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1 Objetivos 1

. OBJETIDOS

La respuesta inmune frente a las infecciones virales pone en evidencia la
amplia variedad de recursos inmunologicos que posee el huesped. Dentro de
ellos las respuestas celulares reguladoras han sido puestas de manifiesto y
estudiadas recientemente.

Entre las respuestas inmunes mas interesantes se encuentran aquellas
capaces de llevar al huésped a desarrollar la capacidad de atacar los tejidos
propios. Se genera entonces un dano que en algunos casos puede ser mayor
que el que, potencialmente, produciria el patogeno per se En numerosos
modelos experimentales, este tipo de respuesta ha sido relacionado con la
mortalidad producida por diferentes agentes virales. Surge entonces que la
capacidad de regular este tipo de dano potencial, cuando por alguna causa se
generan respuestas potencialmente peligrosas, puede jugar un papel central en
la capacidad de sobrevida a la infeccion.

En el caso particular del virus Junin (V]), la mortalidad en el raton
lactante (altamente susceptible a la infeccion) esta estrechamente asociada a la
induccion de una respuesta timo-dependiente. Esta respuesta se manifiesta
por la produccion de un cuadro neurologico que, histologicamente, se
caracteriza como una meningoencefalitis con la presencia de infiltrados
perivasculares de células mononucleares. Estos hallazgos estan unidos
concomitantemente con la mortalidad, y concuerdan con una reaccion de tipo
IV de Gell y Coombs, es decir de hipersensibilidad retardada (HR).

En el modelo raton adulto (resistente a la infeccion), no se detecta virus
en ningun o6rgano por métodos convencionales, no registrandose lesiones
compatibles con una respuesta de HR, aunque si se inducen altos titulos de
anticuerpos neutralizantes y se detecta actividad citotéoxica especifica. Por otra
parte, utilizando técnicas de alta sensibilidad como el cocultivo de tejidos
disgregados con células permisivas a la replicacion viral, se consiguio
establecer la presencia de virus infeccioso hasta el dia +7 post-infeccién (pi).
Ademais de ello la administracion de ciclofosfamida (Cy), en dosis y esquemas
adecuados, induce en los animales infectados alta mortalidad. Los ratones
muertos presentan un cuadro histolégico similar al descripto en los recién
nacidos. El conjunto de estos resultados demuestra que el raton adulto no es
refractario a la infeccién y que, de alguna manera, es capaz de regular la
respuesta celular ligada a la mortalidad en el ratoén lactante.
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En los trabajos aqui desarrollados se estudié la presencia de mecanismos
celulares operantes en el raton adulto capaces de regular 1a respuesta de HR,
analizandose sus principales caracteristicas operativas e identificandose
fenotipicamente a las células involucradas. Paralelamente, se describe el
primer modelo ratéon adulto naturalmente susceptible a la infeccion con virus
Junin. Se intentara establecer una correlacién entre la actividad reguladora de
la respuesta de HR y la capacidad de sobrevida en diferentes modelos murinos
sensibles o resistentes a la infeccion.
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2 INTBoODDCCINN

2.1 Generalidades del sistema inmune

A lo largo de la evolucion, los vertebrados han desarrollado una serie de
mecanismos que les permite sobrevivir en un medio altamente contaminado
sin sufrir, normalmente, las agresiones de wuna gran variedad de
microorganismos. Aiun mas, han conseguido convivir con un conjunto de ellos
en forma simbiotica y detener a una serie de potenciales patogenos. El
conjunto de mecanismos de defensa que son capaces de producir moléculas y
células que, especificamente desarrollan sistemas efectores destructivos hacia
los patégenos invasores, es el que comUnmente se conoce como Sistema
inmune.

En los ultimos tiempos, el conocimiento del sistema inmune se ha visto
enriquecido por el aporte de grandes avances provenientes de diferentes
campos de la Ciencia. Asi la genética, la bioquimica, la biologia celular y
molecular, han permitido interpretar y analizar los fenémenos de la respuesta
inmune, de tal modo que hoy tenemos una idea global del funcionamiento de
un sistema de alta complejidad y fina regulacion, cuya comprension total aun
escapa a la Ciencia moderna.

En la elaboracién y puesta en marcha de una dada respuesta inmune,
participan un conjunto de células especializadas las que, a través de una
compleja interrelacion, generan mecanismos efectores moleculares y celulares
capaces de eliminar y, mas tarde, de prevenir la invasiéon de un patégeno. A su
vez también desarrollan mecanismos de regulacidn capaces de acotar y
prevenir el dano a los tejidos propios. Es decir que el lema basico de la
inmunologia seria: Maxima efectividad en la destrucciéon de los patogenos
invasores con minimo dafio a los tejidos propios.

Los principales aportes a la inmunologia no provienen del estudio de
alguna enfermedad infecciosa sino de la respuesta hacia sustancias no
patégenas y, aln mas, no presentes en la naturaleza. El empleo de sustancias
mas simples y faciles de manejar ha permitido la diseccion de las respuestas
facilitando su comprension. Los mecanismos puestos en marcha son sin
embargo los mismos que se activan frente a una infeccion real, permitiendo asi
establecer el repertorio de respuestas y de las vias que eventualmente éstas
podrian utilizar [1]. De todos modos, el cambio de escala que implica la
aplicaciéon de los conocimientos asi adquiridos a 1a mejor comprensiéon de los
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mecanismos actuantes en una infeccion real, no es algo que transcurra en
forma directa. Dada su complejidad, cada agente infeccioso posee su propia
estrategia y pone en juego distintos mecanismos para lograr su sobrevida. En
este sentido debemos considerar que, si bien es cierto que la evolucion
capacitdo al huésped vertebrado para la sobrevida, no es menos cierto que
también ha capacitado a los patogenos para lograr su proposito de perdurar en
la naturaleza. Es asi como al no ser inertes y expresar un cimulo de diferentes
antigenos (Ags) y aun diferentes Ags en diferentes momentos de la infeccion,
entre otras muchas estrategias, los conocimientos adquiridos con sustancias no
patégenas nos dan solo una idea superficial de 10 que verdaderamente ocurre
en el individuo frente a una infeccion real. Entonces, la aplicaciéon de los
conocimientos adquiridos en esos modelos a una dada infeccion real es un
campo diferente que, si bien se nutre de la inmunologia basica, debe
considerar otros aspectos que hacen a la fisiopatogenia de la enfermedad en
cuestién.

Las células responsables de la respuesta inmune, son en gran parte los
linfocitos. Dentro de ellos, y a grandes rasgos, se pueden distinguir dos
subpoblaciones: los linfocitos B (LB) principales responsables de la respuesta
humoral en tanto son los productores de anticuerpos (Ac), y los linfocitos T
(LT) que, entre otras funciones. favorecen y regulan su produccion. Sin
embargo, entre los LT se pueden distinguir gran numero de funcionalidades
diferentes, pudiéndoselos clasificar segun su funcion como efectores y
reguladores. Dentro de los reguladores podemos encontrar aquellos LT con
funcion "helper” capaces de colaborar en la induccion de una dada respuesta.
En contraposicion a ellos, encontramos los LT con actividad supresora (LTs)
que participan regulando en forma negativa (inhibiendo) la respuesta inmune
[1-2].

Los LT "helper”, reconocen Ags procesados por los macrofagos en
asociacion con determinantes codificados por la region 1A del complejo mayor
de histocompatibilidad (CMH) en el ratén o por la region HLA-D del CMH
humano. Ellos son estimulados a proliferar y a inducir directamente o via la
secrecion de mediadores solubles otras células linfoides a diferenciarse en
células efectoras. Por el contrario, los LTs parecerian ser capaces de reconocer
al Ag en forma directa o en conjunto con el determinante 1] [3]) luego de lo
cual, son activados para suprimir la respuesta inmune. Los blancos de la
regulacion T incluyen, entre otras, a las células By T.

Entre los LT efectores podemos distinguir al menos dos tipos diferentes
de actividades realizadas por ellos, la actividad efectora de hipersensibilidad
retardada y los mediadores de respuestas citotoxicas. Esta generalmente
aceptado que la respuesta inmune celular es de importancia primordial en los
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fendémenos de rechazo de injertos, de resistencia a tumores y en infecciones
virales.

El sistema inmune, tomado en su conjunto, es considerado por algunos
autores como en una permanente y compleja homeostasis en donde su
caracteristica saliente es el reconocimiento de lo propio mas que de lo no
propio [4]. Desde este punto de vista, 1a respuesta inmune seria un proceso en
donde un Ag extrano en el contexto de los Ags propios perturba el equilibrio
produciendo una alteracion en la regulacion que lleva hacia respuesta positiva
(inmunidad) o negativa (tolerancia) [4). De este modo, la regulacion inmune
emerge como un area central de la inmunologia.

La actividad de los linfocitos supresores es uno de los mecanismos claves
de la tolerancia inmunologica. Aunque las células supresoras estan
generalmente asociadas con la falta de respuesta del sistema inmune, ellas
probablemente conducen al control de muchas o quiza de todas las respuestas
inmunoloégicas. Las células Ts fueron descriptas por primera vez por Gershon &
Kondo en 1971 [S]. Desde su hallazgo ha sido examinada su presencia en
numerosos modelos experimentales encontrandose que son capaces de
ejecutar supresion a través de diferentes mecanismos.

Gran cantidad de informaciéon sobre el funcionamiento del sistema
inmune, proviene de los estudios efectuados en modelos experimentales
animales. De éstos el raton, es el que mas resalta debido a la gran cantidad de
cepas endogamicas, facilidad de manejo y conocimiento de su sistema inmune.
Es entonces, el modelo de eleccion para realizar estudios basicos de
inmunologia.

El estudio de las diferentes poblaciones celulares involucradas en la
respuesta inmune permitié establecer un patrén gz prsori de marcadores de
superficie de cada una. Asi, los LB son ficilmente identificados por poseer en
su superficie inmunoglobulinas mientras que los LT llevan, en el ratén, el Ag
Thy 1 [6]. Dentro de las diferentes subpoblaciones de LT, se han conseguido
establecer fenotipos Utiles en su discriminacion. Los Ags mas aptos para
diferenciar las subpoblaciones de LT son los de la serie Lyt. Dentro de ellas se
pueden considerar basicamente tres subpoblaciones de LT: las que portan los
Ags Lyt 1,2,3; las que portan s6lo el Lyt 1 y las que poseen los Lyt 2,3

Aunque desconocida su funcion, estos Ags de superficie se expresan en
forma selectiva y, de alguna manera, incluyen informaciéon que decide sobre la
funcionalidad de la poblacion linfocitaria portadora. Se ha conseguido
correlacionar experimentalmente la presencia 0 no de estos marcadores con
una dada funcién. Asi, los LT Lyt 1*, se comportan en un gran numero de
modelos experimentales como mediadores de actividad “"helper” aunque
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también ese Ag esta presente en LT efectores de HR, en determinadas
poblaciones efectoras de supresion sobre actividades celulares y en células
involucradas en circuitos amplificadores de supresion. Por otra parte, el

fenotipo Lyt 2*,3* se encuentra asociado con células supresoras de respuestas
humorales y celulares como asi también en efectoras de citotoxicidad.

Otros marcadores de interés en la tipificacion de células
inmunocompetentes en el raton, son el determinante [] perteneciente a la
region I del CMH (H2) y el L3T4 codificado en el cromosoma 6 [3].

Los determinantes I] se expresan en algunas subpoblaciones de células T
inmunoreguladoras y también en factores solubles liberados por LT
involucrados en la generacion de actividades supresoras, contrasupresoras y
amplificadoras de “helper” [3). Sin embargo, no se detecta IJ en LT "helper” o
en LT citotoxicos, pese a que los primeros reconocen los Ags extranos en
asociacion con determinantes clase Il y los segundos en asociacion con
moléculas clase I. Esto determina que los marcadores I] estarian demarcando
un lineaje de células T funcionalmente distinto.

Por su parte, el Ag L3T4, considerado como el equivalente murino del CD4
humano [7)], se expresa en la mayoria de los timocitos y en la subpoblacion
dominante de los LT periféricos [7). La expresion de este Ag, esta asociada con
la de los Lyt 2, 3 solo en timocitos (80% de estas células poseen ambos
marcadores), pudiéndose entonces separar a los LT maduros en poblaciones
mutuamente excluyentes, basandonos en la expresion del L3T4 o de Lyt 2, 3
[7). Estos Ags son considerados marcadores de diferenciaciéon debido a su
expresion diferencial durante el desarrollo de timocitos a LT maduros.

2.2 Efecto de la ciclofosfamida (Cy) sobre la respuesta inmune

La Cy (N-N-bis [B-cloretil]-N'-O-propilen-acido fosforico éster diamida),
un agente alquilante, tiene en comparacion con otras drogas citostaticas una
mayor selectividad hacia las células tumorales. /z v/vo esta droga es
transformada en el higado [8-10] a su metabolito farmacolégicamente activo la
4-hidroxiciclofosfamida. Este compuesto, de corta vida media, actoa
introduciendo errores durante la sintesis de ADN y por lo tanto inhibe la
multiplicacion celular.

Las células mas sensibles son aquellas que se dividen en forma activa
afectando entonces principalmente a las células tumorales. Sin embargo,
también resultan destruidas aquellas poblaciones normales con alto indice de
recambio.

Cuando las células del sistema inmune son activadas por el contacto con
un Ag, proliferan tornindose sensibles a la droga. Es asi como la Cy posee un
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marcado efecto inmunosupresor. Se pudo comprobar que la actividad de la
droga puede notarse aunque haya sido suministrada con anterioridad a la

estimulaciéon antigénica ya que las células impactadas por la Cy moriran al
proliferar luego del contacto con el Ag.

Paralelamente, no todos los linfocitos poseen la misma sensibilidad a la
droga. En numerosos modelos experimentales, pudo comprobarse que los LTs
son particularmente sensibles [11-12]. En algunos casos, dosis tan bajas como
20 mg/kg son capaces de eliminar una dada subpoblacion [13-14]).

Por otra parte, es sabido que la droga posee un marcado efecto sobre la
respuesta inmune humoral debido a la sensibilidad de los LB y LT "helper” a
grandes dosis de Cy (150-200 mg/kg en el raton) [14-17].

La aplicacion de altas dosis previo a la estimulacion antigénica, produce
en general la ausencia de respuesta humoral y exacerba la respuesta celular
debido a la destruccion por una parte de los LB y por otra de los LTs de la
respuesta de HR, como fuera observado, entre otros modelos, en gléobulos rojos
de carnero (GRC), 2,4-dinitro, | -fluor benceno (DNFB) [18][19] y en infecciones
virales como Influenza y Dengue [20] [21].

Es asi como esta droga ha resultado particularmente Util en la diseccion
de gran numero de respuestas inmunes. En su manipulacion cobran gran
importancia la dosis, numero de aplicaciones y la secuencia de administracion
de las mismas. Mediante un adecuado manejo de estas variables se puede
modular o destruir un tipo de respuesta en particular.

2.3 Respuesta inmune en las infecciones virales

Cuando un agente viral establece contacto con un huésped susceptible,
pone en juego sus propias estrategias de replicacion y de perduracion en la
naturaleza. Una de las principales caracteristicas de las infecciones virales es
que no se puede establecer # pr7or/un patréon comun a todas ellas. Esto es
debido fundamentalmente a la diferente composicion estructural de los
agentes y a las distintas estrategias de replicacion que siguen.

Practicamente todos los Ags virales son capaces de generar respuesta
inmune de algun tipo, dependiendo ello, entre otras variables, de la cantidad,
la presentacion y la antigenicidad
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La produccion de Ac capaces de neutralizar al agente infectante es de
gran importancia en impedir la diseminacion de la infeccion. Ademas, la
respuesta humoral puede generar Ac que reconocen Ags expuestos en la
superficie celular permitiendo la accion de células o del complemento que lisan
la célula infectada abortando la produccion viral. En otros casos (Dengue) la
produccion de Ac no neutralizantes puede favorecer al virus ya que el
inmunocomplejo virus-Ac es fagocitado por los macrofagos donde el virus
replica rapidamente [22].

La respuesta celular se caracteriza por la produccion de células T
citotoxicas y T efectoras de HR. Las T citotoxicas, reconocen Ags en la
superficie celular en asociacion con Ags del CMH, siendo capaces entonces de
destruir la célula infectada. De esta manera abortan la replicacion y exponen al
virus contenido en su interior a la accion de los Ac neutralizantes. Son de gran
importancia en la eliminacion viral y es uno de los mecanismos mas activos y
tempranos que se generan.

Por su parte la respuesta de HR en algunas infecciones es de gran
importancia, aunque no ha sido aun clarificado como juega su pape! en
beneficio del huésped. Un ejemplo de esta actividad beneficiosa se observa en
el sarampion, donde la ausencia de la erupcion (respuesta HR) caracteristico de
esta enfermedad lleva a formas atipicas mas complejas y peligrosas [23]. A su
vez en infecciones con el virus Herpes, las T efectoras de HR protejen de una
enfermedad letal [23-24].

