte de la matriz peri

celular; a la vez, la incorporación de FN, que es más inten

sa en las primeras horas de incubación in vitro, disminuye

paulatinamente en periodos más avanzados de la evolución as
trocitaria.
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Fig. 2: Monocapade astrocitos de encéfalo de rata neonata, en SLL
primer subcultivo. Tinción de FNpor el métodoPAP,utili
zando DABcomo revelador.

a: 30 min de edad. Células en expansión, con diversos grados
de positividad. x60.Inserto: detalle de la mismafigura.x3€;.

b: 2 hs de edad. Células móviles o en división, con positim
dad en uno o dos polos perinucleares. x60.
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1 día de edad. Persiste la marcaciónde FNintracitoplas
mática y se agrega la detección de FNextracelular, la que
se evidencia por fibras asociadas a la membranaplasmática.
(flechas). x 360.

4 dias de edad. Fibras FN-positivas, localizadas en los
bordes celulares (flechas pequeñas), por debajo de las cé
lulas (punta de flechas pequeñas) y entre células (flechas
grandes). Hay células que muestran débil tinción de FNin
tracitoplasmática (puntas de flechas grandes). x 36:
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4.3. Inmunomarcación simultánea de FÑ y GFAPen cultivos astroci
tarios

Una vez demostrada la presencia de FN en cultivos de cé

lulas astrogliales inmaduras, era de interés estudiar a esta

glicoproteina en cultivos diferenciados tanto morfológica co

mobioquímicamente. Por ello fue necesario asociar la presen

cia de FNcon la simultánea detección de la principal protei

na constituyente de los filamentos intermedios de astrocitos

maduros, la GFAP.Se debió recurrir,entonces, a técnicas de

doble inmunotinción, que consisten en secuencias sucesivas

de marcación por el método PAP, reveladas con dos cromógenos

diferentes para FN y GFAP.

La inmunomarcación de FN extracelular revelada con DAB

fue seguida por una refijación con metanol ácido para permi

tir la penetración de los anticuerpos anti-GFAPal citoplas

Conel fin de eliminar la actividad de la peroxidasa de

el que inactiva a la enzima. La segunda secuencia de inmuno

tinción fue revelada con 1-Cl, 4-naftol, cuya coloración azul

contrasta claramente con el marrón dorado de la DAB.

A los 21 dias de incubación, se observaron numerosos gru

pos de células GFAPpositivas que ocupaban una porción mayo

ritaria de la monocapa(Fig. 3a). Estos astrocitos diferen

ciados, fuertemente inmunoteñidos, se situaban sobre una red

de filamentos de FN (Fig. 3b).

En el proceso de diferenciación astrocitaria, parte de

sus citoplasmas se retrae y hay un reordenamiento del citoes

queleto -particularmente de los filamentos intermedios- para

formar las finas prolongaciones caracteristicas del astrocitc

maduro. Al producirse este fenómeno las células parecian per

der el contacto con la FNque delineaba los bordes celulares

(Fig. 3C). Por otra parte, en preparados teñidos para FN in

l ma
la primera reacción, se trató la monocapacon HCl diluido,



tracelular, todavía se observaban algunas células débilmente

positivas.
Los resultados obtenidos confirman la naturaleza astro

citaria de los cultivos. Además,de las observaciones reali

zadas surge que las células astrocitarias, ya desde sus pri

meras horas de desarrollo in vitro son capaces de sintetizar

y secretar FN, la que tiende a incorporarse a la ME. Esta in

corporación, que se observó intensa en los primeros dias, dis

minuye luego pero no desaparece, ni aún en los estadios más

avanzadosdel astrocito en cultivo.
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Fig. 3:

Si}

Monocapade astrocitos de encéfalo de rata en su primer sub
cultivo. 21 dias de edad. Doble marcación por método PAP: FN

con DAB(marróndorado) y GFAPcon l-Cl, 4-Naftol (azul grisá
ceo).
Se observan varios focos de astrocitos GFAP-positivossobre
mu.nïiÉN1nsüjva.xLH

Astrocitos GFAPpositivos sobre la red de FNfibrilar.x360.
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Fig. 3. c: Foco de astrocitos maduros GFAPpositivos y de morfo
logía ahusadao estrenada. La retracción de sus cuer
pos celulares ha originado huecos en la.ncmocapa. Au
sencia de FNfibrilar en la periferia de astrocitos na
duros. x360.



4.4. Detecciónde virus infectivo y antígenos virales en cultivos

fibroblásticos y astrocitarios infectados con virus Herpes
simplex tipo l (HSV-l)

El virus Herpes simplex, pese a poseer tropismo por célu

las de origen ectodérmico en el organismo entero, es capaz

de replicar y producir alteraciones metabólicas y morfológi

cas con la subsiguiente muerte celular en una gran variedad

de células en cultivo (5).

