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1. INTRODUCCION

1.1.Estrategias de los virus animales para eludir o retardar su

Durante su evolucion, los animales superiores han
desarrollado un sistema inmune complejo como defensa
frente a la invasion de agentes patdgenos. Esta defensa incluye
mecanismos inespecificos como el sistema complemento, los
interferones y células fagociticas y mecanismos especificos como
los anticuerpos y linfocitos.

Como contrapartida, en la infeccidn con pardsitos obligados
como los virus, se encuentran mecanismos Qque les permiten
interactuar con el huésped y replicar en él un tiempo suficiente
como para alcanzar otros huéspedes o células susceptibles.

Se bhan descripto numerosas estrategias que permiten al virus
eludir o retardar la accion del sistema inmune. Una de ellas es
la induccion de inmunosupresidn, hallada en distintas infecciones
virales como las que ocurren con adenovirus, influenza,
sarampidm y el virus de la inmwodeficiencia humana (HIV), que es
debida muchas veces a la replicaciédon del virus en células del
sistema inmune (1).

Ademas, existen otros mecanismos tales como latencia

intracitoplasmatica, dispersidn cédlula a célula, brotacidn en



membranas intracelulares, variacién antigénica o integracidn del
genoma viral al del huésped que permite eludir la respuesta
inmune atn en ausencia de inmunosupresion. Cuando la eliminacion
del virus se retarda en forma indefinida, se puede llegar a la

infeccidn crdnica o persistente (2).

Las infecciones virales persistentes son aquellas donde 1la
informacidn genética del virus permanece en el individuo
infectado, de alguna manera, duwrante un extenso periodo, a
menudo durante toda la vida del huésped (2). Durante este
prolongado periodo el genoma viral puede estar absolutamente
latente o expresarse en forma parcial o total, variando desde 1la
sintesis de protelinas codificadas por el virus a la produccidn de
virus infeccioso. En algunos casos la persistencia puede conducir
regul armente a la muerte del huésped, en otros producir
alteraciones que no comprometan su vida o no manifestarse en
absoluto.

Algunas infecciones humanas persistentes se conocen desde hace
tiempo debido a su asociacitn con sindromes clinicos. El ejemplo
m&s caracteristico es el del virus Herpes simplex, que produce un
fenbmeno tipico de lesiones recurrentes generalmente alrededor de
la boca (2). Una enfermedad relacionada, el Herpes zoster, aunqgue

conocida desde antiguo, ha sido reconocida con el tiempo como una



recurrencia de la infeccion con el agente causal de la varicela
(3). Algo semejante ocurre con las verrugas, tumores benignos
asociados a una infeccidn con virus papiloma (4). Tambieén ha sido
relativamente tardia la asociacidn entre la encefalitis
esclerosante subaguda y la infeccidén muy anterior con el virus
del sarampion (3).

En fechas mads recientes se han descripto leucemias humanas
asociadas a una infeccién prolongada con HTLV-1I (6) y el sindrome
de inmunodeficiencia adquirida asociado a la infecciéon con HIV-1
o HIV-2 (7), (B). Algqunas de las enfermedades citadas son de gran
importancia social y econdmica.

Desde otra perspectiva, la persistencia puede considerarse una
de las estrategias basicas para la conservacidn del virus en la
naturaleza. Si la poblacién del huésped tiene gran densidad, el
virus puede mantenerse mediante una infecciodn aguda
transmitiendose en forma horizontal. Si la poblacién en cambio
es reducida, todos sus miembros pueden hacerse inmunes en un
tiempo limitado y cortarse la cadena de huéspedes susceptibles.
Sin embargo, si la estrateyia incluye la persistencia, el virus
podria mantenerse en comunidades cerradas (9).

For otro lado, las vacunas han permitido controlar
enfermedades producidas por virus como la poliomielitis o 1la
viruela (gque no tienen recurrencias) mientras que parece mas
diflicil el control de las enfermedades que establecen infeccidn

persistente como herpes o citomegalovirus, entre otras causas,



por la prevencién de utilizar vacunas a virus vivo o potencial-
mente oncogénicas.

De manera que el estudio de -las infecciones persistentes es de
interés tanto en relacion con la salud humana y la economia,
como por el conocimiento de los mecanismos implicados en  su
mantenimiento.

Una definicién formal de infeccidn persistente encierra
cierta dosis de arbitrariedad ya que habria que definir en que
momento se pasa de una fase aguda a una fase persistente. Mims
(10) define la infeccidn persistente como aguella en que el
virus se mantiene en el organismo del animal durante toda su vida
siendo detectable por algun método ya sea por la deteccidn de 1la
particula infecciosa y/o la del antigeno intracelular.

Si bien la clasificacidon de las infecciones persistentes es
dificil por la diversidad de manifestaciones que presentan, ésta
ha sido intentada por Fenner , quien las divide seqgun ocurran in

vitro o in vivo (11).

DReguladase La mayoria de las ceélulas estan infectadas vy

liberan virus al medio. Ni el metabolismo ni la duplicacidn

celular se hallan seriamenlte alterados. El agregado de
anticuerpos especificos no produce curacidn ni limita la
infeccidn ya que la célula infectada distribuye el agente viral a

las células hijas durante la duplicacion. Este tipo de



infeccion se presenta comunmente con virus ARN que brotan en la

membrana celular.

M Carrier: Sélo un pequefio porcentaje de células se encuentran
infectadas. En ellas el virus puede replicar y producir lisis
celular. La progenie viral infecta solamente a un pequefio nlmero
de células, siendo la mayoria no susceptible ya sea por el estado
del ciclo de replicacién en que se encuentran, por la presencia
de interferdén o de particulas interferentes, o por la seleccion
de un tipo celular resistente a la infecciédn. Pueden ser curadas
con antisuero especifico. Este tipo de infeccidn puede darse

tanto con virus ARN como con ADN.

3)Transformantes: Son infecciones producidas por los virus
tumorales que son capaces de inducir la proliferacién celular.
Las células pierden la inhibicidn por contacto. El genoma de
los virus tumorales puede integrarse al genoma del huésped vy
este genoma integrado puede ser transmitido de generacidn en

generacion.

Los mecanismos involucrados en el establecimiento Y
mantenimiento de la infeccibn persistente in vitro pueden
depender del virus, por la concurrencia de particulas
interferentes (12), (13), (14) mutantes termosensibles (15), (16)
y variantes virales poco citoliticas (17) o pueden depender del
huésped por el tipo de célula, el estado fisioldgico de la misma

0 por la produccidn de interferdn.



1) Cronicas: Siempre se puede demostrar virus infeccioso,
el cual a menudo es parcialmente eliminado del huesped. No se
observan signos de enfermedad o ésta aparece tardiamente,
asociada a una respuesta inmune. El ejemplo ma&s conocido de este

tipo de infeccién es el del virus LCM en ratdn (18).

2) Latentes: son infecciones que presentan episodios agudos
esporadicos de enfermedad entre los cuales generalmente no puede
aislarse virus. El virus permanece en forma criptica y sdlo se
detecta en forma intermitente, usualmente asociado a los
episadius clinicos recurrentes. Fs el caso del virus Herpes

Simplex en humanos (2).

3) Lentas: Tienen un perioduo largo de incubacidn con escasa
o npula manifestacidn clinica. La concentracidn de virus
aumenta gradualmente hasta que se manifiesta la enfermedad que
resulta generalmente fatal. Como ejemplo de este tipo de
infeccidn se conoce la del virus Visna en ovejas (19) y del HIV

en humanons (7).

la infeccion persistente in vivo.

Se ha tratado de encontrar causas comunes en el
establecimiento de la infeccidn persistente. Segun Mims (20) los

factores que favorecen la infeccidn persistente son:



1) Baja o nula patogenicidad para las células que infectan.

2) Falta de respuesta inmune humoral efectiva ya sea a causa de
tolerancia, autoinmunosupresidon, produccidn de anticuerpos no
neutralizantes o bloqueantes o de antigeno insuficiente en la
superficie de las células infectadas o bien, la dispersidn debe
producirse célula &a célula sin permitir la accidén de los

anticuerpos.

]

Falta de wuna respuesta inmune efectiva mediada por células

por razones similares a las del punto anterior.

4) Gue exista una respuesta pobre de interferédn o que el virus

sea relativamente insensible a éste.

9) Ciertos virus gue inducen pobre respuesta inmune y

interferdn.

6) flue los linfocitos o macrdfagos sean infectados durante la

infeccidn persistente.

Segun Lehman-6Grube (18) se requieren tres condiciones para la

persistencia viral prolongada:

1) Los 6érganos comprometidos no deben ser daflados en forma

incompatible con la sobrevida del huésped.

2) La replicacion viral debe estar regulada.

de



El sistema inmune no debe llevar a cabo su cometido de

i

limpiar el virus.

Es decir que existen distintos factores que han sido
postul ados como moduladores de la persistencia. Unos dependen del
huésped y otros dependen del virus. Entre los primeros estan 1la
deficiencia inmunitaria tanto humoral como celular y la sintesis
defectiva de interferdn vy, entre los udltimos, 1a baja
citopatogenicidad viral y la presencia de mutantes termosensibles
0 de particulas defectivas.

La falta de respuesta inmune del huésped o tolerancia,
consiste en la incapacidad de v individuo para reacclonar ante
la presencia de vn antigeno ya sea mediante la inmunidad humoral,
celular o ambas. l.os antigenns que normalmente estimulan las
respuestas inmunes en los adul bos pueden no inducir respuesta en
los recién nacidos (21).

Uho de los primeros ejemplos de tolerancia inmune fue
descripto por Owen en 1945 (22) en gemelos vacunos dicigéticos.
También tempranamente se hahia observado que ratones infectados
con LCM al nacimiento no elimipan el virus permaneciendo
infectados de por vida (23). Asimismo es factible inducir
tolerancia medi ante la inoculacidn masiva de un antigeno
en un animal adulto; la produccion de la tolerancia depende
tanto del antigeno como del huésped.

Fara la falta de respuesta contra el antigeno propio se han

propuesto basicamente tres explicaciones alternativas (21):

13



1) Histérica: propuesta por Burnet y Fenner, segun la cual los
auto-antigenos inducen la eliminacién de clones de linfocitos T y

BI

?) Delecién de linfocitos T "helper"” (Th): 1los linfocitos B
serian incapaces de responder a antigenos propios por delecion de
células 1Th de cuya ayuda dependen para sintetizar anticuerpos

timodependientes.

=) Supresién: se basa en la supresidn continua de funciones

celulares Th y B por células T supresoras (Ts).

La tolerancia puede clasificarse en central y periférica. La
tolerancia central se refiere a la pérdida de linfocitos
competentes por eliminacidn clonal o por disfuncién clonal. La

delecidn clonal implica:

a) Ausencia de células B o T que puedan reconocer el antigeno.
b) Carencia de inmunidad en el periodo de establecimiento de 1la
tolerancia.
c) Fresencia continuwa del antigeno como requerimiento para
mantener la tolerancia.

La tolerancia periférica indica gque las células competentes
estan presentes pero no pueden inducir respuesta. Se caracteriza

por:

a) El antigeno persiste por periodos larygos.



b) Aunque las células esplénicas no respondan al antigeno en el

huésped tolerante, pueden ser funcionales al ser transferidas.

En las infecciones neonatales o intrauterinas, el huesped
infectado no tiene aun desarrollada su competencia inmunoldgica o
est4d en los primeros estadios de la misma. Al infectar ratones
neonatos con  virus LCM, el virus multiplica pero el animal no
muestra respuesta sintomatologica en los primeros meses de vida.
En este tipo de infecciones se ha demostrado una tolerancia

inmune celular.

de los virus en enfermedades neuroldgicas crénicas.

1.3.Rol

xisten wuna variedad de enfermedades neuroldégicas cronicas
inducidas por virus. El prototipo podria ser el Visna que ataca a
la oveja (19), pero también se conocen infecciones crénicas en el
hombre como la encefalitis esclerosante subaguda, provocada por
el virus del sarampidn, y la panencefalitis progresiva provocada
por el virus de la rubeola (3). En tanto, las complicaciones

neuroldgicas del SIDA no se encuentran plenamente esclarecidas

hasta el momento.

La persistencia del virus en el sistema nervioso central (SNC)
puede relacionarse en parte a la estructura del cerebro y médula
espinal cuyos componentes celulares se encuentran empaquetados

estrechamente, carecen de sistema linfdtico y tienen un sistema



vascular distinto al de los aolros érganos. Estas barreras pueden
impedir la 1llegada del virus al SNC pero también limitar la
eliminacion del virus una vez: que este lo ha invadido (24). Una
vezr que el virus ha penetrado puede dispersarse a traves del
liquido cefaloraquideo a las células de meninges o ependimo.

El contagio a través de la masa neuronal compacta requiere el
contagio célula a célula contigua dando como resultado una
dispersion zonal o a lo largo de las ramificaciones axonales vy
dendriticas siguiendo las vias nerviosas funcionales.

El SNC estA relativamente aislado del sistema inmune en el
animal sano. No hay produccion intrinseca de anticuerpos ni
sistema linfatico y pocas células fagociticas.

Las células y las protelnas sanguineas eslan relativamente
excluidas del SNC debido a la unidn estrecha que se establece en
en esle sistema entre las células del endotelio capilar, las
células aracnoides y las células epiteliales del plexo coroideo
(24),

La eliminacidn del virus 2n SNC se produce después de un
proceso imflamatorio. El primer paso para que se de esa
eliminacién puede ser la expresion del antigeno viral sobre las
células del endotelio vascular (25). Debe ser luego reconocido
por linfocitos sensibilizados y estos mediante la liberacidén
de linfoquinas pueden activar a los mastocitos, capaces de
producir apertuwras en los capilares (3). 8Sin embargo, aunque

ocurtra la penetracidon de células en el parénguima la eliminacidn

16



de virus del encéfalo puede ser mas lenta que en otros drganos y

ser llevada & cabo por otros mecanismos, ya que puede no
registrarse lisis en las neuronas (26). En el hombre la
deficiencia en la respuesta B puede predisponer a 1la infeccion
persistente con enterovirus, en tanto, la supresion de la
respuesta T puede conducir a infecciones atipicas del SNC por
distintos virus como el del polioma, Varicela zoster,

citomegalovirus y adenovirus (24),

1.4.Arenavitrus

La familia Arenaviridae (27) consta de un unico geéenero
Arenavirus.

Los arenavirus del viejo mundo incluyen el virus LCM de amplia
distribucion en Europa y América y los virus Lassa, Mopeia vy
Mobala de distribucidn mé&s restringida en el continente africano
(28).

Los arenavirus del nuevo mundo tienen una distribucidn
restringida en distintas zonas de América e incluyen 1los virus
Junin, Tacaribe, Machupo, Amapari, Tamiami, Farana, Pichinde vy
Flexal (28).

Las particulas virales, de 50 a 200 nm, presentan una
envoltura lipidica pleomdrfica con espiculas proteicas (29).

La estructura de la nucleocépside en las particulas virales

intactas no se conoce con exactitud pero se ha descripto el

17



complejo ribonucleoprotéico aislado de los viriones como dos
estructuras circulares constituldas por subunidades semejando
las cuentas de un collar (29). En su interior se encuentran
particulas semejantes a ribosomas que han contribuido a darle
el nombre a 1la familia viral debido al aspecto arenoso que

presentan al ser vistas al microscopio electrdnico.

El genoma viral de los arenavirus consiste en dos segmentos de
ARN de cadena simple designados como L (Large) y S (Small) vy
presentan ademads ARN ribosomal 28S y 18S de origen celular.

El polipéptido mas abundante es el N o NF de la nucleoproteina
que constituye el 56-667% del total de las proteinas y esta unido
al ARN viral. Se han descripto dos glicoproteinas de membrana
designadas GF1 y GF2 para Pichinde, LCM, Machupo y Lassa. Para
otros arenavirus como Tacaribe sélo se ha identificado wuna
glicoproteina (30). También se han descripto otros polipéptidos
entre ellos el polipéptido L. al que se ha adjudicado funcidn de
polimerasa viral.

El ARN S contiene informacidén para 1a proteina de la
nucleocapside N y para el precursor de las glicoproteinas (GPC)
que se clivaria posteriormente, dando dos glicoproteinas. En
tanto, el ARN L caodificaria para el polipéptido L (30).

Una particularidad de los ARN de la Familia Arenaviridae es su
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estrategia de replicacién. Se determind por estudios de clonado y
secuenciacién del ARN S de FPichindé, LCM, Lassa y Tacaribe. Ese
fragmento posee una doble polaridad hecho por el que fue
denominado "ambisense": la mitad 3° del ARNS que codifica para N
posee una secuencia complementaria al ARNm de ese polipéptido en
tanto 1la mitad S' que codifica para el precursor de las
glicoproteinas GPC tiene la misma secuencia que el ARNm
de dicho polipéptido (31). Entre ambos genes de distinta
polaridad se observa una regidn intergénica con una secuencia
complementaria que formaria una horquilla. Asimismo, los extremos
3 y 3° del ARN presentan secuencias complementarias que darian
lugar a moléculas circulares como las que se observan en algunas
micrografias electrdnicas (29). Recientemente se ha demostrado
que el segmento L también tiene caracter "ambisense" (32).

El ARNm de la GI"C, no se podria sintetizar hasta que existiera
replicacidn del ARN viral, ambas especies de ARN se regularian
independientemente ya que ulkilizarian dos templados distintos

(31). Este mecanismo de regulaciédn podria  jugar un papel

importante en la expresion antigénica durante la persistencia.

1.4.2. Relacion entre los miembros de la Familia Arenaviridae:

Los distintos arenavirus cruzan seroldégicamente por
inmunofluorescencia (IF) pero son antigénicamente distintos entre

si por neutralizacidon e inmunoprecipitacidn. Estudios con
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anticuerpos monoclonales demuestran cruces entre anticuerpos
preparadas con LCM y otros arenavirus. Los virus del complejo
Tacaribe cruzan entre si por fijaciédn de complemento (FC) vy
sdlo débilmente con los arenavirus del Viejo Mundo (33).

Dentro del complejo Tacaribe el mas cercano al virus Junin
parece ser el virus Tacaribe que es capaz de proteger cobayos o
al mono Callithrix jacchus contra dosis letales de virus Junin

(34), (Z5) y presenta reacciones seroldédgicas cruzadas con este

virus (346).

1.4.3. Arenavirus y sus reservorios

Una de las caracteristicas destacables de los arenavirus es su
capacidad de infectar en forma persistente a los roedores vy de
esta manera perpetuarse en la naturaleza. Aunque existen mads de
1700 especies de roedores agrupados en 34 familias los arenavirus
se encontraron solo en miembros de 1la familia Cricetidae vy
Muridae con la unica excepcidn del virus Tacaribe que solo se
aisld de murciélagos en la isla Trinidad.

En general se ha observado en los huéspedes naturales
trasmision horizontal de la infeccion. El virus se suele aislar
de orina y/o fauces de sus huéspedes. Fara el virus LCM se
observd infeccidn vertical a través de las células sexuales y en
los virus Junin y Machupo se observd transmisidn vertical

postnatal (37).
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1.4.4.Los arenavirus

La mayoria de los arenavirus no son patédgenos para el hombre.

Los arenavirus Junin, Machupo y l.assa producen un sindrome
viral hemorré&gico carecterizado por fiebre, malestar, postracion
y evidencia de desregulacidtn vascular difusa y cambios de
permeabilidad. Existen manifestaciones hemorragicas en muchos
casos que se relacionan con la gravedad de la enfermedad. El
virus LCM en cambio produce una meningoencefalitis no purulenta
con aumento de células mononucleares en liquido cefalora-
quideo. La enfermedad suele ser de corta duraciédn (38).

Estas enfermedades, se adquieren en general por contacto con
el roedor. Sin embargo existen referencias gsobre contagio

interhumano, especialmente para el virus Lassa (37).

La Fiebre Hemorréagica Argentina (FHA) es una enfermedad
infecciosa de etiologla viral, con caracteristicas endemo-
epidémicas que se encuentra geoygraficamente circunscripta a 1la

regiéon central de 1la Republica Argentina abarcando un area de

2

aproximadamente 120.000 km (39).
Histdéricamente las descripciones de esta enfermedad surgen de
observaciones clinicas efectuadas durante las epidemias de los

atos 1953 vy 1954 en la provincia de Buenos Aires. En 1958 se
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establecid su etiologia viral como consecuencia del aislamiento
en ratén lactante de un virus gue se denomind Junin (VJ) a partir
de sangre vy 4rganos de pacientes internados en el Hospital
Regional de Junin (40) (41).

La infeccidn con VYJ en humanos puede conducir a una infeccidn
inaparente o a formas clinicas que pueden ser abortivas (3%)
leves, (20%4) comunes, (70%) graves (F4) vy mixtas (3%4). Las
formas comunes se han clasificado en tificas comunes, tificas
vasculares vy tificas nerviosas. Las formas graves pueden ser
hemorré&gicas o neurolédgicas. For otra parte, en enfermos
convalescientes se puede presentar un sindrome neuroldgico
tardio, fendmeno 1lamado de "doble onda" (42).

