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1.INTRÜDUCCIÜN
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Durante su evolucion, los animales superiores han

desarrollado un sistema inmune complejo como defensa

frente a la invasion de agentes patógenos. Esta defensa incluye

mecanismos inespecificos como el sistema complemento, los

interferones y celulas {agociticas y mecanismosespecificos como

los anticuerpos y linfocitos.

Comocontrapartida, en la infección con parásitos obligados

como los virus, se encuentran mecanismos que les permiten

interactuar con el huésped y replicar en él un tiempo suficiente

comopara alcanzar otros huespedes o células susceptibles.

Se han descripto numerosas estrategias que permiten al virus

eludir o retardar la accion del sistema inmune. Una de ellas es

1a inducción de inmunosupresión, hallada en distintas infecciones

virales como las que ocurren con adenovirus, influenza,

sarampiún y el virus de la inmunodeficiencia humana (HIV), que es

debida muchas veces a 1a replicación del virus en células del

sistema inmune (1).

Además, existen otros mecanismos tales como latencia

intracítoplasmatiua, dispersión célula a celula, brotaciún. en



membranasintracelulares, variación antígenica o integracion del

genoma viral al del huesped que permite eludir la respuesta

inmune aun en ausencia de inmunosupresión. Cuando la eliminacion

del virus se retarda en forma indefinida, se puede llegar a la

infección cronica o persistente (2).

1.2.Infeccion persistente

Las infecciones virales persistentes son aquellas donde la

información genetica del virus permanece en el individuo

infectado, de alguna manera, durante un extenso periodo, a

menudo durante toda la vida del huésped (2). Durante este

prolongado periodo el genomaviral puede estar absolutamente

latente o expresarse en forma parcial o total, variando desde la

sintesis de proteinas codificadas por el virus a la producción de

virus infeccioso. En algunos casos la persistencia puede conducir

regularmente a la muerte del huésped, en otros producir

alteraciones que no comprometansu vida o no manifestarse en
absoluto.

Algunas infecciones humanaspersistentes se conocen desde hace

tiempo debido a su asociacion con síndromes clinicos. El ejemplo

mas característico es el del virus Herpes simplex, que produce un

fenomenotipico de lesiones recurrentes generalmente alrededor de

la boca (2). Una enfermedad relacionada, el Herpes zoster, aunque

conocida desde antiguo, ha sido reconocida con el tiempo comouna



recurrencia de la infección con el agente causal de la varicela

(3). Algo semejante ocurre con las verrugas, tumores benignos

asociados a una infección con virus papiloma (4). También ha sido

relativamente tardía la asociacion entre la encefalitis

esclerosante subaguda y la infeccion muyanterior con el virus

del sarampion (5).

En fechas mas recientes se han descripto leucemias humanas

asociadas a una infección prolongada con HTLV-I (ó) y el sindrome

de inmunodeficiencia adquirida asociado a 1a infección con HIV-1

o HIV-2 (7), (B). Algunas de las enfermedades citadas son de gran

importancia social y economica.

Desdeotra perspectiva, la persistencia puede considerarse una

de las estrategias basicas para la conservación del virus en la

naturaleza. Si 1a poblacion del huésped tiene gran densidad, el

virus puede mantenerse mediante una infección aguda

transmitiendose en forma horizontal. Si la poblacion en cambio

es reducida, todos sus miembros pueden hacerse inmunes en un

tiempo limitado y cortarse la cadena de huéspedes susceptibles.

Sin embargo, si 1a estrategia incluye la persistencia, el virus

podria mantenerse en comunidades cerradas (9).

For otro lado, las vacunas han permitido controlar

enfermedades producidas por virus comola poliomielitis o la

viruela (que no tienen recurrencias) mientras que parece mas

dificil el control de las enfermedades que establecen infección

persistente comoherpes o citomegalovirus, entre otras causas,



por la prevención de utilizar vacunas a virus vivo o potencial­

mente oncogenicas.

De manera que el estudio de las infecciones persistentes es de

interes tanto en relación con la salud humanay la economia,

como por el conocimiento de los mecanismos implicados en su

mantenimiento.

Una definición formal de infección 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 infección persistente comoaquella en que el

virus se mantiene en el organismo del animal durante toda su vida

siendo detectable por algún método ya sea por la detección de la

partícula infecciosa y/o la del antígeno intracelular.

Si bien la clasificación de las infecciones persistentes es

dificil por la diversidad de manifestaciones que presentan, ésta

ha sido intentada por Fenner , quien las divide según ocurran in

vitro o in vivo (11).

1)Regu1adas: La mayoría de las celulas estan infectadas y

liberan virus al medio. Ni el metabolismo ni la duplicación

celular se hallan seriamente alterados. El agregado de

anticuerpos especificos nn produce curación ni limita la

infección ya que la celula infcctada distribuye el agente viral a

las celulas hijas durante la duplicación. Este tipo de



infeccion se presenta comunmente con virus ARNque brotan en 1a

membranacelular.

E)Carrier: Sólo un pequeño porcentaje de células se encuentran

infectadas. En ellas el virus puede replicar y producir lisis

celular. La progenie viral infecta solamente a un pequeño numero

de celulas, siendo la mayoria no susceptible ya sea por el estado

del ciclo de replicación en que se encuentran, por la presencia

de interferón o de particulas interferentes, o por la selección

de un tipo celular resistente a la infección. Puedenser curadas

con antisuero especifico. Este tipo de infección puede darse

tanto con virus ARNcomo con ADN.

3)Transformantes: Son infecciones producidas por los virus

tumorales que son capaces de inducir 1a proliferación celular.

Las celulas pierden 1a inhibición por contacto. El genoma de

los virus tumorales puede integrarse al genomadel huésped y

este genomaintegrado puede ser transmitido de generación en

generación.

Los mecanismos involucrados en el establecimiento y

mantenimiento de la infeccion persistente in vitro pueden

depender del virus, por la concurrencia de particulas

interferentes (12), (13), (14) mutantes termosensibles (15), (16)

y variantes virales poco citolíticas (17) o pueden depender del

huésped por el tipo de célula, el estado fisiológico de la misma

o por la producción de interferón.



Infecciones persistentes ig yiyg

1) Crónicas: Siempre se puede demostrar virus infeccioso,

el cual a menudoes parcialmente eliminado del huesped. No se

observan signos de enfermedad o esta aparece tardíamente,

asociada a una respuesta inmune. El ejemplo más conocido de este

tipo de infección es el del virus LCMen ratón (18).

2) Latentes: son infecciones que presentan episodios agudos

esporádicos de enfermedad entre los cuales generalmente no puede

aislarse virus. El virus permaneceen forma criptica y solo se

detecta en forma intermitente, usualmente asociado a los

episodios clínicos recurrentes. És el caso del virus Herpes

Simplex en humanos (2).

3) Lentas: Tienen un periodo largo de incubación con escasa

o nula manifestacion clínica. La concentración de virus

aumenta gradualmente hasta que se manifiesta la enfermedad que

resulta generalmente fatal. Como ejemplo de este tipo de

infección se conoce la del virus Visna en ovejas (19) y del HIV

en humanos (7).

Eagtgtae que Langegen La inlequiéu HÉEELELÉHÉEin XÁXQ;

Se ha tratado de encontrar causas comunes en el

establecimiento de la infeccion persistente. Según Nims (20) los

factores que favorecen la iniecciou 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, autoinmunosupresion, producción de anticuerpos no

neutralizantes o bloqueantes o de antigeno insuficiente en la

superficie de las celulas infectadas o bien, la dispersión debe

producirse celula a célula sin permitir la accion de los

anticuerpos.

¡LA Falta de una respuesta inmuneefectiva mediada por celulas

por razones similares a las del punto anterior.

4) Que exista una respuesta pobre de interferón o que el virus

sea relativamente insensible a este.

5) Ciertos virus que induCen pobre respuesta inmune y de

interferón.

ó) Que los linfocitos o macrofagos sean infectados durante la

infección persistente.

Según Lehman-Brube (18) se requieren tres condiciones para .la

persistencia viral prolongada:

1) Los organos comprometidos no deben ser dañados en forma

incompatible con la sobrevida del huésped.

2) La replicación viral dehe estar regulada.



El sistema inmune no debe llevar a cabo su cometido de¡A

limpiar el virus.

Es decir que existen distintos factores que han sido

postulados comomoduladores de la persistencia. Unos dependen del

huésped y otros dependen del virus. Entre los primeros estan la

deficiencia inmunitaria tanto humoral comocelular y la sintesis
defectiva de interferón y, entre los ultimos, la baja

citopatogenicidad viral y 1a presencia de mutantes termosensibles

o de particulas defectivas.

La falta de respuesta inmune del huésped o tolerancia,

consiste en la incapacidad de un individuo para reaccionar ante

la presencia de un antígeno ya sea mediante la inmunidad humoral,

celular o ambas. Los antígenos que normalmente estimulan las

respuestas inmunes en los adultos pueden no inducir respuesta en
los recien nacidos(21).

Uno de los primeros ejemplos de tolerancia inmune fue

descripto por Owenen 1945 (22) en gemelos vacunos dicigoticos.

Tambien tempranamente se había observado que ratones infectados

con LUN al nacimiento no eliminan el virus permaneciendo

infectados de por vida (23). Asimismo es factible inducir

tolerancia mediante la inoculación masiva de un antígeno

en un animal adulto; la produccion de la tolerancia depende

tanto del antígeno comodel huésped.

Para la falta de respuesta contra el antígeno propio se han

propuesto basicamentetres leicaciones alternativas (21):



1) Histórica: propuesta por Burnet y Fenner, según la cual los

auto-antígenos inducen la eliminación de clones de linfocitos T y

El

2) Deleción de linfocitos T "helper" (Th): los linfocitos B

serian incapaces de responder a antígenos propios por deleción de

células Th de cuya ayuda dependen para sintetizar anticuerpos

timodependientes.

3) Supresión: se basa en la supresión continua de funciones

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

La tolerancia puede clasificarse en central y periférica. La

tolerancia central se refiere a la perdida de linfocitos

competentes por eliminación clonal o por disfunción clonal. La

deleción clonal implica:

a) Ausencia de celulas B o T que puedan reconocer el antígeno.

b) Carencia de inmunidad en el periodo de establecimiento de la

tolerancia.

c) Presencia continua del antígeno como requerimiento para

mantener la tolerancia.

La tolerancia periférica indica que las células competentes

estan presentes pero no pueden inducir respuesta. Se caracteriza

por:

a) El antígeno persiste por periodos largos.



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

huésped tolerante, pueden ser funcionales al ser transferidas.

En las infecciones nennatales o intrauterinas, el huesped

infectado no tiene aún desarrollada su competencia inmunológica o

esta en los primeros estadios de 1a misma. Al infectar ratones

neonatos con virus LEM,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

inmunecelular.

[H ¡Ü llfl K IH' ¡1 l:
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"gfggmegaggsneurolóqicas crónicas.

Existen una variedad de enfermedades neurológicas cronicas

inducidas por virus. El prototipo podria ser el Visna que ataca a

la oveja (19), pero también se conocen infecciones crónicas en el

hombre comola encefalitis esclerosante subaguda, provocada por

el virus del sarampion, y la panencefalitis progresiva provocada

por el virus de la rubeola (3). En tanto, las complicaciones

neurológicas del SIDAno 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 linfático y tienen un sistema



vascular distinto al de los otros organos. Estas barreras pueden

impedir 1a llegada del virus al SNCpero también limitar la

eliminacion del virus una vez que este lo ha invadido (24). Una

vez que el virus ha penetrado puede dispersarse a traves del

liquido cefaloraquideo a las células de meninges o ependimo.

El contagio a traves de la masa neuronal compacta requiere el

contagio celula a célula contigua dando como resultado una

dispersión zonal o a lo largo de las ramificaciones axonales y

dendríticas siguiendo las vlas nerviosas funcionales.
El SNC esta relativamente aislado del sistema inmune en el

animal sano. No hay producción intrínseca de anticuerpos ni

sistema linfático y pocas celulas faqocíticas.

Las células y las proteínas sanguíneas estan relativamente

excluidas del SNCdebido a la union estrecha gue se establece en

en este sistema entre las celulas del endotelio capilar, las

celulas aracnoides y las células epiteliales del plexo coroideo
(24).

La eliminación del virus en SNCse produce despues de un

proceso imflamatorio. El primer paso para que se de esa

eliminación puede ser la expresion del antígeno viral sobre las

células del endotelio vascular (25). Debe ser luego reconocido

por linfocitos sensibilizados y estos mediante la liberación

de linfoquinas pueden activar a los mastocitos, capaces de

producir aperturas en los capilares (3). Sin embargo, aunque

ocurra la penetracion de celulas en el parénquima 1a eliminación

16



de virus del encefalo puede ser mas lenta que en otros órganos y

ser llevada a 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 la infección

persistente con enterovirus, en tanto, la supresión 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.Arenavirus

La familia Arenaviridae (27) consta de un único genero

Arenavirus.

Los arenavirus del viejo mundoincluyen el virus LCNde amplia

distribucion en Europa y América y los virus Lassa, Mopeia y

Mobalade distribucion mas restringida en el continente africano
(28).

Los arenavirus del nuevo mundo tienen una distribución

restringida en distintas zonas de Americae incluyen los virus

Junin, Tacaribe, Hachupo, Amapari, Tamiami, Parana, Pichinde y

Flexal (RB).

Las particulas virales, de 50 a 200 nm, presentan una

envoltura lipidica pleomórfica con espiculas proteicas (29).

La estructura de 1a nucleocapside en las particulas virales

intactas no se conoce con exactitud pero se ha descripto el



complejo ribonucleoprotéico aislado de los viriones como dos

estructuras circulares constituidas por subunidades semejando

las cuentas de un collar (29). En su interior se encuentran

particulas semejantes a ribosnmas que han contribuido a darle

el nombre a la familia viral debido al aspecto arenoso que

presentan al ser vistas al microscopio electrónico.

1-4-1-Eigguimicé Qe les aceuaxicus

El genomaviral de los arenavirus consiste en dos segmentos de

ARN de cadena simple designados como L (Large) y S (Small) y

presentan ademas ARNribosomal 288 y 188 de origen celular.

El polipeptido mas abundante es el N o NP de la nucleoproteína

que constituye el 56-66%del total de las proteinas y esta unido

al ARN viral. Se han descripto dos glicoproteinas de membrana

designadas GPI y GP2 para Pichinde, LCM,Machupo y Lassa. Para

otros arenavirus como Tacaribe solo se ha identificado una

glicoproteina (30). Tambiense han descripto otros polipeptidos

entre ellos el polipeptido L al que se ha adjudicado función de

polimerasa viral.

El ARN S contiene información 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 ARNL codificaria para el polipéptido L (30).

Una particularidad de los ARNde la Familia Arenaviridae es su



estrategia de replicación. Se determinó por estudios de clonado y

secuenciación del ARNS de F'ichindé.l LCM,Lassa y Tacaribe. Ese

fragmento posee una doble polaridad hecho por el que fue

denominado "ambisense": la mitad 3' del ARNSque codifica para N

posee una secuencia complementaria al ARNmde ese polipeptido en

tanto 1a mitad 5‘ que codifica para el precursor de las

glicoproteinas GPCtiene la misma secuencia que el ARNm

de dicho polipéptido (31). Entre ambos genes de distinta

polaridad se observa una región intergenica con una secuencia

complementaria que formaría una horquilla. Asimismo, los extremos

3' y 5’ del ARNpresentan secuencias complementarias que darian

lugar a moleculas circulares comolas que se observan en algunas

micrografias electrónicas (R9). Recientemente se ha demostrado

que el segmento L también tiene caracter "ambisense" (32).

El ARNmde la UPC, no se podria sintetizar hasta que existiera

replicación del ARNviral, ambas especies de ARN se regularían

independientemente ya que utilisarian dos templados distintos

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

importante en la expresión antígenica durante la persistencia.

1-4-2- Belagigu QDLLE¿es mistLQE de La Eamilia Bcsnazicigas=

Los distintos arenavirus cruzan serológicamente por

inmunofluorescencia (IF) pero son antigénicamente distintos entre

si por neutralización e inmunoprecipitación. Estudios con



anticuerpos monoclonales demuestran cruces entre anticuerpos

preparados con LCMy otros arenavirus. Los virus del complejo

Tacaribe cruzan entre si por {ijacion de complemento (FC) y

sólo 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 monoCallithrix Jacchus contra dosis letales de virus Junín

(34), (35) y presenta reacciones serológicas cruzadas con este

virus (36).

1-4-3- chuaxicus z sus ceseczecies

Unade las caracteristicas destacables de los arenavirus es su

capacidad de infectar en forma persistente a los roedores y de

esta manera perpetuarse en la naturaleza. Aunqueexisten mas de

1700 especies de roedores agrupados en 34 familias los arenavirus

se encontraron solo en miembrosde la familia Cricetidae y

Muridae con 1a unica excepcion del virus Tacaribe que solo se

aislo de murciélagos en la isla Trinidad.