Por otra parte, todas estas respuestas pueden llevar a la generacion de
danos por el sistema inmune que pueden, eventualmente, llegar a ser aun mas
graves que los que podria producir la infeccion per se. Se determina entonces
un fenémeno conocido como inmunopatologia viral [25]. Puede ademas
sumarse la falla en la induccion de una respuesta protectora.

Es aqui cuando se observa como la regulacion de la respuesta inmune
cobra una importancia fundamental. La induccion de wuna respuesta
potencialmente peligrosa, debera ser cuidadosamente controlada a riesgo de
poner en peligro al individuo como un todo.

La generacion de una respuesta inmune estara establecida por las
caracteristicas tipicas del agente infeccioso y del sistema inmune del individuo
infectado.

Existen gran nimero de estrategias que emplean los virus de modo de
asegurar Ssu supervivencia en un dado huésped o en una poblacion.
Practicamente todas ellas involucran la capacidad de evitar las defensas
inmunes ya sea en forma directa o indirecta [23].
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Debido a su complejidad funcional, el sistema inmune puede ser afectado

por los virus en diferentes niveles. Pueden ocurrir numerosas alteraciones de

las células inmunocompetentes en el curso de una dada infeccion viral. Estas

alteraciones funcionales no necesariamente presuponen un dano extensivo al

tejido linfoide. De hecho generalmente se observan pocas, si alguna, alteracion
histologica del tejido linfoide en el curso de una infeccion viral [23,25].

Existen representantes de practicamente todas las familias virales capaces
de infectar algun tipo de célula inmunocompetente [25-26]. A veces la
infeccion puede ser determinada por la presencia de Ag viral asociado a ellas o
por la accion citopatica que ésta induce.

Sin embargo, no es la infeccion de células del sistema inmune el Unico
mecanismo que poseen los virus para asegurar su supervivencia. Otras formas
son la no exposicion al sistema inmune, ya sea porque puede infectar células
contiguas (Herpes) o por la integracion al genoma (Retrovirus); o la sobrevida
de células infectadas con baja produccion viral (LCM) entre otras estrategias.

La ausencia de respuesta frente a una dada infeccion viral, clasicamente
fue considerada como una falla en el sistema inmune. Desde este punto de
vista, esta falencia es considerada como un fendémeno de tolerancia
inmunolégica. Este concepto incluye las distintas causas capaces de originar la
aparicion de un mismo fenémeno final (la falta de respuesta). Asi, por ejemplo,
quedan incluidas la ausencia de estimulacion debida tanto a una pobre
antigenicidad del patogeno como a la falta de respuesta dada por una
incapacidad manifiesta del huésped (ejemplo clisico de este fenémeno son los
animales infectados en forma intrauterina o brevemente Juego de su
nacimiento y por lo tanto inmunolégicamente inmaduros) e, incluso, cuando la
tolerancia se debe a la puesta en marcha por parte del huésped de un sistema
supresor activo de una dada respuesta inmune.

Es necesario, entonces, analizar los distintos fenémenos por separado.

# Algunos agentes infecciosos emplean una estrategia de evasion

basada en la baja antigenicidad de su estructura. (Scrapie y otras
encefalopatias espongiformes) [23].

#Un caso absolutamente diferente es aquel en el cual el agente infecta

un organismo inmunolégicamente inmaduro. En este caso, la ausencia de
respuesta es debida a un fenomeno de tolerancia inmunologica en el sentido
mas estricto del término.
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#O0tros virus son capaces de infectar células comprometidas en la

respuesta inmune. Algunos de ellos alteran la presentacion de antigenos
infectando las células especializadas (macrofagos y células dendriticas)
logrando asi disminuir o desviar la respuesta [25] Por otra parte, determinados
agentes patogenos son capaces de infectar linfocitos B 6 T y aun determinados
subsets dentro de estas poblaciones [25-26].

#Capitulo aparte merecen aquellos virus capaces de inducir sistemas

supresores de una dada actividad inmune. En este caso en particular, la
supresion de la respuesta puede ser conducente a favorecer el proceso
infeccioso [23]. El mismo fenémeno puede ser tomado como una forma de
proteccion o de restriccion frente a respuestas potencialmente dafiinas para el
huésped como las reacciones de hipersensibilidad (celular o humoral) [23]. En
el ultimo caso esta seria una forma de defensa y por lo tanto una estrategia
puesta en juego en forma activa por el huésped que deberia ser claramente
distinguida del fendmeno de tolerancia.

Existen ejemplos en los que la supresion de una respuesta inmune
potencialmente danina resulta beneficiosa para el huésped. Es el caso de
Influenza donde la respuesta de HR podria producir danos extensivos en
pulmoén [23, 27]; Coxsackie donde las Ts reducen la miocarditis [28] y LCM que,
a altas dosis, genera supresion de respuesta celular 1a que es responsable de la
patologia del SNC [29-30], entre otros virus.

2.4 Fiebre hemorragica argentina (FHA)

La FHA ("mal de los rastrojos”) es una enfermedad infecciosa, endemo-
epidémica de etiologia viral, cuyo agente etiologico es el virus Junin (V]) [31].

En el humano, el cuadro clinico se caracteriza por un sindrome febril con
signos hematoldgicos y neuroldgicos presentindose ademas, distintos grados
de alteraciones renales, cardiovasculares y digestivas [32].

En la naturaleza, los principales reservorios del virus, serian los roedores
silvestres (p. ej. Calomys musculinus Calomys lauchay Akodon azarae cuyas
densidades de poblacion acompafan el curso de la epidemia de FHA [33]. Estas
especies se infectan de manera persistente, produciéndose transmision
horizontal de la virosis.

En forma experimental, se ha conseguido infectar exitosamente diferentes
modelos animales, los que han sido de utilidad en el estudio de distintos
aspectos de la fisiopatogenia de la infeccion.
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2.4.1 Caracteristicas del agente etiolégico

El virus Junin fue aislado por primera vez en 1958 por Parodi y sus
colaboradores a partir de material de necropsia de un paciente de la localidad
de Junin (Prov. Bs. Aires) [31].

Es un virus perteneciente al grupo de los Arenavirus, cuyas dimensiones
varian entre SO y 300 nm. En cortes ultrafinos de células infectadas se 1o pudo
visualizar durante el proceso de brotacion a partir de la membrana celular, de
donde arrastra componentes celulares [34].

Su genoma esta compuesto por ARN de simple cadena, dispuesto en
cuatro constituyentes mayores y tres menores, correspondiendo algunos de
ellos al ARN ribosomal de la célula huésped. Posee ademas seis polipéptidos
estructurales (cuatro glicosilados) siendo el de 64 kD la nucleoproteina, como
surge de su cosedimentacion con el acido nucleico viral. Una de las
glicoproteinas (38 kD) estia ubicada en la superficie de la particula y seria
responsable de la induccion de Ac con actividad neutralizante [35].

La particula viral, fuertemente pleomorfica, posee dentro de su nucleo
("core") una zona menos electrodensa donde quedan incluidos los granulos
semejantes a ribosomas y en la periferia una zona densa y compacta que se
confunde con la envoltura viral [36]. La presencia de espiculas en la envoltura
es aun materia de discusion.

Dentro de los Arenavirus, V] se ubica dentro del grupo Tacaribe el que
ademas componen, entre otros, los virus: Tacaribe, Tamiami, Amapari,
Pichindé y Machupo. Todos ellos dan reaccion cruzada en ensayos de fijacion
de complemento e inmunofluorescencia, pero pueden ser distinguidos porque
no cruzan en reacciones de neutralizaciéon (con la excepcion de Tacaribe y
Junin) ni de inmunoprecipitaciéon. Por otra parte, estos virus dan sélo una
pobre reacciéon cruzada por inmunofluorescencia con los Arenavirus del viejo
mundo (LCM, Lassa y Mozambique).

2.4.2 Huéspedes experimentales

2.4.2.1 Cobayo

La infeccion experimental del cobayo permite la reproduccion de la forma
hemorragica de la enfermedad humana. La inoculacion de la cepa XJ] de V]
produce la muerte de practicamente el 100% de los animales, dentro de los 10-
18 dias pi. La susceptibilidad a la infeccién no depende de la via de entrada
del virus ya que similares resultados se obtienen inoculandolo en forma
intramuscular, intraperitoneal, intranasal, intracerebral, subcutanea y por
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escarificacion de la piel, en todos los casos el curso de la infeccion y su
desenlace fatal es similar [37].

Los signos prominentes de la enfermedad son: hipertermia seguida de
hipotermia (al final del curso de la afeccion), pérdida de peso y petequias en:
piel, tejido celular subcutaneo, intestino delgado y grueso, suprarrenales y
mucosa bucal. Las alteraciones hematologicas incluyen: leucopenia, linfopenia
vy plaquetopenia [38-39], observandose ademas alteraciones de la coagulacion
[40] y en la activacion del complemento. Por otra parte existe una destruccion
importante de los tejidos y células comprometidos en la respuesta inmune, que
se visualiza como: descenso de LT en bazo, ganglios y sangre periférica;
hiperplasia reticular con deplecion linfocitaria y necrosis de ganglios linfaticos,
bazo y médula 6sea [41]. Por otra parte, la presencia de Ag viral detectado por
inmunofluorescencia y de virus infeccioso en el tejido linfohematopoyético se
correlaciona estrechamente con las alteraciones histologicas descriptas,
sugiriendo entonces un efecto citopatico directo del virus sobre este tejido.
Paralelamente, en el modelo cobayo se ha observado una fuerte
inmunosupresion hacia Ags no relacionados e, incluso, hacia el mismo virus
[42-43). En efecto, no se detectan Acs especificos a lo largo de la infeccion y se
encuentran deprimidas respuestas tanto celulares como humorales hacia Ags
no relacionados como haptenes, Ags proteicos, PPD etc. Por otra parte, la
inoculacion de la cepa XJCL3 demostro que ésta es atenuada en este modelo no
observandose destruccion del tejido linfoide que se acompafna de la presencia
de respuestas inmune hacia el virus y hacia Ags no relacionados, ésto Gltimo
ha sido propuesto como una herramienta para detectar atenuacion en las
diferentes cepas virales [44].

En los animales infectados con la cepa X] de V], se observa viremia
temprana (a partir del 22 dia pi) que perdura hasta la muerte del animal. Del
mismo modo el virus puede aislarse de 6rganos como ganglio (a partir del dia
+3 pi), bazo, pulmén y suprarrenales (a partir del dia +7 pi) y de corazon,
higado y rifion a partir del dia +11 pi [38, 43, 45]. Estos hallazgos muestran
una amplia distribucién del virus en diferentes tejidos aunque no se lo
encuentra en muestras de cerebro.

Aparentemente, la respuesta inmune no intervendria en la fisiopatogenia
de la infeccion ya que no se observa infiltrado de células mononucleares en las
lesiones [43], el tratamiento con suero antilinfocitico no modifica el curso de la
enfermedad [46] y no se detectan depésitos renales de inmunoglobulinas 6 de
componentes de complemento [47]. Se postula en este modelo un mecanismo
de accion directa del virus como causa de la muerte.
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2.4.2.2 Rata

En este modelo se observa una fuerte dependencia de la cepa viral, la via
de inoculacién y de la edad del huésped en la sensibilidad a 1a infeccion. Asi, la
cepa viral X]J (prototipo) al ser inoculada por via ic en lactantes de 6, 24 6 48
hs de vida, induce mortalidades del orden del 18%, 3% y 5% respectivamente,
mientras que los animales de 72hs de vida son resistentes (mortalidad 0%). Sin
embargo, la mortalidad se incrementa luego con la edad de los animales (5
dias: 31%, 10 dias: 93%) para disminuir nuevamente mas tarde, alcanzando a
los 26 dias la mortalidad 0% [48]. Por otra parte, los animales son resistentes a
la inoculacién por via ip. La inoculaciéon de la cepa viral XJCL3 por via ic en
animales lactantes induce una alta mortalidad en todos los casos, pero se
muestran resistentes cuando se utiliza la via ip.

Los animales presentan un cuadro neurologico sin hemorragias y la
muerte sobreviene entre los 14-20 dias pi. No se observan alteraciones
hematologicas significativas entre los animales infectados a los 10 dias de vida
y sus controles sin infectar. La histopatologia permitio establecer la presencia
de lesiones cerebrales y cerebelares que se correlacionan con la mortalidad. En
efecto, en los animales de dos dias de vida, (5% de mortalidad) se observan
solo discretas alteraciones mientras que, en los de diez dias de vida (93% de
mortalidad) se encuentra en cerebro un intenso infiltrado mononuclear
localizado en la membrana subaracnoidea y espacios perivasculares que
posteriormente muestran areas de neurolisis y desmielinizacion

Es de destacar que, en la rata, el virus no pareceria poseer un efecto letal
per se dado que se puede observar alta concentraciéon de Ag viral en neuronas
de cerebro, protuberancia y bulbo en presencia de altos titulos de Ac
neutralizantes en animales que sobreviven a la infeccion y que se tornan
cronicamente infectados. En ellos se observo atrofia cerebelosa [49]. Por otra
parte, los titulos obtenidos en cerebros de animales infectados tanto a los dos
como a los diez dias de vida, son similares a pesar que so6lo mueren los
pertenecientes al uUltimo grupo. Se postula entonces el desarrollo de una
inmunopatologia responsable de las lesiones que se presentan en estos
animales y que conducen a su mortalidad.

2.4.2.3 Primates

Se han estudiado, hasta el presente, cinco especies de primates todas
pertenecientes al Nuevo Mundo, ellas son: Alovatia caraya Saimiri Sciureuvs
Aouvtus trivirgatus Cebus sp.y Callithrix jaccAus.
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Si bien se detectaron Ac neutralizantes en las tres primeras, la infeccion
con la cepa XJ] no se traduce en manifestaciones clinicas apreciables ni en
signos hematologicos significativos, no rescatandose virus de organos o de
sangre [50-52].

Cebus sp, desarrolla una afeccién no mortal presentando en especial
poliadenopatias, pérdida de peso, leuco-plaquetopenia. presencia de virus en
sangre y fauces, generandose produccion de Acs. Ocasionalmente, se presenta
un cuadro neurologico tardio con depodsito de inmunoglobulinas y algunos
componentes del sistema complemento (C3) en vasos del SNC [S3].

La inoculacion de Callithrix jacchus induce una grave enfermedad con
signos hemorragicos y neurologicos que conducen a la muerte de los animales
entre los dias 17-24 pi presentandose altos titulos virales en organos v en
sangre, particularmente en tejido nervioso y hemopovético. El estudio
histopatolégico demuestra la presencia de meningoencefalitis y vasculitis de
intensidad variable en pulmon, higado, tejido linfatico y medula 6sea. Ademas
se detecta la presencia de Ag viral por inmunofluorescencia en €sos mismos
organos. El conjunto de estos hallazgos sugieren que en este modelo se
presenta una enfermedad similar en varios aspectos a la FHA humana [S4-551.

Un modelo experimental desarrolado en Rhesus maciaqgues fue utilizado
para valorar una cepa atenuada de V] (Candid 1). no encontriandose lesiones
en CNS ni tampoco virus o antigeno viral en sus organos [35].

2.4.2.4 infeccion experimental del raton

Se ha conseguido infectar exitosamente una serie de animales de
laboratorio. De esta forma se lograron establecer diferentes modelos
experimentales, cada uno de ellos con caracteristicas propias, que permitieron
realizar estudios sobre la fisiopatogenia de la infeccion.

En el ratéon infectado con V] se pueden distinguir clasicamente, dos
modelos. Por una parte el modelo raton lactante (24-72 hs de vida) que es
sensible a la inoculacion por V] ya sea por via ic donde presenta una
mortalidad cercana al 100%, o por via ip donde la mortalidad alcanza al 75-
90%. Este comportamiento se observa en forma independiente de la atenuacion
de la cepa viral empleada [56-57]. La inoculacion induce fuertes signos
neurologicos no presentandose manifestaciones hemorragicas. La muerte
sobreviene entre los 7-27 dias pi presentando el pico de mortalidad entre los
dias 12-15 [56-57]. Por otra parte, el raton adulto es resistente al virus ya que
no se observan signos de enfermedad y soélo se obtiene baja mortalidad (8-
10%) aun cuando se lo inocule directamente en el érgano blanco, es decir en el
cerebro [58-59].
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En el raton lactante infectado por via ic, no se detectan Ac neutralizantes
en ningin momento aunque si fijadores de complemento que aparecen
alrededor de los dias 10-15 pi. Sin embargo, en los animales que sobreviven a
la infeccion se encuentran Ac neutralizantes alrededor de los 20 dias pi los que
perduran posteriormente durante periodos prolongados [57].