Es posible, sin embargo,detectar la replicación viral

aún antes de que se manifiesten estos efectos mediante la in

munomarcaiónde los antígenos virales específicos. Además,

con la utilización de este método, es posible correlacionar

el tipo de alteración morfológica con la localización del an

tígeno viral en la célula.
En nuestro sistema de fibroblastos embrionarios infecta

dos con HSV-l, el virus liberado al sobrenadante pudo detec

tarse ya a las 12 hs pi, aunque el incremento mayor de títu

lo infectivo se produjo entre las 24 y 48 hs pi, alcanzando

el máximoalrededor de las 72 hs pi. A partir de ese momento

el virus infectivo comenzóa disminuir, y a las 96 hs eran

muypocas las células que permanecían adheridas al sustrato,

pese a que el título del sobrenadante era todavía elevado

(Fig. 4).

En cuanto a los efectos citopáticos producidos por el

HSV-l, se observó lo siguiente:

a) Fusión celular, evidenciada en la formación temprana de

células multinucleadas que presentaban tinción para antígeno

viral en citoplasma y/o núcleos (Fig. 5a), con intensidad cre

ciente con el tiempo de infección.

b) Redondeamientocelular, manifestado por la presencia de



células esféricas, carentes de prolongaciones, o, cuando las

tenían, cortas y delgadas. Todas ellas poseían fuerte

positividad para antígeno HSV-l (Ag HSV-l) (Fig. Sb).

c) A los conocidos efectos descriptos en los Items anteriores

se agregaba un tercer tipo de alteración morfológica, que con

sistía en una combinación de ambos. Se observaba la presencia

de células multinucleadas, densamente teñidas para Ag viral y

aspecto arborescente, constituidas por un cuerpo esferoide y

voluminoso del que partian prolongaciones profusamente rami

ficadas (Fig. 5b).

'La especificidad de la tinción fue corroborada por la ob

servación de fibroblastos con débil o nula tinción, que alter

naban con las Ag-HSV-lpositivas descriptas precedentemente

(Fig. 5C).

La cinética de producción de virus infectivo en cultivos

astrocitarios posee caracteristicas similares a la de cultivos

fibroblásticos, aunque los titulos alcanzados son menores,

para todos los tiempos analizados (Fig. 6). La tasa de libe
ración de virus infectivo aumentó en forma sostenida desde

las 12 hs pi y alcanzó su punto máximo alrededor de las 72

hs pi. Después del 4°dia pi, las células remanentes eran es

casas aunque pudo medirse virus infectivo en cantidades apre

ciables.

En estos cultivos astrogliales infectados con HSV-l, la

presencia de replicación viral pudo caracterizarse a través
de la inmunodetección de sus antígenos, en áreas en que las

células infectadas no presentaban alteraciones evidentes. La

marcación apareció en focos de positividad (Fig. 7a), en los

cuales los astrocitos finalmente se redondeaban y desprendian

(Fig. 7b). Las etapas más avanzadas de la infección mostraban

sincicios y redondeamientoastrocitario, en forma similar a

lo descripto en cultivos fibroblásticos.
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Fig. 5.: Monocapade fibroblastos de embrión de rata, en su priner
subcultivo. 4 dias de edad, en su tercer dia pi con Herpes
simpleX-l, a una ndi de lO. Tinción de antígeno viral por
método PAP, utilizando DABcano revelador.

a: Un campodel preparado que muestra positividad en sincicios
bajo proceso de fusión. En la vecindad, celulas débilnente
positivas. x360.

b: ¿tro campodel núsnc>preparado. Positividad en células mul
tinucleadas que exhiben prolongaciones dendríticas y, en
ocasiones, redondeamientodel cuerpo celular por retracción

del citoplasma y vacuaolización. x369.
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Fig. 5 c '.: Intensa marcación de Ag viral tanto en células mono
nucleares cEmoen policariocitos, que coexisten con
células negativas. x144.
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Fig.7:

a:

b:
I

Monocapade astrocitos de ratas neonata, en su primer
subcultüKL 5 diasckeedad, inchnfiakk>4 diasckain
fección con Herpes simplex-l, a una mdi de 1.

focos de células irmnnuxnarcadasalternan con zonas ne

gativas. x144.

en el centro de un foco de infección, área de lisis con
desprendimiento celular. x144.
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Inmunomarcación simultánea de Ag-HSV-l en cultivos fibro- ’

blásticos y astrocitarios

Los fenómenos patogénicos inducidos por el HSV-l so

bre la morfología celular podían tener su correlato a ni

vel de la ME, o más precisamente a nivel de la FN, una de

las principales gliooproteínas de conexión de la superficie

celular-y a.tnmés de receptores transmembranales al citoes

queleto- con el resto de las matrices.

A fin de correlacionar, en la misma monocapa, la presen

cia de antígenos virales localizados en las células, con la

distribución de FNpericelular, se desarrolló una técnica

de doble marcación por el método PAP, procedimiento que re

curre a la tinción sucesiva de los dos antígenos con cromó

genos diferentes, similar al utilizado para teñir GFAPy
FNen cultivos astrocitarios (ítem 4.3).