En general se ha observado en los huespedes naturales

trasmisión horizontal de la_infeccion. El virus se suele aislar

de orina y/o fauces de sus huéspedes. Para el virus LCM se

observó infección vertical a través de las celulas sexuales y en

los virus Junin y Machupo se observó transmisión vertical

postnatal (37).



1-4-4-L95 arenavirus 29m9 agentes 222992995 este el

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

Los arenavirus Junin, Machupoy Lassa producen un sindrome

viral hemorragicocarecterizado por fiebre, malestar, postración

y evidencia de desregulación vascular difusa y cambios de

permeabilidad. Existen manifestaciones hemorragicas en muchos

casos que se relacionan con la gravedad de la enfermedad. El

virus LEMen cambio produce una meningoencefalitis no purulenta

con aumento de células mononucleares en liquido cefalora­

quideo. La enfermedad suele ser de corta duración (38).

Estas enfermedades, se adquieren en general por contacto con

el roedor. Sin embargo existen referencias sobre contagio

interhumano, especialmente para el virus Lassa (37).

1-4-5-ELchs Usmgccágisa acaeutina y Yicus QQDLD

La Fiebre Hemorragica Argentina (FHA) es una enfermedad

infecciosa de etiología viral, con caracteristicas endemo­

epidemicas que se encuentra geográficamente circunscripta a la

región Central de la República Argentina abarcando un área de

aproximadamente 120.000 kmL (39).

Históricamente las descripciones de esta enfermedad surgen de

observaciones clinicas efectuadas durante las epidemias de los

años 1953 y 1954 en la provincia de Buenos Aires. En 1958 se
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estableció su etiología viral comoconsecuencia del aislamiento

en ratón lactante de un virus que se denominó Junin (VJ) a partir

de sangre y órganos de pacientes internados en el Hospital

Regional de Junin (40) (41).

La infección con VJ en humanos puede conducir a una infección

inaparente o a formas clinicas que pueden ser abortivas (3%)

leves, (20%) comunes, (70%) graves (5%) y mixtas (3%). Las

formas comunesse han clasi+icado en tificas comunes, tificas

vasculares y tificas nerviosas. Las formas graves pueden ser

hemorragicas o neurológicas. Por otra parte, en enfermos

convalescientes se puede presentar un sindrome neurológico

tardío,fenómeno llamado de “dane onda" (42).

Se encontró relación entre la presencia de antígeno y daño

en los tejidos hematopoyéticns por medio de estudios

ultraestructurales, lo que habla a favor de un daho por acción

directa del virus. El tejido linfohemopoyetico se encuentra

afectado observandose altos titulos de virus Junin, necrosis

linfoidea e inhibición aguda transitoria de la hemopoyesis

que afecta en especial plaquetas y granulocitos. La medula ósea

se recupera con la curación del enfermo (43). En cuanto a los

sintomas neurológicos de la enfermedad no se han correlacionado

hasta el momentocon alteraciones histológicas importantes (44).

Recientemente se ha propuesto que existe una correlación entre

gravedad de la enfermedad y la presencia de interferón en titulos

altos (45).



Entre las cepas definidas del VJ se encuentran la cepa

prototipo XJ (40), la RC (46) y la Gar (47) aisladas de humanos y

la PRS (4B) y la MCE(49) obtenidas a partir de cricetidos. La

mayoria de ellas son altamente patógenas 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 años para

estudiar el VJ. Esta cepa fue sucesivamente pasada por plasma de

cobayo y/o cerebro de ratón lactante conservando generalmente sus

propiedades patógenas originales. Sólo se pudo obtener a partir

de ella variantes atenuadas en algunos pasajes, comoes el caso

de las cepas XJo (51), XJC13 (usada como vacuna experimental)

(52) y Candid I propuesta actualmente como antígeno vacunante

1.4.6.1nfección experimental Egg agguavigug

La infección experimental con arenavirus ha perseguido

distintos objetivos. Por un lado, encontrar modelos

experimentales que reproduzca“ la enfermedad humanapara estudiar

su fisiopatologia. Este objetivo se consiguió en primates

infectados con LEM, Lassa, Machupo y Junin. También en el cobayo

se desarrollo una fiebre hemorragica semejante a la humanacuando

se lo infectó con virus Hachupnu Junín (54).



Por otra parte, se ha estudiado la infección con distintos

arenavirus sus huespedes naturales. Esto ha permitido

desarrollar modelosde persistencia viral con liberación de virus

infeccioso para los virus Junin, LUN,Machupo, Lassa y Tamiami.

Por el contrario, estos mismosvirus infectando otros roedores

de laboratorio suelen desarrollar una infección aguda o

inaparente, o una persistencia viral con muybaja producción de

virus. La excepción la constituye el hamster infectado con Virus
I:LCMque desarrolla infección persistente productiva (u4).

Infección del ratón con LCN

Aunque existen amplias variaciones según la cepa de ratón

utilizada, se han estudiado principalmente el ratón lactante

infectado por via ic y el ratón adulto infectado por via ic o ip.

E1 ratón adulto infectado por via ic desarrolla una enfermedad

encefalitica caracteristica en la cual se describen perdida de

peso, inmovilidad, hipersensibilidad a estímulos externos,

convulsiones y parálisis (54). El examenhistológico revela un

proceso inflamatorio que se relaciona con la presencia viral.

Mediante estudios con anticuerpos monoclonales y de transferencia

se ha determinado que las celulas esenciales para el desarrollo

de esta encefalitis tienen restricción por el antígeno de

histocompatibilidad de clase I y son del subtipo Lyt 2+ (55). El

ratón adulto inoculado por via intraperitoneal, en cambio,

desarrolla una infección 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 raton 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-Grubeet al (IB) pueden ser consideradas en

este modelo:

1) Los Órganos comprometidos no deben ser dañados en forma

incompatible con la sobrevida: existen evidencias de que las

celulas infectadas con LCM en el ratón no estan dañadas

seriamente por la replicación 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

celular; sin embargo, cuando se examina con mas detalle se

destacan cambios patológicos, en especial sufren una enfermedad

tardía cuyas caracteristicas pueden ser reveladas antes de

manifestarse por pruebas apropiadas. Estos cambios son debidos a

inmun0comp1ejos (57). Ademasse producen alteraciones en las

funciones endocrinas y celulares (58).

2) Regulación de 1a replicación viral: En el raton infectado con

LCM la aparicion de variantes antigénicas es organodependiente.
\

El virus rescatado de ratones con infec:ión persistente es capaz

de interferir 1a replicación del estandar; se aisla virus que



produce placas turbias y esta reducción de la actividad

citocidica se podria pensar como condición favorable a la

persistencia. Pero en el mismoratón persistentemente infectado

suelen encontrarse tanto variantes de placas turbias como

liticas. Otro {actor de la limitación en la replicación viral

puede deberse a que la mayor parte de las celulas no estan en

replicación activa, lo que las puede hacer menospropicias a la

replicación del virus (18).

3) El sistema inmune no debe responder con la limpieza viral: Con

respecto al estado inmunológico del ratón persistentemente

infectado con LCMse sabe que, el ratón infectado al nacimiento a

diferencia del infectado adulto, no es capaz de limpiar el virus,

no desarrolla reacción positiva cuando se lo inocula en la

almohadilla plantal y no tiene actividad T citotóxica. Esto se

podria deber a la presencia de células supresoras aunque algunos

autores opinan que se debe a la carencia de células T

citotóxicas. En ratones adultos infectados se refleja una

actividad supresora si se inoculan con virus en altas dosis, pero

este fenómeno no es el mismoque el que ocurre en los ratones

infectados al nacimiento (lB).

Carencia de respuesta I

Se podria especular que 1a presentación del antígeno sobre

células timicas diera lugar a una deleción de poblaciones T

especificas para el antígeno viral. Sin embargo, si se tiene en



cuenta que el virus es autoreplicante y puede causar infección

selectiva de celulas del sistema inmune aparecen otras

posibilidades. Una hipótesis dice que una subpoblación

linfocitaria tendria receptores para el virus y el resto no seria

infectado. Esta podria ser la explicación de porque la respueste

inmune es normal para otros antígenos.

Se ha presentado una correlación entre el número de células T

infectadas y el estableciemiento de la infección persistente.

Esta infección a celulas T decrece con la edad, una de las

explicaciones seria la distinta capacidad de los macrófagos para

replicar el virus. La infección de linfocitos L3T4 ha sido

comprobada en el ratón persistente. La no funcionalidad de los

linfocitos helper o la destrucción o inhabilitación funcional de

linfocitos citotóxicos seria una explicación alternativa de la

presencia de Ts que permitiría 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 depósito de complejos antígeno viral-anticuerpo es la causa de
Cuna enfermedad a largo plazo (Q7)

1.4.7.1nfección experimental Egg virus gggig

Infección experimental gon virus Junin gg roedores
silvestres

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



del genero Calomys. Sabattini y col. demostraron con la cepa

Cba AN9446 aislada de un C. musculinus de campo, que es posible

inducir una infeccion persistente de por vida en C. musculinus y

C. laucha si se los infecta durante la lactancia, con presencia

de virus en saliva y orina. Por el contrario, en los Calomyl

adultos la inoculación no conduce siempre a una infección

persistente (60).

Martinez Peralta y col. demostraron que las glándulas

salivares de Calomys constituyen un sitio importante de

replicación para el VJ ya que muestran altos titulos virales sin

evidencias de alteración histológica (61). La eliminación de VJ

por saliva sugiere que la transmision horizontal es el mecanismo
natural de mantenimiento del virus. Esta forma de transmision 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 y/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 (702). Los sobrevivientes tienen baja

eficiencia reproductiva hecho que indica que la transmisión

vertical no seria un mecanismo viable por si mismopara mantener

la infeccion en la naturaleza (62). Para demostrar esto,

ensayaron un modelo matemático en funcion de los parámetros de

sobrevida y fertilidad en el laboratorio que muestra que la



transmisión vertical es insuficiente para el mantenimiento del

virus (63). Por el contrario, cuando se inocularon C. musculinul

adultos con esta cepa se observo el desarrollo de una infección

persistente pero sin mortalidad ni alteraciones en la fertilidad

La cepa XJC13 (atenuada para el hombre y el cobayo) resulta

patógena para el C. musculinus lactante y adulto, con distintos

indices de mortalidad según la edad del animal y via de

inoculación. En los sobrevivientes se detectan altos titulos

virales en ence{alo (64) y viremias recurrentes (65). Con esta

cepa se observó meningoencefalitis con o sin presencia de

anticuerpos neutralizantes (64).

El virus recuperado de cerebro o sangre de C. musculinus

persistentemente infectado solo se neutraliza parcialmente con el

suero del mismo animal. La recuperación de estas variantes

antigénicas explicaría porque la respuesta inmunehumoral no es

por si sola capaz de eliminar el virus del organismo (65) (66).

El tratamiento con ciclofos+amida de C. musculinul infectados

no produce variaciones importantes en el curso de 1a infeccion

(67). En cambio, el suero antitimocito (SAT)produce un descenso

importante de la mortalidad lo que indica que la respuesta

celular tiene un papel importante de en la patogenia (68).

Otro roedor del mismogénero, C. callidus, también puede

establecer infeccion persistente con liberación de virus Junin

cuando se lo infecta experimentalmente por via in, mientras que



los roedores del genero Akodon como A. azarae y A. molinae se

infectan en forma persistente con virus Junin si son inoculados

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

Infección experimental del ngayg

La infección experimental del cobayo permite reproducir la

forma hemorragica de la enfermedad humana. La inoculación de la

cepa XJ de VJ le produce la muerte a prácticamente el lOOZde los

cobayos, dentro de [ns 10-18 dins pi. La susceptibilidad a la

infeccion no depende de la via de entrada del virus ya que se

obtienen resultados similares innuulando por via intramuscular,

intraperitoneal, intranasal, intracerebral, subcutáneao por

escarificación de la piel. En todos los casos el curso de la

infeccion y su desenlace fatal es similar (70).

Los signos prominentes de la enfermedad son hipertermia

seguida de hipotermia (al final del curso de la infección),

perdida de peso y petequias en la piel, tejido celular

subcutaneo, intestino delgado y grueso, suprarrenales y mucosa

bucal. Las alteraciones hematologicas incluyen: leucopenia,

linfopenia y plaquetopenia (71), (72), observándose además

alteraciones de la coagulación (73) y activación del complemento.

Por otra parte, existe una destrucción importante de los

tejidos y celulas comprometidas en la respuesta inmune, que se

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



sangre periférica, hiperplasia reticular con depleción

linfocitaria y necrosis de ganglios linfáticos, bazo y medula

ósea (74). La presencia de antígeno viral detectado por

inmunofluorescencia y de virus infeccioso en el tejido

linfohematopoyetico se correlaciona estrechamente con las

alteraciones histológicas descriptas, sugiriendo un eiecto
citopático directo del virus sobre los tejidos.

Paralelamente, se ha observado una fuerte inmunosupresion

hacia antígenos no relacionados e, incluso, hacia el mismo virus

(75), (76). En efecto, no se detectan anticuerpos específicos a

lo largo de la infección y se encuentran deprimidas tanto la

respuesta celular comola humoral hacia antígenos no relacionados

comohaptenes, antígenos proteícos y PPD (77).

En los cobayos infectados con la cepa XJ de Virus Junín, se

observa una viremia temprana a partir del día 2 pi que perdura

hasta 1a muerte del animal. El virus puede ser aislado de Órga­

nos comoganglio (a partir del día 3 pi), bazo, pulmón y su­

prarrenales (a partir del día 7 pi) y corazón, hígado y

riñón (a partir del día 11 pi) (78). Estos hallazgos muestran

una amplia distribucion viral en diferentes tejidos aunque no se
lo encuentra en cerebro.

Aparentemente, la respuesta inmune no interviene en 1a

{isiopatogénia de la infección ya que no se observan infiltrados

de celulas mononucleares en las lesiones , el tratamiento con

suero antilinfocítico no modiïica el curso de la enfermedad (79)



y no se detectan depósitos de inmunoglobulinas o de componentes

de complemento en riñon (BD). Se postuló en este modelo un

mecanismo de accion directa del virus como causa de 1a muerte.

La inoculación del cobayo con la cepa XJCL3demostró que esta

es atenuada en este modelono observándose destruccion del tejido

linfoide y detectandose respuesta inmunehacia el virus y hacia

antígenos no relacionados, esta ultimo ha sido propuesto comouna

herramienta para detectar atenuación en las diferentes cepas

virales (77). Estas diferencias pueden deberse a diferencias en

el tropismo tisular. En los cobayos sobrevivientes a la inocula­

ción con cepas atenuadas por vía im, ip o ic se detectó

persistencia viral durante periodos prolongados de tiempo en

diversos órganos. En casi todos los casos la persistencia se

desarrolló sin enfermedad aparente y se demostró 1a presencia

de anticuerpos neutralizantes (81).

Por otra parte, se demostró que el virus Junin puede ser

transmitido verticalmente en el cobayo infectado tanto con cepas

atenuadas (82) como con cepas patógenas (83). La transmisión

vertical con cepas atenuadas conduce a una infeccion persistente

en las crias (B4), que.I no obstante, mueren si son desafiadas con

1a cepa patógena XJ.

Infección experimental san 2Q en La cata

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



la cepa viral, la via de inoculación y la edad del huésped. Así,

la cepa XJ inoculada por via ic en ratas lactantes de ó, 24 ó 4B

hs de vida, induce mortalidades del orden del 18%, 3% y 5%

respectivamente, mientras que los animales de 72 hs de vida son

resistentes (mortalidad OZ). La mortalidad se incrementa con la

edad de los animales siendo de 31% a los 5 dias y de 93% a los 10

dias disminuyendo nuevamente a OZa los 26 dias (85).

La inoculación de la cepa viral XJC13por via ic en animales

de 2 o 3 dias induce a una alta mortalidad, cercana al 100%.

Los animales presentan un cuadro neurológico sin hemorragias y

la muerte ocurre entre los 14 y 20 dias post infección. 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 membranassubaracnoides y espacios perivascu­

lares con areas de neurúlisis y desmielinización mas tardías,

mientras que las ratas de 2 dias de edad sólo presentan altera­

ciones discretas, mostrando una alta concentracion de antígeno

viral en neuronas de cerebro, protuberancia y bulbo. Estas

últimas sobreviven con infeccion cronica en presencia de

anticuerpos y desarrollan una atrofia cerebelosa (Bb), algunas

desarrollan un sindrome neurológico tardío en un tiempo poste­
rior al año de la infección (87).

Lufgggigg gïggrimental en Primates

Aunque se han utilizado distintos primates para estudiar su



sensibilidad frente a1 VJ solo en dos se produjo una enfermedad

severa, en el Macaco Rhesus (Macaca mulatta) y en el mono

sudamericano “titi de pompónblanco" Callitrix jacchus.