En los recién nacidos infectados por via ic, el virus alcanza altos titulos en
cerebro (108 DLgg/mg) a partir del dia +7 que se mantienen hasta la muerte de
los animales [56). Es posible aislar virus a partir de otros érganos luego del dia
72 pi. Se detecta viremia en bajo titulo desde el 32 dia pi [56).

El analisis histopatoldégico del cerebro de los lactantes infectados muestra
entre los dias 12-15 pi, coroiditis, hiperplasia glial, vasculitis y perivasculitis
con infiltrado de células mononucleares {60]. Es posible detectar Ag viral en
citoplasma de neuronas corticales y en las paredes de los vasos a partir del 72
dia pi.

Existe acuerdo generalizado entre los distintos autores en aceptar que las
lesiones observadas en el encéfalo de estos animales y responsables de la
mortalidad, serian el producto de una reaccion de tipo inmunolégico semejante
a la descripta en la encefalitis alérgica experimental [60-66]). Para que estas
lesiones se manifiesten y los animales no sobrevivan a la infeccion viral, es
necesaria la integridad del sistema T dependiente [60-62].

Luego de los trabajos pioneros con animales timectomizados en los que se
obtienen titulos virales semejantes a los controles infectados sin timectomia,
pero con sobrevida del 100%, que llamaron la atencion sobre el origen
inmunopatologico de la enfermedad en este modelo [61], se disenaron
diferentes experiencias que en definitiva concluyeron en la misma afirmacion
sobre la necesidad de la integridad del sistema timo dependiente para la
generacion de dafnos en el SNC.

Los animales tratados con suero antitimocito en diferentes esquemas
pueden sobrevivir a la infeccion o ver prolongada su expectativa de sobrevida,
pese a que los titulos virales en cerebro son semejantes a los controles
infectados sin tratar (60, 65-66].

La histopatologia de los animales timectomizados o tratados con suero
antitimocito demuestra la ausencia de las lesiones caracteristicas que siguen a
la inoculacion con V] [60-61]. Esto permite afirmar que no es el virus per se el
responsable de los danos encontrados en los animales no tratados.

Mas recientemente, con el desarrollo de los ratones atimicos (nude:
nu/nY se confirmaron estos hallazgos. En efecto, estos animales no presentan
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signos de enfermedad ni mortalidad pese a que los titulos virales son

semejantes a los encontrados en sus hermanos eutimicos ( ze/+; +/4, los que
siguen los patrones clasicos de la enfermedad [62].

Por otra parte, la inmunosupresion de los ratones infectados con Cy
aplicada en determinados esquemas, permite la reduccion del dano histoloégico
con la consiguiente sobrevida [63, 67].

Esta serie de hallazgos tomados en su conjunto, permitieron establecer
firmemente la naturaleza inmunopatologica del dano en el SNC, el cual se
presenta de manera concomitante con la mortalidad. Paralelamente, existe
también concordancia en que la respuesta inmune responsable de la
mortalidad es del tipo IV de Gell & Combs es decir de hipersensibilidad
retardada [63].

En contraste, el raton adulto es resistente a la inoculaciéon viral no
presentando danos en el SNC ni signo clinico alguno, alcanzandose una
mortalidad de solo el 8-10% [S58]. En €1 no es posible detectar virus utilizando
meétodos convencionales en ningun 6rgano, ni ain de aquellos pocos animales
que mueren [58]. La utilizacion de técnicas mas sensibles permitio detectar la
presencia de virus infeccioso en cerebro hasta el dia +7 pi, y una viremia fugaz
en los dias 2 y 4 pi [68]. También se consiguio 1a deteccion de virus en bazo en
los dias 3 y 4 pi, que probablemente sea a consecuencia de la viremia.

Si bien no se presentan danos en el SNC, la infeccion puede ponerse en
evidencia debido a la generacion de respuesta humoral. Esta se desarrolla a
partir del dia +8 con la presencia de Ac fijadores de complemento [59]. La
-aparicion de Ac neutralizantes (probablemente los mas importantes en la
resistencia) ocurre también al dia +8 pero en titulos muy bajos (1/10) los que
posteriormente aumentan hacia los dias 20-24 pi llegando a valores de 1/160
(59].

La presencia de virus infeccioso en SNC, junto a la susceptibilidad de los
macrofagos peritoneales a la infeccion viral [69-70)], descartan la posibilidad
de que estos animales no posean células blanco para la replicacion viral.
Paralelamente se pudo detectar la generacion de células T citotoxicas que
preceden a la inmunidad humoral, otro indicador de la presencia de infeccion
viral [59].

Cuando se suministran drogas inmunoupresoras como Cy en esquemas y
dosis adecuadas, se consigue facilmente la obtencion de altos indices de
mortalidad (90%) [S8]. En los animales que mueren se pudo comprobar la
presencia de lesiones similares a las halladas en los ratones lactantes y altos
titulos virales en cerebro. Paralelamente se observa retraso en la aparicion de
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Ac neutralizantes. La posterior administracion de Ac obtenidos de animales
infectados fue capaz de protejer estos ratones tratados pero no de eliminar al
virus. Si en cambio se transfieren células esplénicas de animales infectados sin
tratar, se obtiene limpieza viral pero sin proteccion. Estos resultados sugieren
la activa participacion de ambos tipos de respuesta inmune (humoral y
celular) en la resistencia a la infeccion viral [58-59].

Hasta el presente, no existe una explicacion adecuada de las causas
conducentes a la sobrevida de los ratones adultos a la infecciéon con V]. Se
puede postular que los ratones lactantes serian sensibles por una falla debido
a su inmadurez inmunologica en la regulacion de la actividad de HR, mientras
que el ratéon adulto podria poseer mecanismos de regulacion mas eficientes
capaces de protegerlo del dano potencial de este tipo de respuesta inmune
hasta la generacion de Ac neutralizantes protectores.

De este modo se postula que la respuesta de HR, considerada como la
causante de la inmunopatologia que lleva a la muerte de los animales,
probablemente estaria bajo la regulacion de algun sistema capaz de suprimirla
en los ratones adultos (resistentes a la infeccion viral). La busqueda,
caracterizacion y estudio de su cinética y modo de accion, son los puntos
centrales del trabajo experimental aqui presentado. Paralelamente, se
describira un modelo murino adulto naturalmente sensible a la infeccion viral.

2.5 Breve descripcidn de los sistemas indicadores de hipersensibilidad
retardada (HR) utilizados

Con el proposito de estudiar las posibles alteraciones en la HR inducidas
por el virus Junin (V]), se empleé la respuesta generada hacia Ags no
relacionados la que fue utilizada como "sistema indicador” y gran parte del
trabajo experimental aqui presentado se basa en su empleo. Se seleccionaron
como Ags particulados los eritrocitos xenogeneicos. Los circuitos que éstos
inducen en el ratéon han sido previamente descriptos y estudiados por
diferentes autores, asi como el efecto de la administracion de Cy [71-78].
Fundamentalmente el Ag que mas se empleé fue globulos rojos de carnero
(GRC).

En el raton, la administracion de altas dosis de GRC (108 6 superiores),
induce la estimulacion de respuesta humoral excluyéndose la respuesta de tipo
HR (desviacién inmune) [71, 74, 77]. Si se suministran bajas dosis de GRC (106
0 inferiores), no se observa respuesta humoral apreciable pero si buena
respuesta de HR 7 dias después de la sensibilizacion [73]. En el modelo 108



2. Introduccion 1 8

GRC, se pudo comprobar que la ausencia de respuesta de tipo HR es debida a la
activa puesta en marcha de un sistema supresor, que hace su aparicion luego
del dia +3 post-sensibilizacion (ps), y que estaria compuesto por, al menos, dos
células supresoras como pudo determinarse por su sensibilidad diferencial a la
Cy [73-74. Por otra parte en el modelo 106 GRC se obtiene una cinética de HR,
en funcion del tiempo ps, que indica que a partir de un determinado momento,
hace su aparicion una poblacion supresora capaz de disminuir, aunque soélo
parcialmente, la respuesta de HR [73].

La administracion de Cy (200 mg/kg) dos dias antes de sensibilizar con
108 GRC, produce la eliminacion total de la actividad supresora de HR y de la
respuesta humoral [78]. Asi, en el modelo Cy 200-108 GRC, es posible obtener a
los S dias ps una respuesta de HR hacia GRC libre de sus supresoras especificas.
Por otra parte, la administracion de Cy (50 mg/kg cada dosis) en los dias -
1,+1+4, tomando como cero el dia de la sensibilizaciéon con GRC, produce la
deplecion parcial de las células supresoras de HR hacia GRC valorandola al dia
+7 ps (sistema Cy S50-108GRC) [74].

En resumen, se puede tener de esta manera, distintos sistemas
indicadores de HR diferentes aunque dirigidos hacia el mismo antigeno:

# 106 GRC: Buena respuesta de HR aun en presencia de células
supresoras especificas. Valoracion: dia +7.

# 108 GRC: Ausencia de respuesta HR debido a la activacion de
circuitos supresores especificos. Util como control negativo de HR. Valoracion:
dia +7.

# Cy 200-108 GRC: Destruccion de los sistemas supresores de HR
especificos. Buena respuesta HR valorada al dia +5.

# Cy 50-108 GRC: Destruccion parcial de los circuitos supresores de HR
especificos. Buena respuesta de HR. Valoracion: dia +7.

Otro sistema que se utilizé fue el disparado contra glébulos rojos de pollo
(GRP). Este Ag sigue vias semejantes a las descriptas para GRC. Sin embargo,
cuando ambos Ags son utilizados en forma simultinea no dan reaccién cruzada
en respuesta de HR [77].
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3. MOTEDIOLES ¥ METODOS

3.1 Animaies

3.1.1 Ratones

Cepas murinas empleadas:

BALB/c, BALB/c), C3H/He], C57BL todas ellas endocriadas.
Origen de las mismas:

# BALB/c: Comision Nacional de Energia Atomica (CNEA), Ezeiza, Prov. Bs.
Aires.

# BALB/c]) y C3H/He]: The Jackson Laboratories Inc., Bar Harbour, ME,
USA.

® C57BL: Instituto Nacional de Farmacologia y Bromatologia, Buenos Aires.

Todas estas cepas fueron mantenidas en el bioterio del Departamento de
Microbiologia, Fac. de Medicina, Universidad de Buenos Aires.

Los animales fueron utilizados a las edades que se especificaran en cada
€aso.

En los ensayos detallados en los puntos 4.1-4.4, se utilizaron los ratones
BALB/c de la CNEA. Toda otra mencion de esta cepa, hace referencia a los
BALB/c] obtenidos de "The Jackson Laboratories".

3.1.2 Conejos

Se utilizaron animales adultos de 2.5 kg de peso de la raza Gigantes de
Flandes, los que fueron obtenidos de distintos criaderos comerciales y del
bioterio del Instituto Nacional de Farmacologia y Bromatologia (Buenos Aires).

3.1.3 Cobayos
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Fueron obtenidos de diferentes criaderos comerciales, de un peso entre

250-350g. Se emplearon como dadores de suero fresco el que se utilizd en
algunos ensayos como fuente de complemento.

3.1.4 Carnero

Se utilizé un Unico animal previamente seleccionado por la capacidad de
sus globulos rojos de inducir buena respuesta de HR en los sistemas utilizados.
Este animal fue mantenido en las instalaciones del Instituto Nacional de
Tecnologia Agropecuaria (INTA-Castelar).

Los eritrocitos fueron obtenidos por puncion venosa (vena yugular) cada
veinte dias, los que fueron conservados en solucion de Alsever con el agregado
de antibidticos (penicilina-estreptomicina) a 49C. Previamente a su utilizacion,
los globulos rojos de carnero (GRC) fueron lavados por centrifugacion tres
veces en solucion salina tamponada (PBS). Luego del Gltimo lavado, las células
fueron contadas en cimara de Neubauer y ajustada su concentracion en PBS
segun los requerimientos experimentales.

3.1.5 Polio

Se obtuvieron eritrocitos de un Unico animal seleccionado por la
capacidad de sus células para inducir respuesta HR satisfactoria en el sistema
empleado. Animal de origen comercial. La sangre fue mantenida en solucién de
Alsever libre de antibidticos y usada dentro de los veinte dias de su
extraccion.

3.2 Cultivo de tejidos

3.2.1 Células Vero

Estas células son permisivas a la replicacion de V], que produce en ellas
un efecto citopatico caracteristico. Ademas, en ellas es posible 1a induccion de
placas de lisis debidas a la accion del virus lo que permite su cuantificacion
por unidades formadoras de placas (UFP).

La linea celular fue mantenida por pasajes semanales en "Minimum
Essential Medium” (GIBCO 410-1500) adicionado de 5% suero de ternera
(GIBCO) y antibidticos (penicilina 100 U/ml, estreptomicina 100 mg/ml).
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3.2.2 Células BHK2

Estas células fueron utilizadas en la preparacion de microcultivos en tubos
Leighton los que, una vez infectados, sirvieron como sustrato en ensayos de
titulacion de anticuerpos fluorescentes.

Las células fueron mantenidas por pasajes semanales en medio "Minimum
Essential Medium-Glasgow BHK21" (GIBCO 410-2100) suplementado con 10%
suero fetal bovino (GIBCO) y antibioticos.

3.3 Dirus

Se utilizaron las cepas X] (patogena prototipo) y XJCL3 atenuada para
hombre y cobayo, del virus Junin.

Los stocks fueron preparados en cerebro de ratones BALB/c lactantes de
72 hs de vida, los que fueron inoculados por via ic con 103 DL50 de V]
contenidos en 0.02 m! de solucién de Hanks' adicionada de 2% suero de ternera
Yy antibioticos. A los 7 dias post-infeccion, se sacrificaron los animales por
decapitacion dejandose con vida el 10% como control. Los cerebros fueron
obtenidos en forma aséptica y conservados a -70 2C. Una vez confirmado el
éxito de la infeccion por la mortalidad de los controles, se realizo la
preparacion del stock viral. Para ello, se maceraron los cerebros (10% p/v) en
solucion de Hanks' con el agregado de suero fetal bovino (2%), y antibiéticos. El
homogenato fue centrifugado a 10000 rpm a 42C durante 1 h, conservandose
el sobrenadante alicuotado a -702C hasta su utilizacion.

Los stocks fueron titulados por DLsg para ratén lactante, inoculandose
0.02 ml de diluciones de razén 1/102 por via ic. El titulo fue estimado por el
método de Reed & Muench [79]. Paralelamente, los stocks fueron titulados por
UFP, sobre monocapas de células Vero bajo metilcelulosa. Para ello, se
inocularon monocapas de células Vero con 0.1 ml de diluciones seriadas del
stock viral en PBS de razén 1/102 . El virus se dejo adsorber durante 60 min
a 379C agitandose cada quince minutos y, luego de retirado el indculo, se
agregd medio de cultivo adicionado de 3% suero fetal bovino y 0.8%
metilcelulosa. El revelado se efectud a los 7 dias con solucion de cristal violeta
(0.02%) en 10% formol [80].

3.4 Deteccion de Anticuerpos anti-1J
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3.4.1 Neutralizacién

Se siguié la técnica de dilucion de suero variable-virus constante. Los
sueros fueron diluidos 1/5 en PBS y centrifugados a 10000 rpm durante lh a
49C y luego incubados a 569C durante 30 min. Seguidamente, se los diluyo a
razén de 1/102 en PBS y se les agrego igual volumen conteniendo 100 UFP de
la cepa XJ de V] [diluido en PBS] y se incubé la mezcla a 379C durante una
hora. Luego se infectaron monocapas de! mismo modo que el descripto en el
punto anterior. Se consideré titulo neutralizante aquella dilucion capaz de
proteger el 100% de la monocapa.

3.4.2 Inmunofiuorescencia

Como Ag se utilizaron preparados de células BHK2; infectadas. Para ello,
se inocularon microcultivos crecidos en tubos de Leigthon con la cepa X] de V]
a una multiplicidad de infeccion (MOI) igual a 1. A las 24 hs los preparados
fueron lavados varias veces con PBS y luego fijados en acetona fria durante 10
min. Estos preparados fueron conservados a -202C hasta su utilizaciéon. Como
controles, se prepararon cultivos paralelos que recibieron PBS en lugar de
virus.