Los cultivos fibroblásticos infectados presentaban zo

nas negativas para el Ag-HSV-l donde la matriz de FN perma

necía indemne; en cambio, en las áreas en donde se observaba

acción citopática y positividad para el Agviral, el patrón
fibrilar característico mostrabaalteraciones evidentes.

En sincicios con signos de intensa síntesis de proteínas

virales -que se traduce en una fuerte inmunotinción de nú

cleos y citoplasma- la matriz de FNse veía alterada, con

interrupción, acumulación y desprendimiento de fibras (Fig.

8a). Sobre algunos de los fibroblastos infectados sólo lle

gaban a observarse restos de FNsin organización fibrilar

(Fig. Bb). Las células gigantes, de finas prolongaciones
dendríticas, carecían de FNobservable en su superficie

(Fig. 8C).



En etapas tempranas de la inÏección de astrocitos jóvenes

la tinción para Ag-HSV-lsólo se observaba sobre células o sin

cicios aislados, en los cuales fue notable la ausencia de FNpe

ricelular; en contraste, el resto de la monocapano infectada

no mostraba alteraciones detectables (Fig. 9a). Gradualmente,

la marcación se hizo más intensa, tanto en sincicios como en cé

lulas redondeadas, a la vez que aumentaba el tamaño de los poli

cariocitos y el número de núcleos. Concomitantemente hubo una

pérdida de FNpericelular (Fig. 9b). Al mismotiempo, las fibras

remanentes en los bordes de los sincicios parecian más gruesas

que las de cultivos controles (Fig. 9b). Es de destacar, que al

gunos astrocitos positivos para el Ag-HSV-lcarecían tanto de

efecto citopático comode cambios en la FNmatricial (Fig. 9C).

Por otra parte, el desarrollo de sincicios modificó drástica

mente los patrones de FN, con la aparición de células multinu

cleadas casi carentes de FNpericelular y cuyas prolongaciones,

tipo filopodio, se interconectaban. Allí, la típica red de FN

fue reemplazada por una distribución en parches y fibras engro

sadas (Fig. 9d). En algunas células uni o multinucleadas, con

signos de retracción y marcadas intensamente para Ag viral, no

se detectó FNpericelular (Fig 9e).



Fig. 8: Monocapade fibroblastos de embrión de rata, en su primer
subcultivo. 3 días de edad, incluyendo l día de infección
con HSV-l. Doble marcación por método PAP: FN con DAB (ma

rrón dorado) y antígeno viral con l-Cl, 4-Naftol (azul).

a: La marcación de proteinas virales es evidente en núcleos
(punta de flecha) y en citoplasmas perinucleares (flechas)
de los sincicios. Las fibras de FNse observan interrumpi
das(flechas pequeñas) o acumuladas en parches. x360.

b: Célula infectada con inmunorreactividad citoplasmática pa
ra antígeno viral, con restos de FNen los bordes celula
res y sin organización fibrilar. x360.
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Fig. 8. c: Célula de características aberrantes intensamente
teñida para HSV.De su cuerpo redondeado parten fi
nas prolongaciones que se ramifican y que presentan
engmsamientos nodulares de diámetro variable. No se
observan restos de FNfibrilar. x360.
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Monocapade astrocitos de rata recién nacida, en su primer
subcultivo. 10 dias de edad incluyendo 1 dia de infección 
con Herpes simplex tipo 1, a una mdi de 10. Doble marcación

por método PAP: FN con DAB(marrón dorado) y antígeno viral
con 1-Cl, 4-Naftol (azul grisáceo) .
La red de FN inmumïnarcada sólo se ve interrumpida sobre un
sincicio positivo para Ag-HSV.x144.

. Enormesincicio, con más de 30 núcleos, con escasa positivi
dad, mientras algunas zonas citoplasmáticas están fuertaren
te teñidas. las fibras de FN, másgruesas que en cultivos
controles, se encuentran en los márgenesde policariocito.x360.



Fig. 9: c: Otra zona infectada del mismocultivo, con evidente pre
sencia de antígeno viral en los núcleos celulares, sobre
todo en la periferia de los mismos. La FNpericelular pa
rece no haber sido afectada. x144.

Policariocitos con positividad para Ag-HSVen sus núcleos
y citOplasmas muestran FNfibrilar de aspecto anánalo.x360.
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Fig. 9 e: Ausencia de FNasociada a células con prolongaciones
dentríticas, fuertemente teñidas para Ag-HSV.x144.
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La inmunomarcación del Ag-VJ se extiende en todo el cito

plasmade las células estrelladas (Fig. 13), mientras que las

células Ag-VJnegativas conserván la forma poligonal o ahusada.
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Detecciónde virus infectivo y antígenos virales en cultivos