El titi infectado con 1a cepa patógena XJ del VJ muestra

un 100% de mortalidad y cuadro hemorragico con temblores y a

veces convulsiones. El virus se rescata de sangre y tejidos

hematopoyeticos. Se encuentran hemorragias múltiples, necrosis en

cerebro y desmielinización; se determina antígeno Junín en

neuronas, vasos sanguíneos, pulmóny tejido linfático. Cuando se

lo infecta con la cepa atenuada XJCIE, en cambio la viremia es

transitoria y la distribución viral muylimitada.
En el caso del macaco Rhesus infectado con VJ se observa un

comportamiento similar a1 humanocon el virus patógeno, una alta

mortalidad (75-1ÜOZ)con perdida de peso y se puede lograr una

correlación entre el tipo de enfermedad del mono y la del

paciente del cual el virus fue aislado.

Ütros primates infectados experimentalmente fueron Alouatta

carayá, Saimiri sciureus, Aotus trivirgatos y Cebus sp. En los

tres primeros no se observaron alteraciones clinicas pero si

formación de anticuerpos, mientras que Cebus desarrolló una

enfermedad leve (BB).

Infección experimental ggg y; en 'atgg

En el ratón se pueden distinguir dos modelos, el del ratón



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 la vía ic

muestra una mortalidad cercana al 1002 mientras que por 1a via ip

esta alcanza al 752-902. Este comportamiento se observa

independientemente de 1a cepa viral empleada aunque con pequeñas

diferencias en la presentacion de 1a enfermedad y fechas de

muertes. La inoculación induce fuertes signos neurológicos no

presentándose signos hemorrágicos. La muerte sobreviene entre los

7-27 dias pi presentándose el pico de mortalidad entre los 12-15

pi (89), (90). En el caso del ratón adulto de cepas Rockland o

Balb/C no hay signos de enfermedad evidentes y la mortalidad es

baja (B—IOZ), aun cuando se lo inocula en forma intracerebral

(91), (92).

En el raton lactante la letalidad se atribuye al desarrollo de

una meningoencefalitis, observándose dificultades en la marcha,

excitabilidad, convulsiones, a veces parálisis y muerte del

animal. Se ha postulado que esta meningoencefalitis no se debe a

la acción directa del virus sino a una reaccion de inmunidad

celular mediada por los linfocitos T (BB).

Existen numerosas evidencias de esta afirmación. Así, los
ratones timectomizados (93) sobreviven a la infección sin

sintomas aparentes y desarrollan una infección persistente del

mismo modoque los ratones geneticamente atimicos (94). En esos

casos, la transferencia de celulas inmunesacelera la muerte del

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



en los atimicos que establecerian una infeccion persistente con

este virus (95). Los ratones tratados con suero antitimocito

sobreviven lo mismoque los animales tratados con ciclofosfamida

(96), (97), (9B), (99).

Una reducida proporción de ratones lactantes eutimicos se

desvia del modelo descripto ya que sobreviven a la infección.

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 Balb/C

infectados con virus Junin no se detectan signos clínicos.

Tampoco es posible detectar virus por metodos directos ni

siquiera en los animales que mueren (100), aunque en algunos

casos se puede presentar virus en encéfalo hasta el dia 7 pi y

una viremia fugaz en los dias 2 y 4 utilizando cocultivos (91).

Estos ratones desarrollan inmunidad humoral, detectandose

anticuerpos por fijación de complementoy neutralización y

observándose tambien células T citotoxicas que serian las

responsables de la eliminacion del virus (100). Por tratamientos

con ciclofosfamida en esquema y dosis adecuados, la mortalidad

del ratón adulto infectado puede alcanzar el 90% (99). En estos

casos, el encefalo de los animales que mueren muestran lesiones

similares a las halladas en el ratón lactante y alta

concentración viral. La produccion de anticuerpos está retrasada



y la administracion posterior de anticuerpos permite la sobrevida

de los animales aunque sin la eliminación del virus (101).

Se ha adjudicado un papel importante a las celulas T supresoras

en la sobrevida de los ratones adultos (102). Recientemente, en

ratones adultos de la cepa C3Hse ha comprobadola sensibilidad

a 1a infeccion con XJ pero no con XJ-CIS. No estan claros aún los

mecanismos patogénicos en esta cepa de ratón (103).



2.0BJETIVUS

Determinar condiciones experimentales de infección con virus

Junin que permitan porcentajes elevados de ratones

sobrevivientes.

- Estudiar los factores que permiten el establecimiento de la

infeccion persistente con virus Junin en el raton, los que

regulan la replicación del virus y aquellos que permiten la
sobrevida del animal.

Estudiar la evolucion de las propiedades del virus que se

rescata de ratones infectados en forma persistente.



3.MATERIALES Y METODOS

3-1-euimalss

Cobayos: Para los estudios de patogenicidad se inocularon con

1000 UFPde cada stock de VJ a estudiar, animales de una colonia

de exocría de 300-4009 de peso en la pata posterior izquierda por

via intramuscular.

Conejos: Para obtener inmunosuero se inoculo un animal adulto
5

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

cepa XJ de VJ aplicadas con intervalos de 15 dias.

Ratones: Se utilizaron ratones Balb-C An/Nb Nu/Nu, Nu/+ o +/+,

C3H/Hej y N:NIHprovenientes del Bioterio del Departamento de

Radiobiologia de 1a CNEAy ratones Rockland provenientes de una

colonia cerrada mantenida en el Departamento de Microbiologia de

la Facultad de Medicina, UBA.

Los animales fueron mantenidos en todos los casos en el biote­

rio del Departamento de Microbiologia con un régimen de 14

horas de luz, 10 horas de oscuridad,con agua y alimento "ad
libitum“.

3.2.Cu1tivos celulares

gggg: ATCCCCBI entre los pasajes 120-140 mantenidas con MEM

5% hidrolizado de lactoalbúmina y ó 0 3%de suero inactivado de



ternera (SIT) como medio de crecimiento o mantenimiento,

respectivamente.

¿:222: Provenientes del Instituto Nacional de Estudios sobre

Virosis Hemorrágica, pasaje 567 mantenidas con MEMcon 10 o ¿Z

de HIT para crecimiento n mantenimiento, respectivamente.

BHH-Zl/VJ:Línea celular persistentemente infectada con Virus

Junin (104) mantenida con HEHGlasgow, con la cual se prepararon

improntas para inmunofluorescencia que fueron secadas a
. .. oltemperatura amhiente y ÍIJRUDSrun acetona a 4 L.

13-Mi.tus

yiggg ¿uu1u: Cepa XJ-Cl3, originada a partir del clonado de la

cepa XJ prototipo en celulas M9111.Se utilizó virus con B

pasajes en cerebro de ratón lactante posteriores al clonado

(105). Cepa XJ prototipo, aislada a partir de sangre y organos de

un paciente de la localidad de Junin en 1958 y mantenida por

pasajes sucesivos en cerebro de raton y en cobayos (40). Se

utilizó virus con los siguientes pasajes: Cobayo2, Ratón 2,

Cobayo 2, Células Vero 2, Cobayo 2, Ratón lb con o sin pasaje

adicional por celulas Vero.

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

en celulas Vero a partir de una semilla cedida por 1a Cátedra de



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

Ecgeécégigu de stack; ge 21:95 Again

En geceggg gg ratón blanco: Ratones Rockland de 24 a 4B hs de

edad, fueron inoculados por via ic con 10Q UFP del stock

correspondiente diluido en Hanks.

Los animales inoculados se sacrificaron al día 7 pi,

cosechándose los cerebros, con los que se preparó un

homogeneizado al lOZ en Hank’s suplementado con 10%de suero de

ternera inactivado. La solución fue centrifugada a 9000 g durante

1 hora traccionando el sobrenadante en alicuotas de 0,3 ml para

mantenerlo a —70°C. El titulo se obtuvo por plaqueo bajo

metilcelulosa en células Vero (UPF/g) o por inoculación en

ratones blancos lactantes (DLSO/g).

Se comprobóla esterilidad bacteriológica sembrando 0,2 m1del

material en caldo tioglicolato e incubando a 37°[L

En células yggg: Se infectaron monocapas confluentes de

células Vero en botellas de Roux (25 cmfl) con una multiplicidad

de infección de 0,1 - 1 UFP/cel. Se dejó adsorber durante 1 hora

a 37°C con agitación cada lSmin. Después de lavar el inóculo con

Hank's, se cubrió con medio de crecimiento conteniendo Hepes 0,01

M. Se cocechó el sobrenadante a los 5 dias pi y se centrifugó a

1800g durante 15 min.



¡í II'D IU ¡DJ l-E m .l" ¡H lg­ _J IC. IIS l< ¡H IW IC I'JÏ IC ¡<'

Se siguió el esquema anterior pero cosechandolo las 4B horas

3.4.Igcnicas ge detección y cuantificación ge gigas ¿gigggiggg

_____ h_ ¿uestras paga aislamiento directo

Los animales fueron sacrificados por exsanguinacion despues de

anestesiarlos con éter y sus diferentes organos se conservaron a

-70 °C hasta su procesamiento. Se realizaron homogeneizados de

cada órgano al 10%con Hank's conteniendo 10% de SIT que se

centrifugaron a IOOOOgdurante 60 min, se separaron en alicuotas

para la inoculación en ratón o infeccion de células.

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

tratado de manera idéntica a los macerados.

aislamisnsg se MÁEHÉ99: sessltixe

Los animales fueron sacrificados por exsanguinacion

extrayendose asepticamente los organos seleccionados. Las

muestras fueron cortadas en trozos muy pequef‘íos.lmenores de 1
o

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

disociados por pipeteo en MEMsuplementado con 10%de suero de

ternera (ST).

Volúmenes iguales de esta suspensión y de una suspensión



5
con 10 celulas Vero/ml fueron cocultivados en botellas de 25 m1

a 37°C. A los 7 dias pi se cosechó el sobrenadante y se efectuó

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 ratón lactante. Los aislamientos fueron

amplificados en células Vero para su caracterización.

Titulación en ratón 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, registrándose la mortalidad de los animales que exhibieron

los signos neurológicos de FHAentre los 9 y 21 dias.

El titulo se determinó por el metodo de Reed y Huench (106).
7

El limite de detección usando este metodo fue 10h.2 DL 50/9 en

las diluciones de órganos.

Titulación en cultivo gg células mediante BEE

Se utilizaron monocapasconfluentes de celulas Vero crecidas

en tubos, las que se mantuvieron con medio de mantenimiento. Se

inocularon 0,2m1 por tubo, 4 por dilución , se incubaron a 37"C

durante 1 hora y, luego se agregó medio de mantenimiento, con

cambios periódicos cada 3 o 4 dias observándose la aparición de

ACPhasta el dia 13 pi.

El titulo se determinó por el método de Reed y Nuench (106).
,_

El limite de detección es de 10 DICT50/9.



Titulación mediante UFP

Se utilizaron monocapasde celulas Vero antes de alcanzar la

confluencia crecidas en cuzcos de 50 ml o policubetas de b o 24

pocillos. Se incubaron 0,2 m1 en los cuzcos y 0,1 ml en las

policubetas y luego de una hora a 37°C las monocapas se cubrieron

con una mezcla en partes iguales de MEM2M (mas 4% de ST y 1% de

antibiótico) y metilcelulosa 1,8% (MCISOOcp, Methocel Fluka).

Las botellas se mantuvieron a 37°C en camara cerrada y las

policubetas en estufa con atmósfera de 002 al EZ. A1 5to. día se

agregó medio de mantenimiento y al dia 7 se reveló mediante

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

corriente 80% (107). Para el cálculo de titulos se utilizó la

fórmula:

Titulo: Número_ge_UFP
dilución x volumen del inóculo

El limite de detección es de 5 UFP/ml.

3.5.Qaragtgrizagigu ge aislamientos virales in vitro

Curvas ge crecimiento yiral

Monocapas confluentes de celulas Vero se infectaron a las 24

horas de sembradas con las cepas de VJ con una m.i. de 0,1

UFP/ml. Luego de 1 hora de adsorción, se retiraron los inóculos y

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 se

conservaron a —70°Chasta el momentode ser titulados.

EELUQÍQJd? capacidad de ucggueeiéeu Qe eQE

Monocapas de celulas confluentes Vero se infectaron con

distintas multiplicidades y fueron observadas diariamente. Se

utilizo una escala arbitraria de Ü a 4 para cuantificar las
observaciones:

Grado 0: Monocapa igual al control

Grado 1: Aparición de focos aislados de celulas redondeadas y

oscuras.

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

desprendimiento celular.

Grado 3: Toda la monocapa formada por celulas necroticas,

grandes areas de lisis, muchascelulas en el sobrenadante.

Grado 4: Pocas celulas adheridas a la superficie.

Determinación ge poblaciones virales gggmgsggsiblgg

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

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



3.6.Determinaciún de interferencia viral

Se determinó la capacidad interferente de homegeneizados de

encefalo por la inhibición de la producción viral. Monocapas

confluentes de celulas Vero fueron incubadas con 0,5 ml del

material a analizar durante l hora a 37gb, se lavaron dos veces

con PBS y se desafiaron con m.i. 0,1 a l de la cepa XJ. Se co­

sechó el sobrenadante a las 24 horas y se congeló a -70°C hasta

su titulación. Se definió el pnrcenlaje de interferencia como:

Interferencia (2) =(E—I/ E). 100

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

previamente con el material a analizar.

Determinación gg interferón

Los materiales a analirar se llevaron a pH 2 con ClH IN,

fueron mantenidos durante 10 hs. a 40€ y luego neutralizados con

CÜJHNa. Con estos materiales se trataron monocapas de células
L-929 que fueron desafiadas con virus VSV12-20 hs. mas tarde. Se

probaron distintas diluciones comparando la produccion de UFP

bajo metilcelulosa a los 3 dias pi en monocapastratadas y no

tratadas. Comocontrol positivo se utilizó el suero de un raton
adulto infectado con el virus de 1a enfermedad de Newcastle (NDV)

que se sacrifico a las ó hs pi. Dicho suero fue cedido por 1a

Cátedra de Virología, F.C.E y N, UBA.



3.7.Va10ración gg anticuerpos

Estudio de neutralización 99: [gguggigg gg eQE

Se utilizó la tecnica de virus constante-suero variable. Los

sueros fueron inactivados a 56°C durante 30 min. y se utilizaron

en diluciones seriadas al medio a partir de la dilución 1:5.

Cada dilución se mezcló en partes iguales con 200 DICT50 de

XJ-Cl3. Se incubó una hora a 37°C y luego se inoculó a monocapas

de células Vero crecidas en tubo o placas de 96 pocillos. Se

midió infectividad residual por ACP.El titulo se calculó con la

fórmula de Reed y Huench.

Eusazg de nsutcaliaagign 29: [29922199 de alega;

Los sueros fueron inactivados durante 30 min a 56° C para

descomplementarlos. Se realizaron diluciones seriadas al 1/2 en

medio de mantenimiento. Se mezclaron volúmenes iguales de estas

diluciones con una suspensión de 200 UFP/0,2 ml del virus

escogido y se incubaron a 37°C durante 60 min. Se inocularon

monocapas de células Vero con 0,2 m1 de cada muestra, titulandose

la infectividad residual por el método de UFP.

El título de los inmunosueros se calculó comola inversa de la

dilución del suero que muestra capacidad para neutralizar el BOX

de las placas del control.



Se utilizo la técnica de IF indirecta sobre células BHK/El

persistentemente infectadas con VJ (104). Para revelar la

reacción se utilizaron anti-Ig totales contra raton originados

en cobayos y marcados con fluoresceina (Dako Patts F232) o anti­

IgM (Cappel). Se utilizó comocontrol positivo un inmunosuero

preparado en ratón con titulo 1:1280 y como control negativo,

suero de raton normal. La lectura se realizó con un

epimicroscopio de fluorescencia Carl Zeiss Lampara HBO50.

3-9-Técnica gs inmunomarcaciónBaca getsssiáu gs entigsng xical

Inmunofluorescencia indirecta (IFI) en encéfalo

Los trozos de encefalo 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.
Para la detección viral se utilizó la técnica de IFI. Los

cortes se incubaron con suero anti-VJ preparado en ratón 30

min. a 37°C, luego de tres lavados con PES se tiheron con un

conjugado de anti-lg totales de ratón conjugado con fluore­

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

veces con PES y se montaron con una mezcla de glicerol PES 1/4.



En ¿99:99:95

Despues de presionar el órgano contra el portaobjetos se dejó

secar a temperatura ambiente, se fijo con acetona y se siguieron

los mismospasos que con los cortes para aplicar la tecnica de

IFI.

Determinación gs auslgsng ge ¿guia su encéfalo 29: el

mgggggEQE(Peroxidasa anti-peroxidasal

Ecgeacagiéu gg las msgstcas

Los encefalos fueron cortados con criostato en trozos de 3 pm
de espesor, se fijaron a "20°C en metanol cun 52 de acido acético

durante 24 horas, se deshidrataron por medio de 3 cambios de

etanol al 1001 de 20 minutos cada uno a -20‘t, clarificados con 3

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

cada uno.