Los sueros a titular, fueron diluidos 1/5 en PBS y luego incubados a 562C
durante 30 min. Posteriormente, se efectuaron diluciones de razén 1/22, con
las que se cubrieron los preparados durante 30 min a 379C en cimara himeda,
luego de sucesivos lavados en PBS, los preparados fueron cubiertos con
gammaglobulinas de cabra anti-gammaglobulinas de ratén marcadas con
fluoresceina (Dako, Dinamarca) diluido 1/80 durante 30 min a 379C. Los
preparados fueron lavados exhaustivamente en PBS, luego en agua y
posteriormente secados a temperatura ambiente. La observacion se efectud
con un microscopio de epiiluminacion Zeiss a 400X. Como control positivo se
incluyé un suero hiperinmune de ratéon anti-V] obtenido de animales que
recibieron 4 inoculaciones de la cepa X] de V] (103 DLsg cada una) a intervalos
de 15 dias por via intraperitoneal.

3.5 Deteccldn de virus por co-cultivo

Esta técnica de alta sensibilidad para la deteccion de virus, fue descripta
en 1969 por Horta-Barbosa y col. [81] siendo modificada luego por Gilden y col.
[82] y por Carrigan y col. [83]. En el presente estudio se siguié bisicamente la
técnica descripta para virus Junin por Berria y col. [68].
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El principio de la técnica se basa en colocar en estrecho contacto células

permisivas a la replicacion viral, con el material en el que se desea detectar

virus (érganos, tejidos o fluidos) en condiciones adecuadas a la multiplicacion

viral, de modo que el virus liberado sea amplificado por las células permisivas
facilitandose su deteccion.

La presencia viral se puede detectar por la accion citopatogénica (ACP)
sobre las células, por la presencia de Ag viral o por el ensayo del
sobrenadante, entre otras alternativas.

En el presente trabajo, se utilizaron como células permisivas las células
Vero, que ademas presentan ACP al ser infectadas con V].

Los organos de los ratones infectados fueron obtenidos en condiciones
asépticas, lavados repetidamente en PBS y luego con antibiéticos (penicilina-
estreptomicina). Posteriormente, se los corté en pequefios trozos y se los
disgregd preservando la integridad celular. La sangre fue obtenida del seno
retroorbital sobre heparina, siendo luego diluida en PBS con el agregado de
antibioticos. Por otra parte se preparé una suspension de células Vero (1x108
células/ml|) en MEM adicionado de 5% suero fetal bovino y antibioticos. Se
mezclaron volumenes iguales de células Vero y de cada uno de los tejidos
disgregados, para luego sembrarlos en botellas de cultivo de vidrio e
incubarlos a 372C durante 7 dias. En las muestras correspondientes a sangre y
cerebro, se procedié al cambio de medio a las 24hs. Los cultivos fueron
observados diariamente en busca de ACP y a los 7 dias se cosecho el
sobrenadante, el que fue ensayado sobre monocapas de células Vero bajo
metilcelulosa para la deteccion de virus por UFP.

3.6 Preparacion de antisueros

3.6.1 Suero anti-timocito (anti-d)

Se siguié la técnica de Golub [6]. Se efectuaron en conejos adultos dos
inoculaciones por via subcutanea separadas quince dias entre si, de macerado
al 10% (p/v) de cerebro proveniente de ratones BALB/c aduftos normales
emulsionado con un volumen igual de adyuvante completo de Freund. Los
animales fueron sangrados 7 dias después de la ultima inoculacion.

Los sueros fueron decomplementados a 562C durante 30 min y luego
adsorbidos con globulos rojos y con polvo de higado de raton BALB/c adulto.
Los globulos rojos fueron obtenidos a partir de sangre periférica y el polvo de
higado fue preparado a partir de 25 6rganos macerados en solucion fisiolégica
a los que luego se les agregd 400 ml! de acetona, el residuo fue lavado con
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acetona y secado por evaporacion a 372C. La adsorcion del suero se efectud
durante 1 h a temperatura ambiente con los globulos rojos y posteriormente
con 100 mg de polvo de higado durante una noche a 42C con agitacion
constante. Luego de este proceso, el suero fue centrifugado a 10000 rpm

durante 1h a 4 2C y el sobrenadante se conservo, en alicuotas, a -202C hasta su
utilizacion.

El suero fue titulado por citotoxicidad sobre una suspension de timocitos
de raton BALB/c lactante (108 cél/m!) agregandose partes iguales del suero a
titular diluido a razén 1/22 y 0.1 ml de suero fresco de cobayo como fuente de
complemento. Las mezclas se incubaron una hora a 372C y la viabilidad se
ensayo por el método de exclusion de azul tripan.

3.6.2 Suero anti-gammaglobulinas de ratén

Las gammaglobulinas de raton fueron obtenidas a partir de suero de
ratones BALB/c adultos normales, al que se le agrego lentamente un volumen
igual de solucion saturada y neutralizada de sulfato de amonio bajo agitacion
constante. El precipitado fue recuperado por centrifugacion a 10000 rpm
durante 30 min y resupendido en agua destilada para reprecipitario con
sulfato de amonio. El precipitado fue dializado contra PBS durante 48 hs con
varios cambios y luego fue valorado el contenido proteico mediante la técnica
de Lowry [84].

Se inocularon conejos adultos con 500 pg de gammaglobulina de raton
emulsionada en 2 ml de adyuvante completo de Freund por via intramuscular.
A los quince dias, se les aplico una segunda dosis en las mismas condiciones,
sangrandose a blanco a los animales 15 dias después. El suero fue conservado
a -202C hasta su utilizacion.

El suero fue titulado por citotoxicidad contra células B. Para ello, se
obtuvieron esplenocitos de ratones BALB/c adultos normales, los que fueron
liberados de globulos rojos por shock hipotéonico (PBS diluido 1/5 durante 15
seg). Posteriormente, se realizo el ensayo de citotoxicidad en forma similar a la
descripta para el suero anti-@.

3.7 Determinacion del porcentaje de linfocitos T y B en las
poblaciones celulares esplénicas.

Los esplenocitos fueron obtenidos mediante el disgregado de los bazos
sobre malla de acero inoxidable en solucion de Hanks'. Luego de efectuar 3
lavados en la misma solucion, se resuspendieron en PBS diluido 1/5 para
eliminar gléobulos rojos durante 15 seg y luego se restauré la tonicidad. La
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suspension asi obtenida fue centrifugada a 1000 rpm durante 10 min y el
pellet fue resuspendido en glucosa y sorbitol, pasandose las células por una

columna de algodon flojo en pipetas Pasteur siliconadas para remover las
células muertas.

Los esplenocitos (viabilidad no menor a 98%) fueron lavados sucesivas
veces en PBS y ajustados a una concentracion de 10° cél/ml! con el agregado de
azida sodica (0.1%). En tubos Eppendorf, se sembraron alicuotas de 0.1 ml, se
los centrifugo y se descarto el sobrenadante. El pellet fue resuspendido en 0.1
ml de la diluciéon adecuada de suero anti-@ 6 anti-gammaglobulinas de raton,
como control se traté una alicuota de cada suspension a ensavar con igual
dilucion de suero normal de conejo. Luego de incubar 30 min a 42C se
centrifugo v elimino el suero, lavandose por centrifugacion tres veces con 0.5
m! de PBS con azida sodica (0.1%). El pellet del ultimo lavado, fue resuspendido
en 0.1 m! de una dilucion adecuada (1/80) de gammablobulinas de cabra anti-
gammaglobulinas de conejo marcadas con fluoresceina (Dako, Dinamarca),
incubandose la suspension a 42C por 30 min. Transcurrido ese lapso, se
lavaron las células tres veces con 0.5 m! de PBS con azida sodica,
manteniéndose las suspensiones en hielo hasta su observacion. El recuento de
células fluorescentes fue efectuado en un microscopio Zeiss de epiiluminacion a
400X. En cada preparado se contaron, al menos, 300 células.

3.8 Origen de reactivos inmunoldgicos comerciales

3.8.1 Anticuerpos monocionales (AcMn)
Se obtuvieron AcMn de origen comercial segun detalle:

# anti-Thy 1.2: New England Nuclear (Boston, MA, USA), NEI-001. IgM
de raton en liquido ascitico.

# anti- Lyt 1.2: del mismo origen, NEI-017. IgG2b de ratén en liquido
ascitico.

# anti-Lyt 2.2: del mismo origen, NEI-006. IgM de raton en liquido
ascitico.

# anti-L3T4: Cedarlane Laboratories Ltd. (Ontario, Canada), CL 012A
Clon YTS 191.1. Monoclonal de rata en liquido ascitico.

3.8.2 Rioantisuero.
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# anti-1JK: Cedarlane, CL8703. Obtenido mediante inmunizacion de
ratones B10.A(3R) con células de ratones B10.A(S5R). Fluido ascitico.

3.8.3 Compiemento de cone jo.

# Low-Tox M rabbit Complement: Cedarlane, CL30S!1. Suero total de
conejos seleccionados por su alta actividad de complemento y baja toxicidad
para células murinas.

3.8.4 Medio para ensayos de citotoxicidad

# Cedarlane Cytotoxicity Medium: Cedarlane, CL95100. RPMI 1640
adicionado con 25 mM HEPES y 0.3% albimina bovina seleccionada por su baja
toxicidad para células murinas.

3.9 Obtencion y tratamiente de céiulas esplénicas

Las células esplenicas fueron obtenidas a partir de ratones sensibilizados
de acuerdo al disefio experimental de cada ensayo, mediante la disgregacion
de los bazos sobre mallas de acero inoxidable en medio de cultivo (GIBCO 410-
1500). Luego de eliminar restos de tejido por pasaje a través de una red de
nailon, se realizaron tres lavados en el mismo medio. Luego se contaron las
células nucleadas y se valoré la viabilidad por ensayo con azul tripan,
ajustandose la concentracion segun las necesidades experimentales.

3.9.1 Deplecion de diferentes poblaciones celulares

3.9.1.1 Por técnicas de adherencia

Con el propoésito de eliminar células adherentes en determinados disefios
experimentales, se siguio la técnica de Mizushima y col. [85]. Para ello, las
células esplénicas fueron sembradas sobre placas de Petri plasticas (Falcon,
USA) incubandose | h a 379C. Posteriormente se recuperaron, las células no
adherentes por sucesivos lavados con medio de cultivo y luego las células
adherentes por tratamiento con una solucion de etilen diamino tetra acetato



3. Materiales y Métodos 27
disodico (EDTA). Posteriormente, las células fueron lavadas y manipuladas a
429C sobre material siliconado.

3.9.1.2 Por deplecion con antisueros convencionales

Se utilizaron los antisueros hechos en conejo anti-@ y anti-
gammaglobulinas de raton. La suspension de células esplénicas ajustada a 108
células nucleadas/m|, fue tratada con igual volumen de suero anti-timocito
diluido 1/10 o de suero anti-gammaglobulinas de ratéon dilvido 1/4. A la
mezcla se le agreg6é un volumen igual de suero fresco de cobayo como fuente
de complemento y se incubd | h a 372C. Luego de la incubacion se controlé la
accion litica de los sueros y se lavaron las células con medio de cultivo tres
veces. La concentracion de células viables fue ajustada segun el requerimiento
experimental.

3.9.1.3 Por deplecion con aloantisuero

Los ensayos que involucran la utilizacion del suero anti-IJ¥ fueron
realizados sobre 107 células esplénicas obtenidas y lavadas en “Cytotoxicity
Medium"” en un volumen final de 1 ml Las células fueron incubadas 30
minutos con el suero diluido 1/5 a 49C, y luego de lavar con el mismo medio se
los traté con "Low-Tox M Rabbit Complement” a dilucién final 1/4 durante 1h
a 379C. La suspension luego fue lavada en el mismo medio tres veces y se
valoro¢ la viabilidad, ajustandose la concetracion segun requerimiento.

3.9.1.4 Por depleciéon con AcMn

En estos ensayos, se utilizé "Cytotoxicity Medium"” para la obtencion y
lavado de las células. Se incubaron 103 células esplénicas, con una dilucion
final 1/400-1/1000 del anticuerpo a utilizar a 42C durante lh. Luego se
lavaron tres veces las células y se resuspendieron en "Low -Tox M Rabbit
Complement” diluido 1/10, incubandose a 372C durante |h. Posteriormente se
lavaron las células tres veces en medio y se valor6 la viabilidad ajustandose la
concentracion segun los requerimientos.

3.10 Transferencla pasiva de células sensibilizadas
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Las células a ser transferidas fueron ajustadas en su concentracion de tal

modo que el volumen a inyectar fuera de 0.2 m! (0.5 ml en los casos de
cotransferencia que involucraran mas de tres tipos de dadores diferentes).

La transferencia de células fue realizada siempre por via intravenosa,
utilizindose la vena caudal en los ratones BALB/c y la via retroorbital en los
C3H/He]. La utilizacion de estas vias alternativas demostro no tener influencia
en el comportamiento de las células transferidas.

3.11 Determinacian de Céluias Formadoras de Rc (CFR) hacia 6RC

Con el objeto de evaluar la accion del virus sobre la respuesta humoral, se
estudiaron las posibles alteraciones inducidas en la generacion de ceélulas
productoras de Ac en bazo. Para ello, se sensibilizaron animales con 108 GRC
(dosis optima para la produccion de Ac) fos cuales fueron infectados con V] en
diferentes esquemas.

Se siguioé la técnica de Cunningham para la evaluacion de placas directas
(células productoras de IgM). Los bazos extraidos asépticamente fueron
disgregados sobre mallas de acero inoxidable en MEM adicionado de 25 mM
HEPES, lavandose posteriormente las células y lisaindose los globulos rojos
mediante shock hipotonico segin se describiéo en el punto 3.?7. Luego de tres
lavados, se ajusto la concentracion de células viables a 4.2x10%/ml,
resuspendiéndolas en medio conteniendo gelatina al 0.5%. Luego se realizé una
mezcla de 150 ul de la suspension celular, 20 ul de GRC (lavados) al 20% y 40
ul de suero fresco de cobayo como fuente de complemento, de la que se
sembraron 50 ul en ciamaras construidas con portaobjetos, de manera de
formar una delgada monocapa celular. Estas camaras fueron selladas con
parafina y se las incubo a 372C hasta el desarrollo de placas de lisis
(aproximadamente 15-30 min) provenientes de 1a reaccion de IgM anti-GRC
(liberada de las células sensibilizadas) en presencia de complemento. Luego las
placas de lisis fueron contadas bajo lupa, y los valores obtenidos fueron
expresados como CFA por 107 células esplénicas.

3.12 Cuantificacion de ia respuesta de HR por el método del Swelling
lTest

3.12.1 Hacla glébulos rojos Henogeneicos

Se utilizaron tres sistemas diferentes de HR dirigida hacia eritrocitos
Xenogeneicos.
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#]: Induccién de HR debido a la administracion de bajas dosis de GRC
(subéptimas para generacion de respuesta humoral) [73]. Se administraron
1x108 GRC lavados tres veces en PBS, por via intraperitoneal en un volumen
de 0.2 ml (dia cero). A los 7 dias, los animales fueron desafiados con 1x108 GRC
contenidos en un volumen de 0.05 m! por via subcutinea en la almohadilla
plantar de la pata trasera izquierda (dia +7). Veinticuatro horas mas tarde, se
valoré la hinchazon de la pata descargada respecto de la medida previa a la
descarga o respecto a la pata sin descargar mediante la utilizacion de un

calibre manual de ingenieria (Oditest®, H.C. Koplin, Schluchtern-Hessen,
Alemania Federal), calibrado a 0.05 mm. El porcentaje de incremento fue
estimado segun 1a siguiente for mula:

_ Medida pata descargada X 100 -100

% de incremento = - -
Medida previa

# 11. Induccion de HR hacia altas dosis de GRC con deplecion simultanea
de células T supresoras especificas mediante pretratamiento con altas dosis de
Cy [18]. Para ello, los animales recibieron, por via intraperitoneal, 200 mg/kg
de peso corporal de Cy preparada inmediatamente antes de su utilizacion. Dos
dias mas tarde, se les inyecté 13108 GRC contenidos en 0.2 ml por la misma via
Y. S dias mas tarde los animales fueron desafiados y valorada la hinchazén de
la pata en la misma forma descripta en 1.

# III. Induccion de HR hacia altas dosis de GRC con la aplicacion
simultanea de esquemas fraccionados de Cy [73-74]. Los animales recibieron
12108 GRC por via intraperitoneal en el dia cero. Paralelamente, recibieron en
forma parcial o completa un esquema fraccionado de administracion de Cy (S0
mg/kg cada dosis) aplicado en los dias -1, +1, +4. Mediante este esquema de la
droga inmunosupresora se obtiene la depleciéon de ciertas células supresoras
de HR. La descarga se efectué a los 7 dias de la sensibilizaciéon con 1x108 GRC y
se valor6 1a HR del mismo modo que en los casos anteriores.

En todos los casos se utilizé como control negativo de HR animales que
fueron sensibilizados con 1x108 GRC al dia cero y descargados en los mismos
tiempos que en los distintos esquemas sin recibir otro tratamiento.