fibroblásticos y astrocitarios infectados con virus Junin

El virus Junin (VJ) multiplica en una gran variedad de cé

lulas de mamíferos, sin aparente restricción al nivel de en

trada (4). Sin embargo, pese a que no se conocen ciclos abor

tivos, la replicación es pobre y cursa sin efecto citopático,

salvo en algunas lineas celulares establecidas comoVero (18,

31) y MRC-S(103), en que se han desarrollado ensayos de pla

cas para cuantificar virus infectivo.
Los titulos infectivos más altos encontrados en estudios

secuenciales sobre cultivos fibroblásticos, se observaron entre

los dias 7 y 10 pi XFig. 10). A los 7 dias pi la inmunomarca

ción de Ag-VJse visualizaba en focos de células positivas que

no diferian morfológicamente de las negativas que las rodean

(fig. 11). La tinción es citoplasmática con apariencia granu

lar o reticular (Fig. llb).
Enmonocapasde estirpe astrocitaria, la curva de infecti

vidad posee una modalidad similar a la descripta para cultivos

fibroblásticos, con titulos máximosa los 7 dias pi. Al igual

que lo que sucede con el HSV-l, los titulos de los sobrenadan

tes son menores en células astrogliales que en fibroblastos

(Fjg, 12).

En células astrogliales, el VJ es capaz de acelerar la ma

duración in vitro (6), a través de un aumento de la GFAPy la

aparición de células diferenciadas morfológicamente. Los astro

citos difieren fenotípicamente de los de la mismaedad presen

tos en cultivos sin infectar, ya que existe un achicaïiento

del cuerpo celular y un aumentode los espacios int rcelulares,

al tiempo que se observa que las prolongaciones se alargan y

aíinan.



VIRUS JUNIN

8 TITULO (LOG UFP/ml.)/\\\
/ ‘\

0 10 20

TIEMPO(DIAS)

Fig. 10

-57

CURVÁ"DE INFECTÑIDAD

í Ein cglftiyos fibroblasticos

30



-58

Fig. ll: Monocapade fibroblastos de embrión de rata, en su primer
subcultivo. 9 días de edad, incluyendo 7 días de infección
con virus Junin. Marcación de antígeno viral pornétodoPAP,
usando DABcomo revelador.

foco de inmunomarcaciónen área constituida por células sin
alteraciones morfológicas evidentes. x144.
a neyor aunento se Visualiza la diferente intensidad de la
marcación, que se evidencia por acúmulosgranulares (fle
chas ) o por distribución reticular (punta de flecha).x230.
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Fig. 13:

a:

Monocapade astrocitos de embrión de rata, en su primer
subcultivo. ll dias de edad, incluyendo 7 dias de infe<>
ción por virus Junin. Marcaciónde antígeno viral por mé
todo PAP, usando DABcomo revelador.

Las células fuertemente inmunanarcadasexhiben el aspecto
tipico de astrocitos diferenciados. Débil tinción en al
gunas células que mantienen el aspecto chato y abusado
de los astroblastos. x144.
Detalle de a, para mstrar la distribución caracteristica
del antígeno viral en los astrocitos madurados.x230.
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Inmunomarcación simultánea de antígenos de Vng FNen cultivos

fibroblásticos y astrocitarios

Para la iñmunomarcación de Ag-VJ y FN extracelular por la

técnica PAPse debió realizar una variante, con el fin de lo

grar una óptima tinción de ambos antígenos. La mezcla de an

ticuerpos monoclonalesdirigidos contra varias proteínas del
VJ que constituye el anticuerpo primario de la reacción, de

bió incubarse por el lapso de 4 días para obtener resultados

satisfactorios. Por otra parte, la revelación con DABreporta

mayorsensibilidad que la llevada a cabo con l-Cl,4-naftol,
ya que es superior en la detección de antígenos presentes a

bajas concentraciones o en casos en que los anticuerpos prima

rios posean baja afinidad. Este es el caso de los anticuerpos
anti-VJ, y por esa razón se decidió recurrir a la DABcomore

velador de la tinción de Ag-VJy el l-Cl,4-naftól para la de
FN.

En los cultivos fibroblásticos, la matriz reticular de FN
no pareció alterarse en el entorno de las células Ag-VJposi

tivas (Fig. 14a). Nopudieron observarse diferencias en cuanto

al grosor, integridad o densidad de las fibras, respecto de

células Ag-VJnegativas (Fig. 14b).

En cultivos astrocitarios el VJ es liberado al sobrena

dante comovirus infectivo durante un lapso superior a las 3

semanas, aunque los niveles máximos aparecen alrededor de los

7 días pi y permanecen una semana más.

En cuanto a la repercusión de la infección de VJ sobre as

trocitos, pese a afectar la morfología de los mismos además

de aumentar la capacidad fagocítica (51), no se detectaron

modificaciones en la FNpericelular (Figs. 15a y le).

En cultivos con mayor tiempo de infección no parece haber

variaciones.
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Fig. 14: Monocapade fibroblastos de embrión de rata, en su primer
smxxútfixu 9éüasckzedmL imflnmaflo'7dimsde:üfieafifin
can\ú1us.hnún.Ixifle¡muxaciónfxm'méuxk>hfih ENcon
1-Cl,4-Naftol (azul grisáceo) y antígeno Viral con DAB(ma
rnüïdonmk»
áreas de irmnnatarcación, constituidas por células sin apa
rentes cambios morfológicos se observan sobre un fondo de
céhflasxmgathms.¡dA4.