Primero se desparafinb realizando tres cambios de xilol cada

5 min.; luego, 3 cambios de alcohol 1002, 20 min. de metano] mas

2,5% de agua oxigenada (para eliminar peroxidasa endógena), dos

cambios con alcohol 962 de 5 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) 0.03 + 0,05% de agua oxigenada. Se reveló bajo microscopio

interrumpiendo el desarrollo de color con agua destilada.

3-9-Isguisss asadas su 25299195histglggisgs

Las muestras fueron fijadas a -20°C con metanol mas 5% de

acido acético durante 24 horas y se deshidrataron con 3 cambios

de etanol al 100%de 30 min. cada uno a -20°C, se clarificaron

con 3 cambios de xilol a 4°C y 2 cambios de parafina de 60 min.

cada uno. Posteriormente, estas muestras fueron procesadas y

coloreadas con hematoxilina eosina.

3-10-Técnicas utilizadas esta la ÉEQDÉÍÉEÉDELÉcelula:

Qetsusigu gs la 2959205190gs sselsuggitgs

Los animales se sacrificaron por ensanquinacion después de

anestesiarlos con éter y se les extrajo el bazo en forma esté­

ril. Este organo fue disgreqado sobre una malla de acero humede­

cida con RPMIcon 5% de ST, se filtro a través de una malla de

nylon para obtener celulas.I se lavo con el medio por centrífu­
gación y resuspensión para obtener 2 H 107 cel/0,2 ml en PES

estéril.



Adsorción gg macrófagós

Unaplaca de Petri plastica (Britania) se trató con gelatina

0,01% a 4°C durante 24 hóras. Se volcó la gelatina y se dejó

adsorber la suspensión celular 1-2 horas a 37°C en atmósfera de

C02 5%.

La viabilidad de las suspensiones celulares obtenidas se

determinó mediante la tinción con azul tripan (test de exclusión)

y resultó mayor del 95 Z en todos los casos.



4.RESULTADUS

4-1- Estsélssimientg es la Luiessién estáistsnts su el catan

En esta sección se describen los experimentos llevados a cabo

con el objeto de elegir un esquema experimental para obtener

ratones que sobrevivan a la inoculación con virus Junín y a su

vez desarrollen una infección persistente, se realizaron los

siguientes estudios:

1)Se efectuaron distintos esquemas experimentales, variando

sucesivamente edad, cepa y genotipo del raton y también cepa o

inóculo viral.

2)Para obtener poblaciones virales que permitieran una mayor

sobrevida de los ratones infectados, se realizaron pasajes

concentrados del virus Junin por encefalo de ratón o células
Vero.

3)Se intento transmitir la infeccion por via vertical con la

posibilidad de que en las crias se estableciera una infeccion

persistente.

4) Una vez definido el esquema experimental se estudio la

relacion entre la infeccion temprana del timo y/o médula osea y

el establecimiento de 1a infeccion persistente.



4.1.1.Determinacion gg ratones Rockland de la dosis de virus

Junin ¿cepa

sobrevida

Para verificar el "efecto de alta dosis" por el cual sobrevive

mayor cantidad de ratones inoculados con dosis mayores de virus

Junin (B9), se realizó un estudio de sobrevida en función de la

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 1a excepción de que se

observo mortalidad temprana (dias 4-7 pi) con dosis de 105

UFP. Todos los ratones sobrevivientes poseían anticuerpos

neutralizantes, excepto uno de los inoculados con 10 UFP. De

acuerdo con estos resultados se decidió infectar los ratones por

via ic con 10 UFP de VJ, ya que con esta dosis se obtuvo el

mayor porcentaje de sobrevida. Con un stock proveniente de

encefalo de raton se obtuvieron resultados similares.

4-1-2-Sobrevida de ratones de distintas gseas intestadgs cen

xicas genio antes de las .5 Is de MideIN]

Se infectaron ratones Rockland, Balb/C, NIH y 03H de menos de
4

24 hs de edad con 10 UFPpor via ic sobreviviendo 4/20, 9/20,

1/20, 0/20, respectivamente al dia 30 pi.

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



IABLR l

SDBREVIDA DE RAÏDNES ROCKLAND DE HENDS DE 24 HDRAS DE VlDR

INFECÏRDDS CON DISHNIAS DOSIS DE VIRUS JUNIN (CEPA XJ)

Dosis Sobrevida Ac Neut.

b c

UFP N/I l P/I

l

lO 2/28 7.5 1/2
2

10 1/30 3,3 l/t
3

10 2/30 6,7 2/2
4

10 7/30 23,3 4/4
5

10 3/31 7,2 2/2

a) Anticuerpos neutralizantes a los 30 dias pi.
h) Ratones sobrevivientes / Iotal de ratones inoculados.

ci Sueros con anticuerpos neutralizantes anti-VJ / Ïotal de
sueros ensayados (dilución 1/10).



presentaban una mayor sobrevida, mientras que esta fue muyescasa

para C3H y nula para N:NIH. Comola mayoria de los trabajos

experimentales sobre infeccion con VJ se han realizado en ratones

Rocklandy Balb/C, se decidio investigar la persistencia viral en

ratones de ambas cepas.

¿295190 de la edad de ÁTÏEGÏÁQQ

Con el objeto de determinar la edad optima de inoculación

que permitiera la sobrevida de los ratones con persistencia viral

se ensayo la infección de ratones Rockland con las cepas XJ y

XJ C13 y Balb/Ü con la cepa XJ. Se inocularon 60 ratones para

cada fecha-cepa de raton hasta los 5 dias de edad y 25-30 para

las fechas posteriores. La inoculación antes de las 24 hs permi­
tió la sobrevida de un 62 de los Rockland infectados con XJ C13

y un 22 Z de los infectados con XJ mientras que el 502 de los

Balb/C infectados con XJ sobrevivió a la infección. La maxima

susceptibilidad se registró en ratones de 3 y 5 dias de edad,

decreciendo en los animales de mayor edad (Figura 1). Para deter­

minar la persistencia viral en el encefalo de los sobrevivientes

a los 45 dias pi, se realiaaron cocultivos de este organo con

celulas Vero. Tres animales escogidos al azar de cada grupo

fueron sacrificados y cada encefalo fue procesado en forma

individual. Se aisló virus infeccioso de los ratones sobrevi­

vientes infectados a las 24 hs de vida, a los 3 dias y a los 5

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



Figura 1

SOBREVIDA DE RATONES CEPAS ROCKLAND O BALB-C
INFECTADOS A DISTlNTAS EDADES CON VIRUS JUNIN

CEPAS XJ o XJCL3
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4-1-4-Sgsgsatibilidag de [229225de distinto gsnotiag integtadgs
con virus Junín

Los ratones atimicos de genotipo nu/nu infectados con VJ

sobreviven casi en su totalidad con infección persistente (94) en

tanto que los ratones eutimicos son altamente sensibles (89). ya

que los ratones Nu/+ y +/+ presentan diferencias en el número de

celulas relacionadas con la respuesta inmune (108), (109), era de

interés estudiar su susceptibilidad ante la infección con VJ.

Se resolvió entonces realizar un estudio comparativo de

susceptibilidad y posible desarrollo de persistencia viral en los
sobrevivientes a la inoculación de las cepas XJ y XJC13del VJ.

Para ello se inocularon ratones Rockland y Balb/C de genotipos

nu/+ y +/+ siguiendo el esquema que habia resultado más efectivo

para establecer la persistencia con VJ: infección por vía ic
antes de las 24 horas con un inóculo de 10 UPF.

Se infectaron con la cepa XJ 50 Rockland, 100 Balb/C +/+ y 31

Balb/C Nu/+; con la cepa XJ C13 se inocularon 60 Rockland, 20

Balb/C +/+ y 16 Balb/C Nu/+.

Según se registra en la Tabla 2, la sobrevida varió en forma

significativa con la cepa y/o genotipo de raton infectado siendo

llamativamnete elevada (90.3%) para el genotipo Balb/C(nu/+),

aunque las muertes se produjeron más tardíamente, en tanto que,

la cepa atenuada Junín XJ C13 produjo una mayor mortalidad en los

3 tipos de animales (90-95%).



ÏABLA 2

SOBREVIDA DE RAÏONES BALB/C (Nu/6), BALB/C (#/#)

Y ROCKLAND INDCULADÜS AHÏES DE LAS 24 HORAS DE

VIDA CON VIRUS JUNIN CEPA XJCL3 0 XJ

Grupos

Junin-XJ Junín-XJCIS

Balb/C l#/+) [00 51.0 15.8 20 10.0 13.0

Balb/C (Nu/i) 3| 90.3 21.0 lb 6.2 12.0

Rockland 50 25.0 14.5 60 5.0 14.0

Los ratones fueron inoculados con 10 UFP del virus

indicado en cada caso, por vía intracerebral.
a) S: sobrevida al día 45 pi;
b) H: lediana del dla de luerte.



El analisis de las diferencias entre mortalidades acumulativas

mediante el test exacto de Fisher para pares de virus señaló

diferencias significativas (p < 0,05) en cada tipo de raton

inoculado con una u otra cepa viral.

La mortalidad acumulativa fue similar para los 3 tipos de

ratones infectados con XJ C13 y vario sensiblemente según el tipo

de raton para la cepa XJ.

En los b ratones sobrevivientes a la infeccion con Junín XJ C13

dos Balb/C(+/+), un Balb/C(nu/+), y 3 Rockland y en todos los

animales inoculados con Junin XJ y sacrificados a los 45 días (B

por grupo) se demostro persistencia de virus en encefalo. La

eficiencia de rescate por el metododirecto, sólo estudiada para

XJ, fue similar para los distintos huespedes: 4 aislamientos

positivos sobre 8 intentos de aislamiento para Rockland, 3 sobre

B para Balb/C(+/+) y 5 sobre 8 para Balb/C(nu/+) (Tabla 3).

La diferencia más notable fue que la mortalidad de los

animales inoculados con virus XJ 013 alcanzo un 90 a

100%,independientemente del tipo de ratón utilizado, mientras

que con Junín-XJ varió entre 75,0 y el 9,71. Los ratones Balb/C

Nu/+ infectados después de las 4B hs de vida resultaron sensibles

a la inoculación con XJ mostrandos una mortalidad del 90%

(IB/20). Resumiendo:

1)Se observo una diferencia significativa de susceptibilidad

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



PRESENCIA DE VIRUS JUNIN

IABLA 3

(CEPA XJ) EN ENCEFALD DE RAÏONES

SACRIFICRDÜS A LOS 45 DIAS POSÏ-INFECCION

Tipo de Hetodologia de aislaliento viral Rangode variación

Ratón Cucultivoa Directo de titulo viralc

Pus/Ï ll) Pos/I (1) (log DICISO/q)

Rockland 8/8 100 4/8 50 (( 2.2 - 3,5)

Balb +l+ 8/8 100 3/8 37,5 (< 2,2 - 2,7)

Balb Nu/# 8/8 100 5/8 62,5 (( 2,2 - 3,0)

Pos/I: Nro. de ratones inoculadus en los que se retupero virus \
Total de ratones inoculados.

a: Cocultivns: Cocultivos de suspensiones de encefalo con células
Vero (Ver Materiales y Métodos).

b: Directo: lnoculacin de suspensiones de encefalu en cultivo de
tejidos (Ver Materiales y Métodos).

c: Detereinado en el honogeneizado de ente/ala.



infectados con VJ-XJ. Esta diferencia se registro sólo cuando los

ratones se infectaron antes de las 24 horas de vida.

2)Si 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 encefalo a los 45 dias no variaron

significativamente.

4.1.5.Establecimiento de infeccion persistente Eggvirus Junín

obtenido 99: eassiss sisgtuaggs su suséialg gs [5:92 9
células Vero.

Infección con pasajes virales concentrados en encefalo gg

Trabajos de otros autores demostraron que pasajes sucesivos de

VJ en cerebro de raton producen un incremento de la actividad

interferente (110). Sobre esta base, se intento establecer si

mediante pasajes concentrados se observaba un incremento en el

porcentaje de animales sobrevivientes, utilizando 16-30 ratones

por pasaje. Los distintos esquemasexperimentales utilizados en

que se varía 1a eleccion del organo, el día o el cuadro

clinico que se observa, estan reseñados en la Tabla 4. En

ninguno de los pasajes de los esquemas A, B, C, E se obtuvo

sobrevida a1 infectar ratones Rockland de 48 horas de edad, en

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

sobre lb animales, todos los cuales demostraron tener virus en



IABLA 4

PASAJES EN RAÏONES ROCKLAND DE DDS DIAS DE EDAD INDCULADDS POR VIA

lNÏRACEREBRAL CON VJ-XJ. ESDUEHA EXPERIHENÏAL.

a

Esqueaa Inúculo Dia de Criterio de Organo

Experiaental (UFP) cosecha pi. sacrificio cosechado

3

Estandar 10 7 al azar encefalo
4.3 6 9

A 10 -10 iO al azar encéialo
3 7 4.9

B IO -10 12 al azar encefalo

3 5.1

C 10 -iO 7-10 presencia de signos encefalo
neurologicos

3 5.1

D 10 -lU 7-15 presencia de parálisis encéfalo
flacida

3 5 4.5

E 10 -10 8-14 presencia de parálisis ledula
flacida espinal

a) rango dei inúculo en el esquela de pasajes correspondiente
Los pasajes se efectuaron inoculando el priaer lote de aniaales de cada grupo con
10 UFPde un stock preparado en encefalo de ratón y los siguientes con un hono­
geneizado al 101 del organo correspondiente cosechados según cada esquela.



encéfalo al dia 45 (aislado por cocultivo). El pasaje siguiente

volvió a mostrar 100%de mortalidad.

Sin embargo, al analizar la mortalidad anterior al dia 10 pi,

se observó que variaba según el criterio de selección de los

animales que se sacrificaban (Figura 2). Cuando los animales

fueron elegidos al azar (esquema A o B) la mortalidad temprana

disminuyó al aumentar el número 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 y despues un decrecimiento. Esto

sugeriria que se trata de la presencia de un proceso cíclico que

recuerda los ciclos de aparición de DI observados en pasajes por

cultivo de VSV, VJ (111), o LCM(112). En la Figura 3 se

presentan los títulos virales de cada pasaje en ratón y cultivo

de tejido para los esquemas A y B, lo que demuestra que la

disminución en la mortalidad temprana no se debe a variaciones en

1a dosis inoculada sino a otros factores, probablemente

acumulaciónde particulas defectivas.

Sin embargo, también podrian esperarse variaciones en la

progenie viral en cuanto a su patogenicidad para el ratón u otros

huespedes. Para detectar estas probables variaciones se

caracterizó la progenie viral de cada grupo en cuanto a

morfología de placas, letalidad para ratón, rata y cobayo. Los

resultados se presentan en la labla 5 donde se ve que si bien



Figura 2
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Figura 3

TITULOVIRAL DE SUCESlVOS PASAJES
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TABLA5

CARACTERISTICASDELAPROGENIEFINALVJ-XJCORRESPONDIENTEACADAGRUPOEXPERIMENTAL

GrupoExperilental

CélulasVero

Ïipodeplatas

Ratdn

Hortalídad
Dia10

Dia30letalidad

(l)

(IC)

Indicede

b
Rata(IC) Mortalidad(l)

Cobayo

(IH)

Mortalidad(l)signosen

autopsia

Interferencia

(1)

C

Estándar A:sacrificados

a10diaspi
B:sacrificados

a12diaspi
C:signosneu­

roldgicos

D:parálisis

(encéfalo)

Ezpruiflsmr

dulaespinal)

CÏ=cuadrotípico,Cong.=cuadro:ongestivo,NR:norealizado.a)Ratonesinfectadosalos2díasdeedad.

Liticas Liticas Liticas Liticas Liticas

Ojodebuey

9B 92
100 100

90 97

h)LogtituloenUFP/tituloenratonde14dias. c)Deteroinadoporreduccióndelaproducciónviral.

20 26 NR

100 100 100 100 100

CT

CT-Cong.



hubo alteraciones en la morfología de las placas e interferencia

en cultivo de tejidos en el caso de los pasajes por médula

espinal, esto no se reflejo en una disminución de la mortalidad

para el raton de 2 días o indice de letalidad para el raton de

14 dias (113).

En resumen, despues de 5 pasajes concentrados por encéfalo de

raton, puede aparecer progenie con diferente morfología de placas

y probablemente en el caso de pasajes por médula espinal, puede

haber un incremento en el númerode particulas defectivas, o al

menos en la interferencia en cultivo de tejidos, pero no se

reduce la patogenicidad para el raton lactante.