Se encontrd relacidn entre la presencia de antigeno y daffo
en los tejidos hematopoyéticos por medio de estudios
ultraestructurales, lo que habla a favor de un daMo por accidn
directa del virus. El tejido linfohemopoyetico se encuentra
afectado observandose altos titulos de virus Junin, necrosis
linfoidea e inhibicidn aguda transitoria de la hemopoyesis
que afecta en especial plaquetas y granulocitos. La médula dsea
se recupera con la curacion del enfermo (43), En cuanto a 1los
sintomas neuroldgicos de la enfermedad no se han correlacionado
hasta el momento con alteraciones histolégicas importantes (44),
Recientemente se ha propuesto que existe una correlacién entre
gravedad de la enfermedad y la presencia de interferdn en titulos

altos (43).



Entre 1las cepas definidas del VJ se encuentran 1la cepa
prototipo XJ (40), la RC (46) y la Gar (47) aisladas de humanos y
la FRS (48) y la MC2 (49) obtenidas a partir de cricétidos. La
mayoria de ellas son altamente patdgenas para animales de
laboratorio (ratones, cobayos, ratas y hamsters) y para humanos,
y han sido causa de serios accidentes entre los laboratoristas
(50).

La cepa XJ fue la mas utilizada durante los primeros aflos para
estudiar el VJ. Esta cepa fue sucesivamente pasada por plasma de
cobayo y/o cerebro de ratéon lactante conservando generalmente sus
propiedades patébgenas originales. Sélo se pudo obtener a partir
de ella variantes atenuadas en algunos pasajes, como es el caso
de las cepas XJo (51), XJC1i3 (usada como vacuna experimental)

(52) y Candid I propuesta actualmente como antigeno vacunante

La infeccidn experimental con arenavirus ha perseguido
distintos objetivos. For un 1 ado, encontrar modelos
experimentales gque reproduzcan la enfermedad humana para estudiar
su fisiopatologla. Este objetivo se consiguid en primates
infectados con L.CM, Lassa, Machupo y Junin. También en el cobayo
se desarrolld una fiebre hemorragica semejante a la humana cuando

se lo infectd con virus Machupo o Junin (54).,



Faor otra parte, se ha estudiado la infeccidn con distintos
arenavirus sus  huéspedes naturales. Esto ha permitido
desarrollar modelos de persistencia viral con liberacion de virus
infecciovso para los virus Junin, LCM, Machupo, Lassa y Tamiami.
For el contrario, estos mismos virus infectando otros roedores
de laboratorio suelen desarrollar wna infeccidn aguda o
inaparente, o una persistencia viral con muy baja produccidn de
virus. La excepcidn la constituye el hamster infectado con virus

=

LCM que desarrolla infeccidn persistente productiva (S54).

Aunque existen amplias variaciones segiin la cepa de ratdén
utilizada, se han estudiado principalmente el raton lactante
infectado por via ic y el ratdn adulto infectado por via ic o ip.
El ratédn adulto infectado por via ic desarrolla una enfermedad
encefalitica caracteristica en la cual se describen perdida de
peso, inmovilidad, hipersensibilidad a estimulos externos,
convulsiones vy pardalisis (54). El exdmen histolégico revela un
proceso inflamatorio que se relaciona con la presencia viral.
Mediante estudios con anticuerpos monoclonales y de transferencia
se ha determinado que las células esenciales para el desarrollo
de esta encefalitis tienen restriccidén por el antigeno de
histocompatibilidad de clase I y son del subtipo Lyt 2+ (55). EIl
ratéon adulto inoculado por via intraperitoneal, en cambio,

desarrolla una infeccidn aguda y es capaz de eliminar el virus



(68). En trabajos recientes se ha adjudicado la responsabilidad
de esa limpieza viral a la actividad de linfocitos de
hipersensibilidad retardada (56). El ratdn lactante infectado por
via ic en las primeras horas de vida es capaz de desarrollar una
infeccion persistente de por vida.

Las tres condiciones para la persistencia viral prolongada
postuladas por Lehman—-Grube et al (18) pueden ser consideradas en

este modelo:

1) Los drganos comprometidos no deben ser daffados en forma
incompatible con la sobrevida: existen evidencias de que las
celulas infectadas con LECM en el ratédn no estan daftadas
seriamente por la replicacion viral. A través de la vida del
animal grandes cantidades de virus se hallan siempre presentes,
pero el animal aparenta estar sano, no se observa necrosis
celulary sin embargo, cuando se examina con mas detalle se
destacan cambios patoldgicos, en especial sufren una enfermedad
tardia cuyas caracteristicas pueden ser reveladas antes de
manifestarse por pruebas apropiadas. Estos cambios son debidos a
inmunocomplejos (97) . Ademds se producen alteraciones en las

[~

funciones endécrinas y celulares (98).

2) Regulaciéon de la replicacidn viral: En el ratdn infectado con
LCM 1la aparicidén de variantes antigénicas es organodependiente.
El virus rescatado de ratones con infec :ion persistente es capa:z

de interferir la replicacidn del estandar; se aisla virus que



produce placas turbias y esta reduccidon de 1a actividad
citocidica se podria pensar como condicidn favorable a la
persistencia. Fero en el mismo raton persistentemente infectado
suelen encontrarse tanto variantes de placas turbias como
liticas. Otro factor de la limitacidn en la replicacidn viral
puede deberse a gque la mayor parte de las ceélulas no estan en
replicaciéon activa, lo que las puede hacer menos propicias a 1la

replicacidon del virus (18).

3) El sistema inmune no debe responder con la limpieza viral: Con
respecto al estado inmunoldgico del ratodn persistentemente
infectado con LCM se sabe que, el ratédn infectado al nacimiento a
diferencia del infectado adulto, no es capaz de limpiar el virus,
no desarrolla reaccidn positiva cuando se 1o inocula en 1la
almohadilla plantal y no tiene actividad T citotéxica. Esto se
podria deber a la presencia de células supresoras aunque algunos
autores opinan que se debe a la carencia de células T
citotoxicas. En ratones adultos infectados se refleja una
actividad supresora si se inoculan con virus en altas dosis, pero
este fendmeno no es el mismo que el que ocurre en los ratones

infectados al nacimiento (18).

Se podria especular que la presentacidn del antigeno sobre
células timicas diera lugar & una deleciédn de poblaciones T

especificas para el antigeno viral. Sin embarqgo, si se tiene en



cuenta que el virus es autoreplicante y puede causar infeccion
selectiva de células del sistema inmune aparecen otras
posibilidades. Una hipotesis dice que una subpoblacidn
linfocitaria tendria receptores para el virus y el resto no seria
infectado. Esta podria ser la explicacidn de porque la respueste
inmune es normal para otros antigenos.

Se ha presentado una correlaciéon entre el nimero de células T
infectadas y el estableciemiento de la infeccibon persistente.
Esta infecciotn a ceélulas T decrece con la edad, una de las
explicaciones gseria la distinta capacidad de los macréfagos para
replicar el virus. La infeccidn de linfocitos L3T4 bha sido
comprobada en el ratén persistente. La no funcionalidad de los
linfocitos helper o la destruccién o inhabilitacidn funcional de
linfocitos citotdricos seria una explicacion alternativa de 1la
presencia de Ts que permitiria explicar la persistencia viral en
este modelo (59). No obstante, se ha demostrado que estos ratones
persistentemente infectados son capaces de producir anticuerpos y
el depdsito de complejos antigeno viral-anticuerpo es la causa de

una enfermedad a largo plazo (57)

Infeccion experimental con virus Junin de roedores

La mayor parte de los trabajos se llevaron a cabo en roedores



del género Calomys. Sabattini y col. demostraron con la cepa
Cba AN 94446 aislada de un C. musculinus de campo, que es posible
inducir uwna infeccidn persistente de por vida en C. musculinus vy
C. laucha si se los infecta durante la lactancia, con presencia
de virus en saliva y orina. For el contrario, en 1los Calomys
adultos 1la inoculacién no conduce siempre & una infecciodn
persistente (60).

Martinez Peralta vy col. demostraron que las gldndulas
salivares de Calomys constituyen un sitio importante de
replicacion para el VJ ya que muestran altos titulos virales sin
evidencias de alteracidn histolégica (61). La eliminacidn de VJ
por saliva sugiere que la transmisidon horizontal es el mecanismo
natural de mantenimiento del virus. Esta forma de transmisidn ha
sido demostrada en el laboratorio cuando el contacto es estrecho.
Asimismo, puede transmitirse VJ de las madres a las crias luego
del nacimiento a través de la saliva vy/o leche (62), no
existiendo evidencias de contagio antenatal.

Vitullo y col. observaron que C. musculinus lactantes
inoculados con la cepa Cba AN 9446 por via in presentan una
mortalidad elevada (70%) . Los sohrevivientes tienen baja

eficiencia reproductiva hecho que indica que la transmisiodn

vertical no seria un mecanismo viable por si mismo para mantener
la infeccidtn en la naturaleza (62). Para demostrar ésto,
ensayaron un modelo matematico en funcidn de los parametros de

sobrevida y fertilidad en el laboratorio gque muestra que la



transmisiéon  vertical es insuficiente para el mantenimiento del
virus (63). Ffor el contrario, cuando se inocularon €. musculinus
adultos con esta cepa se observo el desarrollo de una infeccion

persistente pero sin mortalidad ni alteraciones en la fertilidad

La cepa XJC1ZF (atenuada para el hombre y el cobayo) resulta
patbdgena para el C. musculinus lactante y adulto, con distintos
indices de mortalidad segun la edad del animal y via de
inoculaciéon. En los sobrevivientes se detectan altos titulos
virales en enceéfalo (64) y viremias recurrentes (65). Con esta
cepa se observéd meningoencefalitis con o sin presencia de
anticuerpos neutralizantes (64).

El virus recuperado de cerebro o sangre de C. musculinus
persistentemente infectado sdlo se neutraliza parcialmente con el
suero del mismo animal. La recuperacién de estas variantes
antigeénicas explicaria porque la respuesta inmune humoral no es
por si sola capaz de eliminar el virus del organismo (65) (64).

El tratamiento con ciclofosfamida de C. musculinus infectados
no produce variaciones importantes en el curso de 1la infeccidn
(67). En cambio, el suero antitimocito (SAT) produce un descenso
importante de 1la mortalidad 1o que indica que 1la respuesta
celular tiene un papel importante de en la patogenia (68).

Otro roedor del mismo género, €. callidus, también puede
establecer infeccidn persistente con liberacién de virus Junin

cuando se lo infecta experimentalmente por via in, mientras que



los roedores del género Akodon como A. azarae y A. molinae se
infectan en forma persistente con virus Junin si son inoculados

durante la lactancia mostrando una baja produccién de virus (69).

La 1infeccion experimental del cobayo permite reproducir 1la
forma hemorragica de la enfermedad humana. bLa inobculacidn de 1la
cepa XJ de VJ le produce la muerte a practicamente el 1007 de los
cobayos, dentro de 1ns 10-18 dias pi. La susceptibilidad a 1la
infeccidon no depende de la via de entrada del virus ya que se
obtienen resultados similares inoculando por via intramuscular,
intraperitoneal, intranasal, intracerebral, subcutanea o por
escarificacidn de la piel. En todos los casos el curso de 1la

infeccidn y su desenlace fatal es similar (70).

Los signas prominentes de la enfermedad san hipertermia
seguida de hipotermia (al fina) del curso de 1la infeccidn),
pérdida de peso y petequias en 1la piel, tejido celular

subcutaneo, intestino delgado y yrueso, suprarrenales Yy mucosa
bucal. Las alteraciones hematolégicas incluyen: leucopenia,
linfopenia vy plaquetopenia (71), (72) , observandose ademas
alteraciones de la coagulacidn (73) y activacidon del complemento.

Por otra parte, existe una destrucciéon importante de 1los
tejidos vy células comprometidas en la respuesta inmune, que se

visualiza como: descenso de linfocitos T en bazo, ganglios vy



sangre periférica, hiperplasia reticular con depleciodn
linfocitaria y necrosis de ganglios linfaticos, bazo y médula
Osea (74). La presencia de antigeno viral detectado por
inmunofluorescencia % de virus infeccioso en el tejido
linfohematopoyético se correlaciona estrechamente con las
alteraciones histoldgicas descriptas, sugiriendo un efecto
citopatico directo del virus sobre los tejidos.

Paralel amente, se ha observado una fuerte inmunosupresidn
hacia antigenos no relacionados e, incluso, hacia el mismo virus
(73, (76). En efecto, no se detectan anticuerpos especificos a
lo largo de la infeccién y se encuentran deprimidas tanto 1la
respuesta celular como la humoral hacia antigenos no relacionados
como haptenes, antigenos proteicos y FPD (77).

En 1los cobayos infectados con la cepa XJ de Virus Junin, se
observa una viremia temprana a partir del dia 2 pi que perdura
hasta la muerte del animal. El virus puede ser aislado de drga-
nos como ganglio (a partir del dia 3 pi), bazo, pulmén y su-
prarrenales (a partir del dia 7 pi) vy corazédn, higado vy
rifion (a partir del dia 11 pi) (78). Estos hallazgos muestran
una amplia distribucidn viral en diferentes tejidos aunque no se
lo encuentra en cerebro.

Aparentemente, la respuesta inmune no interviene en la
fisiopatogénia de la infeccidn ya que no se observan infiltrados
de células mononucleares en las lesiones , ©l tratamiento con

suero antilinfocitico no modifica el curso de la enfermedad (79)



y no se detectan depésitos de inmunoglobulinas ¢ de componentes
de complemento en riMon (B80). Se postuld en este modelo un
mecanismo de acciébn directa del virus como causa de la muerte.

La inoculaciédn del cobayo con la cepa XJCL3 demostrd que ésta
es atenuada en este modelo no observAndose destruccidén del tejido
linfoide vy detectandose respuesta inmune hacia el virus y hacia
antigenos no relacionados, ésto Gltimo ha sido propuesto como una
herramienta para detectar atenuacidn en las diferentes cepas
virales (77). Estas diferencias pueden deberse a diferencias en
el tropismo tisular. En los cobayos sobrevivientes a la inocula-
cion con cepas atenuadas por via im, ip 0o ic se detectd
persistencia viral durante periodos prolongados de tiempo en
diversos O6rganos. En casi todos los casos la persistencia se
desarrolld sin enfermedad aparente y se demostrd la presencia
de anticuerpos neutralizantes (81).

For otra parte, se demostré que el virus Junin puede ser
transmitido verticalmente en el cobayo infectado tanto con cepas
atenuadas (82) como con cepas patdgenas (B3). La transmision
vertical con cepas atenuadas conduce a una infeccidn persistente
en las crias (84), que, no obstante, mueren si son desafiadas con
la cepa patdgena XJ.

La sensibilidad a la infecciéon con VJ en la rata depende de



la cepa viral, la via de inoculacidn y 1a edad del huésped. Asi,
la cepa XJ inoculada por via ic en ratas lactantes de 6, 24 6 48
hs de vida, 1induce mortalidades del orden del 18%4, 3. y 9%
respectivamente, mientras que los animales de 72 hs de viaa son
resistentes (mortalidad 0%). La mortalidad se incrementa con la
edad de los animales siendo de 31%Z a los S dias y de 93% a los 10
dias disminuyendo nuevamente a 0% a los 26 dias (85).

La inoculacidon de la cepa viral XJC13 por via ic en animales
de 2 o 3 dlas induce a una alta mortalidad, cercana al 100%.
Los animales presentan un cuadro neuroldédgico sin hemorragias vy
la muerte ocurre entre los 14 y 20 dias post infecciodon. En
cambio, son resistentes cuando se los inocula por via ip con
esta cepa. El 93% de las ratas infectadas a los 10 dias de vida
con la cepa XJ mueren presentando un intenso infiltrado mononu-
clear localizado en membranas subaracnoides y espacios perivascu-
lares con areas de neurdlisis y desmielinizacidn mas tardilas,
mientras que las ratas de 2 dias de edad sdlo presentan altera-
ciones discretas, mostrando una alta concentracién de antigeno
viral en neuronas de cerebro, protuberancia vy bulbo. Estas
tiltimas sobreviven con infeccidn crédnica en presencia de
anticuerpos vy desarrollan una atrofia cerebelosa (86), algunas
desarrollan un sindrome neuroldégico tardio en un tiempo poste-

rior al atio de la infeccidn (87).

Aunque se han utilizado distintos primates para estudiar su



sensibilidad frente al VJ solo en dos se produjo una enfermedad
severa, en el Macaco Rhesus (Macaca mulatta) y en el mono
sudamericano "titl de pompédn blanco" Callitrix jacchus.

El titl infectado con la cepa patdgena XJ del VJ muestra
un 1007 de mortalidad y cuadro hemorragico con temblores vy a
veces convulsiones. El virus se rescata de sangre vy tejidos
hematopoyéticos. Se encuentran hemorragias miltiples, necrosis en
cerebro y desmielinizacién; se determina antigeno Junin en
neuronas, vasos sangulneos, pulmén y tejido linfatico. Cuando se
lo infecta con la cepa atenuada XJC13%, en cambio la viremia es
transitoria y la distribucidn viral muy limitada.

En el caso del macaco Rhesus infectado con VJ se observa un
comportamiento similar al humano con el virus patégeno, una alta
mortalidad (75-100%) con pérdida de peso y se puede lograr una
correlaciéon entre el tipo de enfermedad del mono y la del
paciente del cual el virus fue aislado.

Otros primates infectados experimentalmente fueron Alouatta
carayad, Saimiri sciureus, Aotus trivirgatos y Cebus sp. En 1los
tres primeros no se observaron alteraciones clinicas pero si
formacion de anticuerpos, mientras que Cebus desarrolld una

enfermedad leve (88).

En el ratédn se pueden distinguir dos modelos, el del ratdn



lactante de 24-72 hs de edad por un lado y el del adulto por
otro. En el primer caso, la infeccion con VJ por 1la via ic
muestra una mortalidad cercana al 100% mientras que por la via ip
ésta alcanza al 739%-90%. Este comportamiento se observa
independientemente de la cepa viral empleada aunque con peqguefias
diferencias en la presentacidon de la enfermedad y fechas de
muertes. La inoculacion induce fuertes signos neuroldgicos no
presentandose signos hemorrdgicos. La muerte sobreviene entre los
7-27 dias pi presentandose el pico de mortalidad entre los 12-15
pi (89), (20). En el caso del ratdon adulto de cepas KRockland o
Balb/C no hay signos de enfermedad evidentes y la mortalidad es
baja (B-10%), aun cuando se lo inocula en forma intracerebral
(91), (22).

En el ratdn lactante la letalidad se atribuye al desarrollo de
una meningoencefalitis, observandose dificultades en la marcha,
excitabilidad, convulsiones, a veces pard&lisis y muerte del
animal. Se ha postulado que esta meningoencefalitis no se debe a
la accidn directa del virus sino & una reaccién de inmunidad
celular mediada por los linfocitos T (88).

Existen numerosas evidencias de esta afirmacidn. Asi, los
ratones timectomizados (93) sobreviven a la infeccion sin

sintomas aparentes vy desarrollan una infeccidn persistente del
mismo modo que los ratones geneticamente atimicos (94). En esos
casos, la transferencia de células inmunes acelera la muerte del

animal, tanto en el caso de los ratones timectomizados (93) como



en los atimicos que establecerian una infeccidn persistente con
este virus (99). Los ratones tratados con suero antitimocito
sobreviven lo mismo que los animales tratados con ciclofosfamida
(?26), (97), (98), (99).

Una reducida proporciton de ratones lactantes eutimicos se
desvia del modelo descripto ya que sobreviven a la infeccidn.
El estudio de los factores que contribuyen a esta sobrevida y la
posible persistencia viral en los ratones sobrevivientes
constituye el tema de trabajo de esta tesis.

En los ratones adultos de las cepas Rockland o FEalb/C
infectados con virus Junin no se detectan signos clinicos.
Tampoco es posible detectar virus por métodos directos ni
siquiera en los animales que mueren (100), aunque en algunas
casos se puede presentar virus en encéfalo hasta el dia 7 pi vy
una viremia fugaz en los dias 2 y 4 utilizando cocultivos (91).
Estos ratones desarrollan inmunidad humoral, detectandose
anticuerpos por fijacién de complemento y neutralizacion y
observandose tambien células T citotdricas que serian las
responsables de la eliminacidon del virus (100). Por tratamientos
con ciclofosfamida en esquema y dosis adecuados, la mortalidad
del ratén adulto infectado puede alcanzar el 0% (99). En estos
casos, el encéfalo de los animales que mueren muestran lesiones
similares a las halladas en el raton lactante Yy alta

concentracion viral. l.a produccidn de anticuerpos estd retrasada



y la administracibn posterior de anticuerpos permite la sobrevida
de los animales aunque sin la eliminacidon del virus (101).