. detalle de a, para mostrar coexistencia de citoplasmas
framxmmïme'uáüdosgrua.antfimax>viralgrdelnïired<i2EN
padcehnar.>660.
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Fig. 14 c: A.mayor aumento, para corroborar el mantenimiento de
la red de FNen torno a 2 células positivas para an
tfixmoxdral.>680.
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mexapackaasüxniüxsdexataxuxmata,em.31prfimn'sflr
culthKL ll dfixsde aiML inchnmmdo'7éüas(iainfixnión
con Virus Junin. Doble marcación por método PAP: FN con

l-C1,4-Naftol (azul grisáceo) y antígeno viral con DAB(ma—
rrón dorado) .

En la monocapase visualizan escasas células positivas pa
ra antígeno viral, congpmsistencia de la red de FNextra
cehflar.x3aL
Otra área mostrando mayorgeneralización e intensidad de la
infección. Pese a ello, la matriz de FNpericelular se man
tiene indemne. x360.



5.

-65

DISCUSION

Los cultivos celulares han probado ser el sistema in vi

tro que mejor reproduce los caracteres morfológicos y bioló

gicos de los tejidos animales. Además,tienen la ventaja de

que en ellos pueden controlarse a voluntad un número limita

do de variables. Sin embargo, se debe tener cautela con res

pecto a eventuales extrapolaciones de resultados obtenidos

en estos sistemas, que precisamente se caracterizan por

obviar condiciones que son propias del organismo entero.

Los cultivos primarios de fibroblastos representan un

modelo adecuado de células mesenquimáticas, y han sido asi

duamenteutilizados en gran cantidad de estudios en diversos

camposde la biologia celular, tales comoultraestructura,

fisiología, farmacología, diferenciación, envejecimiento,
interacción virus-célula, etc.

Por otra parte, las células disociadas de encéfalo de ra

ta recién nacida han sido el modelo más utilizado comoejem

plo de células astrogliales en cultivo.

Estas y otras clases de células en cultivo dependen, en

cuanto a sus propiedades biológicas y bioquímicas, de los

factores del medio. Entre ellos se incluyen las moléculas

solubles presentes en el medio de cultivo, la fase gaseosa

de intercambio con él, y el sustrato donde las células se a

sientan, el cual está formadopor las paredes del frasco de

cultivo y la matriz extracelular secretada por las células.
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Inmunomarcaciónde FNen cultivos fibroblásticos

Dadoque en la extensa bibliografia existente sobre inmu

nomarCaciónde FNen fibroblastos cultivados, habia sido la

inmunofluorescencia la técnica más empleada (99,37,101), se

decidió poner a punto una metodologia recurriendo a un proce

dimiento de mayor sensibilidad, comoes la técnica PAP, y

que a la vez permite la simultánea visualización de la mono

capa por tinciones convencionales, y el acceso a una mejor

imagen por combinación con instrumental óptico especial (con

traste de fase, campooscuro, Nomarski, interferencia, pola
rización).

Nuestro método, que recurre a variadas condiciones de fi

jación y esquemas de incubación de los anticuerpos primarios,

permitió la inmunotinción de la FNcon elevada sensibilidad

y especificidad en los diferentes dominios en que ella se lo
calizaba.

La fijación a muy baja temperatura con una mezcla de me

tanol y ácido acético -procedimiento ya empleado con éxito

en la inmunotinción de antígenos del virus Junin (59)- pro

dujo una marcación citoplasmática de mayor nitidez que otros

fijadores ensayados, que incluyeron paraformaldehido (PF),

PF más glutaraldehido, metanol, Carnoy y Bouin.

En cuanto a la FN extracelular, la técnica PAPaqui em

pleada confirmó resultados obtenidos por inmunofluorescencia

(37,101). Además, gracias a la buena fijación lograda con pa
raformaldehïdo previa a la incubación con el anticuerpo pri

mario, se logró preservar la inmunorreactividad, la que se

evidenció exclusivamente comoFN fibrilar, tanto en la cara

ventral -asociada a los contactos adhesivos- y dorsal de la

célula, comoen los bordes del soma y las prolongaciones.

El procedimiento de doble incubación con el suero anti-FN,



-67

antes y después de una doble fijación con PF y metanol ácido,

produjo una delicada marcación de la FNcitoplasmática (antes

de ser secretada) y matricial (polimerizada en fibras). Es

probable que 1a muybreve fijación con metanol ácido precipi

te rápidamente a la glicoproteína y, por otro lado, favorezca

la penetración de los anticuerpos al disolver los lípidos de
membrana. El alcohol ácido a muy baja temperatura ya ha sido

referido comoun excelente preservador de la antigenicidad

(42), ya que permite detectar a la FNde tejidos incluidos

en parafina con la mismasensibilidad que en cortes por con

gelación de tejidos no fijados. Junto a la aplicación de mé

todos ultraestructurales (30,37,72,29), el procedimiento aqui

descripto ofrece ventajas en cuanto a poder optar por el tipo

de FN que se desea inmunomarcar.