XÁFUE 99999i99 99: 9999199 999999259999 99

Teniendo en cuenta que en algunas lineas de celulas Vero

infectadas con VJ se observan ciclos de interferencia (111) se

efectuaron 5 pasajes de VJ-XJpor estas células. La multiplicidad

de infeccion inicial fue de 1 UFP/cel, realizando los pasajes

posteriores inoculando los sobrenadantes sin diluir.

Se ensayo la capacidad de inducir mortalidad en ratones

Rockland inoculados a las 4B horas de vida de los pasajes 1 al 5;

la mortalidad fue de 20/20, 16/16, 15/16, 14/17, 15/15

(muertos/total), respectivamente. Es decir, aunque se observo

sobrevida en el pasaje 4 (17,6%) en el pasaje 5 la mortalidad fue



nuevamente del 100%.

El conjunto de los datos demuestra que mediante la inoculación

de pasajes concentrados puede obtenerse retraso de mortalidad, o

en algunos casos sobrevida, pero no un aumento consistente del

númerode animales sobrevivientes.

4.1.6.Estab1ecimiento gg infección mediante lg transmisión

Se ha establecido la existencia de transmision vertical del

virus Junin en cobayos (72), (74), en Calomys (49) y en el raton

infectado por via ic. Sin embargo, en este ultimo caso el rescate

viral es dificultoso y solo en edades tempranas (114). Por otro

lado, el virus LCM,prototipo de los arenavirus, establece por

esta via con facilidad infección persistente en las crias (18).

Debido a esto se decidio ensayar 1a trasmisión vertical en crias

de ratones hembra infectados por via ip o transferidas con

poblaciones de celulas esplénicas de ratones infectados con VJ,

para estudiar 1a posibilidad de establecer infeccion persistente
en las crias.

Los ratones hembra Balb/C apareados fueron homogeneamente

distribuidos en cuatro grupos de acuerdo al aumento de peso desde

el momento del apareamiento hasta la fecha de la infeccion o

transferencia. Los grupos fueron:



5
a)infectadas con 10 UFP de la cepa XJ del VJ por vía

intraperitoneal.
7

b)Transferidas con 2 H 10 esplenocitos extraídos de ratones
5

singeneicos infectados ó dias antes con 10 UFPde la cepa XJ de

VJ.

c)Inoculados por vía ip con diluyente comocontroles.
d)Transferidas con L H 10 de esplenocitos de ratones singeneicos

no infectados, también comocontrol.

Se siguio el desarrollo de la infeccion de hembras infectadas

o transferidas en cuanto a su evolucion clinica y continuidad de

la gestación y se estudio la evolucion de las crias y la

presencia de virus infeccioso o detectable en improntas de

encéfalo por inmunofluorescencia indirecta (IFI), ademas de

existencia de anticuerpos neutralizantes o detectables por IFI en
estas crias.

Qgggrvación gg hembras apareadas

No se registraron animales enfermos, ni muertos, ni se

observaron abortos y el numerode pariciones fue casi igual para

los cuatro grupos. Sin embargo, el número de crias nacidas por

parición fue ligeramente inferior en, el grupo de hembras

transferidas con esplenocitos de ratón infectado con respecto al

de transferencia con esplenocitos normales (3,8 vs 5,2 crias

por madre sobre 7 partos en cada caso).



Observación clínica de los ratones infectados Q transferidos

Los ratones hijos de hembras infectadas o transferidas con

esplenocitos de ratones infectados presentaron como cuadro

neurológico característico un "rolling" espontáneo que remitió

sin dejar secuelas. Este cuadro se observó 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 54Xde los animales transferidos. No se registro "rolling" en

crias de los otros grupos.

Detección Qe xicas su [atenas Dile; de gastes infectadas Q

tcsusiscigas 992 eselsngsitgs de animales iniggtsdgs

Se intento detectar presencia de virus en hijos de madres

infectadas por via ip, sacrificados:

a)al azar durante los primeros dias de vida.

b)durante 1a segunda o tercera semana de vida cuando presentaban

signos de enfermedad.

c)durante el periodo posterior, alejado de 1a enfermedad, a los

45 o mas días pi en los cuales pueden ser considerados

persistentemente infectados.

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

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



ÍABLR b

AISLAMIENÏO VIRAL EN CRIAS DE HADRES INFECÏADAS CON VlRUS JUNIN

PUR VIA INIRAPERITDNERL

Ratón Edad Infección Organo Aislaliento Ac
Nro (días) pre-parto Directa Cocultívo Meu

(dias)

líb) ll Encefalo -(d) -¡e)
Baza - ­

Pullón - ­

2(b) 3 ll Encéfalo
Baza

Pullbn

3th) 3 ll Encefalo
Baza

Pullón

4lc) 15 20 Encefalo

5lc) IS 20 Enceíaln

ólc) 15 20 Encefalo

7lc) IB 30 Encéfalo

9lc) IB 30 Encéfalo

lOlc) IB 30 Enceíalo

ll(c) ¡B 30 Encelalo NR

12(c) IB 30 Encéfalo - NR ­

(a) Los ratones Balb/C íueron infectados con 10 UFPde la cepa
XJ del VJ

lb) Ratones sacrificados al azar

(c) Ratones sacrificados con 'Rollíng'
(d) -: Ïltulo (1,2 los DlCÏSO/q
(e) -: Título (1/5
NR: No realizada



7 se registra presencia viral en 3 ratones de 52 dias de edad

detectada por IFI.

La presencia de anticuerpos se detectó en B de los catorce

ratones de 45 o mas días de edad (Tabla 7).

En hijos de hembras transferidas (Tabla B) se detecto virus en

2/7 de los ratones estudiados. La transmision vertical de virus

resultó irregular y no constituye un metodo confiable para

obtener infeccion persistente.

4-1-7-Re1ación satce la iniessien del time xLe medula 9229 z

la sgbcexiga sea intessieu Qecsistente

Se ha postulado una posible relación entre la infección de

células tímicas y el establecimiento de la infección persistente

para virus Tamiami y LCMen sus huespedes naturales (115), (116),

(117).

Para determinar si existía la mismarelación en el caso del

virus Junin en ratones de laboratorio se modificaron distintas

variables y se comparóen cada caso sobrevida con persistencia

viral e infeccion tímica. Las variables ensayadas fueron:

a)Edad del raton

b)cepa viral
c)estado clínico del animal estudiado.

Se resolvió ademasestudiar la diferente capacidad de invadir



IABLD 7

ESÏUDID DE LA PERSISÏENCIA DE ANÏIBEND VIRAL Y ANÏICUERPDS EN

RATONES HIJOS DE HADRES INFECÏDDAS POR VIA INÏRAPERIÏDNEDL

Ratón Edad Tielpo de Presencia de Presencia de

Nro (dias) infeCCÍOn anticuerpos antígeno
a b c

pre-parta Suero Suero lFl ACP
(dias) lFl Ac Neu Vero

l 45 30

2 45 30

3 45 30

4 45 30

5 45 30

6 4B 27

7 4B 27

8 4B 27

9 66 9

10 66 9

ll 52 30

12 52 30

13 52 30

l4 52 30 e + 4 ­

a) Deterlinados por ¡Fl sobre células BHK/Zl, persistentenente
iníectadas -: ( 1/5

b) -: ( 1/10

c) Deterlínado por lFl en ieprontas de encéfalo



IABLR B

AISLANIENIO VIRAL EN RAIONES HIJOS DE NADRES IRANSFERIDRS CDN

ESPLENÜCIIDS DE RAIDNES INFECIADOS CÜN VIRUS JUNIN

Raton Edad Iransíeridas Organo Aislaliento
Nro dIas pre-parto (dias) Directo Cocultivo

IIb) 5 lb encéfalo -Id)
bazo ­

puIIón ­

2(b) 5 lb encéfalo
bazo

puloon

3Ib) 5 Ib encéfalo +
bazo ­

puloún ­

4Ic) 30 15 encéGalo

SIC) 30 15 entéfalo

¿(CI 30 15 encéfalo

7(c) 30 IS encéfalo - RR

(a) Iransferidas con 2 x 10 esplenocitos de ratón infectado con
VJ por vIa ip 6 días antes.

(b) Ratones escogidos al azar.
lc) Ratones que se recuperaron de un cuadro neurológico

I'Rolling').
(d) -: (1.2 loq. DICI 501g
NR: no realizado.



médula osea de las cepas XJ y XJUIS ya que se había encontrado en

cobayo que la cepa XJ invadia mas rapidamente la médula osea

(118).

a) Edad del raton

Se estudio la replicación de virus en timo de ratones Balb/C

infectados con 10 UFPpor 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

infeccion. Una mezcla de los 4 timos fue procesada y titulada

según se indica en Materiales y Metodos.

La infeccion timica fue mas temprana y de mayores titulos en

los ratones infectados antes de las 24 horas, que es el lote que

permitió la sobrevida del mayor número de animales con infeccion

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

aislamiento viral utilizando el métodode cocultivo.

b>QeQa Mihal

La comparación entre la sobrevida e infeccion timica entre las

cepas XJ y XJC13fue realixada en ratones Rockland inoculados

antes de las 24 hs por via ic con 10 UFP y sacrificados en

grupos de 4 en los mismos dias y forma que en el punto a).l

cosechandose timo y médula ósea .

Las titulaciones en cultivo demostraron que la infeccion

64



IRBLA 9

INFLUENCIA DE LA EDAD EN EL PORCENÏAJE DE SDBREVIDA Y EN LA

¡NFECCIDN DEL IIHO

a h

Edad de Virus en tino Sobrevida
inoculación titulo Iáxieu Detección lis

(horas) tlag DICISO/q) teeprani (dias pi) SII 1

24 4,5 3 15/59 25.4

72 2,2 5 1/50 2.o

120 2.3 5 4/50 6.6

Los ratones Rockland fueron inoculados con la cepa XJ del virus
Junin por vla ic con 10 UFP.

a) Se sacrificaron 4 ratones por grupo, se extrajeron los tilos,
se infectaron y se hizo una honogenato al 101 (ver Hateriales
y Métodos). Los titulos fueron obtenidos en lonocapa de
celulas Vero a los 7 dias pi.

b) SII: Nro. de ratones sobrevivientes l total de ratones
observadas. En todos los ratones sobrevivientes se detecto

virus Junin a los 45 dias pi.



timica con XJC13 es mas tardía y de menores titulos que la

producida por 1a infección con XJ (Figura 4).

La detección viral en médula osea fue positiva para los

infectados con XJ a los 1, 3, 5, 7, 10 y 14 dias y sólo a los 7

dias para XJ-C13.

Nuevamentese encontro una correlación entre infección timica

e infeccion persistente, ya que mientras en los ratones

infectados con XJ se establece persistencia en un 25,4% (n=59) en

los infectados con XJC13 ocurre lo mismo en un 6% (n=50),

determinandose ambosporcentajes mediante aislamiento viral.

C)EEÉÉQQclinica del animal estudiagg

Para determinar si la evolucion de la enfermedad se

correlacionaba con el nivel de la infeccion de timo o encefalo,

se estudiaron ratones Rockland inoculados antes de las 24 horas

de edad y sacrificados a los 14 dias pi. La eleccion de este

tiempo pi se debió a que en ese momento coexisten, en cada

camada, ratones con signos neurológicos graves, próximos a

morir y otros sin signos aparentes de enfermedad, con alta

probabilidad de sobrevida. De los datos presentados en la Tabla

10, surge la existencia de una correlación entre el cuadro

neurológico y la infeciún producida en timo. En los animales

sin signos aparentes de enfermedad, el titulo oscilo entre 1,6

y 3.1 log DICTSO/g mientras que en los ratones con signos

neurológicos graves no se pudo aislar virus en las muestras de

(JS



Figura ¿o

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

LogDICTSO/g
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IABLA IO

EUHPARACIÜN ENIRE EL ÏIIULO ALCANIADO POR EL VIRUS JUNIN A LOS [4

DIRS PI EN EL IIND Y ENDEFALO DE RRIUNES DUE PRESENIABAN SIENDS

NEURULOBICÜS CON EL OBIENIDD EN RAIONES SIN SIGNOS NEUROtOSICOS

Experinento Anilales con signos Anilales sin signos
Nro. neurologicos neurologicos

log DlCISO/g log DICISOIg

IIIO Encefalo lino Encefalo

a b

l Neg 7,2 3,1 7,5

2 Neg 7,2 1.6 7,2

3 Neg 6,5 1,7 6,8

4 Neg 7,7 2,2 7.0

Los ratones Rockland fueron inoculados antes de las 24 hs de edad

ton 10 UFPde cepa XJ por via intraterehral.

a) Para cada experilento se sacrificaron silultánealente ratones
con o sin signos neurológicos provenientes de una ¡isoa
canada. Cada nuestra fue una Iezcla de 2 tilos o 2 encéfalos.

Los titulos se obtuvieron en celulas Vero por ACP.

bl Hinilo nivel de detención: 1,2 Iog DIDÏSO/g.



timo. Por el contrario, los niveles virales de encefalo no

difirieron de los grupos comparados. Los titulos virales en

encefalo fueron similares durante la segunda semana pi, que es

cuando el cuadro encefalitico es mas intenso.

Los resultados muestran una asociación entre la infección

temprana de Órganos del sistema inmune y el establecimiento de la

infeccion persistente en los animales estudiados.

Ademas, muestran que no hay relación entre la gravedad de la

enfermedad y el titulo de virus en encefalo.

4-2-Ezglggigu gs ¿es [929025 gus sgbcsxizsn a la infección 992

xicas Quain siestuaga gatas ds Las 22 becas d

En 1a sección anterior se determinó cual era el esquema más

adecuado para obtener sobrevida con infeccion persistente en los
ratones infectados con VJ.

En la presente sección se trato de seguir la evolución de

virus infeccioso y de anticuerpos neutralizantes, detectar

antígeno viral por inmunomarcaciony estudiar la presencia de

alteraciones histológicas asociadas a la persistencia, así como,

la presencia de interferon o capacidad interferente en encefalo
de los ratones infectados.

4.2.1.0bservación clinica de ¿gs [atgugs

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

(ió



58 hasta los 100 días y 30 hasta los 180 días, no detectandose

cuadros neurológicos espontanens una ver superado el período

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

4.2.2.5291ución de títulos virales gg enggialg

Se estudió la evolución de titulos virales en encefalo de

ratones infectados con lo4 UFPde 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 180 días extrayéndose encéfalo, el que fue

homogeneizado de la manera habitual (ver Materiales y Métodos).

Se titularon los encefalos individualmente por formación de

placas en celulas Vero y en los negativos se intentó la

detección mediante la infección de las mismas células o inocu­

lación de ratón lactante.

Los resultados se representan en la Figura 5. Se observa una

disminución constante del título viral, siendo el virus no

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

4.2.3.Aislamiento ge Virus Junin gg; metodos directos g

cocultivos y presencia gg anticuerpos neutralizantes

Treinta y dos ratones Rockland y 18 Balb/C que sobrevivieron a

la etapa tempranade la infección fueron sacrificados entre los

45 y 180 dias pi. Se intentó en todos ellos la detección de virus



Figura 5

TITULO DE VíRUS EN ENCEFALO DE RATONES INOCULADOS

CON10"UFP DE VJ-XJ ANTES DE LAS 21.HORAS DE VIDA
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infeccioso en encefalo por metododirecto (infeccion en cultivo

de tejidos) y por cocultivo. Ademas,se determinó la presencia de

anticuerpos neutralizantes en el suero de cada animal

sacrificado. Los datos que se presentan en las Tablas 11 y 12

muestran que el aislamiento directo en encefalo se consigue al

dia 45 pi en 9 casos sobre 12 ensayados para la cepa Rockland y

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 consiguio en días

posteriores.
El aislamiento por cocultivo alcanza el 100%de los casos al

dia 45 y óOZ y 75% a los 100 días para la cepa Rockland y Balb/C,

respectivamente. En las Tablas 11 y 12 se puede observar que

invariablemente los ratones presentaban anticuerpos séricos

neutralizantes, independientemente de la presencia de virus

infeccioso en encéfalo. Se puede concluir de estos resultados que

1a presencia de virus infeccioso en encefalo es un hecho regular

en los ratones sobrevivientes a la infeccion con XJ-VJ a los 45

dias pi, siendo la detección por cocultivo mas frecuente que 1a
detección directa.