En el caso de los GRP, se siguieron los esquemas I y I1.
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3.12.2 Hacla BNFB

Este hapteno fue aplicado por via epicutinea. Los animales recibieron
sobre su abdomen previamente rasurado, S0 ul de una solucion de DNFB 0.5%
(p/v) en 4 : 1 acetona : aceite de oliva (v/v), dindose dos dosis, la primera al
dia cero y la segunda al dia siguiente. La descarga se efectuo sobre la cara
externa de la oreja derecha al dia +4 aplicindose S ul de DNFB al 0.25% en el
mismo solvente, midiéndose la hinchazén de la oreja 24 hs mas tarde. Como
control negativo se utilizaron animales que sélo recibieron la dosis
desencadenante.

La hinchazon se expresé directamente como la diferencia (en ym) entre la
hinchazon registrada en los grupos experimentales respecto de los controles
sin sensibilizar.

3.13 Estudios histolagicos.

Los encéfalos completos de los animales infectados fueron fijados por 12
h en metanol adicionado de S% acido acético glacial a -202C. Luego
deshidratados con concentraciones crecientes de etanol, clarificados en xileno y
embebidos en parafina. Posteriormente, se efectuaron secciones cornnales las
que fueron tenidas con hemalumbre de Mayer-eosina.

3.14 Analisis estadistico.

Se utilizo la prueba t de Student.
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4. MESOLTODOS

4.1 Efecto de la infeccién viral sobre la reaccion de HB inducida con
109GRC

Los animales fueron sensibilizados con 10® GRC e inoculados con V] cepa
XJ 6 XJCL3 (103 DLsg) por via ic en distintos momentos de la reacciéon inmune
(desde el dia -3 hasta +6 ps). En todos los casos, la respuesta de HR fue
deprimida independientemente del momento de la infeccion con respecto al de
la sensibilizaciéon con GRC (Figs 1 y 2). La administracion, como control, de
macerado de cerebro de ratones lactantes normales tratados y diluidos en la
misma forma que el stock viral no modifico la respuesta de HR (Fig 1). La
supresion fue altamente significativa (2 <0.001) tanto respecto de los
controles positivos (10® GRC) como respecto a los controles inoculados con
macerados normales. La supresion obtenida luego de la inoculacion viral es
similar a la observada en los animales sensibilizados con 108 GRC,.dosis a la
que se disparan células supresoras de HR especificas de GRC [73-74], siendo
entonces la minima expresion de HR de este sistema. Por lo tanto, V] puede
deprimir practicamente en un 100% una respuesta de HR hacia GRC totalmente
establecida.

Cuando los animales fueron inoculados previamente a la sensibilizaciéon
antigénica, la supresion inducida alcanzé los mismos valores que cuando la
infeccion fue efectuada al mismo tiempo que l1a sensibilizacion antigénica o con
posterioridad a ella. En la Fig 2 se puede apreciar que los niveles de HR
observados son similares o aun inferiores a los que se inducen mediante la
aplicaciéon de 108 GRC. En este experimento se incluyeron animales que fueron
inoculados ic con la cepa XJCL3 de V] (103 DLsg) y la supresion alcanzé valores
semejantes a los observados con la cepa prototipo X]J. Resultados similares se
observaron cuando la inoculacion con la cepa XJCL3 tuvo lugar 5 dias antes
que la sensibilizaciéon con GRC.

Por otra parte, se pudo comprobar que la inoculacién subcutanea,
intravenosa, intramuscular o intraperitoneal de la cepa X] (103 DLsg) 24h
antes o después de la sensibilizaciéon con 108 GRC induce similares resultados a
los obtenidos mediante la utilizacion de la via ic.
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Figura 1
PORCENTAJE DE HINCHAZON DE LA PATA
DIAS
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Se inocularon ratones BALB/c adultos (60-90 dias de vida) con V] (103 DLsg cepa X]J ic) en
los dias indicados. Los animales fueron sensibilizados con 106 GRC por via ip en el dia 0
(cero). La descarga fue efectuada con 108 GRC por via intradermoplantar a los 7 dias post-
sensibilizacion (ps). La lectura fue efectuada 24 hs mas tarde. Los resultados se expresan
como el porcentaje de hinchazén registrado respecto a la lectura previa a la descarga.
Como control negativo de HR se agregé un grupo de animales sensibilizados con 108 GRC
en el dia cero. Cada grupo est4 compuesto por, al menos 5 animales. En todos los casos se
encontré P<0.001 entre los grupos infectados (+) y los controles inoculados con cerebro de
ratén normal diluido en 1a misma forma que el stock viral (-), 6 de los controles sin
inocular (control positivo).
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Figura 2
PURCENTAJE DE HINCHAZON DE LA PATA
DIAS CEPA VIRAL 5 10 15 20
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CONTROL POSITIVO (106 GRC) =
CONTROL NEGATIVO (108 GRO) I

Similar a la figura anterior, pero los animales fueron inoculados ya sea con la cepa X]J 6
X]JCL3 en los dias -3 6 -1 ps. En todos los casos, se encontrd P4 .001 respecto del control
positivo. Al menos 5 animales en cada grupo.

4.2 Dependencia de la dosis viral Yy requerimiento de virus infeccioso

Dado que la supresion inducida por la infeccion viral se manifiesta en
forma independiente del momento de inoculacion respecto al de
sensibilizacion, se eligio el dia +5 post-sensibilizacion para evitar en la mayor
medida posible la multiplicaciéon viral.

Se realizaron ensayos de neutralizaciéon con suero humano proveniente de
un convalesciente de FHA. Como se puede observar en la Fig 3, no se detecté
supresion en los animales inoculados con virus neutralizado, 1o cual contrasta
con una supresion cercana al 100% en el grupo control que recibié 50 DLsq de
la cepa X] de V). Por otra parte, la inactivacion térmica del agente infeccioso
mediante preincubacion a 562C durante 30 min determina la desaparicion del
efecto supresor sobre la reaccion de HR, sugiriendo el requerimiento por vicus
activo y no la accion de algun Ag en particular.
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Figura 3
PORCENTAJE DE HINCHAZON DE LA PATA
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Requerimientos virales para inducir supresiéon. Se inocularon al dia +5 ps ratones
sensibilizados con 106 GRC con virus neutralizado (50 DLsg cepaX] incubado 1 hora a 37¢C
con una diluciéon 1/10 de suero humano inmune) 6 con virus inactivado por tratamiento
termico (103 DLsg cepa X] incubado a 562C durante 30 min). Cada grupo se compone de, al
menos 5 animales. La significaciéon estadistica fue en ambos casos: control virus: P€.001
respecto del control positivo y de los grupos experimentales. Los grupos "virus
neutralizado” y "virus inactivado” no presentaron diferencias significativas respecto de
los controles positivos.

Con el propoésito de determinar los requerimientos cuantitativos de
particulas virales para inducir el efecto supresor, se efectuaron diluciones
seriadas de factor 1/102 de cada cepa viral, las que fueron inoculadas ic en
ratones sensibilizados con 106 GRC 5 dias antes. De los resultados expuestos en

la Fig. 4 surge que la supresion desaparece cuando se inyectan 10-1 DLsq de la
cepa XJ. En el caso de la cepa XJCL3 el efecto decae en forma escalonada y
desaparece con 1072 DLsg. En estas dosis finales, se puede estimar que
contienen menos de una UFP. A este respecto, se puede sugerir que la
cuantificacion de las particulas infecciosas por el método convencional de
plaqueo en células Vero bajo metilcelulosa, podria subestimar el nimero total
de particulas presentes. Esta explicacion encuentra sustento en el
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requerimiento por virus activo e infeccioso para obtener la supresion de la
respuesta de HR.

Figura 4
PORCENTAJE DE HINCHAZON DE LA PATA
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Se ensayaron distintas dosis de V] (ambas cepas), inoculadas por via ic al 5% dia ps. Los
valores de P encontrados fueron XJ 100 DLsg: P<0.001; XJCL3 10-! DL5g P90.01. Al menos 5
animales en cada grupo.

4.3 Accion del virus en la respuesta inmune de tipo humoral

Con el propoésito de establecer si la inoculacién de V] inducia también
alteraciones en la respuesta inmune humoral, diferentes grupos de ratones
fueron sensibilizados, en este caso con 108 GRC para desencadenar una buena
respuesta humoral. Estos animales se infectaron por distintas vias y en
diferentes momentos respecto de la administracion de GRC. La respuesta
humoral se valor6 por el numero de células formadoras de Ac (CFA) a los 4
dias post-sensibilizacion.

De los resultados expuestos en 1a Tabla I surge que la inoculacion de V],
en las condiciones experimentales realizadas, induce un incremento
significativo de CFA independientemente del momento y de la via utilizada
para la infeccion.
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TROHLD 0: Efecto de la infeccibn con UJ por distintas vias y
diferentes momentos sobre la capacidad de respuesta inmune humoral

Dia via CFR/107 celulas significacion
de infeccion* esplénicas  estadistica

— — 8036,4:1420 —

+1 ip 15273611492  P<0.01
ic 15557,2+1890  P<0.0!
-1 ip 18914,4:2078 P<0.001
ic 13031,4:1425  P<0.05

* Los animales recibieron 103 DLsg de la cepa X] por la via indicada.
CFA = células formadoras de anticuerpos.

En todos los casos, los animales recibieron 108 GRC ip en el dia cero y el ensayo se
realiz6 el dia +4. Los valores representan la media aritmética eatre dos ensayos
independientes realizados con tres ratones cada uno.

4.4 RAccidon del virus sobre el sistema inmunocompetente del ratén
adulto

En el cobayo el virus es capaz de inducir inmunosupresion. Esta ha sido
asociada con la destruccion del sistema inmunocompetente, lo cual modifica
marcadamente la formula sanguinea [86]). Con el proposito de analizar esta
posibilidad en el modelo murino, se tomaron animales infectados por via ic con
103 DLso de l1a cepa X] y, a distintos tiempos pi (desde +3 a +20 pi), se les
efectud recuento y formula sanguinea. De los resultados expuestos en la Tabla
I1, surge que el virus no pareceria producir destruccion de células linfoides,
dada la ausencia de linfopenia 0 leucopenia; no observiandose, ademas, la
presencia de células alteradas o debris celulares. Las alteraciones observadas
en el dia +3 podrian ser debidas al proceso inflamatorio.

El estudio de! porcentaje de linfocitos T y B esplénicos, de los ratones
infectados, mostréo un creciente desbalance en la relacion T/B con marcado
incremento de poblaciones T (Fig. S), sugiriendo tal vez algin papel en el
efecto supresor inducido por el virus.
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TABLA 010z Recuento y formula sanguinea a diferentes tiempos pi

Leucocitos  Neutrofilos Linfocitos Monocitos Eosinofilos
Dias pi  (x 103/mm3) (%) (%) (2) (2)
Normal 11.6+1.00 22.25+3.30 74.75+#3.70 3.00+0.40 0
+3 9.8+0.98 44.00+£3.24 50.00£3.51 3.75%0.47 0.25:0.25
+5 19.2£3.14 29.00+8.00 67.3327.66 4.25:0.47 0
+7 11.120,41 30.00£3.00 68.00:899 1.33:0.33 0.33:0.33
+9 10.7£0.55 32.00+8.18 66.00:7.76 1.66%0.33 0
+15 10.1x2.59 13.25+0.75 85.00+0.70 1.75+0.47 0
+20 11.6£1.23 17.66+1.85 81.00£2.51 1.33+0.66 0

Por lo menos fueron utilizados tres animales para cada punto. La sangre fue
obtenida del seno retro-orbital. Los animales recibieron 103 DLsg ic de V] (cepa
X]). Los valores se expresan como X+1 desvio estandard.

Figura 5
PORCENTAJE DE LINFOCITOS T Y B ESPLENICOS
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Se inocularon distintos lotes de animales por via ic con 103 DL5q de la cepaXJy en los dias
indicados fueron sacrificados realizdndose determinacién de las poblaciones linfoides
esplénicas mediante inmunofluorescencia indirecta. Cada punto contiene los resultados
de, al menos, 3 animales.
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Los resultados hasta aqui expuestos describen el modelo basico sobre el
que se fundamenta el posterior trabajo experimental, motivo por el cual se
realizaran algunas precisiones generales:

#Se demuestra una inmunosupresion significativa de la respuesta de HR
inducida por V] en la etapa aguda de la infeccion experimental del raton
adulto. El efecto resulto ser independiente del momento de inoculacion
respecto de la sensibilizacion con GRC. En todos los casos, la respuesta de HR
fue totalmente deprimida independientemente de la atenuaciéon de la cepa
viral ensayada y de la via de inoculacion seguida.

#En contraste con el cobayo, donde la inoculacion de las cepas atenuadas
de V] no induce inmunosupresion mientras que la cepa X] produce la
destruccion de las células inmunocompetentes y por lo tanto una
inmunosupresion generalizada, en el raton adulto no se observo esta variacion
respecto de la cepa viral empleada ni tampoco se pudo detectar destruccion de
células linfoides. Es de destacar que, hasta el presente, no se ha podido
demostrar que V] sea capaz de infectar linfocitos de raton adulto.

#El hecho que para la depresion de la respuesta de HR se requiera virus
infeccioso, sugiere que éste juega un papel activo y que no se trataria solo de
algun determinante antigénico en particular.

¥La inoculacion de V] 24 hs antes del desafio con GRC, indujo la supresion
de la respuesta de HR, lo cual indica que es capaz de actuar sobre la rama
eferente de una reaccion de HR totalmente establecida. Cuando la inoculaciéon
se realiza previo a la sensibilizacién con GRC, la respuesta de HR también esta
deprimida pero en este caso queda por determinar cual es la rama afectada.

#Es de destacar que el virus induce una supresion de la respuesta de HR
que perdura mas alla del momento en que la eliminacion del agente se
completa. En efecto, por la utilizacion de técnicas de alta sensibilidad como el
cocultivo con células permisivas, se comprobéo que V] es eliminado
completamente luego del dia +7 pi cuando se lo inocula ic en ratones BALB/c
adultos [68]; mientras que aqui se pudo comprobar la presencia de supresiéon
10 dias después de la inoculacion.

¥La posibilidad de que el virus pueda actuar alterando de alguna manera
el normal procesamiento del Ag por los macrofagos, puede ser descartada
debido a que la inoculacion previa a la sensibilizacion con GRC (ambas por via
intraperitoneal), no deprime la respuesta de CFA, contrastando asi con lo
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observado por otros autores en la infeccion con adenovirus [87], entre otros
modelos [88].

#Los compartimentos B no han sido alterados, dado que se obtuvo
respuesta CFA altamente satisfactoria contra GRC y, por otra parte, la presencia
de respuesta humoral anti-V] es un hecho ampliamente demostrado en los
ratones infectados [58-59]

#El incremento del porcentaje de células T esplénicas, podria estar
relacionado con el “clearance” viral, de hecho una de las poblaciones
involucradas en este fenémeno, los linfocitos T con actividad citotdéxica, han
sido detectados en los ratones adultos infectados [59].

#Teniendo en cuenta que el procesamjento antigénico dificilmente pueda
estar alterado y dado que la respuesta de HR esta aun deprimida cuando se
completod la limpieza viral, observandose fuerte incremento en el porcentaje de
células T esplénicas, se podria sugerir que se inducen determinadas
poblaciones T con capacidad supresora de la actividad HR. Ademas, los
circuitos supresores para las respuestas celulares y humorales hacia GRC son
diferentes, lo cual sugiere una diferente base celular para la accion de V.

#Los hallazgos hasta aqui descriptos utilizando GRC, son consistentes con
la respuesta anti-V] del ratéon adulto tanto en los aspectos humorales como en
la respuesta de HR. Sugiriendo entonces, que el modelo GRC podria ser de
utilidad en el estudio de los eventos responsables de la sobrevida del raton
adulto a la infeccion.

4.5 Relacion de la actividad supresora con poblaciones celulares

Una vez establecido el modelo experimental, se realizaron ensayos
tendientes a analizar el mecanismo por el cual el virus empleado podria
ejercer la supresion de la respuesta de HR.

Se decidié establecer si la actividad supresora estaba relacionada con
alguna poblacién celular y por lo tanto, si resultaba transferible.

Para ello un total de 80x10% células esplénicas provenientes de ratones
adultos obtenidas a diferentes tiempos pi (desde 6 h hasta 26 dias) fueron
transferidas a ratones isogénicos sensibilizados 7 dias antes con 108 GRC ip. En
todos los ensayos, se agregd como control negativo un lote de ratones
sensibilizados por la misma via con 108 GRC.
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En la Fig 6 se detallan los resultados obtenidos, los que indican que la
supresion fue transferible por células esplénicas obtenidas a partir del dia
posterior a la infecciéon y hasta los 24 dias pi. Es importante recordar que, ain
por técnicas tan sensibles como el cocultivo, no es posible rescatar virus de
bazo de los animales infectados por via ic a partir del 52 dia pi, y a partir del
dia +7 de ningun organo [68]. Por lo tanto, dificilmente pueda atribuirse la
supresion observada, a la presencia de virus en las células transferidas.