La FNen cultivos de células astrocitarias

La FN en su forma celular ha sido encontrada en la MBde

diversas clases de células en cultivo (43,49,29). En cuanto a

las de tipo astrocitario, la presencia de FNfue descripta

por primera vez por Vaheri y col. (99), quienes por inmuno

fluorescencia la detectaron en lineas gliales normales y neo

plásicas.
Sin embargo, estudios posteriores no lograron detectar

FNen la MEde cultivos primarios derivados de encéfalo de

rata, lo que motivó una larga controversia acerca de la expre

sión o no de FNpor estas células neurales. Es de destacar

que en uno de esos trabajos (79) no se especifica la edad del

cultivo, mientras que en otro (94), no se refieren datos acer

ca de las condiciones de fijación de la monocapani otros de
talles de la inmunotinción.

Los resultados obtenidos en nuestro laboratorio demuestran

la temprana síntesis de FNpor células astrocitarias derivadas
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de encéfalo de rata neonata, visualizada a través de la inmuno

marcación citoplasmatica. En las primeras horas post-siembra

la manxxúónes predominantemente perinuclear y no matricial,

pero paulatinamente se observa la aparición de fibras asocia
das al entorno celular.

A medida que aumenta la edad del cultivo, la red fibrilar

es más densa,y al mismotiempo se sigue detectando FN intrae

celular, aunque más débilmente y en menor número de células, lo

que inQiCa que se/sigue sintetizando y depositando, pero pro
bablemente en forma más lenta que en la inmediata post-siembra.

Estos resultados indican que la FNpericelular sería nece

saria para la adhesión y expansión de los astrocitos inmaduros,

pero, a medida que el cultivo se hace más denso, establecién

dose los contactos célula-célula. al tiempo que disminuye la

tasa de división y la movilidad celular,la sintesis de FNde

cae,

En base a métodos inmunocitoquimicos y por iodinación,

Price y Hynes (80)refieren, aunque sin especificar la edad del

cultivo, que los astrocitos cultivados poseían muyescasa FN

en sus superficies pese a que la sintetizaban en cantidades

comparables a fibroblastos.

En nuestras monocapas de edad más avanzada, los astrocitos

maduros GFAPpositivos, aparecen sobre la red de FN, pero sin

mostrar restos de la glicoproteïna asociada a su superficie,

como sucede en estadios más tempranos.

En algunos sistemas de células en cultivo ya se ha detec

tado una modulación de la expresión de FN según el grado de di

ferenciación. Las FNs secretadas al medio por células muscula

res lisas, asi comosu capacidad de ser incorporadas a la ME,

variaban según fueran células poco o muydiferenciadas (7J). En

otro trabajo (88) se informa que la FN de pulmón humano es más

similar al tipo celular, en tanto que la de adulto se asemeja
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más a la de tipo plasmático, lo que indicaria un cambio duran

te la ontogénesis.
Entre los mecanismos involucrados, afimás de las variacio

nes debidas a la diversa expresión de FNdurante el desarrollo,

pueden incluirse la modulación de las integrinas y otros recep

tores de las ME,así como la degradación por proteasas perice
lulares.

Pese a que sólo se ha detectado FN en meninges y paredes

de vasos sanguíneos en SNCde animales adultos (87), durante

el desarrollo del SNCse evidencian regiones intensamente te

ñidas para FNque delinean la ruta migratoria de las neuronas

granulares del cerebelo (35) y en las zonas que contienen afe

rentes corticales cerebrales tempranos (93). En amboscasos,

la detección de FN cesa cuando la migración se ha completado.

Estas observaciones, junto a la conocida propiedad de la

FNpara promover la formación de neuritas in vitro (46), sugie

ren un papel en la guia de las neuronas y sus axones durante

el desarrollo temprano. Por otra parte, es conocido que la FN

induce la proliferación de astrocitos en cultivo, ademásde

estimular su migración(32).

El conjunto de estos datos sugiere que los astrocitos jó

venes pueden ser -al menos parcialmente- los responsables de

la sintesis de la FNpresente en el SNCen desarrollo.

De los trabajos llevados a cabo tanto en nuestro laborato

rio comoen otros, se deduce la importancia de realizar análisis

secuenciales, dado el carácter transitorio y dinámico de las

funciones ejercidas por las MBa lo largo de la maduración,

tanto in vivo comoin vitro.

Acción citopatggénica del virus Herpes simplex tipo l sobre
cultivos fibroblásticos y astrocitarios

Los cultivos infectados con HSV-lpresentaron los caracte



-70

risticos efectos de fusión, redondeamiento y arracimamiento

celular, tanto en fibroblastos comoen astrocitos.