Aislamientos virales en organos gg pertenecientes al gug en

ratones sobrevivientes a 1a infeccion con virus Junin antes

se las ‘fl becas de vidavlr

En 8 ratones de 45 dias (Nro.1-B) y B ratones de 100 dias



IABLR H

MSLAHIENÏD VIRRL EN ENCEFALO Y ÏIÏULD DE RNTlCUERPDS NEUÏRRLIZRNÏES EN RMDNES

ROCKLRND SDBREVIENIES R LR INFECCIDN CDN VIRUS JUNIN

Raton Dias Aislaliento AtNeu. Raton Dias Aislalíentn AcNeu

No. pi ND CnCt No. pi HD CoEt

l 45 4.2 17 17 100 NR 4 80

2 45 3.0 [7 IB 100 NR 4 640

3 45 3.2 NR [9 100 NR 4 640

4 45 2.7 40 20 100 NR 4 540

5 45 2.7 320 21 100 NR 4 NR

6 45 1.7 220 22 ¡00 NR 4 10

7 45 2.2 56 23 100 NR - 10

B 45 2.7 440 24 100 NR - 56

9 45 3.2 640 25 100 NR - NR

10 45 - 460 26 ¡00 - - 1050

ll 45 20 27 100 - - 640

12 45 450 ZR 100 - - 1100

13 ¡00 R40 29 120 - 80

l4 100 ¡200 30 140 4 620

15 100 - 1280 3| 180 4 1000

lb 100 NR ¡[2 32 180 4 640

Los ratones fueron infectados por via ic con lO UFPde la cepa IJ antes de las
24 horas de vida.

a. El aísla-¡anto de VJ fue intentado por ¡atodos directos (HD) o cocultivo
ICoCt) con telulas Vero. La titulacinn fue llevada a cabo por ACPen celulas
Vero. Los titulos se expresan cono loq DICISO, los antituerpos neutralizantes
(AcNeu)fueron titulados por la tetnica de virus constante-suero variable.
NR: no realizado.



IABLA l2

AISLAMIENIO VlRAL EN ENEEFALU Y ÏIÏULO DE ANTICUERPOS NEUÏRALIIANÏES EN RMDNES

BALB/C SDBREVIENÏES A LA INFECCION CON VIRUS JUNIN

Raton Dias Aislaliento AcNeu. Raton Dias aísla-¡anto AtNeu

No. pi HD CoCt No. pi HD CoCt

l 45 3.7 4 40 ¡o 100 - t NR

2 45 2.3 4 120 ll 100 - 4 NR

3 45 2.5 + 160 ¡2 100 3.2 4 580

4 45 2.7 + 320 13 120 - 4 2560

5 45 2.8 9 640 l4 120 - 4 1000

6 45 - + 1280 ¡5 120 - + 620

7 45 - + 2550 lb 180 - - 56

B 45 - + 2560 17 100 - 4 640

9 100 - - NR lB 180 - - 1280

Los ratones fueron infectadas por via ic con 10 UFPde la cepa ¡J antes de las
24 horas de vida.

a. El aislaliento de VJ fue intentado por ¡atados directos (HD) o tocultívo
(CoCt) con celulas Vero. La titulacion fue llevada a cabo por ACPen celulas
Vero. Los titulos se expresan (DIO log DICÏSO, los anticuerpus neutralizantes
(AcNeu)fueron titulados por la tecnica de virus cunstante-suero variable.
NR: no realizado.



(Nro.18"25) pertenecientes a la cepa Rockland se intento aislar

virus de bazo, medula osea, timo, pulmón, y sangre, mediante

cocultivo del organo correspondiente.

Los aislamientos virales fueron esporádicas: a los 45 dias pi

se aislo virus de bazo, medula osea y riñon en 2 oportunidades y

solo una vez de medula Osea, riñon y pulmon. De los animales 23,

24 y 25 de los que no se había conseguido aislar virus en

encefalo tampoco se lo obtuvo de otros Órganos.

4.2.4.93tecgi91 de antígeno viral mediante inmunomarcacion gg

auggialg de ratones sobrevivientes a la infección CQQ

ansngmacgagign 29: el mstggg gs Qscgaigssazantiascgïigasa

Se estudió la presencia de VJ en 3 ratones de 100 dias,

demostrandose la presencia de antígeno Junin en corteza cerebral,

nucleos de la base y puentes neuronales, en dos de ellos. Aunque

aparecen muchomenos neuronas afectadas que en ratones de 10 dias

pi usados comocontrol (Figura ó), el depósito de antígeno es mas

denso que en ella y las celulas de Purkinje estan mas

intensamente marcadas, tal comose ha descripto en ratas (100)

(Figuras 7 y B).

lumgugmacsasiéu99: ¿El gs antigslo xica;

Se prepararon cortes de microtomo de encéfalo de ratones de 45



. .x..llial

Figura 6
el ¡étodo PAP

: Neuronas encefáli

Ratón cosechado a los 10 días pi x350.

cas marcadas para antígeno Junln por



Figura 7: Neuronas enrefálicas marcadas para antígeno Junín por
el método PAP.

Ratón cosechado a los 100 dias pi x350.

Figura B: Neuronas entefálicas marcadas para antígeno Junín por
el método PAP.

Ratón cosechado a los 100 días pi x350.



dias o improntas de encefalo de 30, 60 O 100 días pi y se ensayo

en ellos la inmunomarcacionde antígeno viral por IFI, según se

indica en Materiales y Metodos.

En todos los cortes de encefalo de ratones de 45 dias (5 en

total) se detecto antígeno viral utilizando un inmunosuero anti­

VJ preparado en ratón y suero antiinmunoglobulina de ratón

marcado con fluoresceína, como se ve en las Figuras 9 y 10, el

tipo de fluorescencia es citoplasmatica y puntiforme.

A diferencia de lo que se observa en cortes de encéfalo de

animales que se encuentran en la fase aguda de 1a infección, en

la que hay areas enteras cnn gran cantidad de células marcadas

(119) en nuestro caso 1a inmunomarcacion se da en celulas

aisladas pero intensamente coloreadas. La detección de antígeno

en improntas no resulto positiva en todos los casos, siendo mayor

la tinción inespocífica. En la Tabla 15, se resumen los

resultados de esas inmunomarcaciones.

4.2.5."elagigg entre el aislamiento viral y alteraciones

Se estudió en preparados en encéfalo fijados en parafina y
teñidos con hematoxilina-eosina.

En B casos aparece un cuadro meningoencefalitico. La

meningitis esta caracterizada por exudado de linfocitos y



Figura 9: Neuronas encefálicas marcadas para antígeno Junín por
el método de innunofluurescencia indirecta.

Ratón cosechado a los 45 días pi x300.

Figura 10: Neuronas encefálicas marcadas para antígeno Junín por
el nétndo de ínmunofluorescencia indirecta.

Ratón cosechado a los 45 dias pi x300.



MBLA 13

DEHDSÏRACIDN DE ANHGEND VIRDL PDR INNUNDFLUDRESCENCM EN

IHPRUNIAS DE ENEEFALD DE RAÏDNES SDBREVIVIENÏESR LA INFECCIDN

CDN VIRUS JUNIN

Ratón Dias Detección Aislaliento ïitulo de

Nro. pi de antígenoa en Cïb anticuerpos
séricos

c

l 30 320

2 30 320

3 30 160

4 30 320

5 30 320

6 60 320

7 60 320

B 60 320

9 60 320

10 100 BO

il [00 320

12 100 320

13 100 320

a) Detección por inlunoíluorescencia
b) Aislaliento a partir de hoaoqeneizado de encéfalo en Ionocapas

de celulas Vero

-: Titulo (1,2 log DlCÏSO/q
ci Inversa del titulo de anticuerpos neutralizantes



macrófagos. En el parenquima nervioso se encuentran manguitos

perivasculares compuestos por linfocitos mas unos pocos

macrófagos (Figuras 11 y 12). No se observa necrosis focal ni

exudados de polimorfonucleares. El VJ fue aislado siempre que se

encontró meningoencefalitis y no en ausencia de alteraciones

histológicas.

4.2.ó.gstugig ge La ggesenqia de anticuerpos anti-Junin gg
liquido cefalorraquideo

La presencia de infiltrado linfocitario sugirió la posibilidad

de sintesis local de anticuerpos en el SNC.Para determinarlo se

titularon Igü e IgMen LCRy suero de ratones sacrificados a los

45 y 100 dias pi. sobre células BHKpersistentemente infectadas

(Fig 13). Los resultados expuestos en la tabla 14 sugieren la

producción local de anticuerpos en al menos dos casos Por otra

parte, la falta de detección de IgMno permite confirmarla con
certeza.

4-2-7- Interferencia seu la [galigagión viral ecgdusida 29:

hgmggeneiaadgs de easéialg de ratones EÉEELELÉEÉÉEÉDÉÉ

infestadgs sen xicas ¿gain

Entre los mecanismos que se han propuesto como reguladores de

la replicación viral en la infección persistente figuran las

particulas defectivas interferentes (DI).

Las particulas defectivas interferentes han sido detectadas en

ratones persistentemente infectados con LCN(26), (120).
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Figura ll: Hanguito perivascular de células redondas en vaso
neningeo.
Ratón cosechado a los 100 dias pi. Halatoxílina
Eusina x225.

Figura ¡2: Exudadu de células redondas en neninges.
Ratón coserhado a los 100 días pi. Helatoxilina
Eosina x225.



Figura 13: lnmunofluorescencia indirecta para la detección de
anticuerpos anti-Junin en células
persistentenente infectadas. x250.

BHK



ÏABLA 14

Ïítulacíbn por innunnfluorescentia de anticuerpos totales e
lgl'l en suero y líquido cefalnrraquideo de ratones
persistentenente infectadas con virus Junin

Ratón No. Dias pi IgB ïotalesla) lgflla)
LCR Suero LCR Suero

l 45 320 2560 -(b) ­

2 45 1280 2560 - ­

3 45 BO 1280 - ­

4 45 1280 2560 - ­

5 45 80 20 - ­

6 45 40 20 - ­

7 [00 640 1280 - ­

8 10!) 00 20 - ­

9 100 1230 2560 - ­

(a): Inversa de la ¡ama dilución en que se detectan anticuerpos
(b) -: título IEI'IOI’que 1/20



Para el virus Junin se ha estudiado su presencia en cultivos

celulares (121), su detección en C. musculinus infectados con VJ

tropezó con la dificultad de que el encefalo de estos animales

tiene propiedades interferentes de por si (122). Una situación

semejante podia darse en el modelo ratón, ya que se ha descripto

en los encefalos de los ratones adultos (123).

Con el objeto de determinar interferencia homóloga, monocapas

de celulas Vero fueron fueron tratadas con homogeneizados al 5 Z

de encefalo de ratones BALB/Cde 45 (n=ó) o 100 (n=4) dias pi y

la interferencia a la replicación de VJ medida según se describe

en materiales y metodos varió desde el 25% al 86%. Esta

interferencia se redujo solo parcialmente (0-502) por

neutralizacion o filtrado de membranade 50 nm. Por otra parte,

coinoculando estos homogeneizados con virus estandar (104 UFP) en

ratones Rockland de dos dias de edad se indujo entre un BOy un

100% de mortalidad, produciéndose la mortalidad en fechas

similares a la de los controles infectados con VJ estandar. Estos

resultados indican que la interferencia puede ser inespecifica.

Por otra parte, estos materiales carecieron de capacidad de

interferir con la replicación de virus VSVen celulas Vero.

Se intentó determinar IFN en suero y homogenizados de

encefalo de B ratones BALB/C+/+ de 45 dias y de 4 de 100 dias y

en ó BALB/Cnu/nu de 45 dias pi., según se indica en materiales y



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

ninguna de las muestras ensayadas.

4-3-Ñatouee uecsistentsmeute infectadas 99m dadores e

cesantecsa de esaLequitea

La sobrevida de los ratones infectados en forma persistente

puede deberse tanto a la incapacidad de sus células para provocar

una reaccion letal destruyendo tejidos infectados, comoocurre en

el ratón atímico con VJ, comoa la regulación de la replicación

del virus o variación de 1a presentación del antígeno viral.

Para discriminar entre estas dos posibilidades se recurrió a

dos tipos de transferencia de esplenocitos:

a) Usando el raton persistentemente infectado comodador

b) Usandoel ratón persistentemente infectado comoreceptor.

a) Se comparóel efecto de esplenocitos de ratón persistentemente

infectados, con el de esplenocitos de ratones adultos infectados

ó días antes o 30 días antes, a1 ser transferidos a ratones

atimicos adultos infectados que desarrollan altos titulos virales

en encefalo, ya que se habia comprobado que cuando los

esplenocitos provenían de ratones adultos con ó dias de infección

provocaban daño letal en el ratón atimico(95).

b) Se transfirieron esplenocitos de ratones infectados ó dias

antes a ratones eutimicos persistentemente infectados.

Posteriormente, se diseñaron 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-Efect0 gg la tcaasígtgngia gg esglgugsitgs de [229225 e
distintos estadios de la infección a ratones infectados

290 xicas Qunin

Los resultados de la transferencia a) se resumen en la Tabla

15 y demuestran que los esplenocitos provenientes de ratones en

la fase temprana de la enfermedad (adultos de ó dias pi) inducen

una mortalidad del ÜOZy un dvscenso en los titulos virales en

los animales sobrevivientes.

En los transferidos con esplmnocitos de ratones de fase tardía

de la infección (adultos de 30 dias pi), la mortalidad resulto de

2/4 y el titulo viral en encéfalo del unico raton sobreviviente

estudiado fue bajo: 2.5 DICTSU/g.

Conesplenocitns de ratones persistentemente infectados no se

registró mortalidad importante y los titulos virales de encefalo

estaban dentro del mismorango que el correspondiente a los

animales no transferidos.

Por último, la transferencia de esplenocitos de ratones no

infectados no indujo muerte, pero los titulos en el encefalo de
los sobrevivientes fueron levemente inferiores al de los

controles.

En conclusion, los esplenocitos de ratón persistente
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IABLA 15

CDHPARACIÜN DE LOS EFECÏDS DE LA IRANSFERENCIA DE ESPLENDCIÏOS DE RAÏDNES PERSISÏENÏEHENÏE

INFECÏADDS CDN LA DE RAIONES EN FASE IEHPRANA 0 ÏARDIA DE LA lNFECClDN A

A RAIONES AÏIHICUS INFECÏADOS

lnoculatidn RECEPIDRES(Ratones attaicos)

9

Iípo de Nro. de con VJ Horbilidad Hortalidad Ïltulo
donante ratones

3 e í

(¡o UFP) dias pt l días pt 1 30 días pt

a

Persitente ¡3 ll 7.6 ll 7.6 5.5 - 7.0
b

Teaprano 20 B.9+l.6 80.6 10.1*1.2 80.0 2.5 - 3.2
c

Ïardlo 4 7.0+0.0 100.0 7.5+0.7 50.0 2.5
d

No infectado 7 12 14.3 ¡2 14.3 4.5 - 5.3

Control 10 15 10.0 15 10.0 5.5 - 7.0
no transf.
Control lO lb 10.0 lb 10.0
no transf.

a) ratón ínfertado antes de las 24 hs, via i.c. con lo UFP.
b) ratón infectado 6 días antes de la transferencia con lO UFP.
c) raton infettado 30 días antes de la transferencia.

d) ratones no infectados de edad equivalente.
e) día proaedio del colienzo de la enferledad.
f) dla proledio de auerte.
q) Log DICISO/q.



carecieron de capacidad de inducir letalidad o eliminar el virus

de encefalo.

4.3.2.-fegtg ge la transferencia de egglgnggitgs gg ratones

infectados g normales a ratones infectados en forma

EEEELELÉDÉÉ

Los resultados de la transferencia b) se presentan en la Tabla

16 y muestran que los esplenocitos de ratones de fase temprana de

1a infeccion no producen en cambio mortalidad en los ratones

eutimicos persistentemente infectados.

El virus no fue detectable por metodos directos en ratones

persistentemente infectados eutimicos transferidos ni en los no

transferidos, por lo cual no se pudo evidenciar eliminacion del
virus debido a la transferencia.

4-3-3-Transferencia gs esglsuggitgs gs catan LDÍÉEÉQQQsu fase

tempcsrg gg La enfermedad a ratones inisgtgggs en forma

persistente, tratados con ciclofosfamida (CF)

Con el objeto de determinar si en ratones inmunosuprimidos, la
transferencia de linfocitos inducia letalidad en los animales

receptores persistentemente infectados e inmunosuprimidos, se

diseñó el siguiente experimento:

Dos grupos de ó ratones de 45 dias sobrevivientes a la



IADLA 16

EFECÏD DE LA IRANSFERENCIA DE ESPLENDCIÏDS DE RAÏDNES EN FASE

IEHPRANA DE LA ENFERHEDAD A RAÏDNES PERSISIENÏEHENÏE ¡AFECTADOS

c

Receptores leutllicos)
Nro. de Infectados Horbilidad Mortalidad Presencia de

4 d e

Donante Ratones con lO UFP l pt l pt virus (SOdIas pi)

a f

Ieoprano 7 14.3 12 14.3 ¡2 2.2
b

No iniectado 7 0.0 0.0 2.2

Control no transf. 7 6 0.0 - 0.0 - 2.2

Control no transf. 7 neo. 0.0 - 0.0 - 2.2

¡ikatdn infectado 6 días antes por vía ip con lO UFPde VJ.
b)No infectado de edad equivalente.
c)Cada anioal recibio 2.10 esplenocitos por vía ip.
d)Dla proledio del cooienzo de la enferledad después de la transferencia.
e)Dia proaedio de Iuerte después de la transferencia.
fiNo detectables por inoculación en ratón.



infeccion 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 l

o 12 dias mas 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 encefalos.