Se ha adjudicado un papel importante a las células T supresoras
en la sobrevida de los ratones adultos (102). Recientemente, en
ratones adultos de la cepa C3H se ha comprobado la sensibilidad
a la infeccion con XJ pero no con XJ-C13. No estdn claros aun los

mecanismos patogénicos en esta cepa de raton (103).



2.0BJETIVOS

Determinar condiciones experimentales de infeccidn con virus

Junin que permitan porcentajes el evados de ratones

sobrevivientes.

Estudiar los factores gque permiten el establecimiento de 1la
infeccitn persistente con virus Junin en el ratdédn, 1los que
requlan la replicacidn del virus y aquellos que permiten 1la

sobrevida del animal.

Estudiar 1la evolucidn de las propiedades del virus que se

rescata de ratones infectados en forma persistente.



JI.MATERIALES Y METODOS

d.1.Animales

Cobayos: Fara los estudios de patogenicidad se inocularon con
1000 UFF de cada stock de VJ a estudiar, animales de una colonia
de exocria de 300-400g de peso en la pata posterior izgquierda por

via intramuscular.
Conejos: Para obtener inmunosuero se inoculd un animal adulto
S

en la vena externa de la oreja con tres dosis de 10 UFP de 1la

cepa XJ de VJ aplicadas con intervalos de 15 dias.

Ratones: Se utilizaron ratones Balb-C An/Nb Nu/Nu, Nu/+ & +/+,
C3H/Hej vy N:NIH provenientes del Bioterio del Departamento de
Radiobiologia de la CNEA y ratones Rockland provenientes de una
colonia cerrada mantenida en el Departamento de Microbiologia de
la Facultad de Medicina, UHA.

Los animales fueron mantenidos en todos los casos en el biote-
rio del Departamento de Microbiologia con un régimen de 14
horas de 1luz, 10 horas de oscuridad,con agua vy alimento "ad

libitum".

3.2.Cultivos celulares

Vero: ATCC CCB1 entre los pasajes 120-140 mantenidas con MEM

5% hidrolizado de lactoalbumina y 6 O 3% de suero inactivado de



ternera (SIT) como medio de crecimiento o mantenimiento,

respectivamente.

L—-929: Frovenientes del Instituto Nacional de Estudios sobre

Virosis Hemorrégica, pasaje 567 mantenidas con MEM con 10 o 2%

de SIT para crecimiento o mantenimiento, respectivamente.

BHE-21/VJ: Linea celular persistentemente infectada con Virus
Junin (104) mantenida con FMEHM Glasgow, con la cual se prepararon
improntas para inmunofluorescencia que fueron secadas a
temperatura amhiente y fi jados con acetona a 4°C.

-

JeF.Virus

Virus Junin: Cepa XJ-Cl13, originada a partir del clonado de la
cepa XJ prototipo en células MAL11. Se utilizd virus con 8
pasajes en cerebro de ratdnm lactante posteriores al clonado
(105). Cepa XJ prototipo, aislada a partir de sangre y 6rganos de
un paciente de la localidad de Junin en 1958 vy mantenida por
pasajes sucesivos en cerebro de raton y en caobayos (40). Se
utilizd virus con 1los siguientes pasajes: Cobayo 2, Ratdn 2,
Cobayo 2, Células Vero 2, Cobayo 2, Ratdn 16 con o sin pasaje

adicional por células Vero.

Virus de la estomatitis vesicular (VSV): Cepa Indiana obtenida

en células Vero a partir de una semilla cedida por la CAtedra de



Virologia, F.C.E. y N., UBA.

En cerebro de ratdn blancu: Ratones Rockland de 24 a 48 hs de

edad, fueron inoculados por via ic con 100 UFP del stock
correspondiente diluido en Hanks.

Los animales 1inoculados se sacrificaron al dia 7 pi,
cosechandose los cerebros, con 1los Qqgue se prepard un

homogeneizado al 10% en Hank's suplementado con 10%Z de suero de
ternera inactivado. La solucidn fue centrifugada a 9000 g durante
1 hora fraccionando el sobrenadante en alicuotas de 0,3 ml para
mantenerlo a -70° C. El titulo se obtuvo por plagueo bajo
metilcelulosa en células Vero (UPF/g) o por inoculacidn en
ratones blancos lactantes (DLS0/g).

Se comprobd la esterilidad bacterioldgica sembrando 0,2 ml del

material en caldo tioglicolato e incubando a 37°C.

En células Vero: Ge infectaron monocapas confluentes de

~
£

células Vero en botellas de ftoux (25 cm ) con una multiplicidad
de infecciéon de 0,1 - 1 UFP/cel. Se dejd adsorber durante 1 hora
a 37°C con agitacitn cada 15min. Después de lavar el indculo con
Hank ‘s, se cubrid con medio de crecimiento conteniendo Hepes 0,01

M. Se cocechd el sobrenadante a los 5 dias pi y se centrifugd a

1800g durante 15 min.
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Se siquid el esquema anterior pero cosechdndolo las 48 horas

Los animales fueron sacrificados por exsanguinacion después de
anestesiarlos con éter y sus diferentes drganos se conservaron a
-70 ®C  hasta su procesamiento. Se realizaron homogeneizados de
cada dorgano al 10% con Hank’'s conteniendo 107 de SIT que se
centrifugaron a 10000g durante 60 min, se separaron en alicuotas
para la inoculacidn en ratdn o infeccidn de células.

En el caso de virus en sangre se separd el suero que fue

tratado de manera idéntica a los macerados.

Los animales fueron sacrificados por exsanguinacion
extrayéndose asepticamente 1los o¢rganos seleccionados. Las

muestras fueron cortadas en trozos muy pequefios, menores de 1

-

3
mm (al menos 10 ml) que luego de varios lavados con PES, fueron

disociados por pipeteo en MEM suplementado con 10% de suero de
ternera (ST).

Volumenes iguales de esta suspensidon y de una suspension



S
con 10 células Vero/ml fueron cocultivados en botellas de 25 ml

a 37°C. A los 7 dias pi se cosechd el sobrenadante y se efectud
un repique. Los sobrenadantes de cultivo fueron congelados a
-70° C hasta que se usaron para analizar el aislamiento viral en
cultivo celular o en ratétn lactante. Los aislamientos fueron

amplificados en células Vero para su caracterizacion.

Titulacidn en raton lactante

Se emplearon ratones de la cepa Rockland de 48-72 horas.
Camadas de 8 a 11 animales se inocularon con 0,02 ml por la via
ic, registrandose la mortalidad de los animales que exhibieron
los signos neuroldgicos de FHA entre los 9 y 21 dias.

El titulo se determind por el método de Reed y Muench (106).

2
El limite de deteccidn usando este método fue 10h.2 bL 50/g en

las diluciones de 6rganos.

Se utilizaron monocapas confluentes de células Vero crecidas
en tubos, las Que se mantuvieron con medio de wmantenimiento. Se
inocularon 0,2ml por tubo, 4 por dilucidn , se incubaron a 37"C
durante 1 hora y, luego se agregd medio de mantenimiento, con
cambios periddicos cada 3 o 4 dias observandose la aparicién de
ACP hasta el dia 13 pi.

El titulo se determind por el método de Reed y Muench (106).
1.2

9y -

El limite de deteccidn es de 10 DICT 50/g.



Titulacidon mediante UFFP

Se utilizaron monocapas de cé&lulas Vero antes de alcanzar la
confluencia crecidas en cuzcos de 50 ml o policubetas de 6 o 24
pocillos. Se incubaron 0,2 ml en los cuzcos y 0,1 ml en 1las
policubetas y luego de una hora a 37°C las monocapas se cubrieron
con una mezcla en partes iguales de MEM 2% (mas 4% de ST y 1% de
antibidotico) vy metilcelulosa 1,8% (MC1500 cp, Methocel Fluka).
Las botellas se mantuvieron a 37°C en cémara cerrada y las
policubetas en estufa con atméosfera de CO2 al S%. Al Sto. dia se
agregd medio de mantenimiento y al dia 7 se reveld mediante

tincidn con una mezcla de cristal violeta 104, formol 10% y agua

corriente 80% (107). Para el calculo de titulos se utilizo 1la
formula:
Titulo: Numero de UFF

dilucion ¢ volumen del indculo

El limite de deteccidn es de & UFP/ml.

3.59.Caracterizacion de aislamientos virales if

Curvas de crecimiento vitral

Monaocapas confluentes de células Vero se infectaron a las 24
horas de sembradas con las cepas de VJ con una m.i. de 0,1
UFF/ml. Luego de 1 hora de adsorcidn, se retiraron los indculos vy

los cultivos se incubaron a 37%C con medio de mantenimiento. Se



cosecharon los sobrenadantes diariamente, se centrifugaron en
frio a baja velocidad para eliminar los restos celulares y €e

conservaron a —70° hasta el momento de ser titulados.

Estudios de capacidad de produccioon de ACKE

Monocapas de células confluentes Vero se infectaron con
distintas multiplicidades vy fueron observadas diariamente. Se
utilizd una escala arbitraria de O a 4 para cuantificar las

observaciones:

Grado O: Monocapa iqual al control

Grado 1: Aparicion de focos aislados de células redondeadas Yy

oscuras.

Grado 2: Los focos abarcan la mayor parte de la monocapa gran
desprendimiento celular.

Grado 3: Toda la monocapa formada por células necroéticas,

grandes Aareas de lisis, muchas células en el sobrenadante.

Grado 4: Pocas células adheridas a la superficie.

Se realizé titulando virus a 34, 37 y 39,5° C por UFP.Se

consideraron termosensibles si: log. tituleo 37°C / 39,5°C > 2.



Se determind la capacidad interferente de homegeneizados de
encéfalo por la inhibicidn de la produccién viral. Monocapas
confluentes de células Vero fueron incubadas con 0,5 ml del
material a analizar durante 1 hora a 37‘t, se lavaron dos veces
con PBS y se desafiaron con m.i. 0,1 a 1 de la cepa XJd. 5e co-
sechd el sobrenadante a las 24 horas y se congeld a -70°C hasta

su titulacidn. Se definid el porcentaje de interferencia como:
Interferencia (%) =(E-I / E). 100

donde E representa el resultado correspondiente al control
infectado con el virus estandar e I al del cultivo tratado

previamente con el material a analizar.

Determinacidon de interferdn

Los materiales a analirzar se llevaron a pll 2 con Cl1H 1N,
fueron mantenidos durante 10 hs. a 4°C y luego neutralizados con
COJHNa. Con estos materiales sre trataron monocapas de células
L-929 que fueron desafiadas con virus VSV 12-20 hs. mas tarde. Se
probaron distintas diluciones comparando la produccion de UFP
bajo metilcelulosa a los 3 dias pi en monocapas tratadas y no
tratadas. Como control positivo se utilizd el suero de un ratdn
adulto infectado con el virus de la enfermedad de Newcastle (NDV)
que se sacrifico a las 6 hs pi. Dicho suero fue cedido por la

Cétedra de Virologlia, F.C.E y N, UBA.



Se utiliz® la técnica de virus constante-suero variable. Los
sueros fueron inactivados a 5462C durante 30 min. y se utilizaron
en diluciones seriadas al medio a partir de la dilucidn 1:5.

Cada dilucién se mezcld en partes iguales con 200 DICT S0 de
XJ-Cl13. Se incubé una hora a 37°C y luego se inoculd a monocapas
de ceéelulas Vero crecidas en tubo o placas de 96 pocillos. Se
midid infectividad residual por ACP. El1 titulo se calculd con 1la

formula de Reed y Muench.

Los sueros fueron inactivados durante 30 min a 56°2 C para
descomplementarlos. Se realizaron diluciones seriadas al 1/2 en
medio de mantenimiento. Se mezclaron volumenes iguales de estas
diluciones con una suspensiétn de 200 UFF/0,2 ml del virus
escogido y se incubaron a 37°C durante 60 min. Se 1inocularon
monocapas de células Vero con 0,2 ml de cada muestra, titulAndose
la infectividad residual por el método de UFF.

El titulo de los inmunosuerous se calculd como la inversa de la
dilucidn del suero que muestra capacidad para neutralizar el B80%

de las placas del control.



Determinacidn de anticuerpos por inmunofluorescencia (IF)

Se utilizéd 1la técnica de IF indirecta sobre células EHK/21
persistentemente infectadas con VJ (104). Para revelar la
reaccidvn se utilizaron anti-Ig totales contra ratédn originados
en cobayos y marcados con fluoresceina (Dako Patts F232) o anti-
IgM (Cappel). Se utilizd como control positivo un inmunosuero
preparado en raton con titulo 1:1280 y como control negativo,
suero de raton normal. La lectura se realizd con un

epimicroscopio de fluorescencia Carl Zeiss Lampara HBO S0O.

3.8.Técnica de inmunomarcacidn para deteccidn de antigeno viral

Inmunofluorescencia indirecta (IFI) en encéfalo

Los trozos de encéfalo se congelaron inmediatamente en iso-
pentano enfriado en acetona con hielo seco y mantenidos a -70° C
hasta su procesamiento. Se realizaron cortes de 4 u de espesor

con criostato que se fijaron con acetona a 4°C durante 10 min.

Fara 1la deteccidn viral se utilizd la técnica de IFI. Los

cortes se incubaron con suero anti-VJ preparado en raton 30
min. a 379C, luego de tres lavados con PBS se tiMeron con un
canjugado de anti—-Ig totales de ratébn conjugado con fluore-

sceina (Dakopats, 232) diluido en PBES 1:20, se lavaron tres

veces con FBS y se monltaron con una mezcla de glicerol PBS 1/4.



Después de presionar el ¢rgano contra el portaobjetos se dejd
secar a temperatura ambiente, se fijd con acetona y se siguieron
los mismos pasos que con Jos cor tes para aplicar la técnica de

IFI.

I
(L

Determinacitvn de antigeno de Junin en encefalo por

Los encéfalos fueron cortados con cridstato en trozos de 3 pm
de espesor, se fijaron a ~20°C en metanol con 5% de Acido acético
durante 24 horas, se deshidrataron por medio de = cambios de
etanol al 100% de 20 minutos cada uno a —ZOﬁC, clarificados con 3

cambios de xilol a 4°C y dos cambios de parafina de 60 minutos

cada uno.

Primero se desparafint realizando tres cambios de xilol cada
S min.; luego, 3 cambios de alcohol 100Z, 20 min. de metanol mas
2,5% de agua oxigenada (para eliminar peroxidasa endodgena), dos
cambios con alcohol ?6%Z de S5 min. cada uno. Los preparados se
lavaron con TRIS salino 0,05m, pH 7,5, se incubaron con suero de

cabra diluido en TRIS durante 30 min., se incubaron con suero de



conejo anti-Junin durante 1 hora a temperatura ambiente y luego,
con suero de cabra anti-conejo (Cappel Lab.) durante 30 minutos a
temperatura ambiente. El revelado se hizo con DAB (diaminobenci-
dina) .03 + 0,05% de agua oxigenada. Se reveld bajo microscopio

interrumpiendo el desarrollo de color con agua destilada.

Las muestras fueron fijadas a -20°C con metanol mas S% de
adcido acético durante 24 horas y se deshidrataron con 3 cambios
de etanol al 100%Z de 30 min. cada uno a -209C, se clarificaron
con 3 cambios de xilol a 4°C y 2 cambios de parafina de 60 min.
cada uno. Fosteriormente, estas muestras fueron procesadas vy

coloreadas con hematoxilina eosina.

Obtencion de la suspension de esplenocitos

Los animales se sacrificaron por exsanguinacidédn después de
anestesiarlos con éter y se les extrajo el bazo en forma esteé-
ril. Este 6rgano fue disgregado sobre una malla de acero humede-
cida con RFMI con 5% de ST, se filtrd a travées de una malla de
nylon para abtener células, se lavd con el medio por centrifu-

7

gaciéon y resuspension para obtener 2 x 10 cel/0,2 ml en PES

estéril.



Una placa de Fetri plastica (Britania) se tratd con gelatina
0,01% a 4°C durante 24 horas. Se volcé la gelatina y se dejo
adsorber la suspensiédn celular 1-2 horas a 37°C en atméosfera de
co2 9.

La viabilidad de 1las suspensiones celulares obtenidas se
determind mediante la tincidn con azul tripan (test de exclusion)

y resulté mayor del 95 % en todos los casos.



4. RESULTADUS

4.1. Establecimiento de la infeccidn persistente en el raton

En esta seccidn se describen los experimentos llevados a cabo
con el objeto de elegir un esquema experimental para obtener
ratones que sobrevivan a la inoculacidn con virus Junin y & su
vez desarrollen una infeccidn persistente, se realizaron los
sigquientes estudios:
1)Se efectuaron distintos esquemas experimentales, variando
sucesivamente edad, cepa y genotipo del ratéon y también cepa o

indédculo viral.

2)Para obtener poblaciones virales que permitieran una mayor
sobrevida de 1los ratones infectados, se realizaron pasajes
concentrados del virus Junin por encéfalo de ratdédn o células

Vero.

3)Se intentd transmitir la infeccidn por via vertical con 1la
posibilidad de que en las crias se estableciera una infeccidn

persistente.

4) Una ve:z definido el esquema experimental se estudid la
relacion entre la infeccidn temprana del timo y/o0 médula ésea vy

el establecimiento de la infeccién persistente.



4.1.1.Determinacion en ratones Rockland de la dosis de virus

Fara verificar el "efecto de alta dosis" por el cual sobrevive
mayor cantidad de ratones inoculados con dosis mayores de virus
Junin (89), se realizd un estudio de sobrevida en funcidn de 1la
dosis utilizando el stock de VJ-XJ obtenido en células Vero. Los
resultados se observan en la Tabla 1. Estos fueron similares a
los de experimentos anteriores, con la excepcidn de gque se
observd mortalidad temprana (dias 4-7 pi) con dosis de 105
UFP. Todos 1los ratones sobrevivientes poseian anticuerpos
neutralizantes, excepto uno de los inoculados con 10 UFP. De
acuerdo con estos resultados se decidid infectar los ratones por
via ic con 104 UFP de VJ, ya que con esta dosis se obtuvo el

mayor porcentaje de sobrevida. Con un stock proveniente de

encéfalo de ratén se obtuvieron resultados similares.

4.1.2.50brevida de ratones de distintas cepas infectados con

1<
T
[}
Ic
n
1]
1
13
([
13
Pl
3
rt+
1D
n
[
I
=
s
n
L]
2=
1T
n
(=8
Im
1<
™
(=8
12

Se infectaron ratomes Rockland, Balb/C, NIH y C3H de menos de
4
24 hs de edad con 10 UFP por via ic sobreviviendo 4/20, 2/20,
1720, 0/20, respectivamente al dia 30 pi.

Asi, se observd que los ratones de las cepa Balb/C y Rockland



TABLA |

SOBREVIDA DE RATONES ROCKLAND DE MENOS DE 24 HORAS DE VIDA
INFECTADDS CON DISTINTAS DOSIS DE VIRUS JUNIN (CEPA XJ)

Dosis Sobrevida Ac Neut.
b C
UFp N/T 1 PIT
l
10 2/28 1,9 172
2
10 1730 3,3 11
3
10 2/30 4,7 212
4
10 77130 23,3 4/4
S
10 3731 1,2 2/2

a) Anticuerpos neutralizantes a los 30 dias pi.

b) Ratones sobrevivientes / Total de ratones inoculados.

¢) Sueros con anticuerpos neutralizantes anti-V) / Total de
sueros ensayados (dilucién 1/10),



presentaban una mayor saobrevida, mientras que esta fue muy escasa
para C3H y nula para N:NIH. Como la mayoria de los trabajos
experimentales sobre infecciéon con VJ se han realizado en ratones
Rockland y Balb/C, se decidi® investigar la persistencia viral en

ratones de ambas cepas.

4.1.3.Sobrevida de 1los ratones y aislamiento viral tardio en

Con el objeto de determinar la edad éptima de inoculacién
que permitiera la sobrevida de los ratones con persistencia viral
se ensayd la infeccidn de ratones Rockland con las cepas XJd vy
Xd Cl3 vy PRalb/C con la cepa XJ. Se inocularon 60 ratones para
cada fecha-cepa de ratdn hasta los S dias de edad y 25-30 para
las fechas posteriores. La inuculacidn antes de las 24 hs permi-
tid 1la sobrevida de un 67 de los Rockland infectados con XJd CI3
y un 22 7 de los infectados con XJd mientras que el SOZ de los
Balb/C infectados con XJ sobrevivio a la infeccién. La maxima
susceptibilidad se registrds en ratones de 3 y S5 dias de edad,
decreciendo en los animales de mayor edad (Figura 1). Para deter-
minar la persistencia viral en el encéfalo de los sobrevivientes
a los 45 dias pi, se realizaron cocultivos de este 6rgano con
células Vero. Tres animales escogidos al azar de cada grupo
fueron sacrificados vy cada encéfalo fue procesado en forma
individual. Se aisld virus infeccioso de los ratones sobrevi-

vientes infectados a las 24 hs de vida, a los 3 dias y a los S

dias, pero en ninguno de los infectados en edades posteriores.