Figura 6
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Se transfirieron 80x106 células viables obtenidas a distintos tiempos pi de ratones
infectados con 103 DL5g de la cepa X]J por via ic, a ratones sensibilizados 7 dias antes con
106 GRC. Estos ensayos se realizaron en diferentes oportunidades experimentindose
distintos tiempos pi en cada caso. Por este motivo, los resultados se expresan como
porcentaje respecto de sus correspondientes controles positivos los que se tomaron como
100% . Los valores de los controles positivos variaron entre 16.19% y 25.32% de hinchazén.
La linea punteada indica el valor medio de los controles negativos. Los valores de P se

indican en cada caso y se refieren respecto a cada control positivo. Al menos 5 ratones en
cada grupo experimental.

4.5.1 Determinacién del nimero minimo de células requeridas

Habiendo demostrado la naturaleza celular de la supresion, se tomaron los
dias +5 y +11 pi, como temprano y tardio respectivamente para continuar los
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estudios. El dia +5, es el primero en el que ya no se detecta virus en bazo de
animales infectados [68] y el +11 es el dia en el que se comienzan a registrar
las muertes en los animales infectados e inmunosuprimidos con ciclofosfamida
(Cy) aplicada segun un esquema particular capaz de doblegar la resistencia del
raton adulto [58].

Para determinar cuil es el minimo numero requerido de células
esplénicas nucleadas para obtener la supresion, 80; 40; 20; 10: 5 6 1x10%
células viables fueron transferidas a cada uno de los receptores previamente
sensibilizados con 106 GRC.

De los resultados expuestos en la Fig. 7, surge que la actividad supresora
es transferida aun con 5Sx106 células nucleadas esplénicas totales en ambos
tiempos ensayados.

Paralelamente, se pudo determinar que el requerimiento por células
viables es absoluto, dado que su destruccion por sonicaciéon elimina
completamente su capacidad para deprimir 1a respuesta de HR (Fig 7. barras
llenas). Este resultado también elimina la posible presencia de virus infeccioso
en las células transferidas. Por otra parte, el método de sonicacion es uno de
los mas utilizados para detectar la posible presencia de factores supresores
intervinientes en un dado modelo, 1o que sugiere 1a ausencia de mediacion por
factores supresores en este caso. La supresion no fue transferida por la
administracion de 0.3 ml de suero obtenido a partir de ratones infectados 5 U
11 dias antes, resultado que también apoya la ausencia de mediacién por
factores solubles.
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Se transfiri6 diferente nimero de células esplénicas obtenidas de animales infectados 5 0
11 dias antes con 103 DLsq de la cepa X] por via ic, a receptores sensibilizados 7 dias antes
con 106 GRC. En otros casos, los receptores fueron transferidos con células destruidas por
sonicacion (barras llenas). Los resultados se expresan en la misma forma que en 1a Fig.

6, con controles positivos entre 21.01% y 23.91% de hinchazén. Al menos 5 animales en
cada grupo.

4.6 Tipificacion de las poblaciones celulares responsables de la
supresion

A partir de estos resultados, se inici6 la caracterizacion de la/s célula/s
responsable/s de la supresion, utilizando un nimero menor de células que el
empleado en el punto 4.5, tal que permitiera el ahorro de materiales sin
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afectar la validez de los resultados. Por este motivo, estos experimentos fueron
realizados transfiriendo 20x10%® células viables/raton, las que fueron
previamente sometidas a diferentes tratamientos. Esto permitié¢ ensayar
células adherentes, no adherentes y poblaciones privadas de linfocitos Bo T.

En la Fig 8, se puede apreciar que la actividad supresora esta asociada en
un 100% con una poblacion de linfocitos T, ya que sélo el tratamiento con
suero anti-timocito (anti-@) y complemento fue capaz de eliminar la actividad
supresora sobre la HR de las células esplénicas provenientes de ratones
infectados.
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Se obtuvieron células esplénicas en los dias +5 6 +11 de animales infectados con 103 DLsg
de la cepaX] por via ic. Previo a su transferencia, las células fueron tratadas de modo de
deplecionarlas de células adherentes, linfocitos B 6 T. El "control reconstituido” estd
conformado por la mezcla de las células pretratadas con anti-y-globulina o con suero
anti-timocito. Los resultados se expresan en forma similar a la Fig 6, con controles
positivos entre 17.22% y 20.86%. Al menos 5 animales en cada grupo.
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De la posterior caracterizacion mediante ensayos de deplecion por lisis
mediada por anticuerpos monoclonales, efectuada debido a la gran variedad de
subpoblaciones linfociticas existentes dentro del compartimento T, y cuyos

resultados se muestran en

la Fig 9, claramente surgi¢ que las celulas

responsables se encuentran dentro de la subpoblacion linfocitaria Thy 1", Ly

125
Figura 9
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Se transfirieron células obtenidas a los 5 G 11 dias pi, las que fueron tratadas con AcMn
seguido de complemento. En ambos casos los grupos “control complemento (C)" y “anti-Ly
2.2 + C": P<0.001 respecto de los controles positivos. Al menos 5 animales en cada grupo.

Alcanzado este punto en la investigacion y habiendo establecido:

i) la presencia y duracion de actividad supresora sobre la HR inducida

por la infeccion viral,
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ii) la presencia de células supresoras antigeno-no especificas inducidas
por el virus,

iii) el requerimiento por células viables para que se exprese la supresion;

iv) el fenotipo celular implicado en la supresion (Thy 1*, Ly 1* 27),

se continuaron los estudios dirigiéndolos a establecer el mecanismo de
accion de esta poblacion celular y su posible relacion con la capacidad de
sobrevida del raton BALB/c adulto infectado con V.

4.7 Actividad de las células supresoras inducidas por UJ sobre la
rama aferente de la respuesta de HR

Los resultados expuestos anteriormente (Fig 6 y subsiguientes),
demuestran claramente la existencia de células supresoras inducidas por V]
que son capaces de actuar sobre la expresion de la reaccion, es decir sobre la
rama eferente de la respuesta de HR, dado que su transferencia en el dia de la
descarga a receptores sensibilizados hacia GRC, induce depresion de una
respuesta inmune celular ya establecida.

Sin embargo, los ensayos realizados no permitieron determinar el modo
de accion de estas ceélulas, aunque de ellos parece deducirse que no
intervendrian factores solubles comprometidos en la modificacion de la
reaccion.

Ha sido anteriormente demostrado que 108 GRC induce en el ratén adulto
una buena respuesta humoral sin poder evidenciarse por la técnica del
swelling test reaccion de HR. Sin embargo, si a este modelo experimental se le
administran 200 mg/kg de Cy 2 dias antes de la sensibilizacion con GRC, se
manifiesta 1a reaccion de HR [18)]. En ese mismo trabajo fue demostrado, que
ello se debia a la accion de la Cy sobre el sistema T supresor de la respuesta. Es
decir entonces que la falta de expresion de la HR, en los animales sin
tratamiento con Cy, es debida a la existencia de un sistema supresor de la
respuesta, el cual es eliminado con el tratamiento inmunosupresor.

Por lo tanto, el modelo raton-GRC tratado con Cy de esta manera,
permitiria contar con células T efectoras de HR (THR) libres, por acciéon de la
droga, de sus supresoras especificas.
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Para determinar la acciéon viral sobre la rama aferente de la reaccion,
distintos lotes de ratones adultos sensibilizados con GRC y tratados con Cy (200
mg/kg 2 dias antes de los GRC), fueron infectados ic con 103 DL5¢ de V] (cepa
X]) los dias -5, -1, 0 6 +1 de la sensibilizacion.

Como puede observarse en las Figs 10 y 11, la inoculacion de V] antes,
durante o después de la sensibilizacion con GRC, no indujo en estos animales
depresion de la respuesta de HR.

Figura 10
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Se inocularon ratones en los dias -1, 0 6 +1 con 103 DLsg de la cepa X] a los que se les
suministré una dosis de 200 mg/Kg de Cy en el dia -2 y 108 GRC en el dia cero. No se

registraron diferencias significativas respecto del control positive (Cy -2, 108 GRC). Al
menos 5 animales en cada grupo.

Figura 11
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Se inocularon animales en el dia -5 ps con 103 DLsg de la cepa X], que también recibieron

108 GRC en el dia cero con o sin la administracién de Cy (200 mg/kg) en el dia -2. P<0.001
entre los animales infectados y tratados o no con Cy.
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Una alternativa para explicar estos resultados, podria ser que la Cy
afectara la aparicion de las células supresoras inducidas por el virus. Para
estudiar esta posibilidad, se tomaron ceélulas esplénicas de animales
sensibilizados e infectados que habian recibido 200 mg/kg de Cy y de sus
controles que recibieron, ya sea Cy y virus o Cy y GRC. Se transfirieron 40x10°
células viables/raton a receptores sensibilizados 7 dias antes con 108 GRC. De
este modo si las células con actividad supresora inducidas por el virus, estaban

presentes en los dadores podrian entonces, expresarse en el otro sistema
indicador de HR.

Del analisis de la Fig 12 surge que, en los animales dadores infectados que
reciben Cy, se generan células con actividad supresora de la respuesta de HR,
inducidas por V]. Es decir que, a pesar de la administracion de una alta dosis
de Cy, se inducen las células responsables de la inmunosupresion.

Figura 12
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Se transfirieron 40x106 células viables obtenidas de animales que recibieron una dosis de
Cy (200 mg/kg) en el dia -2 y 108 GRC (control) 6 103 DLsq de la cepa XJ de V] por via ic 6
bien 108 GRCy 103 DLsg de la cepa X] ic en el dia cero; a ratones sensibilizados 7 dias antes
con 106 GRC. Se encontro P<0.001 entre Cy -2 103 GRC (control) y Cy-2 103 GRC y V],

también P<0.001 entre 106 GRC (control receptores) y Cy -2 y V]. Al menos 5 ratones en
cada grupo. :

De los resultados obtenidos (Fig 10, 11 y 12) podria concluirse que las
células supresoras inducidas por V], no afectan la rama aferente de la reaccion
de HR cuando el virus es inoculado los dias -5, -1 6 0. Ademas, esta célula no
seria afectada por una dosis de 200 mg/kg de Cy suministrada antes o después
de la infeccién viral.
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4.8 Actividad sobre la rama eferente de la repuesta de HR

Los resultados anteriores demuestran la existencia de diferencias en el
comportamiento de las células supresoras inducidas por el virus Junin (Tsv),
de acuerdo al indicador de HR que se utilice (108 GRC 6 Cy 200-1083 GRC).

En ambos casos se encuentra presente la célula T efectora de la reaccion
de HR (THR) y, la diferencia en la manifestacion de 1a HR esta basada [18] en la
accion de la Cy sobre otras subpoblaciones celulares que interactian con la
THR para regular su expresion (circuitos supresores).

Las Figs 1 y subsiguientes, muestran que en el modelo 108 GRC, l1a Tsv
actua sobre la expresion de la reaccion (rama eferente), mientras que las Fig
10 y 11, indican que en el otro sistema de HR (Cy 200-108 GRC), esta actividad
supresora no es capaz de manifestarse.

Podria entonces sugerirse que el blanco de accion de la Tsv no fuese
directamente la THR, sino que su actividad se manifestase a través de la
interaccion con los circuitos celulares comprometidos en la reaccion de HR
especificos de antigeno.

Para estudiarlo, se obtuvieron células esplénicas a partir de dadores
infectados S dias antes con V] (Tsv), las que fueron transferidas en el dia de la
descarga a receptores sensibilizados segun los dos esquemas indicadores de HR
mencionados.

Los resultados obtenidos se expresan en la Fig 13 y demuestran que la
reaccion es alterada solamente en el sistema 10% GRC.

Dado que el sistema Cy 200-108 GRC presenta la célula THR efectora libre
de actividad supresora especifica, mientras que 108 GRC posee THR y células
supresoras, los resultados podrian sugerir que la Tsv no actua directamente
sobre la THR sino que lo hace a través de su interaccion con células
reguladoras antigeno-especificas.
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Flguro 13
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Se transfirieron 40x106 células viables obtenidas de animales infectados S dias antes (Tsv)

a receptores ya sea sensibilizados con 106 GRC sin otro tratamiento (Protocolo 1), o.con 108
GRC tratados con Cy (200 mg/kg) (Protocolo II). En ambos casos la transferencia fue
efectuada en el dia de la descarga. No se encontraron diferencias significativas en el

primer grupo (108 GRC con Cy), P<0.001 para los receptores 106 GRC transferidos con Tsv
respecto de su control positivo (106 GRC sin transferir).

4.9 Actividad supresora en el esquema de administracion de Cy: -1,
+|,+4

Dado que 200 mg/kg de Cy administrados en el dia -2 de la infeccion
viral no produce mortalidad en el ratéon adulto infectado [58] y, en el intento
de determinar los mecanismos que conducen a la sensibilidad o a la resistencia
de los animales a la infeccion con virus, debemos recordar que la
administracion de 3 dosis de 50 mg/kg cada una de Cy suministradas los dias -
1, +1 y +4 tomando como dia cero el dia de la infeccién viral, produce en los
ratones adultos infectados por via ic un 90% de mortalidad (mortalidad sin Cy:
8-10%). Por otra parte, el mismo esquema de administracion de la droga es
capaz de inducir en ratones adultos sensibilizados con 103 GRC, un marcado
incremento en la respuesta de HR, que ha sido atribuido a la destrucciéon de
algunos de los componentes del circuito supresor especifico para GRC [74].

El esquema Cy -1, +1, +4 provee entonces, de un modelo de sumo interés
para estudiar la HR en ratones adultos sensibles a la infeccion por el
tratamiento inmunosupresor.
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Con el propédsito de establecer si estos animales, que al recibir el
tratamiento con Cy se hacen sensibles a la infeccion viral, presentan alguna
modificacion en la actividad supresora inducida por el virus; distintos lotes de
ratones dadores de células fueron infectados y tratados con diferentes
esquemas de administracion de Cy (50 mg/kg de Cy los dias -1 6 -1 y +1 6 -1,
+1 y +4 0 bien +1 6 +4 de la infeccion). Se transfirieron un total de 803106
celulas viables/raton a receptores que habian sido sensibilizados 7 dias antes
con 106 GRC.

Los resultados expuestos en 1a Fig 14, muestran que la administracion de
esquemas incompletos (-1; 6 -1 y +1; 6 +1; 6 +4) de Cy, no altera la actividad
supresora generada por el virus, valorandosela al dia +5.

De estas experiencias surge que, midiendo al dia +5, en el esquema -1, +1,
+4 pareceria no haberse generado la actividad supresora de HR atribuible al
virus. Hay que tener en cuenta que, como fue dicho, este tratamiento
inmunosupresor produce una alta mortalidad en los ratones infectados [58].
Sin embargo (Fig 15), las células de dadores similarmente tratados pero
obtenidas a los 7, 9 0 11 dias pi, manifestaron actividad supresora. Por lo
tanto, la comparacion de los resultados de las Figs 14y 15, podrian sugerir que
la actividad supresora generada por el virus en esas condiciones de trabajo, se
regenera a partir del dia +7 pi, perdurando por 10 menos hasta el dia +11.

Estos resultados son atrayentes para correlacionar sobrevida con la
actividad supresora. Es necesario destacar que en los animales infectados y no
tratados con Cy, la actividad supresora estd presente a partir del dia +1 (Fig 6).
Por lo tanto, el retardo en la actividad supresora de la HR, inducido por la Cy,
podria permitir el establecimiento de la reaccion que conduciria a la muerte de
los animales infectados.

Otras alternativas podrian ser: que la Cy estuviera afectando la célula
blanco de Tsv o que, la supresion de la reaccion de HR en estos animales
estuviese mediada por otro circuito celular.
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Figura 14
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Se transfirieron 80x106 células viables/ratsn obtenidas de dadores infectados con 103
DLsg de la cepa XJ por via ic (dia cero) y tratados con distintos esquemas de
administracion de Cy en dosis de 50 mg/kg cada una, a receptores sensibilizados 7 dias
antes con 106 GRC. En todos los casos, excepto con el esquema -1,+1,+4; se obtuvo P<0.001. El
esquema -1,+1,+4 di6 resultados no significativamente diferentes del control 106 GRC sin
transferir. Al menos 5 animales en cada grupo experimental.