En la infección por Herpes simplex se conocen dos mecanis

mospor los cuales algunas proteinas codificadas por el virus
inducen fusión celular. En uno de ellos, la transcripción y

la traducción son prerrequisitos para la iniciación de la fu

sión, y es llamado fusión desde adentro (FFWI)(25). El otro

tipo de fusión, que no los requiere y es más rápido y dependien

te de la temperatura, se denomina fusión desde afuera (FFWO)

(25), ya que parece producirse por alteración de la membrana

plasmática por proteinas virales exógenas. 

Segúnnuestros resultados, en las etapas iniciales de la

infección, las células multinucleadas con sus citoplasmas dé

bilmente teñidos para Ag viral podrian producirse por FFWO,

en tanto aquellas con núcleos y citoplasmas intensamente posi

tivos se podrian originar por uno u otro de los mecanismos.

Efectos de la infección por virus Herpes simplex tipo l sobre

la FNpericelular

La doble marcación inmunocitoquimica de antígeno viral y

FNextracelular permitió determinar la precisa correlación en

tre la extensión de la infección viral y el tipo de efecto

citopático con la eventual repercusión en la distribución de
la FNmatricial.

La FNpericelular de cultivos infectados presentaba carac
terIsticas diversas:

a) Aspecto normal, fibrilar, tanto sobre fibroblastos y astro

citos sin marcación para antígenos virales, comosobre cé

lulas fuertemente teñidas pero sin redondeaniento ni formando

parte de sincicios.

b) Fibras engrosadas en los márgenes de algunos sincicios

y áreas de intensa necrosis.
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c) Parches o gránulos sin organización fibrilar, sobre el

sustrato o el borde de algunas células uni o multinucleadas.

Sin embargo, el aspecto más remarcable consistía en la no

table pérdida de fibras de FNsobres amplios sectores de la

monocapa,principalmente en los estadios terminales de la in

fección. En el caso de células de aspecto arborescente, pese

a que no se visualizó FNasociada a sus superficies, estas per
manecíanadheridas al sustrato.

En un trabajo de fibroblastos en cultivo transformados por
virus, Nigg y col. (77) mostraron, en experimentos con virus

que no inducen una modificación sustancial de la forma celular,

las células poseen su citoesqueleto intacto, asi comosu matriz

de FNinalterada. En cambio, células transformadas por el virus

del sarcoma de Rous o el virus de Abelson que presentan evi

dentes cambios morfológicos, contienen pocas placas de adhe

sión y carecen de FNpericelular casi por completo.

Según nuestras observaciones la pérdida o modificación de

los patrones normales de FN, también está asociada a cambios

en la forma , y por lo tanto a la estructura del citoesqueleto.

Existían estudios previos que se habian referido a la afec

ción del citoesqueleto durante la formación de policariocitos

en cultivos infectados con HSV(38). Se comprobó que se produ

ce una despolimerización de microtúbulos y que las fibras de

tensión (stress fibers)constituidas por actina, pierden tempo

rariamente su conexión con la membranaplasmática. Este fenó

menopodría resultar en la afección de las integrinas, que,

se sabe, están conectadas a través de la talina (44) con los

microfilamentos de actina. De esta manera se inducirïa una

unión anormal de la FN con sus receptores de membrana, con la

subsiguiente pérdida de conexión de las fibras con la superfi
cie celular.
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La pérdida de FNparece ser un evento previo o simultáneo

a la fusión, ya que aún en Pernibs más precoces de la infección

a baja mdi, donde casi toda la monocapapresentaba aspecto nor

mal, la FNestaba ausente sobre algunos sincicios aislados.

Conrespecto a algunas células o policariocitos que perma

necían adheridos pese a la ausencia aparente de FNpericelular,

Curtis y McMurray observaron un fenómeno similar (13), cuan

do describen adhesión de fibroblastos aún después de la inhi

bicfifiide FN con péptidos que compiten por sus receptores y en

ausencia de sintesis proteica.

Sin embargo, en etapas avanzadas de la infección de nues

tros cultivos, las células se desprendïan del sustrato. La co

nocida acumulación de la glicoproteína D viral en áreas de ad

hesión de células infectadas (78), sugiere intrincadas relacio

nes del virus con zonas en que el citoesqueleto de relaciona

con la MB (lO).

Por otra parte, es conocida la acción de virus transforman

tes que inducen redondeamiento y pérdida de FNpericelular (l,

47,99,101,77). Se han postulado varios mecanismospara expli

car este fenómeno, tales comofosforilación de receptores y

proteínas asociadas con ellos (41), inducción de proteasas que

degradan FN (16,45,74) y disminución de los niveles de coláge

no requeridos para proteger a la FN frente a esas proteasas

(15).