-Figura 1

SOBREVIDA DE RATONES CEPAS ROCKLAND O BALB-C
INFECTADOS A DISTINTAS EDADES CON VIRUS JUNIN
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Los ratones atimicos de genotipo nu/nu infectados con VJ
sobreviven casi en su totalidad con infecciédn persistente (94) en
tanto que los ratones eutimicos son altamente sensibles (89). vya
que los ratones Nu/+ y +/+ presentan diferencias en el nuamero de
células relacionadas con la respuesta inmune (108), (109), era de
interés estudiar su susceptibilidad ante la infeccidn con VJ.

Se resolvid entonces realizar un estudio comparativo de
susceptibilidad y posible desarrollo de persistencia viral en los
sobrevivientes a la inoculacidn de las cepas XJ y XJC13 del VJ.
Para ello se inocularon ratones Rockland y Balb/C de genotipos
nu/+ y +/+ siguiendo el esquema que habia resultado mas efectivo
para establecer 1la persistencia con VJ: infecciédn por via ic
antes de las 24 horas con un indculo de 104 UPF.

Se infectaron con la cepa XJ 50 Rockland, 100 Balb/C +/+ y 31
Balb/C Nu/+; con la cepa XJ C1Z se inocularon 60 Rockland, 20
Balb/C +/+ y 16 Balb/C Nu/+.

Segun se registra en la Tabla 2, la sobrevida varid en forma
significativa con la cepa y/o genotipo de ratdn infectado siendo
Ilamativamnete elevada (70.3%) para el genotipo Balb/C(nu/+),
aunque las muertes se produjeron mas tardiamente, en tanto que,

la cepa atenuada Junin XJ C13 produio una mayor mortalidad en los

3 tipos de animales (20-9G%).



TABLA 2

SOBREVIDA DE RATONES BALB/C (Nu/+), BALB/C (+/+)
Y ROCKLAND INOCULADDS ANTES DE LAS 24 HORAS DE
VIDA CON VIRUS JUNIN CEPA XJCLI 0 XJ

frupos

Junin-XJ Junin-XJCI3

N 15 N N 15 M

Balb/C {+/¢) 100 51.0 15.8 20 10,0 13.0
Balb/C (Nu/¢) 31 90.3 21.0 16 6.2 12,0

Rockiand 0 250 145 60 30 4.0

4
Los ratones fueron inoculados con 10 UFP del virus
indicado en cada caso, por via intracerebral.

a) S: sobrevida al dia 45 pi;

b) M: mediana del dia de muerte.



El analisis de las diferencias entre mortalidades acumulativas
mediante el test exacto de Fisher para pares de virus sefalod
diferencias significativas (p < 0,03) en cada tipo de ratdan
inoculado con una u otra cepa viral.

La wmortalidad acumulativa fue similar para los 3 tipos de
rataones infectados con XJd Cl3 y vario sensiblemente segun el tipo
de ratdn para la cepa Xd.

En los 6 ratones sobrevivientes a la infeccidn con Junin XJ C13
dos Balb/C(+/+), un Balb/C(nu/+), y 3 Rockland y en todaos los
animales inoculados con Junin XJ y sacrificados a los 45 dias (8
por grupo) se demostré persistencia de virus en encefalo. La
eficiencia de rescate por el método directo, s6lo estudiada para
XJy, fue similar para los distintos huéspedes: 4 aislamientos
positivos sabre B intentos de aislamiento para Rockland, 3 sobre
8 para Balb/C(+/+) y 5 sobre 8 para Balb/C(nu/+) (Tabla 3).

La diferencia mas notable fue que 1la mortalidad de los
animales inoculados con virus XJ C13 alcanzd un Q0 a
100%,independientemente del tipo de ratéon wutilizado, mientras
que con Junin-XJ varid entre 75,0 y el ?9,7%. Los ratones Balb/C
Nu/+ infectados después de las 48 hs de vida resultaron sensibles
a la inoculacidn con XJ mostrandos una mortalidad del 20%
(18/20). Resumiendo:
1)Se observd wuna diferencia significativa de susceptibilidad

entre los ratones homocigotas (+/+) vy heterocigotas (nu/+)



TABLA 3

PRESENCIA DE VIRUS JUNIN (CEPA XJ) EN ENCEFALO DE RATONES
SACRIFICADDS A LOS 45 DIAS POST-INFECCION

Tipo de  Metodologia de aislamiento viral  Rango de variacion

a b 4
Ratén Cocultivo Directo de titulo viral
Pos/T {x Pos/T {1} (tog DICTS0/g)
Rockland 8/8 100 4/8 30 (€ 2,2 -39
Balb +/+ /8 100 3/8 37,3 « 2,2 -2,7)
Batb Nu/¢+  8/8 100 3/8 62,3 (2,2 -3,0)

Pos/1: Nro. de ratones inoculados en los que se recuperd virus /
Total de ratones inoculados.

a: Cocultivos: Cocultivos de suspensiones de encéfalo con células
Vero (Ver Materiales y Métodos),

b: Directo: Inoculacin de suspensiones de encéfalo en cultivo de
tejidos (Ver Materiales y Métodos).
c: Determinado en el homogeneizado de encéfalo.



infectados con VJ-XJ. Esta diferencia se registrd solo cuando los

ratones se infectaron antes de las 24 horas de vida.

2)51i bien el porcentaje de sobrevida de los ratones Balb/C(nu/+),
Balb/C(+/+) o Rockland infectados con VJ, fue diferente, los
titulos de virus en encéfalo a los 45 dias no variaron

significativamente.

obtenido por pasajes efectuados en encéfalo de raton o

Infeccidén con pasajes virales concentrados en encéfalo de

Trabajos de otros autores demostraron que pasajes sucesivos de
VJ en cerebro de ratdn producen un incremento de 1la actividad
interferente (110). &Sobre esta base, se intentd establecer 6i
mediante pasajes concentrados se observaba un incremento en el
porcentaje de animales sobrevivientes, utilizando 16-30 ratones
por pasaje. Los distintos esquemas experimentales utilizados en
que se varia 1la eleccion del drgano, el dia o el cuadro
clinico que se observa, estan resefiados en la Tabla 4. En
ninguno de los pasajes de los esquemas A, B, C, E se obtuvo
sobrevida al infectar ratones Rockland de 48 horas de edad, en

cambio, el pasaje 4 del esquema D permitid 1la sobrevida de 3

sobre 16 animales, todos los cuales demostraron tener virus en



TABLA 4

PASAJES EN RATONES ROCKLAND DE DOS DIAS DE EDAD INOCULADOS POR VIA
INTRACEREBRAL CON VJ-XJ. ESQUEMA EXPERIMENTAL.

a
Esquenma Inéculo Dia de Criterio de Organo
Experimental (UFP) cosecha pi. sacrificio cosechado
3
Estandar 10 I al azar encéfalo
43 4.9
A 10 -10 10 al azar encéfalo
3.7 49
B 10 -10 12 al azar encéfalo
3 |
C 10 -10 1-10 presencia de signos  encéfalo
neurolegicos
3 3.1
D 10 -0 1-13 presencia de pardlisis encéfalo
tlacida
3.9 45
E 10 -10 8-14 presencia de pardlisis médula
tlacida espinal

a) rango del inbculo en el esquema de pasajes correspondiente

Los pasajes se efectuaron inoculando el primer lote de animales de cada grupo con
[0 UFP de un stock preparado en encéfalo de ratén y los siguientes con un homo-
geneizado al 10 del érgano correspondiente cosechados segin cada esquema.



encéfalo al dia 45 (aislado por cocultivo). El pasaje siguiente
volvid a mostrar 1007 de mortalidad.

Sin embargo, al analizar la mortalidad anterior al dia 10 pi,
se observéd que variaba segun el criterio de seleccidn de los
animales que se sacrificaban (Figura 2). Cuando 1los animales
fueron elegidos al azar (esquema A o B) la mortalidad temprana
disminuyd al aumentar el numero de pasajes (Figura 2). Cuando se
escogieron animales enfermos no paraliticos (esquema C) o
paraliticos (esquema D o E) se produjo primero un incremento de
la mortalidad temprana vy después un decrecimiento. Esto
sugeriria que se trata de la presencia de un proceso ciclico que
recuerda los ciclos de apariciéon de DI observados en pasajes por
cultivo de VSV, VJ (111), o LCM (112). En 1la Figura 3 se
presentan 1los titulos virales de cada pasaje en ratén y cultivo
de tejido para 1los esquemas A y B, lo que demuestra que 1la
disminucion en la mortalidad temprana no se debe a variaciones en
la dosis 1inoculada sino a otros factores, probablemente
acumulacidn de particulas defectivas.

Sin embargo, también podrian esperarse variaciones en 1la
progenie viral en cuanto a su patogenicidad para el raton u otros
huéspedes. Para detectar estas probables variaciones se
caracterizd® 1la progenie viral de cada grupo en cuanto a

morfologia de placas, letalidad para ratdn, rata y cobayo. Los

resultados se presentan en la Tabla S donde se ve que si bien



Figura 2

MORTALIDADES ACUMULATIVAS AL DECIMO DIA PI.INDUCIDAS
POR VJ.OBTENIDO DE PASAJES CONCENTRADOS EN RATONES
SELECCIONADOS CON DIFERENTES CRITERIOS
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Figura 3

TITULO VIRAL DE SUCESIVOS PASAJES
EN ENCEFALOS DE 'RATONES ROCKLAND SACRIFICADOS
A LOS 10 012 DIAS P 1.

Log titulo/g

8-

—-'. -------
- v: :‘\ ----'.
MW . g SO
|

6l <

Sk 0---0 ESQUEMA A DL 50/g
o---@ ESOUEMA A DICT 50/g

L 0—o0 ESQUEMA B DL 50/g
®—& ESQUEMA B DICT50/g

0 | | 1 1 ] IF ]

1 2 3 L 5 10
N= de pasajes
A: SACRIFICADOS A LOS 10 DIAS
B: SACRIFICADOS A LOS 12 DIAS



*[eJ1A uptaanpasd ey ap ugtadnpas Jod opeutw.azag (2
*SBIP 1 3p UBIeJ U3 OTN3I3/44N u2 0[N3}y Boq (g

*PEP3 3p SBJpP 7 SO ® SOPE}II;UL sauojey (e

*opez1(eas au =yN ‘oatr)sabuaa ospena =-buog ‘aa1dy aspena =f

p ]

Cy 13 001 0 £°1 Lb 0 Aang ap ol (teutdsa eqnp
-ysistiespd o3

174 *buog-12 001 N (A] 04 Ny eI (o[e433u3)
sistipJsed ig

TAY N ] ] ;14 £l 001 o seann sa31bpros
-nau soubts :3

N 13 001 (14 ¥o 00§ " seInn td sepp 7y e
SOPEJT§1J3ES g

L1 *bua3-13 001 61 1°1 Tb 8 ELA NN 1d sepp o ®
SOPEIT4 14285 Sy
0z 13 001 S 1°1 84 0 seallny Jepupis]

ersdojne pepiielar o0c ej@ oI B¢
(1 ua soubts (1) pepl(ejJaN (Y) PEPL[B}Jay  ap 3altpu] (1) Pepl{ejsoy sedeqd ap odyy [ejuawtsadxy odnJg
e
®1IU313}1330] (W[) 0Aeqo) (neyey (3 veyey 0Jap se(n13)

TYINIHIY3IXT 0dNY9 WaYD ¥ JINITANOJSTYHOD £X-LA NI JINIF0UL YT 30 SYITLSIYILIVNYD

€ vaul



hubo alteraciones en la morfologia de las placas e interferencia
en cultivo de tejidos en el caso de 1los pasajes por médula
espinal, esto no se reflejd en una disminucidn de la mortalidad
para el ratéon de 2 dias o indice de letalidad para el raton de
14 dias (113).

En resumen, después de 5 pasajes concentrados por encéfalo de
ratéon, puede aparecer progenie con diferente morfologia de placas
y probablemente en el caso de pasajes por médula espinal, puede
haber un incremento en el numero de particulas defectivas, o al
menos en la interferencia en cultivo de tejidos, pero no se

reduce la patogenicidad para el ratdon lactante.

Infecciagn con virus obtenido por pasajes concentrados en

Teniendo en cuenta que en algunas lineas de células Vero
infectadas con VJ se observan ciclos de interferencia (111) se
efectuaron S pasajes de VJ-XJ por estas células. La multiplicidad
de infeccidon inicial fue de 1 UFP/cel, realizando los pasajes
posteriores inoculando los sobrenadantes sin diluir.

Se ensayd la capacidad de inducir mortalidad en ratones
Rockland inoculados a las 48 horas de vida de los pasajes 1 al 5;
la mortalidad fue de 20/20, 1&6/16, 15/16, 14717, 15715
(muertos/total), respectivamente. Es decir, aunque se observd

sobrevida en el pasaje 4 (17,6%) en el pasaje 3 la mortalidad fue



nuevamente del 100%.

El conjunto de los datos demuestra que mediante la inoculacidn
de pasajes concentrados puede obtenerse retraso de mortalidad, o
en algunos casos sobrevida, pero no un aumento consistente del

numero de animales sobrevivientes.

4.1.6.Establecimiento de infeccion mediante 1la transmisiaon

Se ha establecido la existencia de transmisidn vertical del
virus Junin en cobayos (72), (74), en Calomys (49) y en el ratdén
infectado por via ic. Sin embargo, en este uUltimo caso el rescate
viral es dificultoso y s6lo en edades tempranas (114). Por otro
lado, el virus LCM, prototipo de los arenavirus, establece por
esta via con facilidad infeccidn persistente en las crias (18).
Debido a esto se decidid ensayar la trasmisidn vertical en crias
de ratones hembra infectados por via ip o transferidas con
poblaciones de células esplénicas de ratones infectados con VJ,
para estudiar la posibilidad de establecer infeccidn persistente
en las crias.

Los ratones hembra Balb/C apareados fueron homogéneamente
distribuidos en cuatro grupos de acuerdo al aumento de peso desde
el momento del apareamiento hasta la fecha de 1la infeccion o

transferencia. Los grupos fueron:



9
alinfectadas con 10 UFFP de 1la cepa XJ del VJ por via

intraperitoneal.
b)Transferidas con 2 ¥ 107 esplenocitos extraidos de ratones
singeneicos infectados 6 dias antes con 10d UFP de la cepa XJ de
vd.
c)Inoculados por via ip con diluyente como controles.
d)Transferidas con 22 107 de esplenocitos de ratones singeneicos
no infectados, también como control.

Se sigui® el desarrollo de la infeccidn de hembras infectadas
o transferidas en cuanto a su evolucién clinica y continuidad de
la gestacidn y se estudid la evolucidn de las crias y la
presencia de virus infeccioso o detectable en improntas de
encéfalo por inmunofluorescencia indirecta (IFI), ademds de

existencia de anticuerpos neutralizantes o detectables por IFI en

estas crias.

No se registraron animales enfermos, ni muertos, ni se
observaron abortos y el numero de pariciones fue casi igual para
los cuatro grupos. Sin embargo, el numero de crias nacidas por
paricion fue 1ligeramente inferior en el grupo de hembras
transferidas con esplenocitos de ratédn infectado con respecto al
de transferencia con esplenocitos normales (3,8 vs 5,2 crias

por madre sobre 7 partos en cada caso).



Observacidn clinica de los ratones infectados o transferidos

Los ratones bhijos de hembras infectadas o transferidas con
esplenocitos de ratones infectados presentaron como cuadro
neuroldgico caracteristico un "rolling" espontaneo qgue remitid
sin dejar secuelas. Este cuadro se observd en animales hijos de
hembras infectadas por via ip (grupo a) entre los dias 11 y 16
alcanzando al 31% de los animales, y entre los dias 12 y 22 en
los animales hijos de hembras transferidas (grupo b) alcanzando
el 547 de los animales transferidos. No se registrd "rolling" en

crias de los otros grupos.

Deteccidn de virus en ratones hijos de madres intfectadas o

AR —_—_m R e =S aemenE SReAmD D S smEe= ———— s

Se intentd detectar presencia de virus en hijos de madres

infectadas por via ip, sacrificados:

alal azar durante los primeros dias de vida.
b)durante la segunda o tercera semana de vida cuando presentaban
signos de enfermedad.
c)durante el periodo posterior, alejado de la enfermedad, a los
45 o mas dias pi en 1los cuales pueden ser considerados
persistentemente infectados.

En la Tabla 6 se muestra que solo hubo rescate de virus en uno

de los animales que presentaron signos de enfermedad. En la Tabla



TABLA &

AISLAMIENTO VIRAL EN CRIAS DE MADRES INFECTADAS CON VIRUS JUNIN
POR VIA INTRAPERITONEAL

Ratén  Edad  Infeccion  Organo fAislamiento fAc
Nro  (dlas) pre-parto Directo Cocultivo Neu
(dias)
1(b) i1 Encéfalo -(d} -{e)
Bazo - -
Puladn - -
21b) 3 i1 Encéfalo
Bazo
Puladn
Jib) 3 11 Encéfalo
Bazo
Pulatn
4ic) 15 20 Encéfalo
c) 15 20 Encéfalo
blc) 15 20 Encéfalo
Tic} 18 30 Encéfalo
9ic) 18 30 Encéfalo
10(c) 18 30 Encéfalo
{t{c) i8 30 Encéfalo NR
12{c}) 18 30 Encéfalo - NR -
]

{a) Los ratones Balb/C fueron infectados con 10 UFP de la cepa
X del W

(b) Ratones sacrificados al azar

{c) Ratones sacrificados con "Rolling”

(d) -: Titulo <1,2 los DICTS0/g

fe) -2 Titulo <1/3

NR: No realizado



7 se registra presencia viral en 3 ratones de 52 dias de edad
detectada por IFI.

La presencia de anticuerpos se detectd en B de 1los catorce
ratones de 45 o mas dias de edad (Tabla 7).

En hijos de hembras transferidas (Tabla B) se detectd virus en
2/7 de los ratones estudiados. La transmisidn vertical de virus
resultd irregular y no constituye un método confiable para

obtener infeccidn persistente.

4,1.7.Relacidn entre la infeccidn del timo y/o medula dsea y

Se ha postulado una posible relaciéon entre la infeccidn de
células timicas y el establecimiento de la infeccidn persistente
para virus Tamiami y LCM en sus huéspedes naturales (115), (116),
(117).

Fara determinar si existia la misma relacidn en el caso del
virus Junin en ratones de laboratorio se modificaron distintas
variables vy se compard en cada caso sobrevida con persistencia

viral e infeccion timica. Las variables ensayadas fueron:

a)eEdad del raton
b)cepa viral

cl)estado clinico del animal estudiado.

Se resolvid ademds estudiar la diferente capacidad de invadir



TABLA 7

ESTUDID DE LA PERSISTENCIA DE ANTIGENO VIRAL Y ANTICUERPOS EN
RATONES HIJOS DE MADRES INFECTADAS POR VIA INTRAPERITONEAL

Ratén Edad Tiempo de Presencia de Presencia de
Nro (dias)  infeccion anticuerpos antigeno
a b c
pre-parto Suero Suero IFI ACP
(dias) IF] Ac Neu Vero
{ 45 30
2 45 30
3 45 30
4 45 30
5 45 30
b 48 i
1 48 2]
8 40 21
9 bb 9
10 bb 9
i1 92 30
12 52 30
13 52 30
14 32 30 t t + -

a) Determinados por IFI sobre células BHK/21, persistentemente
infectadas -: ( 1/3

b) - ¢ 1/10

c} Determinado por IFI en improntas de encéfalo



TABLA 8

AISLANIENTD VIRAL EN RATONES HIJ0S DE MADRES TRANSFERIDAS CON
ESPLENDCITOS DE RATONES INFECTADOS CON VIRUS JUNIN

a
Ratén  Edad  Transferidas rgane Rislamiento
Nro dias  pre-parto (dias) Directo Cocultivo
1(b) 3 16 encéfalo  -ld)
bazo -
puladn -
2{b) 3 16 encéfalo
bazo
puladn
3(b) 3 16 encéfalo ¢+
bazo -
puladn -
4ic) 30 13 encéfalo
alc) 30 13 encéfalo
blc) 30 13 encéfalo
T{c) 30 15 encéfalo - NR

{a) Transferidas con 2 x 10 esplenocitos de ratdn infectade con
VJ por via ip b dias antes.

(b) Ratones escogidos al azar.

(c) Ratones que se recuperaron de un cuadro neuroldgico
("Rolling"®).