Figura 15
PORCENTAJE DE HINCHAZON DE LA PATA
5 10 15 2C 28
1 1 1 1
r1nB \ Ly
coNTROL PosiTivo (10° GRCD —
o
CONTROL NEzaTive (10¢ GRO) M
CONTROL CELULAS VJ +7 —
céLuLas Cy 50 VU +7 M
CONTROL CELULAS Cy 50 +7 _HH
cONTROL cELutas VJ + 8 _H
céLuLas Cy 50 VJ + 8 H
conTROL CcELutas Cy 50 + 9 ==
CONTROL CELuLAs VJ + 11 _H
ctLutas Cv 50 VJ + 11 ::'—‘ .
o :
conTRoL cZrutas Cv 50 + 11 T
1 1 1

Similar a los experimentos descriptos en la Fig 14, pero admninistrando el esquema
completo de Cy -1, +1, +4 (Cy 50) y transfiriendo a los dias +7, +9 6 +11 pi. En todos los casos,
se obtuvo P«0.001 respecto a los controles positivos. Al menos S animales en cada grupo.

4.9.1 Analisis de la actividad supresora viral en el esquema Cy -1, +1,
+4

Teniendo en cuenta que el esquema de administracion de Cy -1, +1, +4 (50
mg/kg cada una), induce en el raton inoculado con 108 GRC un fuerte
incremento en la respuesta de HR hacia GRC y, por otra parte, que la
administracion de este esquema en animales infectados con V), induce una
mortalidad cercana al 90%; estamos frente a un modelo de sumo interés para
estudiar algunas de las hipétesis mencionadas en el parrafo anterior.

La existencia y caracteristicas de la célula supresora de HR generada en
ratones adultos como consecuencia solamente de la infeccion viral, han sido
detalladas en los puntos 4.5-4.8. En el punto 4.9, surgio la posibilidad de que,
como consecuencia del tratamiento con Cy, se origine otra subpoblacion celular
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con similar caracteristica supresora, pero que difiera de la anterior en alguno
de sus aspectos.

Como puede apreciarse en la Fig 16, la infeccion con 103 DLsg de V] en el
dia cero (sensibilizacion) a ratones inmunosuprimidos (-1, +1, +4 Cy 50 mg/kg
cada una) sensibilizados con 108 GRC no modifica la respuesta de HR (grupos C
contra D). Este resultado no pudo ser revertido por la administracion de células
obtenidas de ratones 'naive’, es decir sin impacto inmunosupresor ni
antigénico (grupo E). De modo que la incapacidad de suprimir la reaccion de HR
no estaria dada por la ausencia de células no impactadas por la Cy que fuesen
requeridas a diferenciarse 0 a entrar en actividad en el momento en que se
ejerciera la supresion.

Sin embargo, las células esplénicas obtenidas en el dia +7 de un lote de
ratones tratados e infectados de modo similar al grupo D y transferidas a
receptores sensibilizados 7 dias antes con 10% GRC, marcadamente deprimen la
reaccion de HR (grupos A contra G), mientras que las células obtenidas de
ratones tratados de forma similar pero no infectados fueron incapaces de
suprimir la respuesta (grupos A contra F).

Figura 16
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Grupo A: Ratones que reciben 106 GRC sin otro tratamiento.

Grupo B: Ratones que reciben 108 GRC sin otro tratamiento.

Grupo C: Ratones que reciben 108 GRC junto con el esquema de administracion de Cy -
1,+1,+4 (50 mg/kg c/u).

Grupo D: Idem que grupo C pero inoculados al dia cero con 103 DLsg de 1a cepa X]J por via
ic.

Grupo E: Idem que D, pero reciben 50x106 células normales (“naive") en el dia de la
descarga.

Grupo F: Receptores sensibilizados con 106 GRC 7 dias antes, reciben 40x106 células
viables/ratén provenientes de animales tratados igual que el grupo C.
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Grupo G: Receptores sensibilizados con 100 GRC 7 dias antes, reciben 40x10® celulas
viables/raton tomadas de dadores tratados al igual que el grupo D

Grupo Avs.G. P<0.001. Al menos 5 animales en cada grupo.

En todos los casos la descarga se efectué al dia +7 ps.

Para investigar si la actividad supresora presente en el dia +7 en los
animales infectados e inmunosuprimidos con Cy, estaba mediada por otro tipo
de células que el presente en los animales infectados no tratados, se ensavo la
actividad de células esplénicas presentes en ambos tipos de dadores.

Estas células fueron transferidas simultineamente a receptores en Ics que
se habia inducido la reaccién de HR ya sea por administracién de 10® GRC o
bien 108 GRC junto con el esquema de Cy -1, +1,+4.

Los resultados presentados en la Fig 17, indican que las ceiulas
provenientes de un dador infectado sin tratar con Cy (Tsv), son capaces de
suprimir la respuesta de HR en ambos receptores (con o sin tratamiento con
Cy). Sin embargo las que se obtuvieron de dadores que habian recibido Cy (-1,
+1, +4) tienen un comportamiento diferente de acuerdo al receptor. Mientras
en 108 GRC suprimen la respuesta, no actian en receptores sensibilizados con
108 GRC y tratados con Cy. Estas células supresoras fueron denominadas Tsv*,
para diferenciarlas de aquellas obtenidas de animales infectados y no
inmunosuprimidos con Cy.

Esto podria sugerir que las células supresoras generadas por la infeccion
viral en animales infectados con (Tsv*) o sin (Tsv) tratamiento con Cy son
diferentes y, por otra parte, que ambos sistemas receptores presentarian
células blanco (“target”) diferentes a cada uno de las supresoras inducidas por
el virus (Fig 17).
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Se transfirieron 40x106 células viables /raton tomadas de dadores infectados con 103 DLsg
de la cepa X] por via ic sin tratar (Tsv), o tratados (Tsv*) con el esquemade Cy -1,+1,+4 (50

mg/kg c/u) en el dia +7 pi; a receptores sensibilizados 7 dias antes con 108 GRC, o con 108
GRC seguido del tratamiento con el mismo esquema de Cy. Tsv en ambos receptores:

P«0.001; Tsv* en 106 GRC: P<0.001, en receptores tratados con Cy: no significativo. Cada
grupo es de al menos 5 animales.

4.9.2 ldentificacion fenotipica de las células Tsv*

Para determinar el fenotipo. de las células Tsv*, se realizaron ensayos de
transferencia similares a los descriptos en el punto 4.9.1 sobre receptores 10%
GRC, pero en este caso las células a ser transferidas fueron previamente
tratadas con distintos anticuerpos monoclonales y complemento (anti-Thy 1.2,
anti-Ly 1.2 6 anti-Ly 2.2).

Los resultados presentados en la Fig. 18, indican claramente que la célula

responsable de la supresion responde al fenotipo Thy 1%, Ly 1*2°. Este
fenotipo no difiere del descripto para la célula Tsv (punto 4.6), sin embargo
antes de aceptar la identidad entre ambas, debe recordarse el diferente
comportamiento frente a los distintos blancos que les fueron ofrecidos (Fig 17).
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Figura 18
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Se obtuvieron células esplénicas de dadores infectados con 103 DLsg de la cepa XJ por via
ic y tratados con el esquema de Cy -1,+1,+4 (50 mg/kg c/u), las que fueron tratadas con
anticuerpos monoclonales y complemento. La actividad de las células se controlé por

transferencia (20x106 células viables/raton) a ambos tipos de receptores (106 GRC y 108
GRC tratado con Cy). Las células se identificaron fenotipicamente por su actividad sobre

receptores sensibilizados 7 dias antes con 106 GRC. Tsv* sobre 106 GRC, y Tsv* tratados con
anti-Ly 2.2 méds complemento: P«.001 respecto del control positivo (106 GRC sin

transferir). Tsv* sobre receptores sensibilizados con 108 GRC y tratados con Cy, o Tsv*
tratadas con anti-Thy 1.2 6 con anti Ly 1.2 mds complemento y transferidas a receptores

106 GRC: no significativo respecto de sus controles (Cy 50 103 GRC en el primer caso y 106
GRC en el segundo). Al menos 5 animales en cada grupo.

4.9.3 ldentificacion de los blancos presentes en los receptores 106
GRC y 108 GRC-Cy -1, +1, +4

A partir de los resultados anteriormente expuestos (punto 4.9.1, Fig 17),
se sugirid0 que las células blanco de Tsv y Tsv* eran diferentes. Es decir
entonces que los receptores sensibilizados con 108 GRC seguido del esquema
inmunosupresor de Cy -1,+1,+4 o con 10% GRC sin tratamiento, ofrecerian
diferentes tipos de células blanco a Tsv y Tsv*.

Para estudiar este aspecto, se llevaron a cabo experimentos de
cotransferencia de células, en los que se ofrecieron las células blanco obtenidas
separadamente de modo de facilitar su posterior identificacion. Los ensayos de
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cotransferencia celular con los que se obtuvieron los resultados a ser
presentados se esquematizan en la Fig. 9.

Los receptores fueron en todos los casos, ratones nasve a los cuales se les
transfirio:

# THR provenientes de dadores Cy 200-103 GRC (50x10% células
viables/raton obtenidas en el dia +5S de la sensibilizacion).

# Tsv provenientes de dadores infectados con V] (20x10% cétulas
viables/raton obtenidas en el dia +5 pi).

# Celula blanco:

Grupo A: 30x108 células viables/raton tratadas ya sea con anti-Thy
1.2 6 anti-Ly 1.2 6 anti-Ly 2.2, mas complemento, tomadas de dadores 108 GRC
en el dia +7.

Grupo B: 30x10% células viables/raton tratadas en forma similar al
grupo A, pero obtenidas a los 7 dias ps a partir de dadores sensibilizados con
108 GRC y tratados con Cy -1, +1, +4.

En todos los casos, las células transferidas fueron obtenidas a partir del
bazo de los animales en los tiempos indicados.

Los resultados se presentan en la Fig 20, y confirman la presunciéon de
que en los dos sistemas indicadores empleados se presentan, a la Tsv, células
blanco diferentes. En el caso del grupo A, es decir 105 GRC, el empleo de
cualquiera de los tres anticuerpos monoclonales elimina la supresiéon. En el
caso del grupo B, es decir 108 GRC-Cy -1, +1, +4; la supresion es eliminada
mediante la deplecion con anti-Thy 1.2 o con anti-Ly 2.2, indicando que, en

este caso, la célula blanco de 1a Tsv es Thy 1*, Ly 172%.
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Figura 19
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Esquema experimental del ensayo de identificacion de las células blanco de las supresoras
inducidas por VJ]. Los dadores sensibilizados con 108 GRC y pretratados con 200 mg/kg 2
dias antes, poseen al dia +5 la célula efectora de la HR (THR) en ausencia de células T
supresoras de la HR hacia GRC (Ts GRC). Los dadores infectados 5 dias antes con 103 DLs
de la cepa X] por via ic, proveeran las células supresoras de la HR inducidas por V] (Tsv),
las que serdn obtenidas al dia +5 pi. La célula blanco de la Tsv serd obtenida: Grupo A: a
partir de animales sensibilizados 7 dias antes con 106 GRC. Grupo B: a partir de animales
sensibilizados 7 dias antes con 108 GRC y tratados con el esquema de Cy -1,+1,+4 (50 mg/kg
c/u). En todos los casos las células a transferir seran obtenidas a partir de los bazos de los
dadores. Las células blanco obtenidas de ambos grupos (A y B), serdn pretratadas con

distintos anticuerpos monoclonales y complemento. El namero de células viables de cada
lote de dadores transferidas serd el indicado en cada caso en la figura. Los receptores son
animales no sensibilizados ("naive").
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Figura 20
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Ensayo de identificacion de las células blanco de la Tsv, realizado segin el esquema de la
Fig 19. Controles: THR: células de dadores tratados con Cy (200 mg/kg) y sensibilizados

con 108 GRC. THR + Tsv: células de los dadores anteriores mds células de animales
infectados. Descarga: animales "naive" sin transferir que son descargados con 108 GRC
intradermoplantar el dia del ensayo. THR + Ts GRC (103 GRC +7): Células THR mds células

tomadas de animales sensibilizados 7 dias antes con 108 GRC sin otro tratamiento, las que
poseen toda la actividad supresora especifica de HR hacia GRC. (C)=complemento, lotes de

células tratados s6lo con complemento. Grupos "Descarga”, "THR + Ts GRC (108 GRC +7)",
“THR + Tsv +Ts GRC (C)" del grupo B: P<0.001 respecto de THR. El resto de los grupos no
mostré diferencias significativas respecto de THR. Al menos 5 animales componen cada
grupo.

Los resultados encontrados en el grupo A, pueden ser interpretados de
dos formas. Por una parte, la célula involucrada podria ser portadora del
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fenotipo Thy 1*, Ly 1*2* o, podria tratarse del requerimiento de dos células
supresoras inducidas por el antigeno (GRC) las que actuarian a través de una
interaccion entre si en una cascada supresora. En este caso se trataria de dos

células pertenecientes una al fenotipo Thy 1%, Ly 1¥2” y la otra al Thy 1%, Ly
172" y ambas serian requeridas para obtener el efecto supresor final.

Para estudiar estas hipoétesis, se realizaron ensayos similares a los
descriptos en la Fig 19 para el grupo A, pero agregando un lote de receptores
que recibieron células tratadas con anti-Ly 1.2 6 anti-Ly 2.2 por separado pero
que, previo a su transferencia, fueron mezcladas. De este modo, si la célula

blanco era Thy 1*, Ly 1*2* no podria estar presente en la mezcla a ensayar.

Los resultados de estos experimentos, se muestran en la Fig. 21. De ella
surge que la mezcla de ambos tipos de subpoblaciones, uno Ly 1727 y el otro

Ly 1727, es capaz de reconstituir el efecto supresor inducido por Tsv. De esta
manera se confirma la hipotesis de que existen diferencias muy marcadas
entre ambos sistemas indicadores de HR hacia GRC en cuanto a los blancos que
ofrecen a las Tsv, dando asi evidencia experimental a la suposicion sobre la
existencia de dos actividades diferentes inducidas por V], una en ausencia de
Cy (Tsv) y otra luego del tratamiento con el esquema capaz de doblegar la
resistencia del raton adulto a la infeccion viral (Tsv*).

Figura 21
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Ensayo realizado de acuerdo al esquema de 1a Fig 19, y similar al grupo A de la Fig 20.
Aqui se agrega un lote de animales que recibieron células blanco pretratadas con anti-Ly
12 6 con anti-Ly 2.2 mds complemento, las que se mezclaron en iguales proporciones
antes de transferirlas junto con THR y Tsv (grupo THR + Tsv + TsGRC (Ly 1 + Ly 2). Grupos:
“THR + Tsv +Ts GRC (C)", "THR + Tsv + Ts GRC (Ly 1 + Ly 2)" y “control descarga": P<0.001
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respecto de THR. El resto de los grupos no presentaron diferencias significativas respecto
de THR. Cada grupo estd compuesto de al menos 5 animales.

4.9.4 Analisis critico del efecto de la administracion de Cy segun el
esquema -1, +1, +4; sobre la actividad supresora inducida por W y sobre
su blanco

Como pudo demostrarse (58], el tratamiento con Cy segun este esquema
es capaz de doblegar la resistencia del raton adulto a V], obteniéndose
mortalidades en el orden del 90%. Del mismo modo, este esquema es también
capaz de afectar de alguna manera el circuito supresor de HR en el modelo 108
GRC [74] (véase también punto anterior).

Llama poderosamente la atencion el porqué de la necesidad de aplicar un
esquema tan particular de administracion de la droga para obtener mortalidad
en los ratones adultos infectados con V]. Previamente (Punto 4.9) se demostro
que, luego de la aplicacion de Cy, las células esplénicas obtenidas al dia +5 pi,
no poseen actividad supresora Tsv o Tsv*, pero que la supresion se recuperaba
parcialmente (Tsv*) a partir del dia +7 pi. Estos resultados sugerian la
importancia del "timing" en la administracion de la droga sobre la posible
regeneracion de las células involucradas. Por esta razon se decidio ampliar el
estudio de este esquema de administracion de la droga y de su posible efecto
sobre las diferentes poblaciones celulares generadas por V] (Tsv, Tsv* y sobre
sus blancos de accion).

Para analizar este punto, se aplico parcial o totalmente este esquema de
Cy a animales infectados con V], tomandose células esplénicas a diferentes
momentos de la infeccion. Estas células fueron transferidas simultaneamente a
los sistemas indicadores 10° GRC (que permite la expresion de ambas
actividades [Tsv y Tsv*]) y 103 GRC-Cy -1, +1, +4 (que solo permite la
expresion de Tsv).