Estos resultados apoyarian la hipótesis de que la inocuidad de

esta transferencia se debe a la expresion antigénica pobre en

los ratones persistentes más que a presencia de actividad

supresora u

4-3-4-Eisgtg de La tcaasieceugia de esalsuggites se ratón

persistentemente infectado en el curso gg la infgggigt
ratones eutimicos

Para comprobarsi los esplenocitos de ratón persistente son

capaces de impedir la aparición de encefalitis que se desarrolla

en el raton lactante infectado con VJ, se realizo una

transferencia de esplenocitos provenientes de ratón persistente o

normal con o sin retención de macrófagos sobre superficie

plastica a ratones de 4B hs que se infectaron 24 horas después

con 1C)ÓUFP de la cepa XJ de VJ.

En ninguno de los casos, la transferencia de esplenocitos

alterú el curso de la infeccion y tal comose ve en la Tabla 17,

76



ÏABLA 17

HÜRIALIDAD PORCENIUAL ACUMULAIIVA EN RAIDNES INFEBÏADÜS CDN VIRUS

JUNIN Y IRANSFERIDDS CDN ESPLENOCIIOS DE RAÍHN NURNAL D

PERSlSÏENIE.

Donante de esplenoci tos
Receptores Control

a b

dias persistente norlal N=lB
pi sin AN con AN sin AH con AH

N=10 N=B N=12 N=16

5 0 0 0 0 0

6 0 0 0 0 0

7 0 0 0 0 0

B 0 0 0 0 0

9 10 33 0 0 0

no 40 67 17 37 [7

ll 70 83 66 62 66

12 90 100 75 100 75

13 100 100 100 100 100

AH:Adsorcionde Iacrofagos:ver Iateriales y letodos
(a) ratones de 50 dias que habian sido infectados con 10 UFP de

la cepa XJ antes de las 24 hs de vida
(b) ratones de 50 dias de edad no infecrtados

Los reteptores fueron ratones ratones Balb/C infectados a las 72 h
de vida, la 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 muysimilares.

En otro experimento, 9 ratones adultos fueron transferidos con
7

esplenocitos de raton persistentemente infectado con 100 UFP de

XJ y sacrificados a los 5, 10, y 15 dias . En ningún caso se pudo

aislar virus en encefalo.

Ambas experiencias mostraron que los esplenocitos de ratón

persistentemente infectado fueron incapaces de alterar el curso
de la infeccion con XJ cuando se los transfirió a ratones

lactantes o adultos eutimicos infectados.

4-4-Eisstg del .nigntg 992 inmgagssecssgcss en ratones

sobrevivientes a la infección Egg virus gugig

Es conocido que si a un huésped inmunocompetente se lo somete

a una inmunodepresión inducida por drogas, virus que persisten en

el sin manifestaciones clínicas mayores pueden aumentar su

replicación y provocar enfermedad manifiesta. En esta seCCión se

trato de inducir la reactividad del VJ en los ratones portadores

de infección crónica con tratamientos con ciclofosfamida (CF) y

una nitrosourea el 1-(2wcloroetil)-3 ciclohexil-I nitrosourea

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

50 mg/ kg de peso en ratones adultos los transforma en

susceptibles a la infección :on VJ (101), en tanto que el

tratamiento con una dosis única de 200 mg/ kg de peso, que tuvo
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por objeto inmunodeprimir en forma mas brusca el sistema inmune

del huésped, es casi la maximadosis subletal utilizable. Dosis

algo mayores como 300 mg/ kg inducen mortalidad en los ratones

Halb/C empleados.

4-4-1-Eiagtg del tcatamigutg con giglgiesíamiga 59952 La

evolución clinica ge los ratones sobrevivientes a La

infeccion temprana con virus ggnig

Se estudio el efecto del tratamiento con ciclofosfamida a los

45 y 100 dias pi en ratones infectados antes de las 24 horas

Los ratones fueron sometidos a 2 tratamientos alternativos:

a) 200mg/kg de peso en 4 dosis de 50 mg, la primera al dia 45 y

100 pi respectivamente, y las otras tres a los 2, 5 y 7 dias

despues.

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

Observación de los animales tratados el esgggmaalEQD

Se trataron 15 ratones Rockland de 100 dias pi y 10 de 45

dias pi, de los cuales solo 3 del lote de 100 dias pi

presentaron manifestaciones clinicas.

Uno de ellos presentó temblores al dia 12 post-tratamiento

murió al dia siguiente, otro desarrollo parálisis al dia 14 y

murió 2 dias despues; el último apareció consumido al dia 15

empeorando progresivamente, se sacrificó a1 dia 20; el resto de
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los animales no presento alteraciones hasta el día 45 despues de

la primera inoculación con CF, no hubo aislamiento por metodos

directos en médula espinal ni encefalo de los 3 animales

enfermos.

Los 10 animales de 45 dias observados no presentaron signos
clinicos evidentes.

QQseczagiQu de los animales tratados con el esquema Q

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, y 15 después del tratamiento sin cuadros

claramente atribuibles al virus.

Para estudiar la influencia del tratamiento con ciclofosfamida

en los aislamientos virales, se eligieron los dos esquemasen que

se hablan observado muertes: ratones de 100 dias pi con 4 dosis y

ratones de 45 dias pi con una única dosis. Los resultados que se

pueden observar en la Tabla 18, demuestran un leve incremento en

recuperación de virus en encéfalo de ratones tratados a 100 días

pi ya que se pudo rescatar virus a los 10 dias de tratamiento.

En el caso de los ratones tratados a los 45 días pi, los



IABLA 18

EFECÏO DEL IRAÏAHIENÍO CDN CICLOFÜSFAHIDA A LOS 100 DIAS DE LA

INFECCIDN CDN VIRUS JUNIN

a

Dias Tratados ton CF No tratados con CF

b c d

pt ïitulo Aisl. CoCt AcNeu Iitulo Aisl. CoCt Acfleu
viral viral

0 3.2 640

- 320

- 80

- 1280

lo 3.2 BO - 640

2.7 40 - 320

- 160 2.2 ¡60

- 20 - 320

20 20 - 640

¡60 - ¡280

5 2.2 320

320 - 160

30 + 540 - 640

- 1280 - 320

- ¡60 + 1280

* 320 + 640

a Ratones infantados antes de las 24 horas por via ic con 10
UFPde VJ, tratados con 200 Iq/kq peso de ciclofosfaoida

b Log DlCïSO/g

-: < 2.2 loq DIC! 50/9
c Inversa de la oayor dilucion que neutraliza el BOIde las placas
d Aislaoíento por [ocultivo
pt: post-tratamiento



titulos de Ac. Neut. fueron menores que en los no tratados pero

los titulos de virus en eucéfalo no varian significativamente.
(Tabla 19).

Durante este experimento no sn registró mortalidad espontánea
en los ratones.

Como el control de 1a efectividad del tratamiento se

infectaron 3 ratones de 45 y 3 de 100 dias de edad con 1000 UFP

de VJ al dia 1 postmtratamiento. En ambos casos los animales

fueron sacrificados a1 dia 10 post-tratamiento y se rescató virus

de encefalo por inoculación a ratón Rockland de 2 dias, mientras
-rque de a ratones adultos de 45 dias y de 3 de 100 días infectados

en esas mismmascondiciones pero no tratados con CF, no se aisló

virus.

4.4.3. Efecto del tratamiento con una nitrosourea (CCNU)sobre la

exglugigu de la infección en ratones intestaggs en forma

estéisteute 292 xicas Quain

Los resultados del punto anterior mostraron que no se podia

reactivar la replicación viral disminuyendo el nivel de

anticuerpos séricos neutralizantes. Se planteó la hipótesis de

que si la producción de anticuerpos era local a nivel de líquido

cefaloraquldeo (LCR)y los metabolitos de la CF no atraviesan

1a barrera hematoencefalica, aún con tratamiento con CF quedaban

indemnes celulas productoras de anticuerpos en LCR, capaces de

regular 1a replicación viral.



ÏADLA 19

EFECÏD DEL ÏRAÏAHIENID CDN CICLDFDSFRHIDR EN LA RECUPERACION DE VIRUS

DE ENCEFALD DE RMDNES PERSISÏENÏEHENÏE INFECÏADDS CDN VIRUS

JUNIN A LOS 45 DMS Pl

Dias pt Tratados con CF No tratados con CF
c

Htulo viral Ac Neut. Htulo viral Ac Neut.

0 3.5 BO

3.2 640

2.7 1280

2.2 640

10 7 20 3.9 230

. 40 2.7 640

1280 2.8 320

640 - 320

20 3.5 20 640

2.9 5 1250

2.8 40 - 1280

2.7 80 - [60

30 2.8 40 2 5 320

2.’ 320 - 640
- 640 - 640

640 - 130

40 3.1 640 3 2 320

2 5 80 - 1280

- 1280 - 640

- 320 - BO

pt= post-trataaiento EF: cirlofosfalída

a) Ratones infectados antes de las 2‘ hs de vida, por via i.c. con
10 UFP de VJ fueron tratados con 200 ag/kg de peso de CF.

b) Log DlCÏSO/g.

c) Inversa de la nayor dilución que neutraliza el 801 de las placas.



Para estudiar esta posibilidad se recurrió 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 LCRa los 30 minutos de su

aplicación, es inhibidora de la síntesis de ADN y ARN,

antineuplasica e inmunodepresura (125).

Se determinó que la droga no era tóxica para los ratones

Balb/C en dosis 10 veces superiores a las utilizadas para uso

humano. Se utilizaron dosis únicas de 30 mg/kg de peso. Se

trataron 2 ratones de 45 dias infectados antes de las 24 horas

con 10 UFPde VJ. Seis ratones fueron dejados en observacion

durante óOdias sin detectarse muertes ni signos neurológicos.

Los otros ó fueron sacrificados de a pares a los dias 10, 20 y

30.

Las titulaciones virales en encefalo de estos ratones

demostraron que este tratamineto era ineficaz para reactivar 1a

replicación viral (Tabla 20).
Los resultados de todos estos tratamientos sobre la evolución

clinica de los ratones y las respectivas titulaciones o

aislamientos virales llevan a la conclusión de que es dificil

desencadenar la enfermedad o la replicación viral una vez que la

resistencia esta establecida. Fn los casos en que se produjo

eníermedad no se pudo aislar el virus en encefalo por lo que es

dificil atribuirla a la reactivación viral.

Por otra parte, no sv rnnsique establecer relación entre

anticuerpos séricos y titulos virales en encéfalo.
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ÏABLA 20

EFEEÏD DEL IRAIAHIENIO CON CCNU EN LA RECUPERACION DE

VIRUS DE ENCEFALO DE RAÏÜNES INFECÏADDS

EN FORMAPERSISIENÏE

Iratados con CCNU No tratados

a

Dias pt Ïítulo viral Ac Neut Ïitulo viral Ac Neut

0 3.2 NR

2.7 NR

10 4.2 2.7 NR

' 2.8 NR

20 5 3.3 320

20 - 640

30 - #0 3.2 20

3.5 BO - 640

Los anilales fueran tratados ton una dosis única de

CCNUde 100 nq/Kq de pesa por vla i.p. a los 45 días

p.i. NR=no realizado

a) Log DlCÏSO/g

b) Inversa de la Iayor dilución que neutraliza el 801 de
las placas.



Queda por estudiar comoresponden los ratones a tratamiento

mas prolongado con inmunosupresores.

4 S-yeciasigugs 92 la thgsnis xica; en [229225 9252152293295229

¿HLÉGLQQQS99a xicas ¿guia

Es un fenomeno conocido que durante las infecciones

persistentes el virus evoluciona modificando propiedades tales

como morfología de placas, letalidad para huéspedes,

termosensibilidad y :apacidad de replicación en distintas

condiciones (126). Algunas de estas modificaciones, como una

menor (apacidad titulítica, pueden explicar la sobrevida del

huésped, otras como1a variación antiqenica, pueden ser la causa

de persistencia viral en presencia de respuesta inmune humoral

del huésped.

4.5.1.32agigigg ge variantes antiqenicas eg ratones

'uiegtaggs ser ELCHEQuninun [H ll." lfl’ 'fli ¡J ¡rr ¿L0 e n) Ifi' .rn ¡r­EEE

La aparicion de variantes antigénicas no neutralizables por

los anticuerpos presentes en el mismoanimal ha sido señalada

como causa de la existencia simultanea de virus infeccioso y

anticuerpos neutraliïantes. Se ha registrado su aparición en

infecciones con Visna en ovejas (127), LCMen ratón (18) y en la

infeccion crónica con VJ en C. musculinus, (128).
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Para estudiar la Histencia de variantes antígenicas 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-infección transcurrido, ya que tanto los
aislamientos obtenidos a los 45 dias comolos obtenidos a los

100 dias difieren igualmente del virus parental en su capacidad

de ser neutralizado por un inmunosuero preparado contra este.

Para determinar si el suero de los ratones persistentes tenia

la misma eficacia para neutralizar el virus parental y el

rescatado del mismoanimal, se titularon sueros de ratones de 45

dias pi contra ambosvirus. Los resultados reseñados en la Tabla

22 muestran que en 4 de 5 casos se necesitaban concentraciones

menoresde suero para neutralizar el virus parental.

Surgio 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 inmunosuerocontra el virus parental,

por lo cual se resolvió comparar virus aislados por ambas

técnicas. En la labla 23 se observa que en dos casos el virus

rescatado por cocultivo tiene másafinidad con el virus parental

que el rescatado por métmdusdirectos.

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



IABLA 21

NEUÏRALIZACIDR DE VIRUS PRDVERIENIE DE RRIDNES RDCKLAND

PERSISÏENÏEHERIE INFECIADDS CDR VIRUS JUNIN CDN SUERD

PREPARADO CDNIRA EL VIRUS PARENIAL

Nuestra Nro. DIa pi Iituln de A: Rent

l 45 20

2 45 BO

5 45 160

4 45 320

5 45 20

6 45 40

7 45 80

B 45 160

9 100 320

10 100 40

ll 100 320

12 100 80

Parental - 320

Las neutralizaciones se llevaron a cabo con un innunnsuero

preparado en ratón contra eI virus parental.
a) Reclproca de la Iayor dilución de suero que neutraliza el

BOXde las placas.



IABLA 22

NEUÏRALIZACIDN DE SUERUS PROVENIENIES DE RAÏUNES INFECÏRDOS EN

FORHA PERSISIENIE CDN VIRUS JUNIN CON EL RESCRÍADD DE

SUS ENCEFALDS Y EL PARENIAL

a

IIIULD DE ANIICUERPÜS NEUIRALIZANIES

Huestra Nro.

Virus parental virus rescatado

I ¡280 1200

2 640 160

¡290 320

4 640 320

5 320 20

Los ratones fueron infettados antes de las 24 hs de vida por
via i.c. con ¡o UFP de la cepa XJ de VJ y sacrificados

a los 45 días p.i., extrayéndose sangre para obtener suero
y su encéfalo para aislaniento viral.



ÏRBLR 23

NEUIRALIIACION DE VIRUS RESCAIAOO POR NEIOOOS DIRECTOS O COCULIIVO

DE RATONES INFECIAOOS EN FORNA PERSISIENIE CON VIRUS JUNIN

POR UN INHUNOSUERO PREPARADO CONIRA EL VIRUS PARENIAL

i
ÏIÏULO DE ANIICUERPOS NEUIRALIZANIES

Raton Nro.

Métododirecto corultivo

l 320 320

b

2 90

b

3 320

4 40 ¡60

b

5 640

6 00 640

7 160 320

B 160 320

a) Reciprota de la layor dilución de suero que neutraliza el
801 de las placas.

b) No fue aislado por Iétados directos.



en el raton. En tanto en el aislamiento por cocultivo se detectan

particulas generadas después de extraído el órgano y sometido

sus celulas a lavado, no existiendo entonces los anticuerpos

presentes. Por otra parte, estas particulas virales rescatadas

por cocultivo han sufrido varios ciclos de replicación en celulas

Vero.