(d) -2 <1,2 log. DICT 50/q

NR: no realizado.



médula 6sea de las cepas XJ y XJCl13 ya que se habla encontrado en

cobayo que la cepa XJ invadia mds rapidamente la médula Osea

(118) .

a) Edad del ratdn

Se estudid la replicacién de virus en timo de ratones Balb/C
infectados con 104 UFF por via ic antes de las 24 horas o a las
72 o 120 horas desde el nacimiento. Cuatro animales de cada lote
fueron sacrificados a los dias 1, 3, 5, 7, 10 y 14 post-
infeccién. Una mezcla de lous 4 timos fue procesada y titulada
segin se indica en Materiales y Métodos.

La infeccidn timica fue mads temprana y de mayores titulos en
los ratones infectados antes de las 24 horas, que es el lote que
permitid la sobrevida del mayor numero de animales con infecciodn

persistente (Tabla 9), determinada a los 45 dias pi mediante

aislamiento viral utilizando el método de cocultivo.

b)Cepa viral

La comparacidn entre la sobrevida e infeccidn timica entre las
cepas XJ vy XJC13 fue realizada en ratones Rockland inocul ados
antes de las 24 hs por via ic con 104 UFF y sacrificados en
grupos de 4 en los mismos dias y forma que en el punto a),

cosechandose timo y meédula hHsea .

Las titulaciones en cultivo demostraron que la infeccion

64



TABLA 9

INFLUENCIA DE LA EDAD EN EL PORCENTAJE DE SOBREVIDA Y EN LA
INFECCION DEL TINO

a b

Edad de Virus en timo Sobrevida
inoculacidn Titulo wedximo Deteccidn mds

{horas) {log DICTS0/q) teamprana (dias pi)  S/T 1

U 4,3 3 15/59 25,4
12 2,2 K} 1750 2,0
120 2,3 5 4760 6,6

Los ratones Rockland fueron inoculados con la cepa XJ del virus

Junin por via ic con 10 UFP,

a} Se sacrificaron 4 ratones por grupo, se extrajeron los timos,
se infectaron y se hizo una homogenato al 101 (ver Materiales
y Métodos). Los titulos fueron obtenidos en aonocapa de
células Vero a los 7 dias pi.

b) §/T: Nro. de ratones sobrevivientes / total de ratones
observados. En todos los ratones sobrevivientes se detectd
virus Junin a los 45 dias pi.




timica con XJC13 es mds tardia y de menores titulos que la
producida por la infeccién con XJ (Figura 4).

La deteccion viral en médula dsea fue positiva para los
infectados con XJ a los 1, 3, 5, 7, 10 y 14 dias y sélo a los 7
dias para XJ—-C13.

Nuevamente se encontrd una correlacidn entre infeccidon timica
e infeccién persistente, ya que mientras en los ratones
infectados con XJ se establece persistencia en un 25,4% (n=39) en
los infectados con XJC1i3 ocurre lo mismo en un &4 (n=50),

determin&dndose ambos porcentajes mediante aislamiento viral.

c)Estado clinico del animal estudiado

Para determinar si la evolucidn de 1la enfermedad se
correlacionaba con el nivel de la infeccién de timo o encéfalo,
se estudiaron ratones Rockland inoculados antes de las 24 horas
de edad y sacrificados a los 14 dias pi. La eleccidn de este
tiempo pi se debid a que en ese momento coexisten, en cada
camada, ratones con signos neurolédgicos graves, proximos a
morir y otros sin signos aparentes de enfermedad, con alta
probabilidad de sobrevida. De los datos presentados en la Tabla
10, surge 1la existencia de una correlacioén entre el cuadro
neuroldégico vy la infecidn producida en timo. En 1los animales
sin signos aparentes de enfermedad, el titulo oscild entre 1,6
y 3.1 log DICT S0/g mientras que en los ratones con signoa

neuroldgicos graves no se pudo aislar virus en las muestras de

&5



Figura 4

CONCENTRACION VIRAL EN TIMO DE RATONES INFECTADOS
CON DOS CEPAS DISTINTAS DE VIRUS JUNIN
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TABLA 10

COMPARACION ENTRE EL TITULD ALCANZADO POR EL VIRUS JUNIN A LOS 14
DIAS P EN EL TIMO Y ENCEFALD DE RATONES QUE PRESENTABAN SIGNOS
NEUROLOGICOS CON EL OBTENIDD EN RATONES SIN SIGNOS NEUROLOGICOS

Experimento Animales con signos Animales sin signos
Nro. neurologicos neurologicos
log DICT50/g log DICIS0/g
Tiso Encefalo Tino Encefalo
a b
1 Neg 1,2 3 1,5
2 Neg 1,2 1,6 1,2
3 Neg 6,5 1,7 6,8
i Neg 1,1 2,2 17,0

Los ratones Rockland fueron inoculados antes de las 24 hs de edad
con 10 UFP de cepa XJ por via intracerebral,

a) Para cada experimento se sacrificaron sisultdneasente ratones
con o sin signos neurolbgicos provenientes de una misma
camada. Cada muestra fue una mezcla de 2 timos o 2 encéfalos.
Los titulos se obtuvieron en células Vero por ACP.

b) Miniso nivel de deteccién: 1,2 log DICT50/g.



timo. For el contrario, los niveles virales de enceéfalo no
difirieron de 1los grupos comparados. Los titulos virales en
encéfalo fueron gimilares durante la segunda semana pi, que es
cuando el cuadro encefalitico es mds intenso.

Los resultados muestran una asociacidon entre la infeccion
temprana de éGrganos del sistema inmune y el establecimiento de la
infeccidn persistente en los animales estudiados.

Ademas, muestran gue no hay relacidn entre la gravedad de 1la

enfermedad y el titulo de virus en encefalo.
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En 1la seccidn anterior se determind cudl era el esquema mas
adecuado para obtener sobrevida con infeccidn persistente en los
ratones infectados con VJ.

En 1la presente seccidn se tratd de seguir 1la evolucidn de
virus infeccioso y de anticuerpos neutralizantes, detectar
antigeno viral por inmunomarcacidn y estudiar la presencia de
alteraciones histoléyicas asociadas a la persistencia, asi como,
la presencia de interferon o capacidad interferente en encéfalo

de los ratones infeclados.

Se observaron 105 ratones Rockland hasta los 45 dias de edad,

6Hb



58 hasta los 100 dias y 30 hasta los 180 dias, no detectandose
cuadros neuroléyicos esponldneos una vez superado el periodo

agudo de la enfermedad, entre Jos 8 y 25 dias pi.

Se estudid la evoluciédn de titulos virales en encéfalo de
4
ratones infectados con 10 UFP de VJ cepa XJ por via ic antes de

las 24 hs de vida. Se sacrificaron 3 animales por fecha a los 7,
15, 30, 60, 100, 120 y 18O dias extrayéndose encéfalo, el gue fue
homogeneizado de la manera habitual (ver Materiales y Métodos).
Se titularon 1los encéfalos individualmente por formacidn de
placas en células Vero y en 1los negativos se intentd 1la
deteccidn mediante la infeccidn de las mismas células o inocu-
lacidon de ratdn lactante.

Los resultados se representan en la Figura S. Se observa una
disminucion constante del titulo viral, siendo el virus no

detectable a partir del dia 100 pi ni en cultivo de tejidos ni en

ratéon.

Treinta y dos ratones Rockland y 1B Balb/C que sobrevivieron a
la etapa temprana de la infeccidn fueron sacrificados entre los

45 y 180 dias pi. Se intentd en todos ellos la deteccidn de virus



Figura 5

TITULO DE VIRUS EN ENCEFALO DE RATONES INOCULADOQOS
CON 104UFP DE VJ-XJ ANTES DE LAS 24 HORAS DE VIDA
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infeccioso en encéfalo por método directo (infeccidn en cultivo
de tejidos) y por cocultivo. Ademas, se determind la presencia de
anticuerpos neutralizantes en el suero de cada animal
sacrificado. Los datos que se presentan en las Tablas 11 vy 12
muestran que el aislamiento directo en encéfalo se consigue al
dia 45 pi en ? casos sobre 12 ensayados para la cepa Rockland vy
5/8 para Balb/C, es muy escaso al dia 100 pi (un solo caso de la
cepa Balb/C sobre cuatro animales) y no se consiguid en dias
posteriores.

El aislamiento por cocultivo alcanza el 100% de los casos al
dia 45 y 604 y 757 a los 100 dias para la cepa Rockland y Balb/C,
respectivamente. En las Tablas 11 y 12 se puede observar que
invariablemente 1los ratones presentaban anticuerpos sericos
neutralizantes, independientemente de la presencia de virus
infeccioso en encéfalo. Se puede concluir de estos resul tados que
la presencia de virus infeccioso en encéfalo es un hecho regular
en los ratones sobrevivientes a la infeccién con XJ-VJ a los 45
dias pi, siendo la deteccidn por cocultivo mas frecuente que la

deteccidn directa.

En 8 ratones de 4% dias (Nro.1-8) y 8 ratones de 100 dias



TABLA 1}

AISLAMIENTO VIRAL EN ENCEFALD Y TITULD DE ANTICUERPDS NEUTRALIZANTES EN RATONES

Raton
No.

M~ N NN -

— et e e e
N D)= O O

fiislamiento AcHeu.
M CoCt

4.2 17
3.0 17
3.2 NR
2.7 4
2.7 320
1.7 220
2.2 3
2.1 440
3.2 640
- 460
20
430
B40
1200
- 1280
NR 12

16

Dias

pi

45
45
45
45
15
15
45
45
43
45
45
45
100
100
100
100

ROCKLARD SOBREVIENTES A LA INFECCION CON VIRUS JUNIN

Raton Dias  Aislamiento AcNeu

No. pi M0  CoCt
17 100 NR + 80
18 100 NR + 640
19 100 NR + 840
20 100 NR + 240
2 100 NR + NR
22 100 NR + 10
23 100 NR - 10
24 100 NR - 56
25 100 NR - NR
2 100 - - 1050
27 100 - - 640
28 100 - - 1100
29 120 - 80
30 140 + 620
3t 180 +  joo0
32 180 + 640

Los ratones fueron infectades por via ic con 10 UFP de la cepa XJ antes de las
24 horas de vida.

a. E! aislamiento de VJ fue intentado por metodos directos

Vero, Los titulos se expresan tomo log DICTS0,
{AcNeu) fueron titulados por la tecnica de virus constante-suero variable.

NR: no realizado.

(KD}

cocultivo
(CoCt) con celulas Vero. La titulacion fue Ilevada a cabo por ACP en celulas

los anticuerpos neutralizantes



TABLA 12

AISLAMIENTO VIRAL EN ENCEFALD Y TITULO DE ARTICUERPOS NEUTRALIZANTES EN RATONES
BALB/C SUBREVIENTES A LA INFECCION CON VIRUS JUNIN

Raton Dias

No. pi

1 43
2 45
3 5
L] 43
9 L]
b LB]
7 43
8 45
9 100

Aislamiento
Coft

3.7
2.3
2.5

AcNeu, Raton Dias  Aislamiento AcNeu
No. pi KD CoCt

40 10 100 - + NR
120 i1 100 - + NR
160 12 100 3.2 + 580
320 13 120 - + 2560
640 14 120 - + 1000
1280 15 120 - + 620
2560 16 180 - - 96
2560 17 180 - + 640
NR 18 180 - - 1200

Los ratones fueron

24 horas de vida.

a. El aislamiento de VI fue intentado por metodos directos

Vero. Los titulos se expresan como log DICTS0,
{AcNeu) fueron titulados por la tecnica de virus constante-suero variable.

NR: no realizado.

(KD}

infectados por via ic con 10 UFP de la cepa XJ antes de las

cocultive
{CoCt) con celulas Vero. La titulacion fue llevada a cabo por ACP en celulas

los anticuerpos neutralizantes



(Nro.18-25) pertenecientes a la cepa Rockland se intentd aislar
virus de bazo, médula 6sea, timo, pulmén, y sangre, mediante
cocultivo del drgano correspondiente.

Los aislamientos virales fueron esporddicos: a los 45 dias pi
se aisl® virus de bazo, médula dsea y rifton en 2 oportunidades vy
sélo una ve: de médula dsea, rifion y pulmédn. De los animales 23,

26y 25 de los que no se habia conseguido aislar virus en

encefalo tampoco se lo obtuvo de otros érganos.
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Inmunomarcacién par el método de peroxidasa—antiperoxidasa

Se estudid la presencia de VJ en 3 ratones de 100 dilas,
demostrandose la presencia de antigeno Junin en corteza cerebral,
nucleos de la base y puentes neuronales, en dos de ellos. Aunque
aparecen mucho menos neuronas afectadas que en ratones de 10 dias
pi usados como control (Figura 6), el depésito de antigeno es mas
denso que en ella y las ceélulas de Furkinje estan mas

intensamente marcadas, tal como se ha descripto en ratas (100)

(Figuras 7 y 8).

Se prepararon corltes de microtomo de encéfalo de ratones de 45



Figura &: Neuronas encefdlicas marcadas para antigeno Junin por
el nétodo PAP.
Ratbn cosechado a los 10 dias pi x350.




Figura 7: Neuronas encefdlicas marcadas para antigeno Junin por
el método PAP,
Raton cosechado a los 100 dias pi x350.

Figura 8: Neuronas encefdlicas marcadas para antigeno Junin por
el método PAP,
Ratén cosechado a los 100 dias pi x350.



dias o improntas de encéfalo de 30, 60 0O 100 dias pi y se ensayd
en ellos la inmunomarcacion de antigeno viral por IFI, segun se
indica en Materiales y Métodos.

En todos los cortes de encéfalo de ratones de 45 dias (5 en
total) se detectd antigeno viral utilizando un inmunosuero anti-
VJ preparado en ratén y suero antiinmunoglobulina de ratén
marcado con fluorescelna, como se ve en las Figuras 2 y 10; el
tipo de fluorescencia es citoplasmatica y puntiforme.

A diferencia de lo gue se observa en cortes de encéfalo de
animales que se encuentran en la fase aguda de la infeccion, en
la que hay areas enteras con aran cantidad de células marcadas
(119) en nuestro caso la inmunomarcacion se da en células
aisladas pero intensamente coloreadas. l.a deteccion de antigeno
en improntas no resulild positiva en todos los casos, siendo mayor
la tincidon inespecifica. En la Tabla i, se resumen los
resultados de esas inmunomarcaciones.

4.2.5.Relacion entre el aislamiento viral vy alteraciones

opatoldgicas en ratones sobrevivientes a la

Se estudid en preparados en encéfalo fijados en parafina vy
tefidos con hematoxilina-eosina.
En 8 casos aparece uwn cuadro meningoencefalitico. La

meningitis est&d caracterizada por exudado de linfocitos Yy



Figura 9: Neuronas encefalicas marcadas para antigeno Junin por
el método de inmunofluorescencia indirecta,
Ratén cosechado a los 45 dias pi x300.

Figura 10: Neuronas encefdlicas marcadas para antigeno Junin por
el pétodo de inmunofluorescencia indirecta.
Ratén cosechado a los 45 dias pi x300,




T1ABLA 1]

DEMOSTRACION DE ANTIGENO VIRAL POR INMUNDFLUORESCENCIA EN
INPRONTAS DE ENCEFALO DE RATONES SOBREVIVIENTES A LA INFECCION
CON VIRUS JUNIN

Ratén Dias Deteccidn fAislaaiento Titulo de
Nro. pi de anthenna en Elb anticuerpos
séricos
________ - : -
1 30 320
2 30 320
3 30 160
4 30 320
5 30 320
b 60 320
1 60 320
] 60 320
9 60 320
10 100 a0
i1 100 320
12 100 320
13 100 320

a) Deteccibn por inaunofluorescencia

b} Aislamiento a partir de homogeneizado de encéfalo en monocapas
de células Vero

-: Titulo (1,2 log DICTS0/q

¢} Inversa del titulo de anticuerpos neutralizantes



macréfaqos. En el paréenquima nervioso se encuentran manguitos

perivascul ares compuestos por linfocitos mas unos pocos
macrofagos (Figuras 11 y 12). No se observa necrosis focal ni
exudados de polimorfonucleares. El VJ fue aislado siempre que se
encontrd  meningoencefalitis y no en ausencia de alteraciones

histoldgicas.

4.2.6.Estudio de 1la presencia de anticuerpos anti-Junin en

La presencia de infiltrado linfocitario sugirid la posibilidad
de sintesis local de anticuerpos en el SNC. Fara determinarlo se
titularon Ig3 e IgM en LCR y suero de ratones sacrificados a los
45 vy 100 dias pi. sobre células BHE persistentemente infectadas
(Fig 13). Los resultados expuestos en la tabla 14 sugieren 1la
produccidn local de anticuerpos en al menos dos casos For otra
parte, la falta de deteccidn de IgM no permite confirmarla con

certeza.

4.2.7. Interferencia con la replicacidn viral producida por

Entre los mecanismos que se han propuesto como reguladores de
la replicacidn viral en la infeccidn persistente figuran las
particulas defectivas interferentes (DI).

Las particulas defectivas interferentes han sido detectadas en

ratones persistentemente infectados con LCM (26), (120).
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Figura 11: Manguito perivascular de células redondas en vaso
meningeo.
Ratén cosechado a los 100 dias pi. Hematoxilina
Eosina x225.

Figura 12: Exudado de células redondas en meninges,
Ratén cosechado a los 100 dias pi. Hematoxilina
Eosina x225.




Figura 13: Inmunofluorescencia indirecta para la deteccidn de
anticuerpos anti-Junin en celulas
persistentemente infectadas. x250.

BHK




TABLA 14

Titulacién por ineunofluorescencia de anticuerpos totales e
Igh  en suero y llquido cefalorraquideo de ratones
persistentesente infectados con virus Junin

Ratdn No. DMas pi Igb Totales(a) ight(a)
LCR Suero LCR Suero
| 45 320 2560 -tb) -
2 43 1280 2560 - -
3 45 80 1280 - -
L 45 1280 2560 - -
g 45 80 20 - -
b 45 40 20 - -
7 100 640 1280 - -
8 100 80 20 - -
9 100 1280 2560 - -

(a): Inversa de la adxima dilucidn en que se detectan anticuerpos
(b) -: titulo menor que 1/20



Para el virus Junin se ha estudiado su presencia en cultivos
celulares (121), su deteccidon en C. musculinus infectados con VJ
tropezd con la dificultad de que el encéfalo de estos animales
tiene propiedades interferentes de por si (122). Una situacidn
semejante podlia darse en el modelo ratédn, ya que se ha descripto
en los encéfalos de los ratones adultos (123).

Con el objeto de determinar interferencia homéloga, monocapas
de células Vero fueron fueron tratadas con homogeneizados al S %
de encéfalo de ratones BALB/C de 45 (n=6) o 100 (n=4) dias pi vy
la interferencia a la replicacidon de VJ medida segun se describe
en materiales y métodos varid desde el 2574 al B86%. Esta
interferencia se redujo solo parcialmente (O-50%) por
neutralizacién o filtrado de membrana de SO nm. For otra parte,
coinocul ando estos homogeneizados con virus estandar (104 UFP) en
ratones Rockland de dos dias de edad se indujo entre un 80 y un
10074 de mortalidad, produciéndose la mortalidad en fechas
similares a la de los controles infectados con VJ estandar. Estos
resul tados indican que la interferencia puede ser inespecifica.

For otra parte, estos materiales carecieron de capacidad de

interferir con la replicacidn de virus VSV en ceélulas Vero.

Se intentd determinar IFN en suero y homogenizados de
encéfalo de 8 ratones BALEB/C +/+ de 45 dias y de 4 de 100 dias vy

en & BALLB/C nu/nu de 45 dias pi., sequn se indica en materiales y



metodos no se demostrd presencia de IFN en diluciones 1/10 en

ninguna de las muestras ensayadas.

ersistentemente infectados como dadgores o

receptores de esplenocitos

La sobrevida de los ratones infectados en forma persistente
puede deberse tanto a la incapacidad de sus células para provocar
una reaccion letal destruyendo teijidos infectados, como ocurre en
el ratom atimico con VW, como a la regulacidn de la replicacidn
del virus o variacion de la presentacion del antigeno viral.

Fara discriminar entre estas dos posibilidades se recurritd a
dos tipos de transferencia de esplenocitos:

a) Usando el ratédn persistentemente infectado como dador

b) Usando el ratédn persistentemente infectado como receptor.

a) Se compard el efecto de esplenocitos de ratdn persistentemente
infectados, con el de esplenocitos de ratones adultos infectados
6 dias antes o 30 dias antes, al ser transferidos & ratones
atimicos adultos infectados que desarrollan altos titulos virales
en encéfalo, ya que se habla comprobado que cuando los
esplenocitos provenian de ratones adultos con 6 dias de infeccidn
provocaban dafo letal en el ratdn atimico(23).

b) Se transfirieron esplenocitos de ratones infectados & dias
antes a ratones eutimicos persistentemente infectados.

Posteriormente, se disefMaron experimentos para poner de



manifiesto actividad supresora en los ratones infectados en forma
persistente.