Como puede observarse en 1a Fig. 22, 1a administracion de una Gnica dosis
de Cy al dia -1, no impide la supresion de ambos sistemas indicadores
mientras que si se administran las dosis correspondientes a los dias -1 y +1, se
observa que las células tomadas al dia +3 son incapaces de alterar la HR en el
sistema 108 GRC-Cy -1, +1, +4. Es decir que estas dos dosis afectan en parte la
actividad supresora inducida por V). Sin embargo, si se transfieren células
tomadas al dia +5 pi de animales tratados en forma similar, éstas son capaces
de suprimir ambos sistemas indicadores sugiriendo entonces la regeneracion
de las células supresoras.
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Sin embargo, cabe recordar que la administracion de una tercera dosis en
el dia +4, induce fuertes alteraciones en la actividad supresora, impidiendo la
supresion del sistema indicador 10® GRC. Esta actividad luego se recupera, pero
queda afectada la capacidad de suprimir la respuesta de HR sobre el sistema
indicador 108 GRC-Cy -1, +1, +4 (Figs. 14-17).

Figura 22
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Se transfirieron 40x106 células tomadas en los dias especificados de ratones adultos
BALB/c] infectados con V] y tratados con Cy en losdias-16 -1 y +1 (50 mg/kg cada dosis).
Los receptores fueron ratones sensibilizados con 106 GRC 7 dias antes o con 108 GRC y
tratados con Cy segtn el esquema -1, +1, +4 (barras negras). Al menos 5 animales en cada
grupo.

A la luz de estos resultados y, como la definicion de las subpoblaciones
celulares supresoras inducidas por V] es totalmente operativa, debido al
similar fenotipo que portan, se pueden ensayar dos hipotesis alternativas:

# a) las células Tsv y Tsv* se encuentran presentes desde el principio de
la infeccidén.
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Si consideramos Tsv como la capacidad de suprimir el esquema 103 GRC-
Cy -1,+1, +4, y Tsv* como el de suprimir 10% GRC, la célula Tsv desapareceria
por el tratamiento con Cy, y la Tsv* seria resistente al esquema de
administracion de la droga pudiendo regenerarse luego de su momentanea
desaparicion al dia +5.

# b) La célula Tsv es reemplazada por Tsv* luego de la tercera dosis de
Cy.

Esta hipotesis sugiere que habria una secuencia en la aparicion de las
células debida a la deplecion de la primera poblacion (Tsv) por el tratamiento
con Cy y al posible requerimiento de una actividad supresora de HR, lo cual
induciria la aparicion de Tsv*.

Lamentablemente, debido al similar fenotipo de ambas células no fue
posible discernir entre las dos alternativas.

El efecto de la administracion del esquema de Cy sobre la resistencia a V]
en los ratones adultos puede también, ser enfocado desde otro angulo. Dado
que tanto las células Tsv como las Tsv* requieren de células supresoras
especificas de Ag, sobre las cuales actian induciendo la supresion, el esquema
de administracion de la droga podria estar actuando simultaneamente sobre el
blanco de accion de estas células. De hecho, en los sistemas indicadores de HR
108 GRC y 108 GRC-Cy -1, +1, +4, se ofrecen diferentes células blanco (ver
punto 4.9.3) y probablemente esto se deba, al menos en parte, a la accion de la
droga.

Con el propoésito de analizar el efecto de la Cy sobre el blanco requerido
por las supresoras inducidas por el virus, se transfirieron células Tsv* a
receptores sensibilizados con 10® GRC y tratados con esquemas parciales o
completos de Cy. Como surge de la Fig 23, se pudo determinar que una Unica
dosis de Cy al dia -1 es incapaz de afectar la expresion de Tsv*, mientras que
con sO0lo dos dosis desaparece el blanco de la célula pese a que el tiempo
transcurrido entre la segunda dosis (dia +1) y el ensayo (dia +7) demostré ser
suficiente para la regeneracion de las células supresoras inducidas por V].

Estos resultados sugieren que, para la deplecion del blanco bastaria con la
aplicacion de dos dosis de Cy, mientras que la tercera dosis seria criticamente
necesaria para la eliminacion de Tsv. Es de destacar que en animales
infectados por via ic y tratados con Cy segin el esquema -1, +1; ya se registra
una mortalidad de alrededor del 50% [89], lo cual se correlacionaria con la
momentanea desaparicion de células Tsv activas sobre el blanco generado por
este esquema de Cy. Por lo tanto, la tercera dosis seria critica para la total
eliminacion de Tsv, lo que traeria aparejado la mayor sensibilidad a la
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inoculacion viral (mortalidad con el esquema completo de Cy: 90%), dado que
esta célula es capaz de utilizar el blanco generado por este esquema de Cy
aplicado en forma parcial o completa. De esta forma y en la asuncion de que el
blanco inducido por V] sobre el que actuaria Tsv para protejer del dano
potencial, presentaria una sensibilidad similar a la Cy que el de GRC; se
proveeria una base teédrica con fundamentacion experimental a un esquema
inmunosupresor establecido en forma empirica y que es capaz capaz de
doblegar la resistencia del ratén adulto a la inoculacién con V].

Figura 23
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Se transfirieron 40x106 esplenocitos obtenidos a partir de ratones adultos BALB/c]
infectados y tratados con Cy segin se indica en la figura, a receptores sensibilizados con

106 GRC 6 108 GRC Estos Gltimos fueron tratados con esquemas completos o parciales de Cy
segun se indica en la figura. Cada grupo estd compuesto por, al menos, 5 animales.
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4.10 Regulacién de la actividad Tsv

Habiéndose determinado las principales caracteristicas de las células
supresoras inducidas por V] en el raton adulto (Tsv), se consideré de interés
establecer si sobre ellas se ejerce algun tipo de regulacion. El so6lo hecho de que
esta célula pueda actuar Unicamente sobre determinados circuitos supresores,
constituye per seun sistema de regulacion de su actividad en tanto la limita a
aquellos Ags capaces de inducir circuitos supresores compatibles con su
accionar. Sin embargo surge como interrogante si Tsv esta bajo algun sistema
activo de control de su actividad.

Sobre este punto cabe recordar que la actividad Tsv desaparece
espontaneamente al dia +24 pi (Fig 6). La pérdida de su actividad podria en
principio ser interpretada de dos maneras diferentes. Por una parte, esta
pérdida podria deberse simplemente a la desaparicion de la célula responsable
(Tsv). Por otra parte, podria postularse la aparicion de un sistema regulador
activo capaz de actuar sobre Tsv, el que se manifestaria inhibiendo su
expresion.

Con el propésito de analizar estas alternativas, se realizd0 un ensayo de
cotransferencia, a receptores sensibilizados 7 dias antes con 10® GRC, de
esplenocitos obtenidos de animales infectados a los 31 y a los 5 dias pi. En los
primeros ya no se detecta la actividad Tsv, mientras que los segundos si la
poseen. Entonces, si no se suprime la respuesta de HR en los receptores que
reciben ambos tipos de células en forma simultanea, la actividad Tsv estaria
bajo regulacién mediada por un sistema celular transferible.

Los resultados obtenidos se esquematizan en la Fig 24. En ella se puede
observar que, en los animales infectados 31 dias antes, se indujo un sistema
celular capaz de suprimir la célula Tsv es decir, se detecté actividad
contrasupresora (CS) inducida por V].

Estos resultados son coincidentes con la hipdtesis que sugiere que Tsv
podria tener funciéon en la prevenciobn de HR (respuesta mortal en el caso de
la infeccion del ratéon con VJ) hasta el establecimiento de una buena respuesta
humoral protectora, valorada como anticuerpos neutralizantes, la cual es
optima recién al dia +24 pi. [59]. Luego de ese momento, la célula Tsv dejaria
de ser necesaria y, dado que es capaz de inhibir respuestas de tipo HR con el
consiguiente riesgo frente a otros patdégenos, deberia ser eliminada. Es decir
que se generaria un sistema activo de regulacion de Tsv cuando ésta ya dejase
de ser necesaria.

Para ensayar la hipo6tesis de la puesta en marcha del sistema de células CS
cuando Tsv no es necesaria, se transfirieron esplenocitos obtenidos 5 dias
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después de la infeccion viral (Tsv) cuando ya no se detecta virus en bazo ni en
sangre ni aun por técnicas de alta sensibilidad como el cocultivo [68], a
receptores "naive”, los que 5 dias después sirvieron como dadores (Ex-naive)
en un ensayo de cotransferencia en busqueda de actividad CS. El esquema
experimental se muestra en la Fig 25.

Figura 24
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Se cotransfirieron células Tsv (20x106 células/ratén) junto con esplenocitos obtenidos de

animales infectados 31 dias antes con V] (40x106 células/raton). Se utilizaron ratones
adultos BALB/c] de 60-90 dias de vida. Cada grupo estd compuesto por al menos 5 animales.

Figura 25
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Esquema experimental utilizado para la induccién de las células CS, y para su
caracterizacién. Ensayos efectuados en ratones BALB/c] de 60-90 dias de vida.

Los resultados obtenidos (Fig. 26) sefnalan que, en aquellos animales
"naive" que recibieron Tsv, se generoé actividad CS capaz de inhibirla.
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Mediante el tratamiento de las células esplénicas obtenidas a los 31 dias
pi, con anticuerpos monoclonales seguido de complemento previo a la
cotransferencia con Tsv, (Fig. 27) se estableci0 que esta actividad CS esta

asociada al fenotipo Thy 1%, Ly 1%27, coincidente con las descriptas para
antigenos no infecciosos [90]. Es de destacar que, hasta el presente, no se habia
detectado este tipo de actividad en ninguna infeccion viral.

La identificacion (Fig.27) de las células responsables de la actividad CS en
el modelo Ex-naive, demostrd su asociacion también con un Unico fenotipo: Thy

1*, Ly 1%27. Es decir entonces que se trataria de una célula semejante a la
generada naturalmente en los animales infectados.

Desafortunadamente, debido al similar fenotipo de las células Tsv y CS,
fue imposible determinar si ambas coexisten en un mismo animal en
cualquiera de los dos modelos experimentales desarrollados, o si CS determina
la desaparicion de Tsv.

Figura 26
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Se cotransfirieron células Tsv (20x106 células/raton) junto con esplenocitos (40x106

células/ratéon) obtenidos de animales "naive” que habian recibido 5 dias antes 40x106
células Tsv/raton ("ex-naive"). Se utilizaron ratones adultos BALB/c] de 60-90 dias de vida.
Cada grupo estd compuesto por al menos 5 animales.
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Figura 27
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Se cotransfirieron células Tsv junto con células CS obtenidas de ratones a los 31 dias pi o
de ratones que habian recibido 5 dias antes células Tsv (Ex-naive). Las células CS fueron
tratadas con anticuerpos monoclonales seguidos de complemento previo a la mezcla de

ambas poblaciones. Los receptores fueron sensibilizados 7 dias antes con 106 GRC. Cada
grupo constituido por, al menos, 5 animales. C: complemento.

4.11 Modo de accidon de las células Tsv.

En los puntos 4.7 y 4.8 se habia presentado evidencia indicativa de que
las células inducidas por el virus requerian de actividades supresoras
especificas de antigeno para poder actuar, siendo incapaces de hacerlo
directamente sobre la célula T efectora de HR (THR). Estas células blanco
fueron identificadas.

En este punto se describiran ensayos tendientes a ampliar nuestro
conocimiento del modo de accion de las células Tsv.
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4.11.1 Restriccion H2

A través del estudio de diferentes modelos experimentales, se ha podido
demostrar que en algunos de ellos, la actividad supresora es capaz de actuar a
través de la "barrera” del complejo mayor de histocompatibilidad (H2 en el
caso del raton), mientras que en otros solo es capaz de hacerlo sobre células
isogénicas. En general, las actividades supresoras antigeno-especificas poseen
restriccion H2 mientras que las inespecificas, son capaces de actuar a través de
esta "barrera’.

Dado que la actividad supresora inducida por V] es Ag-no especifica, es
de interés establecer si posee o no restriccion H2. Para analizar este punto, se
obtuvieron células Tsv y Tsv* en ratones BALB/c] (H24), las que fueron
transferidas a receptores C3H/He] (H2k) previamente sensibilizados con 106
GRC, los que fueron inmediatamente desafiados con 103 GRC en la almohadilla
plantar. En el caso de las células Tsv*, éstas fueron transferidas en forma
simultanea también a receptores C3H/He] sensibilizados con 108 GRC y
tratados con el esquema de Cy -1, +1, +4. Con la aplicacion de este esquema se
demostrd previamente que estas células eran incapaces de actuar en
receptores singeneicos (punto 4.9.1).

Los resultados obtenidos se expresan en la Fig 28 A y B, e indican
claramente que tanto la actividad supresora Tsv como la Tsv*, no estan
restringidas en su accionar. Por otra parte, surge que las células Tsv* (H29)
manifiestan similares requisitos por un determinado blanco que cuando son
transferidas a receptores isogénicos, dado que son incapaces de suprimir el
esquema de sensibilizacién 102 GRC-Cy -1, +1, +4; manteniendo asi sus
cacteristicas operativas en un entorno desconocido y sugiriendo una fuerte
seleccion del circuito supresor sobre el que son capaces de actuar.



Figura 28 A
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Se transfirieron 40x 106 células esplénicas obtenidas de ratones BALB/c] infectados 5 dias
antes con V] o normales a receptores C3H/He] o BALB/c] sensibilizados 7 dias antes con

106 GRC. Al menos 5 animales en cada grupo.
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Figura 28 B
PORCENTAJE DE HINCHAZON DE LA PATA

5 10 15 20 25

1 1 LT o 1 1
controL 108 GRC (C3H/HeJ) }—
controL 108 GRC (C3H/He)) |—
controL 108 GRC Cv 50 (C3H) 1
Tsv* — 105 6RC 3y [——— M
cEL. NorMALES—108 GRC (C3H) }—
Tsv*—=108 GRC Cv 50 (C3H) -
cEL. NORMALES*I‘Jg GRC CvS0 -
controL 108 GRC (BALB/c)) -
CONTROL lU8 RRC (BALB/c.) —
CONTROL 1'38 GRC Cv 50 (BALD) =
Tsv*— = 10° GRC (RALB/C}——
Tsv*— 108 GRC Cv 50 (BALB T

1 1 1 1 1

Se obtuvieron células esplénicas de ratones BALB/c] infectados con V] y tratados con Cy -
1,+1,+4 las que fueron tomadas al dia +7. Como receptores, se utilizaron ratones BALB/c] y

C3H/He] sensibilizados con 106 GRC 6 con 108 GRC tratados con el mismo esquema de Cy.
Como control, se transfirieron células de ratones normales. Al menos S animales en cada
grupo.

4.11.2 Especificidad

Para poder actuar, Tsv requiere células supresoras especificas de Ag,
siendo incapaces de inhibir la expresion de las células T efectoras de HR (THR)
en forma directa. Surgio entonces, la hipotesis que sugiere la interaccion de las
células Tsv con las supresoras especificas de Ag.

En diversos modelos experimentales que involucran distintos Ags (ya
sean éstos haptenos o particulados) se ha podido establecer que, aunque
mediado por diferentes mecanismos, estas interacciones se activan de modo
Ag-especifico pero concluyen ejerciendo una supresiéon Ag-no especifica. En
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este sentido, se ha desarrollado el concepto de célula auxiliar o accesoria (acc),
la que actua como receptora de una senal Ag-especifica. Una vez que ha
ensamblado esa sefial (normalmente un factor supresor), ésta actua como
receptora del Ag, el cual se comporta a su vez como segunda sefnal haciendo
que la célula se active disparando un mediador supresor Ag-no especifico [91].

Otra alternativa podria ser que, en realidad, la actividad supresora Ag no
especifica inducida por V] actue activando o exacerbando las células
supresoras Ag-especificas.

Una tercera posibilidad a considerar seria que, como resultado de esta
interaccion, se genere en conjunto entre ambas células involucradas (Tsv y las
supresoras especificas) un factor supresor con la especificidad de Ag eliminada
por la actividad Tsv. A este respecto cabe senalar que, en diferentes sistemas
supresores estudiados, los factores supresores que median esta actividad son
generados como hemimoléculas por dos células diferentes, dando una de ellas
la especificidad antigénica y la otra la restriccion H2 [3].

En resumen, se plantean tres hipotesis diferentes sobre el mecanismo de
accion de las células Tsv (esquematizadas en la Fig 29):

# A: la célula efectora de la supresion es directamente la Tsv, la cual
podria actuar como receptora de una sefial supresora Ag-especifica. En este
caso Tsv se comportaria como una célula supresora accesoria, de modo que al
reconocer especificamente al Ag a traveés del factor supresor ensamblado en su
superficie, se dispararia liberando una senal supresora Ag-no especifica.

# B: la célula supresora Ag-especifica es activada o exacerbada por las
células Tsv. En este caso, dado que la sefnal supresora seria generada por la
célula Ag-especifica, la supresion sera especifica de Ag.

# C: la actividad supresora es en realidad fruto de un factor supresor
generado en conjunto por ambas células, el cual mediaria supresion Ag-no
especifica.
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