Conrespecto a la infección viral productiva, es escasa

en cambio la información disponible acerca de su repercusión

sobre la ME. Sin embargo, se conocen algunos ejemplos de inter

acciones de FN con pmiioflas virales o algunos de sus componen

tes. En uno de estos trabajos se vio que,luego de la infección

'con HSV,particulas virales luego de ser sedimentadas por ul

tracentrifugación se agrupaban en conglomerados forjados por
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un material que se inmunoteñía para FN (20). La degradación

de la FNpor las proteasas inducidas durante la infección por

HSV(21) podría explicar la pérdida de la FN detectada en nues
tros estudios.

Sin embargo, aún moexistenpruebas directas que expliquen

el mecanismopor el cual la infección viral, productiva o trans

formante, afecta la unión de la matriz pericelular con la su

perficie celular, ya sea a través de la desorganización del

citoesqueleto, la desaparición de receptores, o la ruptura de

la unión de éstos con las moléculas de la matriz.
En trabajos llevados a cabo con micelas lipídicas que con

tenían glicoproteínas.de la envoltura de ciertos virus (Para

influenza tipo l, Influenza A y Parotiditis), se vio que se

unían específicamente a la FN (52,54). Dada la comprobada unión

de algunos componentes virales a la FN,se postula un papel en

la adsorción y opsonización de los virus en el organismo ente

I’O.

Accióncitopatogénica del virus Junín sobre cultivos fibroblás

ticos y astrocitarios

Durante el curso de una infección productiva in vitro, los

virus pueden producir:

a) Unataque letal por productos tóxicos del genomaviral o

disrupción de las funciones regulatorias celulares.

b) Infección persistente sin efecto citopático, donde las cé

lulas infectadas pueden tener tanto apariencia morfológica

comovelocidad de crecimiento normales, pero pueden mostrar

anormalidades en algunas de sus funciones. En este caso, pue

de producirse la inserción de antígenos extraños al huésped o

una alteración de los antígenos del huésped de la superficie
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celular, que en el organismo pueden provocar una respuesta de

hipersensibilidad retardada.

' El VJ persite por largos periodos en cultivos fibroblásti

cos, con liberación de virus infectivo, pero sin producir al
teraciones morfológicas evidentes.

Encélulas astrocitarias en cultivo, el VJ acelera la di

ferenciación morfológica a través de un reordenamiento de los

componentesdel citoesqueleto (6).

Efectos de la infección por VJ sobre la FNpericelular

En nuestros estudios inmunocitoquimicos de fibroblastos

infectados con VJ, las células en que se evidenciaba presencia

de antígenos virales no mostraban modificaciones en su FNma

tricial pericelular.
Tampocopudieron observarse cambios en la FNmatricial de

cultivos astrocitarios infectados, salvo los que tienen lugar

en células maduradas espontáneamente.

Las células infectadas con VJ, a pesar de soportar la re

plicación viral por lapsos prolongados, no sufren modificacio

nes sustanciales en la organización del citoesqueleto ni de

los complejos de adhesión al sustrato. La matriz pericelular,

que contribuye decisivamente en la adhesividad y el mantenimien

tampoco parece afectarse, en losto de la morfología celular,
dos sistemas estudiados.
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CONCLUSIONES

La utilización de una metodologia expresamente adecuada

permitió caracterizar a la FN, tanto en células fibroblásticas,

en que la FN habia sido extensamente estudiada, como en cé

lulas astrocitarias en cultivo primario, cuya presencia habia

suscitado divergencias en los trabajos llevados a cabo hasta
entonces en varios laboratorios.

Los estudios secuenciales dejaron en claro que la FNposee

diferentes localizaciones a lo largo de la evolución del culti
vo, y señalan la importancia de este procedimiento en ocasión

del análisis funcional de los componentescelulares en etapa
de desarrollo.

La acción de un virus que modifica la morfología celular,

comoes el HSV-l, induce una alteración sustancial en la distri

bución de la FNasociada a la superficie de las células infecta

das. Cuandose detectó antígeno viral, pero no alteraciones e:

la forma de la célula, la FNmatricial permaneció con escasas

modificaciones, respecto de las células no infectadas. Tanto

los fibroblastos comolos astrocitos jóvenes en cultivo, pre

sentaron similares efectos citopáticos con repercusión sobre la

FNpericelular.

El VJ, que no provoca acción citopática aparente en fi:::

blastos y que induce aceleración de la maduración e: astro:;:os,
no tuvo una influencia evidente sobre la estructura de la FB

de células infectadas.

De acuerdo con estas observaciones, se concluye que la a:

ción de ciertos factores biológicamente activos sobre la o:;a:;

zación de los elementos que mantienen la forma celular, coz: e;

citoesqueleto o los complejos de unión al sustrato, produce:

una pérdida o redistribución de la FNpericelular.

Se hace evidente la necesidad de estudios inmunocitoqui



micos y ultraestructurales en combinacióncon análisis de la

expresión génica -tanto a nivel de la transcrición y la madura

ción de los transcriptos comode los polipéptidos resultan

tes- para el acceso a un conocimiento más preciso de las rela

ciones estructurales y funcionales que existen entre las células

y sus matrices pericelulares.
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