En todos los casos se utilizaron ratones de la cepa Balb/c.

4.3.1.Efecto de la transferencia de esplenocitos de ratones e

distintos estadios de la infeccidn a ratones infectados

Los resultados de la transferencia a) se resumen en la Tabla
15 vy demuestran que los esplenocitos provenientes de ratones en
la fase temprana de la enfermedad (adultos de 6 dias pi) inducen
una mortalidad del 80Z y un descenso en los titulos virales en
los animales sobrevivientes.

En los transteridos con esplenocitos de ratones de fase tardia
de la infeccion (adultos de 30 dias pi), la mortalidad resultd de
2/4 y el titulo viral en encéfalo del Gnico raténm sobreviviente
estudiado fue bajo: 2.5 DICTSO/q.

Con esplenocitos de ratones persistentemente infectados no se
registrd mortalidad importante y los titulos virales de encéfalo
estaban dentro del wmismo rango que el correspondiente a los
animales no transferidos.

FPor dltimo, la transferencia de esplenocitos de ratones no
infectados no indujo muerte, pero los titulos en el encéfalo de
los sobrevivientes fueron levemente inferiores al de los
controles.

En conclusion, los esplenocitos de ratén persistente
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TABLA 15

COMPARACION DE LOS EFECTDS DE LA TRANSFERENCIA DE ESPLENOCITOS DE RATONES PERSISTENTEMENTE
INFECTADOS CON LA DE RATONES EN FASE TEMPRANA O TARDIA DE LA INFECCION A

A RATONES ATIMICOS INFECTADOS

Inoculacion RECEPTDRES (Ratones atfaicos)
9
Tipo de Nro. de con VJ Norbilidad Mortalidad Ttulo
donante ratones
3 e f
(10 UFP)  dlas pt 1 dias pt X 30 dias pt
2
Persitente 13 il 1.6 i1 1.6 29 - 1.0
b
Teaprano 20 B.9¢1.6 80.6  10.1¢41,2 80.0 2.5 - 3.2
4
Tardio 4 7.040.0 100,0 7.5¢0.7 30.0 2.5
d
No infectado 7 12 14.3 12 1.3 4.5 -5.3
Control 10 15 10.0 13 10,0 5.5-7.0
no transt.
Control 10 16 10.0 16 10.0
no transf.

a) ratén infectado antes de las 24 hs, via i.c. con 10 UFP,

b} ratén infectado & dias antes de la transferencia con 10 UFP.
c) raton infectado 30 dias antes de la transferencia.

d) ratones no infectados de edad equivalente.

e) dia proaedio del comienzo de la enferaedad.

f) dia prosedio de auerte.

9) Log DICT50/q.



carecieron de capacidad de inducir letalidad o eliminar el virus

de encéfalo.

4,3.2.Efecto de la transferencia de esplenocitos de ratones

infectados o normales a ratones infectados en forma

Los resultados de la transferencia b) se presentan en la Tabla
16 y muestran que los esplenocitos de ratones de fase temprana de
la infeccidn no producen en cambio mortalidad en los ratones
eutimicos persistentemente infectados.

El virus no fue detectable por métodos directos en ratones
persistentemente infectados eutimicos transferidos ni en los no
transferidos, por lo cual no se pudo evidenciar eliminaciéon del

virus debido a la transferencia.

persistente, tratados con ciclofosfamida (CF)

Con el objeto de determinar si en ratones inmunosuprimidos, la

transferencia de linfocitos inducia letalidad en 1los animales
receptores persistentemente infectados e inmunosuprimidos, se
disefid el siguiente experimento:

Dos grupos de 6 ratones de 45 dias sobrevivientes a 1la



TABLA 16

EFECTD DE LA TRANSFERENCIA DE ESPLENDCITOS DE RATONES EN FASE
TEMPRANA DE LA ENFERMEDAD A RATONES PERSISTENTEMENTE INFECTADOS

4
Receptores (eutimicos)
Nro. de Infectados Morbilidad Mortalidad  Presencia de

4 d e
Donante Ratones con 10 UFP 1 pt 1 pt virus (30dias pi)
a f
Teaprano 1 1.3 12 143 12 2.2
b
No infectado ) 0.0 0.0 2.2
Control no transf, 7 + 0.0 - 00 - 2.2
Control no transt. 7 neg. 0.0 - 0.0 - 2.2

a)Ratén infectado 6 dias antes por via ip con 10 UFP de VI,

biNo infectado de edad equivalente.

c)Cada aninal recibid 2,10 esplenocitos por via ip.

d)Dia promedio del comienzo de la enferaedad después de 1a transferencia.
elDia promedio de auerte después de la transferencia.

f)No detectables por inoculacibn en ratén,



infeccibn con VJ antes de las 24 hs de vida, fueron tratados con
200 mg de CF por kg de peso en una Unica dosis y transferidos 1
o 12 dias ma&s tarde con esplenocitos de ratones infectados que se
encontraban en la fase aguda de la enfermedad.

En ambos casos, los animales sobrevivieron en su totalidad
hasta el dia 30 pi y no fue posible rescatar virus en forma
directa en sus encéfalos.

Estos resultados apoyarian la hipdtesis de que la inocuidad de
esta transferencia se debe a la expresiédn antigénica pobre en
los ratones persistentes maéas que a presencia de actividad

supresora.

4.3.4.Efecto de 1la transferencia de esplenocitos de ratdn

persistentemente infectado en el curso de la infeccior

ratones eutimicos

Fara comprobar si los esplenocitos de ratdn persistente son
capaces de impedir la aparicién de encefalitis que se desarrolla
en el raton lactante infectado con VJ, se realizd una
transferencia de esplenocitos provenientes de ratén persistente o
normal con o sin retenciéon de macréfagos sobre superficie
plastica a ratones de 48 hs que se infectaron 24 horas después
con IOQ UFF de la cepa XJ de VJ.

En ninguno de los casos, la transferencia de esplenocitos

alterd el curso de la infeccidn y tal como se ve en la Tabla 17,
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TABLA 17

HORTALIDAD PORCENTUAL ACUMULATIVA EN RATONES INFECTADOS CON VIRUS

JUNIN Y TRANSFERIDOS CON ESPLENOCITOS DE RATON NORHAL

PERSISTENIE,
Donante de esplenocitos
Receptores  _______
] b
dias persistente normal
pi sin AN con AN sin AN con AN
N=10 N=8 N=12 N=16
3 0 0 0 0
b 0 0 0 0
7 0 0 0 0
f 0 0 0 0
9 10 33 0 0
10 L]} 67 17 31
11 0 a3 bb 62
12 90 100 15 100
13 100 100 100 100

AM:Adsorcion de macrofagos:ver materiales y metodos

(a) ratones de 50 dias que habian sido infectados con 10 UFP de

Ia cepa XJ antes de las 24 hs de vida
(b) ratones de 30 dias de edad no infecrtados

Los receptores fueron ratones ratones Balb/C infectados a las 72 h

Control

N=18

de vida, Ia transferencia se realizo a las 48 horas de vida



los animales murieron en un 100%, al igual que las pertenecientes
a los grupos control y en fechas muy similares.

En otro experimento, 9 ratones adultos fueron transferidos con

3

esplenocitos de ratdn persistentemente infectado con 10 UFFP de
XJ y sacrificados a los S, 10, y 15 dias . En ningdn caso se pudo
aislar virus en encéfalo.

Ambas experiencias mostraron que los esplenocitos de ratdén
persistentemente infectado fueron incapaces de alterar el curso
de 1la infeccidn con XJ cuando se los transfiridé a ratones

lactantes o adultos eutimicos infectados.

ratones
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sobrevivientes a la infeccidn con virus Jdunin

Es conocido que si a un huésped inmunocompetente se lo somete
a una inmunodepresion inducida por drogas, virus que persisten en
el sin manifestaciones clinicas mayores pueden aumentar su
replicaciétn y provocar enfermedad manifiesta. En esta seccion se
tratd de inducir la reactividad del VJ en los ratones portadores
de infeccidn crédnica con tratamientos con ciclofosfamida (CF)  y
una nitrosourea el 1-(2-cloroetil)-3 ciclohexil-1 nitrosourea

(CCNU) . Se ha comprobado que el tratamiento con 4 dosis de CF de

S50 mg/ kg de peso en ratones adultos 1los transforma en
susceptibles a la infeccidn  :ton VJ (101), en tanto que el
tratamiento con una dosis unica de 200 mg/ kg de peso, que tuvo
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por objeto inmunodeprimir en forma mAs brusca el sistema inmune
del huesped, es casi la mAaxima dusis subletal utilizable. Dosis
algo mayores como 300 mg/ kg inducen mortalidad en 1los ratones

Halb/C empleados.

4.4.1.Efecto  del

L
b1

tratamiento con ciclofosfamida sobre

[
v

evolucion clinica de los ratones sobrevivientes a

Se estudid el efecto del tratamiento con ciclofosfamida a los
45 vy 100 dias pi en ratones infectados antes de las 24 horas
Los ratones fueron sometidos a 2 tratamientos alternativos:
a) 200my/kg de peso en 4 dosis de 50 mg, la primera al dia 45 vy
100 pi respectivamente, y las otras tres a los 2, S y 7 dias
despueés.

b) 200 mg/kg de peso en una dosis Unica.

Se trataron 15 ratones Rockland de 100 dias pi y 10 de 45
dias pi, de 1los cuales sdlo 5 del 1lote de 100 dias pi
presentaron manifestaciones clinicas.

Uno de ellos presentd temblores al dia 12 post-tratamiento vy
muri® al dia siguiente, otro desarrolld pardlisis al dia 14 vy
murid 2 dias después; el Ultimo aparecid consumido al dia 15

empeorando progresivamente, se sacrificod al dia 20; el resto de
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los animales no presento alteraciones hasta el dia 45 después de
la primera inoculacién con CF, no hubo aislamiento por métodos
directos en médula espinal ni encéfalo de los 3 animales
enfermos.

Los 10 animales de 45 dias observados no presentaron signos

clinicos evidentes.

s animales tratados con el esguema b

Se observaron 10 ratones de 100 dias que sobrevivieron en su
totalidad. De 14 de 45 dias pi tratados con este esquema murieron
a los dias 10, 12, vy 15 después del tratamiento sin cuadros

claramente atribuibles al virus.

anticuerpos y titulos virales en encefalo de ratones

Para estudiar la influencia del tratamiento con ciclotfosfamida
en los aislamientos virales, se eligieron los dos esquemas en que
se hablan observado muertes: ratones de 100 dias pi con 4 dosis y
ratones de 45 dias pi con una unica dosis. Los resultados que se
pueden observar en la Tabla 18, demuestran un leve incremento en
recuperacidn de virus en encéfalo de ratones tratados a 100 dias
pi ya que se pudo rescatar virus a los 10 dias de tratamiento.

En el caso de los ratones tratados a los 45 dias pi, 1los



TABLA 18

EFECTO DEL TRATAMIENTO CON CICLOFOSFANIDA A LOS 100 DIAS DE LA

INFECCION CON VIRUS JUNIN

Dias Tratados con CF No tratados con CF
b C d
pt Titulo Aisl, Colt AcNeu Titulo Aisl., CoCt AcNeu
viral viral
0 3.2 640
- 320
- 80
- 1280
10 3.2 80 - 640
2.1 40 - 320
- 160 2.2 160
- 20 - 320
20 20 - b40
160 - 1280
3 2.2 320
320 - 160
30 + 640 - 640
- 1280 - 320
- 160 + 1280
+ 320 + 640

a Ratones infectados antes de las 24 horas por via ic con 10
UFP de VJ, tratados con 200 mg/kg peso de ciclofosfamida
b Log DICTS0/q
-t ( 2.2 log BICT 50/q
¢ Inversa de la mayor dilucion que neutraliza el B0X de las placas
d Aislamiento por cocultive
pt: post-tratamiento



titulos de Ac. Neut. fueron menores que en los no tratados pero
los titulos de virus en enceéfalo no varian significativamente.
(Tabla 19).

Durante este experimento no se rewistréd mortalidad espontanea
en los ratones.

Como el control de 1la efectividad del tratamiento se
infectaron 3= ratones de 49 y I de 100 dlas de edad con 1000 UFF
de VJ al dia 1 post—-tratamiento. En ambos casos los animales
fueron sacrificados al dia 10 post-tratamiento y se rescatd virus
de enceéfalo por inoculacidn a ratdn KRockland de 2 dias, mientras
que de 3 ratones adultos de 45 dias y de 3 de 100 dias infectados

en esas mismmas condiciones pero no tratados con CF, no se aisld

virus,

Los resultados del punto anterior mostraron que no se podia
reactivar la replicacién viral disminuyendo el nivel de
anticuerpos séricos neutralizantes. Se planted la hipotesis de
que si la produccién de anticuerpos era local a nivel de 1liquido
cefaloraquideo (LCR) y los metabolitos de la CF no atraviesan
la barrera hematoencefalica, aun con tratamiento con CF quedaban
indemnes células productoras de anticuerpos en LCR, capaces de

regular la replicaciin viral.
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TABLA 19

EFECTD DEL TRATAMIENTD CON CICLOFOSFAMIDA EN LA RECUPERACION DE VIRUS
DE ENCEFALD DE RATONES PERSISTENTEMENTE INFECTADOS CON VIRUS
JUNIN A LOS 45 DIAS PI

Dias pt Tratados con CF No tratados con CF
b c
Ttulo viral  Ac Neut. Titulo viral Ac Neut.
0 3.9 80
3.2 640
2.7 1280
2.2 640
10 3 20 3.8 280
4,2 40 2.7 640
2.9 1280 2.8 320
- 640 - 320
20 3.5 20 4.2 640
2.9 3 3.8 1250
2.8 40 - 1280
2.1 80 - 160
30 2.8 40 2.5 320
2,5 320 - 640
- 640 - 640
640 - 180
40 i1 640 3.2 320
2.9 80 - 1280
- 1280 - 640
- 320 - 80

pt= post-tratasiento CF= ciclofosfanida

a) Ratones infectados antes de las 24 hs de vida, por via i.c. con
10 UFP de V) fueron tratados con 200 ag/kg de peso de CF.

b) Log DICTS0/g.

c) Inversa de la mayor dilucidn que neutraliza el 80X de las placas.



Para estudiar esta posibilidad se recurri®d a una droga: CCNU,
de la familia de las nitrosoureas, capaz de actuar a nivel de
encefalo (124). Esta droga es liposoluble y sus metabolitos
activos pueden encontrarse en LCR a los 30 minutos de su
aplicacidn, es inhibidora de 1la sintesis de ADN vy ARN,
antineoplasica e inmunodepresora (125).

Se determind que la droga no era toxica para los ratones
Balb/C en dosis 10 veces superiores a las utilizadas para uso
humano. Se wutilizaron dosis uUnicas de 30 mg/kg de peso. Se
trataron 12 ratones de 45 dias infectados antes de las 24 horas
con 104 UFF de VJ. Seis ratones fueron dejados en observacion
durante 60 dias sin detectarse muertes ni signos neuroldgicos.
Los otros 6 fueron sacrificados de a pares a los dias 10, 20 vy
Z0.

Las titulaciones virales en encefalo de estos ratones
demostraron que este tratamineto era ineficaz para reactivar la
replicacidn viral (Tabla 20).

Los resultados de todos estos tratamientos sobre la evolucion
clinica de 1los ratones vy las respectivas titulaciones o
aislamientos virales llevan a la conclusién de que es dificll
desencadenar la enfermedad o la replicacion viral una vez que la
resistencia estd establecida. Fn Jos casous en que se produjo
enfermedad no se pudo aislar el virus en encéfalo por lo que es
dificil atribuirla a la reactivacidn viral.

FPor otra parte, no se consigue establecer relacidon entre

anticuerpos séricos y titulos virales en encéfalo.
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TABLA 20

EFECTO DEL TRATAMIENTO CON CCNU EN LA RECUPERACION DE
VIRUS DE ENCEFALO DE RATONES INFECTADDS
EN FORMA FERSISTENTE

Tratados con CCNU No tratados
a b
Dlas pt  Titulo viral Ac Newt  Titulo viral Ac Neut

0 3.2 NR

2.7 NR

10 4.2 2.1 NR
- 2.8 NR

20 b 3.8 320
20 - 640

30 - 40 3.2 20
3.5 80 - 640

Los animales fueron tratados con una dosis unica de
CCNU de 100 ag/Kg de peso por via i.p. a los 435 dias
p.i. NR= no realizado

a} Log DICTS50/g

b) Inversa de la sayor dilucién que neutraliza el BOX de
las placas.



tlueda por estudiar como responden los ratones a tratamiento

mas prolongado con inmunosupresores.

4.5.Variaciagnes de la progenie viral en ratones persistentemente

Es un fenbmeno conocido que durante las infecciones
persistentes el virus evoluciona modificando propiedades tales
como morfologia de placas, letalidad para huéspedes,
termosensibilidad y apacidad de replicacidn en distintas
condiciones (126). Algunas de estas modificaciones, como una
menor capacidad  citolitica, pueden explicar la sobrevida del
huésped, otras como la variacitn antigénica, pueden ser la causa
de persistencia viral en presencia de respuesta  inmune humoral

del huésped.

La aparicion de variantes antigénicas no neutralizables por
los anticuerpos presentes en el mismo animal ha sido seflalada
como causa de la existencia simulténea de virus infeccioso vy
anticuerpos neutralizantes. Se ha registrado su aparicion en
infecciones con Visna en ovejas (127), LCM en ratéon (18) y en la

infecciodon cronica con VYJ en C. musculinus, (128).
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Fara estudiar la nistencia de variantes antigénicas en
nuestro modelo, se neutralizo virus proveniente de animales
Rockland de 45 y 100 dias pi con un inmunosuero preparado contra
el virus parental. Los resultados demostraron la existencia de
variantes antigénicas (Tabla 21) sin una influencia <clara del
tiempo post—-infeccidn transcurrido, ya que tanto los
aislamientos obtenidos a los 45 dias como los obtenidos a 1los
100 dias difieren igualmente del virus parental en su capacidad
de ser neutralizado por un inmunosuero preparado contra éste.

Fara determinar si el suero de los ratones persistentes tenia
la misma eficacia para neutralizar el virus parental y el
rescatado del mismo animal, se titularon sueros de ratones de 45
dias pi contra ambos virus. Los resultados reseffados en la Tabla
22 muestran que en 4 de 5 casos se necesitaban concentraciones
menores de suero para neutralizar el virus parental.

Surgid la duda acerca de si el virus rescatado por el método
de cocultivo era idéntico al rescatado por métodos directos en su
capacidad de neutralizar un inmunosuero contra el virus parental,
por lo cual se resolvid comparar virus aislados por ambas
técnicas. En la labla 23 se observa que en dos casos el virus
rescatado por cocultivo tiene mAas afinidad con el virus parental
que el rescatado por metodos directos.

Este resultado podria explicarse teniendo en cuenta que en el
aislamiento directo se detectan particulas virales que tienen

probabilidad de ser neutralizadas por los anticuerpos presentes
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TABLA 21

NEUTRALIIACION DE VIRUS PROVENIENTE DE RATONES ROCKLAND
PERSISTENTEMENTE INFECTADOS CON VIRUS JUNIN CON SUERD
PREPARADD CONTRA EL VIRUS PARENTAL

Huestra Nro. Ma pi Titulo de Ac Neut
| 45 20
2 45 80
3 45 160
§ 45 320
5 45 20
b 45 40
7 45 80
] 45 160
9 100 320
10 100 40
11 100 320
12 100 80
Parental - 320

Las neutralizaciones se llevaron a cabo con un inaunosuero

preparado en ratén contra el virus parental,

a) Reciproca de la mayor dilucidn de suero que neutraliza el
80X de las placas.



TABLA 22

NEUTRALIZACION DE SUEROS PROVENIENTES DE RATONES INFECTADOS EN
FORMA PERSISTENTE CON VIRUS JUNIN CON EL RESCATADD DE
SUS ENCEFALDS Y EL PARENTAL

TITULD DE ANTICUERPDS NEUTRALIZANTES
Muestra Nro.

Virus parental virus rescatado
1 1280 1280
2 640 160
1280 Ay )]
4 640 320
b] 320 0

Los ratones fueron infectados antes de las 24 hs de vida por
via i.c. con 10 UFP de la cepa XJ de VJ y sacrificados
2 los 45 dias p.i., extrayéndose sangre para obtener suero
y su encéfalo para aislamiento viral.



TRBLA 23

NEUTRAL1ZACION DE VIRUS RESCATADD POR METODOS DIRECTOS O COCULTIVD
DE RATONES INFECTADOS EN FORMA PERSISTENTE CON VIRUS JUNIN
POR UN INMUNOSUERO PREPARADO CONTRA EL VIRUS PARENTAL

a
TITULD DE ANTICUERPOS NEUTRALIZANTES

Raton Nro.
Método directo cocultive
1 320 320
b
2 80
b
3 320
4 40 160
b
5 440
b 80 40
7 160 320
8 160 320

a) Reciproca de la mayor dilucién de suero que neutraliza el
80X de las placas.
b} No fue aislado por métodos directos.



en el raton. En tanto en el aislamiento por cocultivo se detectan
particulas generadas después de extraido el é6rgano y sometido
sus ceélulas a lavado, no existiendo entonces 1los anticuerpos
presentes. For otra parte, estas particulas virales rescatadas
por cocultivo han sufrido varios ciclos de replicacidn en ceélulas

Vero.

4.5.2.Fresencia de particulas termosensibles (ts) o termoldbiles

Para determinar si existlian particulas ts como se ha
demostrado en infecciones persistentes "in vitro" con arenavirus
(129), se intentd el aislamiento de virus por cocultivo a
distintas temperaturas de encéfalo cde ratones Rockland infectados
antes de las 24 hs de vida con VJ. Se deseaba evitar la posible
pérdida de aislamientos debido a la probable existencia de
particulas ts con temperatura de corte alejada de 37°¢C.

Se realizaron cocultivos a 34°C, 37°C y 39,9°9C a partir de
cada uno de 12 encéfalos procesados. Se pudo aislar virus de 10
de los cocultivos llevados a cabo a 379C. A partir de 5 de estos
10 encéfalos también se aisld VI por el método directo en
monacapas de células Vero. En ? casos se logréd el aRislamiento a
3I4°C y en sédlo 2 a 39,5%. Es decir,que la temperatura de 37°C
usada rutinariamente es la que permitid el mayor numero de

ARislamientos.
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Fara verificar si existian poblaciones ts se llevaron a cabo
Litulaciones a distintas btemper aburas de las amplificaciones del
virus aislado de estos animales . Se consideraron termosensibles
a aquellas poblaciones cuyos tltulos a 39,59C y 3790 diferian en
2 log o mas. Segun se abserva en la Tabla 24, se encontraron
poblaciones ts en ratones de 435 dias 2 casos de 7 y en ratones
de 100 dias 1 caso de 2 ensayados. E1l bajo numero de poblaciones
ts indica que la menor cantidad de aislamientos por cocultivos a
39,9 °C podria deberse a otros factores, por ejemplo baja
viabilidad de las células cocultivadas, y no a la presencia de
ts.

En definitiva, si bien se encontraron poblaciones con

caracteristicas de ts, no parecen imprescindibles para la

regulacioéon viral, aunque pueden contribuir a ella.

Ensayo de termolabilidad en aislamientos provenientes de

Como se ha demostrado la termolabilidad de virus aislado de
infecciones persistentes "in vitro" (129) se decidid investigar
la probable existencia de poblaciones termolébiles en seis
aislamientos de virus rescatado a los 45 dias pi.

Los aislamientos de virus en encéfalo amplificados en células
Vero fueron incubados a 379C toma&ndose muestras a 1, 2, 3, 4y 5

he y wmidiéndose luego, la infectividad residual por UFP. Como
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TABLA 24

TITULACION A DISTINIAS TEMPERATUKAS DE AMPLIFICACIONES
PROVENLENTES DE RATONES PERSISTENTEMENTE
INFECTADOS CON VIRUS JUNIN

Encéfalo Titulo (UFP/al)
Kro.  Dias pi MWL 3c 39.5¢€C
4 5 3
1 45 4.10 4,10 310
5 b 5
2 45 4.10 3.0 5.10
3 4 3
3 45 3. 10 3.10 8.10
4 4 3
L] 4 3.10 1.10 2,10
5 b 5
b LH] 3.10 1.10 8.10
4 ] 3
7 45 7.10 3. 10 2.10 ¢
1 7
8 45 NR 4,10 2.10
4 ] 4
10 100 3.10 8.10 6.10
b 7 3
11 100 5.10 7.10 4,10 #
3 3 3
12 100 8.10 %.10 4,10
] ] 7
Virus parental 2,10 1.10 8.10

a) 5e titularon sobrenadantes de amplificaciones o co-
tultivos de encéfalo.

#: termosensible= diferencia de titulo sayor a 2 log.

NR: no realizado.



control se wutilizd el virus parental, al que se le aplico el
mismo tratamiento.
Los resultados ejemplificados para cuatro casos en la Figura

14, no demostraron la presencia de poblaciones termolabiles.

e la progenie viral producida en ratones

de propiedades de virus persistente de ratones

Se sabe que la respuesta inmune contra el virus Junin depende
de las ceélulas T (88). Una de las pruebas de este hecho consiste
en que los animales atimicos sobreviven con infeccion
persistente, no detectandose en ellos signos de
meningoencefalitis ni produccidn de anticuerpos anti-Junin (94).

La existencia de ratones abtlimicos y eutimicos de genotipo +/+
y nuw/+ de la cepa Balb/C que establecen infeccidn persistente al
ser infectados en las mismas condiciones por virus Jdunin,
permitio la comparacidn de progenies virales, las cuales fueron
aisladas de encéfalo por metodos directos o por cocultivos,
segun se ha descripto. Se estudiaron algunas de sus propiedades
biolégicas, tales como morfologia de placas bajo medio
semisodlido, produccion de accidn citopdatica (ACP) y curvas de

crecimiento viral en células Vero,
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Figura 14

INACTIVACION A 37°C DE VIRUS RESCATADO DE RATONES
DE 45 DIAS PERSISTENTEMENTE INFECTADOS
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diferencias antigénicas y letalidad para el ratédn lactante.

La morfologlia de placas fue diferente entre aislamientos
provenientes de ratones atimicos y eutimicos. Los primeros
desarrollaron placas bajo medio semis6lido, grandes y liticas vy
los segundos placas pequelas y a veces turbias (Tabla 25).

La velocidad de replicacidn fue mayor para virus extraido de
ratones atimicos segun se ejemplifica en la Figura 15.

La evolucidn de La NCF en células Vero infectadas con mi=0,1
UFP/cel tiene cierta correlacién con lo anterior ya que alcanza
niveles wmayores méas rapidamente con virus proveniente de
animales atimicos (Figura 16). Fara descartar que esta
diferencia se debiera a presencia de interferencia viral ese
infectaron monocapas con otras multiplicidades de infeccidn
(0,013 0,001 y 0,0001), siendo los reultados concordantes.

El conjunto de los datos expuestos parece indicar una mayor
velocidad de crecimiento para este virus que supera incluso los
valores del virus parental.

Finalmente, todus los aislamientos resultaron letales para los
ratones Rockland cuando se los inoculd por via intracerebral a
los 48-72 hs de vida (N=20), no diferenciandose del virus
parental.

En cuanto a la aparicidn de variantes antigénicas, se produjo
en ambos tipos de ratones, pero en aislamientos provenientes de
ratones eutimicos se encontraron poblaciones que difieren mas del
parental en su capacidad de ser neutralizados por un antisuero

preparado conltra éste (Tabla 26).
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TABLA 25

HORFOLOGIA DE PLACAS DE VIRUS RESCATADO DE ENCEFALO DE RATONES
BALB/C DE DISTINTO GENOTIPO INFECTADOS EN FORMA PERSISTENTE CON
VIRUS JUNIN.

C

RATON TITULO NORFOLOGIA TAMAND DE
GENOTIPD DIAS  VIRAL EN DE PLACAS

Nro. P.I.  ENCEFALD PLACAS DIAMETRD x fam
| Nu/Nu 45 5.7 LITICA 9.4 ¢+ 1.6
2 Nu/Nu 5 6.3 LITICA 10.4 + 1.3
3 Nu/Nu 45 7.0 LITICA 8.1 + 1.6
4 Nu/Nu 45 4.9 LITICA 10.7 + 1.8
3 Nu/Nu 70 4.5 LITICA 10.6 + 1.2
b Nu/Nu 70 5.3 LITICA 13.0 + 0.9
7 Nu/Nu 70 3.5 LITICA 12.5 + 0.8
8 Nu/Nu 70 3.7 LITICA 11.5 + 2,2
9 Nu/+ 45 2.1 TURBIA 3

10 Nu/+ 45 2.7 LITICA 6.9+ 1.0
i1 Nu/+ 45 b TURBIA a

12 Nu/+ 45 3.3 TURBIA F]

13 Nu/+ 70 3.3 LITICA 3.6 ¢+ 0.7
14 Nu/+ 70 1.7 LITICA ND

15 Nu/+ 70 3.3 LITICA 3.2 +0.8
16 Nu/+ 70 2.9 LITICA 6.7 + 0.9
17 t/+ 45 2.0 TURBIA a

18 t+ 45 2.8 LITICA 6.0 + 0.9
19 ++ 45 b TURBIA a

20 t+ 45 b LITICA 8.3+ 1.3

21 4 70 3.3 LITICA 9.6 + 0.8

22 H+ 70 1.7 LITICA 5.8 + 0.7

VIRUS FARENTAL 8.3 LITICA 6.9+ 1,2

El virus rescatado de cerebro a los 45 o 70 dlas p.i., por
infeccién de células Vero de ratones Balb/C de genotipos nu/nu,
nu/t+ y #/+ infectados antes de las 24 hs, de edad por via i.c.
con 10 UFP, El virus parental fue utilizado para observacién de
aorfologia de placas después de un pasaje por células Veroo.

* a = el didmetro de las placas turbias no fue aedido pero se
estima similar al de las placas del virus parental.

b = no se detectan placas. Titulo ¢ 1/3
¢t = log DICTS0/g
ND = No deterainado.



Figurai1s

CURVAS DE CRECIMIENTO DE VIRUS JUNIN RESCATADO DE RATONES
Balb/C DE DISTINTO GENOTIPO PERSISTENTEMENTE INFECTADOS
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TABLA 26

NEUTRALIZACION CON EL VIRUS PARENTAL DE VARIANTES AISLADAS DE ENCEFALD
DE RATONES BALB/C DE DISTINTO SENOTIPO PERSISTENTEMENTE
INFECTADD CON VIRUS JUNIN

Ratén Nro. Genotipo Plas p.i. Dilucidn neutralizante
1 Nu/Nu 45 320
2 Nu/Nu 45 160
3 Nu/Nu 45 320
4 Nu/Nu 43 160
3 Nu/Nu 70 b40
b Nu/Ny 70 320
7 Nu/Nu 10 80
8 Nu/Nu 70 160
9 Nu/+ 45 40
10 Nu/+ 45 80

11 Nu/+ 45 160
12 Nu/+ 45 320
13 Nu/+ 70 20
14 Nu/+ n 320
19 Nu/+ 70 320
16 Nu/+ 70 20
17 ++ 45 J20
18 +H 45 40
19 ++ 45 40
20 t/+ 45 40
21 +He 10 160
22 e 10 b40
Parental b40

a) Reciproca de la mayor dilucion de sueros que neutraliza el 801 de las
placas. La neutralizacion se realizd con un inaunosuero preparado en
ratén contra el virus parental,



Evolucion de paoblaciones virales en ratones sacrificados
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El resultado mas llamativo del punto anterior fue la aparicidn
de placas '"grandes" en aislamientos de ratones timoprivos. Se
contaba con un stock viral proveniente del bazo y pulmén de
cobayo que producian el 959% de placas mayores gue las estandar.
Se resolvid efectuar pasajes seriados de este virus en enceéfalo
de raton Rockland de 2 dias sacrificados a los 7 dias pi  con
manifestaciones de enfermedad o a los 12 dias pi con un cuadro
neuroldédgico claro.

En el primer tipo de pasajes se obtuvieron placas mayores que
las estandar en un porcentaje de 83, 78, 82, 67 v 70 % en los 5
pasajes sucesivos respectivamente, mientras que sacrificando a
los 12 dias pi, esos porcentajes fueron de 67, 32, 43, 21 y 15 %,
respectivamnete. Es decir, al efectuar los pasajes en encéfalo de
virus proveniente de ratones sacrificados después del desarrollo
de la enfermedad que, como sabemos, es producto de la encefalitis
timodependiente, se obtuvo un aumento del porcentaje de virus de

placas pequefias.

4.5.4.Efecto de la infeccidn con virus persistente sobre ratones

Es sabido que durante la infeccidn persistente el virus puede

evolucionar modificando su patogenicidad para distintos huéspedes
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(126). En este punto se estudia el efecto de la infeccion con el
virus aislado de ratones Rockland de 45 y 100 dias pi, en ratones
de distintas edades y en cobayos.

Se ulilizaron ratones de las cepas Rockland y Balb/C de menos
de 24 hs de vida. Los mismos fueron inoculados por via ic con
virus proveniente de distintos aislamientos con el fin de
determinar si esta progenie viral diferia del virus parental en
su capacidad de inducir mortalidad y/o persistencia viral. Los
resul tados se exponen en la Tabla 27. Dos hechos pueden deducirse
de esta Tabla: a) en casi todos los sobrevivientes fue posible
aislar virus infeccioson: b) El virus extraido de animales
persistentemente infectados tiene una capacidad similar al

parental para establecer una infeccidn persistente.

= Y 14 dias de edad

Se tituld simulténeamente el virus en ratones Rockland y por
plagueo bajo metilcelulosa para determinar el indice de
letalidad. En el caso de ratones de 2-3 dias (Tabla 28), esos
indices oscilan entre O y 1,1 es decir, expresan una elevada
patogenicidad para el ratéon, similar a la que ocurre con el virus
parental.

El 1indice de letalidad en ratones de 14 dias bha sido
propuesto con marcador de atenuacién por Contigiani et al.,

(113), quienes propusieron considerar a una cepa atenuada si el
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TABLA 27

SOBREVIDA DE RATONES INFECTADOS ANTES DE LAS 24 HORAS CON VIRUS
PROCEDENTE DE RATDNES PERSISTENTEMENTE INFECTADOS

ORIGEN DEL VIRUS INOCULADO ANIMALES  INFECTADOS
Ratén Dias  Morfologla ROCKLAND BALB/C
Nro. p.i.  de placas sobrevidaa aislanientob sobrevida aislamiento
n/T n/T n/T n/T
| 45 estandar 3/8 2/2 an t
3 45 estandar 1/6 3/6
4 4 estdndar 2010 171
b 45 turbia 3 3/3 118 2/2
7 45 turbia 2012 112 214 I
f 4 estdndar 4/16 2/3
10 100 estindar 4/1B 2/2 319 i
11 100 turbia 0/8 2/12 2/1
12 100 estindar 312 1/1 NR NR
13 100 turbia 212 i 49 172

a} Sobrevida a los 45 dlas p.i.

b} Aislamiento por cocultivo de encéfalo a Jos 45 dias p.i.
n/T: Nro. de sobrevivientes/ total de animales infectados.
Los ratones fueron inoculados con 10 UFP por via i.c.



TABLA 28

DETERHINACION DE INDICES DE LETALIDAD EN RATONES DE 2 Y 14 DIAS BE
VIRUS RESCATADD DE RATONES PERSISTENTEMENTE INFECIADOS

Dlas Norfologia Indice de Letalidad
Raton
p.i. de placas 2 dias 14 dias
1 LH] estandar -1 1
3 45 estandar 0 1.3
L] 45 estandar 0.3 1.2
b 45 turbia 0.3 NR
li 45 turbia 0.5 0.9
8 43 estdandar 1.0 NR
10 100 estandar 0.9 NR
i 100 turbia 0.9 2.2
12 100 estdndar 0.6 1.1
13 100 turbia 1.1 2.6
Parental estandar 0.5 0.8

2) Indice de letalidad = log titulo UFP/titulo DICTS0, sedido sobre
amplificaciones efectuadas en células Vero.

b) Se considerd estindar a las placas liticas y de tamaho 0.6-0.8 aa
inducidas por el virus parental.



logaritmo del titulo determinado por UFP era mayor en 2 o mas
unidades al logaritmo del titulo obtenido por mortalidad de
ratones de catorce dias.

Segun este criterio, en dos de ocho casos s8e registro

atenuaciébn cercana al valor limite.

-

Se ensayaron 3 aislamientos en cobayos de 3I00-400 gr de peso,
uno de ellos provenia de encéfalo de ratones de 45 dias y dos de
ratones de 100 dias pi. Los resultados son expuestos en la Tabla
29. Uno de 1os dos aislamientos de 100 dias pi matd mas
tardiamente a dos de los tres cobayos infectados indicando una
leve atenuacidn. Sin embargo, los otros dos aislamientos fueron
letales para todos los cobayos infectados.

Los resultados expuestos mostraron que existe muy poca
variacidn en la capacidad patogénica del virus persistente con
respecto al parental en ratones y cobayos, aunque el ndamero

utilizado de estos altimos fue reducido.



TABLA 29

EFECTO DE LA INFECCION DE COBAYDS CON VIRUS PROVENIENTE DE RATONES
PERSISTENTEMENTE INFECTADDS

Origen del Material

Raton de 45 dias pi

Placas liticas

Ratén de 100 dias pi

Flacas liticas

Ratén de 100 dias pi

Placas turbias

Cobayo

Nro.

Dia de

Nuerte

17

19

2

19

18

22

Autopsia

Petequias en celular sub-
cutdneo.Contenido estoma-
cal hesorrdgico. Hemorrid-
gias en pulatn,

Ganglios hemorrdgicos.
Puladn hemorrdgico.

Contenido estomacal hemo-
rragico. 6anglios heaorra-
gicos.

Esplenoaegalia. Hemorra-
gias en pulabn, Petequias
en celular subcutdneo.

Congestivo. Esplenomega-
lia.

Petequias en celular sub-
cutdneo,

Contenido peritoneal hemo-
rragico, congestivo.

Sobrevivié durante el pe-
riodo de observacidn.

a) Cobayos infectados con 10 UFP por via inm,



9. Discusidan.

Los resultados expuestos aqui, referidos a la infeccidn
persistente del ratdn con virus Junin, constituyen otro modelo
experimental para el estudio de la infeccidn persistente por este
virus "in wvivo".

Estos estudios se centraron en la relacidn que se establece
entre el virus y el huésped, dejando en segundo plano aspectos
de la fisiopatologla de la infecciodn.

Durante la busqueda de un esquema experimental que permitiera
obtener ratones infectados con virus Junin en forma persistente,
se corrobord la alta susceptibilidad de este huésped cuando es
infectado por via intracerebral durante la lactancia, ya que en
la mayoria de las combinaciones cepa viral-cepa de ratdn en-—
sayadas,los porcentajes de mortalidad correspondieron a los datos
conocidos (89), (92), con la excepcidn de la obtenida con virus
termosensible, que pueden tener menor virulencia (130).

También se corrobord la escasa mortalidad que la infeccidn con
este virus induce en el raton adulto (91), (92), a excepcion de
los animales pertenecientes a la cepa C3H, de 1los cuales
recientemente se ha informado que poselian sensibilidad a 1la
infeccidn con la cepa XJ de VJ (103).

Sin embargo, se encontraron en los ratones lactantes
diferencias en el porcentaje de sobrevida segun la edad, dosis e

inédculo viral. Algunos de ellos, como el llamado efecto de alta
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dosis (mayor sobrevida a dosis mayores), ya habian sido
registrados (89).

l.a sobrevida del ratdn neonato estuvo asociada a la
persistencia viral, ya que de los ratones sobrevivientes a 1la
infeccidn durante los primeros tres meses de vida, se pudo
rescatar virus infeccioso en forma regular a los 45 dias post-
infeccidn. En cuanto a 1los sobrevivientes a la infeccion
efectuada a 1los diez o mas dias de edad, no se demostro
persistencia viral.

Si se comparan estos resultados con los obtenidos con el virus
LCM, prototipo de la familia Arenaviridae (54), la diferencia mas
notable es que con LCM los ratones lactantes sobrevi ven
regularmente con infeccidn persistente, mientras que los adultos
mueren al ser inoculados por via intracerebral. Sin embargo, 1los
adultos sobrevivientes eliminan el virus (18), lo que constituye
una similitud con nuestro modelo.

Los mecanismos por los cuales sobreviven los ratones lactantes
Y adultos infectados con el virus Junin, pueden diferir
sustancialmente. Los neonatos lo harian disminuyendo la respuesta
letal timodependiente caracteristica (88), en tanto los de mas
edad podrian hacerlo generando una rdpida eliminacidn del virus
(?1), acompafada de actividad supresora de la hipersensibilidad
retardada (102).

Al estudiar las condiciones que contribuyen a obtener sobrevida

con persistencia viral, se encontrd que las dptimas fueron



4
infectar ratones menores de 24 horas de vida con 10 UFP de 1la

cepa XJ del virus Junin. En dichas condiciones se obtuvo una
sobrevida cercana al S0%Z en ratones de la cepa Balb/C vy
aproximadamente el 22% para la cepa Rockland mientras que en las
cepas NIH y C3ZH practicamente no hubo sobrevivientes. La
diferencia de susceptibilidad de ratones de distinto genotipo ha
sido registrada para otros arenavirus como Lassa (131) y LCHM
(54). Con este ultimo virus también se obtiene mayor sobrevida
en Balb/c que en C3 H (54).

Por el contrario, no se conocen en la literatura, hasta el
momento, datos sobre diferencias de mortalidad causada por
infeccidn viral de ratones nu/+ y +/+,.

En este trabajo se pudo comprobar una mayor sobrevida en los
ratones heterocigotas de genotipo nu/+ de 1la cepa Balb/C
infectados con VJ cuando se los comparaba con 1los ratones de
genotipo salvaje. Los ratones nu/+, crias de hembras eutimicas
+/4 y machos atimicoms nu/nu, presentaron una sobrevida superior
al 90%, a diferencia de los genotipo +/+ cuya sobrevida fue del
St.

Si bien esta diferencia de susceptibilidad entre ratones +/+ y
nu/+ no registra antecedentes, es explicable teniendo en cuenta
que los ratones heterocigotas presentan anomalias en el
desarrollo del timo (132). AdemAds se ha publicado que presentan
diferencias con los de genotipo +/+ en el recuento de leucocitos

y mastocitos 1o que demostraria que el gen salvaje no tiene
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dominancia absoluta sobre el gen nu.

Sin embargo, esta diferencia de susceptibilidad se registro
s0lo cuando los animales fueron infectados antes de las 24 horas
de vida. Ratones heterocigotas infectados a las 48 o 72 hs de
vida tienen una mortalidad similar a la de los homocigotas +/+.

La cepa viral utilizada también fue un factor importante en el
estableciemiento de 1la persistencia. Se demostrdé que la cepa
prototipo XJ indujo mayor sobrevida con infeccidn persistente que
la atenuada XJC13. Un efecto similar se produce en ratas de dos o
tres dias infectadas por via intracerebral (133). La inoculacidn
de estos animales con la cepa XJ permite la sobrevida de la mayor
parte de 1los animales con persistencia viral. Por otro lado
aquellas ratas inoculadas con la cepa atenuada mueren casi en su
totalidad (88).

Es interesante sefialar que la cepa XJC13 es atenuada para el

hombre (52) y el cobayaoa (70) vy produce en ellos menar
inmunodepresidn cque la cepa prototipo XJd (77), patdgena para
ambos huéspedes. Ya que en estos huéspedes la patogenia no se

debe a una respuesta inmune celular seria licito suponer que 1la
inmunodepresiéon puede jugar un papel agravante de la enfermedad.
En cambio en el ratdn (101) y en la rata infectados por via
intracerebral (134), donde el mecanismo de 1la enfermedad
involucra la respuesta celular, la inmunosupresidn podria jugar
un papel protector.

4
La mayor sobrevida obtenida con dosis de 10 UFP respecto a la
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resultante de la infeccidn con dosis menores podria explicarse
por fendbmenos de autointerferencia. Sin embargo, se comprobd
que ratones inoculados con esa dosis tienen concentraciones
virales en encefalo semejantes a las alcanzadas con dosis me-
nores,

La posibilidad de auteointerferencia como causa de sobrevida vy
los antecedentes sobre acumulaciédn de interferencia in vivo, e in
vitro llevaron a afectuar pasajes en altas dosis de virus Junin
por encéfalu o médula espinal de ratones. Fero la inoculacién de
etos materiales no produjo resultados concluyentes que permitan
asignar responsabilidad a las par ticulas DI en esta infeccidn.

La mortalidad temprana (hasta el dia 10 pi) inducida por 1la
inaculacion  de los pasajes disminuyd en varios de los esquemas
experimentales seguidos. Estos resultados podrian ser explicables
por la acumulacidn de particulas Dl tal como ocurre por pasajes
"in vitro" con VSV (135), LCM (112), Junin (111). Sin embargo los
pasajes ensayados tuvieron poca capacidad interferente in vitro.

Estos resultados parecen restar importancia a la participacidn
de 1las particulas DI en el establecimiento de 1la infeccidn
persistente en este modelo, pero estas particulas no pueden ser
descartadas como un cofactor en dicho establecimiento pues hasta
el momento no se han hecho estudios con stocks de virus Junin
libres de particulas defectivas que son laboriosos para obtener.

Debe recordarse ademas, que las particulas defectivas pueden



interactuar con el sistema inmune ademd&s de interferir con la
replicacion viral (136).

Es de destacar que la edad del ratdn en el momento de 1la
inoculacién es un factor fundamental en el establecimiento de 1la
infeccidn persistente, ya que se demostrd que en los ratones de
mas de un dia la susceptibilidad fue mayor que en los de menos de
24 horas. Este es un fenbmeno similar al qQque se da en 1la
infeccion de ratdn con LCM (20), que saobreviven con persistencia
viral si son inoculados en las primeras horas de vida o en ratas
infectadas con la cepa XJ de este virus (77) gue dan un 20/954 de
sobrevida con persistencia viral si son infectados antes de los 3
dias.

La participacidn del interferdn, otro factor que podria influir
en el establecimiento de 1la infeccién persistente no fue
estudiada aqui, aunygue dado que los arenavirus no son buenos
inductores de interferdn (54) podria esperarse que no cumpliera
un rol importante.

Se ha encontrado en cambio una asociacidn entre la infeccidn
temprana de timo vy médula dsea y la sobrevida, como se ha
propuesto para la infeccidn de virus Tamiami (115) y LCM (116)
en sus huéspedes naturales. Esta infeccidn timica puede
explicar las diferencias presentadas aqui gy 1a sobrevida de
ratones infectados con virus Junin a distintas edades o con
distintas cepas virales ya que se demostr@ mayor sobrevida en
los grupos donde la infeccion timica era mayor. En la

infeccidn del raton con virus LCM, se ha comprobado que se
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infecta una subpoblacidn especifica de linfocitos T (L3T4)
(137). Estos linfocitos Helper juegan un rol importante en el
desarrollo de reacciones inflamatorias.

Ya sea por un mecanismo similar al propuesto para el LCM o
influyendo en la seleccidn clonal que se produce en el timo a
edades tempranas (138), 1la infeccidn de ese organo en las
primeras horas de vida puede constituir un factor clave en la
evolucidn posterior de la infeccidn hacia 1la sobrevida con
infeccidn persitente.

Existen numerosos datos en la literatura que seffalan que 1la
encefalitis en el ratén no es consecuencia de la mera presencia
del virus en el cerebro del animal, sino que se debe a una
respuesta inmune timodependiente. Asi, la timectomia (93), el
suero antilinfocito (96) o la ciclofosfamida (102) disminuyen 1la
mortalidad y las lesiones encefaliticas, mientras que la
transferencia de esplenocitos a ratones timectomizados revierte
el efecto protector de la timectomia (23). Ademds se ha hallado
que los ratones congenitamente atimicos muestran titulos
elevados de VJ en encéfalo pero no presentan encefalitis (94),

y se ha demostrado recientemente que se puede inducir la muerte
de estos animales mediante la transferencia de esplenocitos de
ratones previamente infectados (93).

Los ratones eutimicos lactantes deben eludir o disminuir esa

encefalitis timodependiente para sobrevivir, ya sea presentando

poco antigeno en encéfalo, o desarrollando una tolerancia



(parcial o total).

La primera posibilidad se ha informado en ratones infectados
con una variante termosensible de VJ de muy reducida 1letalidad
para el ratdn lactante. Esta variante practicamente no replica
en el encéfalo de este animal (130). No se ha estudiado si estos
animales desarrollan persistencia viral o si por el contrario el
virus es eliminado totalmente del animal.

En los ratones lactantes eutimicos sobrevivientes a la
infeccidn, gque se tratan aqui, la sobrevida estaria dada por
tolerancia parcial. Los resultados que se obtuvieron, que son
congruentes con esa hipétesis, son los siguientes:

a) La mayor sobrevida en los ratones de menor edad, en los que se
sabe es mas fAdcil inducir tolerancia.

b) Las concentraciones virales en encéfalo de ratones con alta
probabilidad de muerte son similares a las encontradas en
ratones con alta probabilidad de sobrevida.

c) La mayor sobrevida de ratones Balb/C nu/+ con respecto a los
Balb/C +/+.

d) La regularidad de rescate viral en los ratones sobrevivientes.

Otro intento de establecer 1la infeccidn persistente en el
ratén con virus Junin se 1llevd a cabo infectando hembras
apareadas, con el fin de conseguir trasmision vertical del virus
y estudiar la probable persistencia viral en las crias asi

infectadas.
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La transmisién vertical del virus fue aleatoria y se pudo
rescatar virus infeccioso sélo en un porcentaje reducido de
crias. a pesar de que muchas de ellas presentaron un cuadro
neurolégico. Es posible que la infecciédn ocurra durante la
lactancia ya que los intentos de rescatar virus a los 3 dias de
edad no tuvieron éxito. La busqueda de antigeno viral a 1los 50
dias post infeccidn dio resultados positivos en un porcentaje
reducido de animales.

A diferencia de lo que ocurrid aqui con virus Junin, con el
virus LCM se obtiene facilmente transmisiédn vertical por

infeccidn in utero" obteniéndose de este modo infeccidn
persistente en forma regular (18).

En los animales infectados con virus Junin, que superan el
periodo critico de la enfermedad (aproximadamente 3 semanas) no
se registran cuadros neuroldédgicos espontdneos durante el periodo
observado (6 meses). Debe tenerse en cuenta, sin embargo, que en
la infeccidn crédnica con virus Junin en la rata, el modelo
experimental mas semejante, se observa un cuadro neuroldgico
tardio, a veces superado el afio de la infeccidn. Asimismo son
tardias las consecuencias patoldgicas de la infeccidn del ratdn
con LCM.

El estudio histopatoldgico del encéfalo a los 100 dias pi
demostrdé cuadros correspondientes a una meningoeuncefalitis leve,
asociada a la presencia viral. Estos cuadros la diferencian de la

infeccidn persistente en el mismo huésped con virus LCM, que

transcurre sin procesos inflamatorios, y del virus
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Tamiami que provoca necrosis en encéfalo (S4). La infeccidn en la
rata con virus Junin transcurre con un cuadro encefalitico
semejante, pero en este caso el virus puede provocar una
hipoplasia cerebelosa que no fue observada en el ratdn.

Como en otros huéspedes experimentales tales como 1la rata
(60), Akodon (61) y cobayo (62), los titulos del virus Junin caen
hasta hacerse indetectables por métodos directos pero la
presencia viral pueden ponerse de manifiesto mediante cocultivos
o por inmunomarcacion. En este sentido, esta infeccidn difiere de
la que se desarrolla en ratén con LCM, en Calomys musculinus o
C. Callidus con virus Junin y otros arenavirus en sus huéspedes
naturales, en 1los que es facil detectar virus infeccioso. Es
decir, «que si bien el virus Junin es capaz de establecer
infeccion persistente en huéspedes experimentales, las mismas son
poco productivas.

Con respecto a los factores gue regulan la multiplicacidn del
virus en el animal persistentemente infectado, es obvia 1la
importancia del sistema inmune en la disminucidn de los titulos
virales, ya que la comparacitn de estos titulos en ratones
atimicos (&63) o timectomizados (44) y los eutimicos demuestra que
en los dos primeros se obtienen titulos varios logaritmos mas altos

que en los ultimos. Sin embargo, pareciera que una vez que la
presencia viral evoluciona hacia titulos muy bajos pueden existir

otros mecanismos de regulacién de la produccidon viral, tales

como variantes virales con moderada capacidad de replicacion.
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Los anticuerpos no parecen  jugar un rol decisivo en la
regulacion viral en encefalo.

Los hechos gue apoyan esta hipdtesis son los siguientes: a) no
se observa una relacion clara entre titulos de anticuerpos vy
detecciédn del virus, ya gque aqui se demostrd presencia viral aun
en presencia de altos titulos de anticuerpos en suero y 1liquido
cefalorraquideos b) 1los tratamientos con i nmunosupresores,
ensayados aqui como ciclofosfamida o nitrosourea (CCNU), que
atraviesa 1la barrera hematoencefdlica, que provocan una caida
en el titulo de anticuerpos, no producen reactivaciodn viral; c)
ratones tratados con ciclofosfamida vy posteriormente con
inmunosuero presentan altos titulos virales en encéfalo (65);
d) ratones adultos deficientes en 1la respuesta B eliminan
eficientemente el virus de encéfalo (66).

Forr el contrario los anticuerpos netralizantes pueden jugar
un rol importante en limitar la distribucidn viral fuera del
sistema nervioso central, ya que el virus fue detectado en pocas
oportunidades en otros drganos.

Con respecto a la respuesta celular se ha comprobado que es la
responsable de la eliminacidn del virus (67), en el ratdn en 1la
edad adulta. Sin embargo, los esplenocitos provenientes de
ratones persistentemente infectados con virus Junin carecen de
capacidad para inducir la muerte o la eliminaciédn del virus de
ratones atimicos infectados, capacidad que si poseen los

esplenocitos provenientes de ratones 1infectados por via
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intraperitoneal cuando se obtienen en la fase aguda de 1la
infeccidn. Ademas, los esplenocitos provenientes de ratdn
persistentemente infectado carecen de capacidad para acelerar la
muerte del ratdn eutimico inoculado con virus Junin.

Un ultimo factor dependiente del huésped estudiado fue 1la
participacion del interferon acido resistente, que no fue
detectado ni en suero ni en enceéfalo de ninguno de los animales
estudiados. Este resultado es similar al obtenido en los ratones
persistentemente infectados con virus LCM (69).

Entre 1los factores de requlaciédn que dependen del virus se
estudid por un lado la presencia de interferencia homdloga, y por
otro lado, 1la evolucidn del virus hacia formas con menos
capacidad citopatica.

Las particulas defectivas interferentes han sido detectadas en
numerosas infecciones in vitro e in vivo. Para el virus Junin se
ha estudiado su presencia en cultivos celulares infectados y en
pasajes concentrados en encefalo de raton (72). En nuestro caso
la determinacidn de particulas interferentes se vid dificultada
por la presencia en encéfalo de un factor que interfiere 1la
replicacidn viral "in vitro", algo similar a lo que ocurrid en C.
musculinus persistentemente infectados con este virus (73). 8i
bien se demostrd interferencia viral "in vitro", ésta resultod
s6lo parcialmente neutralizable y sdlo en parte pudo ser retenida
por filtros de 50 nm. No se realizaron otras caracterizaciones,

como concentracidn por ultracentrifugacidén o sensibilidad a
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radiacioéon ultravioleta que han sido utilizadas para caracterizar
las particulas defectivas en virus Junin (73).

A pesar de la interferencia viral "in vitro" que presentaron
los homoyeneizados de encéfalo de raton lactante, éstos
no alteraron el curso de la enfermedad en estos ratones. Sin
embargo, el efecto de las posibles particulas interferentes no
debe ser descartado ya que por su localizacién en el encéfalo de
ratén persistentemente infectado pueden tener un efecto diferente
del que ejercen al ser diluidas para su inoculacién.

Otro factor que debe tenerse en cuenta durante 1la infecciOn
persistente es la aparicidon de mutantes con propiedades distintas
al virus parental (126).

Aqul se estudid la morfologia de placas, 1la capacidad de
praducir accion citopatogenica, la termosensibilidad Yy
termolabilidad y la capacidad letal para el huésped.

La aparicién de poblaciones virales termosensibles que se han
encontrado en la infeccidn persistente "in vitro" con virus Junin,
fue esporéadica en la infeccidn persistente "in vivo". En cambio,
la aparici6n de virus de placas turbias o con menor capacidad de
producir accidon citopatopatica, s dio en mAs casos, aunque no
fue general. Sin embaryo, tudas las poblaciones ensayadas fueron
letales para ratones de 7 a 14 dias y difirieron poco en su
capacidad de generar infeccitn persistente en el ratédon lactante
respecto del virus parental.

También es posible que la regulacion de la replicacidn viral

sea efectuada por mecanismos propios del virus,que dependen del
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caracter ‘"ambisense" de su genoma (Z1). En el encéfalo del
raton infectado con LUCM la proporcidn de glicoproteinas
presentes disminuye con el tiempo y aumenta la presencia de
nucleoproteina (139) debido a la regulacién de los RNA
mensajeros correspondientes presentes en esas células (140).

La mayor intensidad de la marcacion citoplasmatica con
inmunoperoxidasa en neuronas de los ratones persistentemente
infectadas con VJ comparadas con ratones en fases tempranas de la
infeccidn podria corresponder a un fendmeno semejante, que se
podria estudiar con anticuerpos monoclonales caracterizados o
con sondas especificas para los RNA mensajeros virales.

Con respecto a los estudios de la progenie viral,el aspecto
mas interesante fue que la evolucidn de sus propiedades dependid
de que el virus replicara en un animal eutimico o atimico. Las
poblaciones virales provenientes de ratones eutimicos generaban
placas turbias, ya citadas para WJ en infeccién persistente "in
vitro"” (141) o 1liticas pequeflas, con menor capacidad de
producir efecto citopatico y de crecimiento algo mas lento que
las correspondientes al virus proveniente de animales atimicos.
Estas diferencias son semnejantes a las obtenidas entre distintas
cepas del VJ (142). La respuesta inmune timodependiente podria
ser la responsable de esta divergencia.

Una probable explicacidén es que, en los ratones eutimicos, el
virus de crecimiento mas rdpido exprese antigeno viral sobre

la superficie celular con mayor profusiéon, haciendo a las



células gue infecta blanco de la respuesta celular, ejercida por

los linfocitos T. Esta presién selectiva debida a la inmunidad

celular no tiste en el ratéomn atimico, permitiendo la
proliferacion del virus de crecimiento ma&s rapido. un
experimento adicional, que demostrd predominio de placas

pequenas cuando el virus era cosechado del encéfalo de ratones
después de las manifestaciones encefaliliticas, parece confirmar
esta hipbtesis. Sin embargo , se necesitan mas datos
experimentales (como los que podrian provenir del estudio de
poblaciones virales provenientes de ratones atimicos infectados
y transferidos con esplenocitos de ratones inmunes), para poder
verificar dicha hipdtesis.

Un tema interesante de estudio es el mecanismo por el cual
disminuye la presencia de virus en el sistema nervioso central
sin daffo neuronal evidente. (Que esto ocurre asi se ve reflejado
en la disminucidén de titulos virales en encéfalo vy de
células con antigeno Junin en este drgano. Este proceso no va
acompafado de enfermedad evidente, ni el cuadro histoldgico
demuestra necrosis o tejidos cicatrizales. Si bien no se
realizaron estudios morfométricos, resulta evidente que el
antigeno viral es eliminado de las neuronas sin la destruccidn
de éstas.

For #perimentos de hibridizacidn del KNA viral se ha
demostrado que en ratones infectados en forma persistente con

virus LCM y transferidos con esplenocitos inmunes se produce una
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eliminacién del virus de las neuronas sin destruccion de ellas.
Las subpoblaciones responsables de esta limpieza son los
linfocitos Thy 2 y Lyt 2,2 y es posible que esté involucrado un
mecanismo mediado por linfoquinas (143). En nuestro modelo este
fendmeno ocurriria espontdneamente.

La comprension de los mecanismos de eliminacion de virus en
sistema nervioso central tiene un valor terapedtico potencial.

Una pregunta central de esta tesis, a saber, por que sobrevive
el animal en presencia de antigeno viral, no se puede contestar
hasta el momento. Los esplenocitos de los ratones
persistentemente infectados no se mostraron capaces de alterar el
curso de la infeccitn de animales singeneicos transferidos.

Por otra parte, ni el tratamiento con inmunosupresores ni la
transferencia celular, asi como tampoco la combinacidén de ambos
tratamientos han conseguido desencadenar enfermedad de manera
regular en los ratones persistentemente infectados.

Es probable que el principal factor para la sobrevida en las
primeras etapas de la infeccidén sea la disminucidn o retardo en
la respuesta inmune. En tanto que los mecanismos que regulan 1la
replicacion viral vy la expresidn antigénica podrian jugar un

papel importante en etapas posteriores.



6.Conclusiones

1)

4)

6)

La infeccion persistente con virus Junin se establece
regularmente en los ratones sobrevivientes a la infeccidon por
via intracerebral antes de las 24 horas de vida.

Existe una asociacidn entre la infeccion temprana del timo vy
el establecimiento de la infeccion persistente.

La infeccidn persistente en este huésped se caracteriza por
la ausencia de manifestaciones clinicas, los bajos titulos.
virales registrados y la presencia de una meningoencefalitis
leve asociada al aislamiento viral.

La regulaciédn de la replicacidn viral depende del sistema
inmune del huésped y de la seleccidn de virus con moderada
capacidad de multiplicacién. Asi mismo, se detectan
variaciones en morfologia de placa, citopatogenicidad vy
antigenicidad en 1las poblaciones virales aisladas de 1la
infeccidn persistente.

La evolucidn de las propiedades virales varia segun se
obtenga el virus de ratones eutimicos o atimicos.

Ni los tratamientos con’ inmunosupresores ni la
transferencia de esplenocitos alteran el curso de la

infeccidn persistente.
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