4.5.2.E[esegg¿a de particulas termosensibles (ts) o termolabiles

su [atenas esteistsuzsmsnts ¿afectadas sen xicas ¿gain

Para determinar si existían particulas ts como se ha

demostradoen infecciones persistentes “in vitro" con arenavirus

(129), se intentó el aislamiento de virus por cocultivo a

distintas temperaturas de encefalo de 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 realiaaron cocultivns a 34°C, 37°C y 39,50C a partir de

cada uno de 12 encefalos procesados. Se pudo aislar virus de 10

de los cocultivos llevados a cabo a 37°C. A partir de 5 de estos

10 encefalos también se aisló VJ por el método directo en

monocapas de células Vero. En 9 casos se logró el aislamiento a

34°C y en sólo 2 a 39,50U. Es decir,que la temperatura de 37°C

usada rutinariamente es 1a que permitió el mayor número de

aislamientos.
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Para verificar si existían poblaciones ts se llevaron a cabo

titulaciones a distintas temperaturas de las amplificaciones del
virus aislado de estos animales . Se consideraron termosensibles

a aquellas poblaciones cuyos titulos a 39,50U y 37°C di4erian en

2 log o mas. Según se observa en la Tabla 24, se encontraron

poblaciones ts en ratones de 45 dias 2 casos de 7 y en ratones

de 100 dias 1 caso de 3 ensayados. El bajo numero de poblaciones

ts indica que la menorcantidad de aislamientos por cocultivos a

39,5"C podria deberse a otros factores, por ejemplo baja

viabilidad de las celulas cocultivadas, y no a la presencia de
ts.

En definitiva, si bien se encontraron poblaciones con

caracteristicas de ts, no parecen imprescindibles para 1a

regulacion viral, aunque puedencontribuir a ella.

Enssx9 gs tsrmglaeiligad su aislamientos ecgzsnisusss ID. ¡rn

ratones persistentes

Como se ha demostrado la termolabilidad de virus aislado de

infecciones persistentes "in vitro“ (129) se decidio investigar

1a probable existencia de poblaciones termolabiles en seis

aislamientos de virus rescatado a los 45 dias pi.

Los aislamientos de virus en encéfalo amplificados en células
zVero fueron incubados a 37°C tomándose muestras a l, 2, 3, 4 y u

hs y midiendose luego, la infectividad residual por UFP. Como
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TABLA 24

ÏIÏULACIÜN A DlSÏlNÏAS ÏEHPERAIURAS DE ANPLIFICACIDNES

PRDVENIENIES DE RAIDNES PERSISÏENIEHENIE

INFECIADDS CDN VIRUS JUNIN

a

Encéfalo Ïitulo (UFP/ll)

Nro. Dias pi 34 C 37 C 39.5 C

4 5 3

l 45 4.10 4.|0 3.10 I

5 6 5

2 45 4.10 3.l0 5.10

3 4 3

3 45 3.10 5.10 0.10

4 4 5

4 45 3.10 7.10 2.10

5 b 5

b 45 3.10 1.10 0.10

4 5 3

7 45 7.10 3.10 2.10 I

7 7

B 45 NR 4.10 2.10

4 4 4

10 100 3.10 6.10 6.10

b 7 5

ll 100 5.10 7.10 4.10 I

5 5 5

IZ 100 8.10 9.10 4.10

7 B 7

Virus parental 2.10 1.10 8.10

a) Se titularon sobrenadantes de ¡Iplificaciones o ca­
cultivos de encéfalu.

i: terlosensible= diferencia de título Iaynr a 2 loq.
NR: no realizado.



control se utilizó el virus parental.l al que se le aplico el
mismotratamiento.

Los resultados ejemplificados para cuatro casos en la Figura

14, no demostraron la presencia de poblaciones termolabiles.

4-5-3-Influencia 22 12 [22222222 ¿22222 ti2222222212222 sobre

¿2 ÉVQLHELQL22 12 2:292nie x122; thdusida 2n ratones

persistentemente infectados Egg virus ¿guia

92222522224 22 22221222222 22 Micgs 22521222222 22 ratones

atimicos o eutimicos

Se sabe que la respuesta inmune contra el virus Junin depende

de las celulas 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 producción de anticuerpos anti-Junin (94).

La Histencia de ratones atimicos y eutimicos de genotipo +/+

y nu/+ de la cepa Halb/C que establecen infeccion persistente al

ser infectados en las mismas condiciones por virus Junin,

permitió la comparaciónde progenies virales, las cuales fueron

aisladas de encéfalo por metodos directos o por cocultivos,

según se ha descripto. Se estudiaron algunas de sus propiedades

biológicas, tales como morfología de placas bajo medio

semisolido, producción de acción citopatica (ACP)y curvas de

crecimiento viral en celulas Vero,
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Figura Il.

INACTIVACION A 37°C DE VIRUS RESCATADO DE RATONES
DE ¿.5 DIAS PERSISTENTEMENTE INFECTADOS

Título(LogUFP/ml)

aon- - u- o-‘

.._.Virus parental

sn a-u­‘ s. ' -t—.—.‘‘s“s sn‘.h“o

__V¡|jus parental
.---.3
_....-l.
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diferencias antigénicas y letalidad para el raton lactante.

La morfología de placas fue diferente entre aislamientos

provenientes de ratones atimicos y eutimicos. Los primeros

desarrollaron placas bajo medio semisolido, grandes y liticas y

los sequndos placas pequeñas y a veces turbias (Tabla 25).

La velocidad de replicación fue mayor para virus extraído de

ratones atimicos según se ejemplifica en la Figura 15.

La evolucion de la AEPen celulas Vero infectadas con mi=0,1

UFP/cel tiene cierta correlación con lo anterior ya que alcanza

niveles mayores mas rapidamente con virus proveniente de

animales atimicos (Figura 16). Para descartar que esta

diferencia se debiera a presencia de interferencia viral le

infectaron monocapas con otras multiplicidades de infeccion

(0,01; 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, todos los aislamientos resultaron letales para los

ratones Rockland cuando se los inoculo por via intracerebral a

los 48-72 hs de vida (Nmïü), no diferenciandose del virus

parental.
En cuanto a la aparicion de variantes antígenicas, se produjo

en ambostipos de ratones, pero en aislamientos provenientes de

ratones eutímicos se encontraron poblaciones que difieren mas del

parental en su capacidad de ser neutralizados por un antisuero

preparado contra este (Tabla 26).
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ÏADLA 25

HDRFDLDBIA DE PLACAS DE VIRUS RESCMADD DE ENCEFALD DE RMDNES

BALD/C DE DISÏINÏD GENDÏIPD INFECÏDDDS EN FDRHA PERSISÏENÏE CDN

VIRUS JUNIN.

t
HÏULD HDRFDLDBM IAI'IAND DE

EENDÏIPD DIAS VIRAL EN DE PLACAS

Nro. P.I. ENCEFALD PLACRS DIAHEIRD x ln

l Nu/Nu 45 5.7 LIÏICA 9.4 0 1.6

2 Nu/Nu 45 6.3 LlIlCA 10.4 't 1.3

3 Nu/Nu 45 7.0 LIHCA 8.1 r 1.6

4 Nu/Nu 45 4.9 LIHCA 10.7 + 1.8

5 Nu/Nu 70 4.5 LINDA 10.6 + 1.2

6 Nu/Nu 70 5.3 LIÏICA 13.0 + 0.8

7 Nu/Nu 70 5.5 LITICA 12.5 + 0.0

fl Nu/Nu 70 3.7 LIIICA 11.5 + 2.2

9 NuH 45 2.7 IDRDIA a

10 Nul+ 45 2.7 LITICA 6.9 + 1.0

ll Nul'r 45 b IURBIA a

12 Nul'r 45 3.3 ÏURBIA a

13 Nu/r 70 3.3 LIÏICA 5.6 + 0.7

14 Nul+ 70 l 7 LIHCA ND

15 Nul+ 70 3.3 LIHCA 5.2 + 0.8

lb Nul'r 70 2.9 LlÏlCA 6.7 4 0.9

17 +/+ 45 2.0 IDRDID a

IB 4/4 45 2.8 LHICA 6.0 r 0.9

19 +/4 45 b IURBIA a

20 0/0 45 b LlIlCA 6.3 4 1.3

2| W 70 3.3 LHICA 5.6 + 0.8

22 9/+ 70 1.7 LIHCA 5.8 r 0.7

VIRUS PARENIAL 8.3 LIIICA 6.9 r 1,2

El virus rescatado de cerebro a los 45 o 70 dias p.i. por
infección de células Vero de ratones Balb/C de genotipus nu/nu,
nu/r y 0/4 infectados antes de las 24 hs. de edad por via i.c.
cun ¡(I UFP. El virus parental fue utilizado para observación de
larfoloqla de placas después de un pasaje por células Veroo.

el diánetru de las placas turbías no fue nedidn pero se
estila sílilar al de las placas del virus parental.
no se detectan placas. Titulo ( 1/5
log DlCÏSO/g

ND = No deterlinado.
fl IIIl



Figura 15
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ÏABLA 26

NEUÏRALIZACIDN CDN EL VIRUS PARENÏAL DE VthANIES MSLADRS DE ENCEFALD

DE RMONES BALB/C DE DISÏINTD SENDÏIPO PERSISIENIEHENÏE

INFECMDD CDN VIRUS JUNIN

Ratón Nro. Benotipo Dias p.i. Diluciún neutralizante

1 Nu/Nu 45 320

2 Nu/Nu 45 160

3 NulNu 45 320

4 NulNu 45 160

5 Nu/Nu 70 640

6 NulNu 70 320

7 Nu/Nu 70 90

B Nu/Nu 70 160

9 Nul+ 45 40

lo Nu/o 45 80

ll Nu/ + 45 160

12 ¡lu/4 45 320

13 Nuh 70 20

14 Nul+ 70 320

15 Nu/4 70 320

16 Nul+ 70 20

l7 0/4 45 320

IB ¡lo 45 40

19 9/4 45 40

20 4/4 45 40

21 ol+ 70 160

22 m 70 640

Parental 640

a) Recipraca de la nyor dilución de sueros que neutraliza el 801 de las
placas. La neutralización se realizó con un innunosuero preparado en
ratón contra el virus parental.



Evolucion de poblaciones virales en ratones sacrificados

antes 9 desegés de; 9599259Russislitisg

El resultado mas llamativo del punto anterior fue la aparicion

de placas "grandes" en aislamientos de ratones timoprivos. Se

contaba con un stock viral proveniente del bazo y pulmón de

cobayo que producian el 95%de placas mayores que las estandar.

Se resolvió efectuar pasajes seriados de este virus en encéfalo

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

neurológico claro.

En el primer tipo de pasajes se obtuvieron placas mayores que

las estandar en un porcentaje de 83, 78, 82, 67 y 70 Z en los 5

pasajes sucesivos respectivamente, mientras que sacrificando a

los 12 dias pi, esos porcentajes fueron de 67, 52, 43, 21 y 15 Z,

respectivamnete. Es decir, a1 efectuar los pasajes en encéfalo de

virus proveniente de ratones sacrificados despues del desarrollo

de 1a enfermedad que, como sabemos, es producto de 1a encefalitis

timodependiente, se obtuvo un aumento del porcentaje de virus de

placas pequeñas.

DDxicas esteistsnts 599:: retenes4-5-4-Eisste gs La inisgsien

y ggesygs

Es sabido que durante la infeccion persistente el virus puede

evolucionar modificando su patogenicidad para distintos huéspedes

BB



(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 utilizaron ratones de las cepas Rockland y Halb/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

resultados se exponen en 1a Tabla 27. Dos hechos pueden deducirse

de esta Tabla: a) en casi todos los sobrevivientes fue posible

aislar virus infeccioso; b) El virus extraido de animales

persistentemente infectados tiene una capacidad similar al

parental para establecer una infeccion persistente.

-:E x ¿í dias g. edad

Se titulo simultáneamente el virus en_ratones Rockland y por

plaqueo 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 ratón, similar a la que ocurre con el virus

parental.
El índice de letalidad en ratones de 14 dias ha sido

propuesto con marcador de atenuación por Contigiani et 31.,

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

B9



ÏABLA 27

SDBREVIDA DE RMDNES INFECÏADDS ARIES DE LAS 24 HORAS CDR VIRUS

PRDCEDERÏE DE RMDNES PERSISÏERÏEHENIE INFECÏADDS

ORIGEN DEL VIRUS INDCULADD ANIHALES IRFECÏADDS

Ratón Dias flor/010913 R D C K L A R D 8 A L 8 l C

Nro. p.í. de placas sobrevidaa aislaníentob sobrevida aislaniento
n/Ï n/Ï n/Ï n/T

1 45 estándar 3/8 2/2 5/7 1/1

3 45 estandar 1/6 3/6

4 45 estándar 2/10 1/1

6 45 turbia 3/11 3/3 7/8 2/2

7 45 turbia 2/12 1/2 2/4 1/1

8 45 estándar 4/16 2/3

10 100 estándar 4/18 2/2 3/9 1/1

11 100 turbia 0/8 2/12 2/1

12 100 estándar 3/12 1/1 NR NR

13 100 turbia 2/12 1/1 4/9 1/2

a) Sobrevida a los 45 dias p.i.
b) Aislaliento por cocultivn de enté/aln a los 45 días p.i.
n/I: Nro. de sobrevivientes/ total de anilales infectados.

los ratones fueron ínatulados con 10 UFPpor vía 1.:.



IABLR 28

DEÏERI‘IINACIDN DE INDICES DE LEÏALIDAD EN RAÏD’ES DE 2 Y 14 DMS DE

VIRUS RESCMADD DE RMDNES PERSISÍENÍEHENIE INFECMDDS

Días Morfología Indice de Letalídad
Raton

p.i. de placas 2 dias 14 días

1 45 estándar -l l

3 45 estándar 0 1.3

4 45 estándar 0.3 1.2

6 45 turhia 0.3 NR

7 45 turbio 0.5 0.9

8 45 estándar 1.0 NR

10 100 estándar 0.9 NR

ll 100 turbía 0.9 2.2

l2 100 estándar 0.6 1.1

13 100 turhia 1.1 2.6

Parental estándar 0.5 0.6

a) Indice de letalidad = log titulo UFP/titulo DICISO,Iedido sobre
alplificaciones efectuadas en células Vero.

b) Se considero estándar a las placas lititas y de talaho 0.6-0.B Il
inducidas por el virus parental.



logaritmo del titulo determinado por UFPera mayor en 2 o más

unidades al logaritmo del titulo obtenido por mortalidad de

ratones de catorce dias.

Segun este criterio, en dos de ocho casos se registró

atenuación cercana a1 valor limite.

Essays;

-vSe ensayaron o aislamientos en cobayos de 300-400 gr de peso,

uno de ellos provenía 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 los dos aislamientos de 100 dias pi mató mas

tardiamente a dos de los tres cobayos infectados indicando una

leve atenuación. Sin embargo, los otros dos aislamientos fueron

letales para todos los cobayos infectados.

Los resultados expuestos mostraron que existe muy poca

variación en la capacidad patogénica del virus persistente con

respecto al parental en ratones y cobayos, aunque el número

utilizado de estos últimos fue reducido.



IABLA 29

EFECTO DE LA INFECCIDN DE CDBAYDS CON VIRUS PROVENIENÏE DE RAÏDNES

PERSISÏENÏEHENÏE INFECÏADDS

Origen del Haterial

Ratón de 45 dias pi

Placas llticas

Ratón de 100 dias pi

Placas llticas

Raton de l00 dlas pi

Placas turbias

Cohayo

Nro.

Dia de

Huerte

22

Autopsia

Petequias en celular sub­
cutáneo.Contenido estola­

cal heeorragico. Heeorrá­
gias en puleón.

Banglios heeorrágicos.
Pullún heeorráqico.

Contenido estolacal heeo­

rrágico. Ganqlios helorrá­
qicos.

Esplenoeegalla. Heeorrá­
gias en pullón. Petequias
en celular subcutáneo.

Conqestivo.
lia.

Esplenolega­

Petequias en celular sub­
cutáneo.

Contenido peritoneal helo­
rráqico, congestivo.

Sobrevivio durante el pe­
riodo de observacion.

a) Cobayos infectados con l0 UFPpor vla ie.



5- Hisgusign­

Los resultados expuestos aqui, referidos a la infección

persistente del raton con virus Junin, constituyen otro modelo

experimental para el estudio de la infeccion persistente por este
virus "in vivo".

Estos estudios se centraron en la relacion que se establece

entre el virus y el huésped, dejando en segundo plano aspectos

de la {isiopatologia de la infección.

Durante la búsqueda de un esquema experimental que permitiera

obtener ratones infectados con virus Junin en forma persistente,

se corroboro 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 raton en­

sayadas,los porcentajes de mortalidad correspondieron a los datos

conocidos (B9), (92), con la excepcion de la obtenida con virus

termosensible, que pueden tener menor virulencia (130).

Tambiénse corroboro la escasa mortalidad que la infección con

este virus induce en el raton adulto (91), (92), a excepcion de

los animales pertenecientes a la cepa 03H, de los cuales

recientemente se ha informado que poseían sensibilidad a la

infeccion con la cepa XJ de VJ (103).

Sin embargo, se encontraron en los ratones lactantes

diferencias en el porcentaje de sobrevida según la edad, dosis e

inoculo viral. Algunos de ellos, comoel llamado efecto de alta

91



dosis (mayor sobrevida a dosis mayores), ya habian sido

registrados (B9).
La sobrevida del ratón neonato estuvo asociada a 1a

persistencia viral, ya que de los ratones sobrevivientes a 1a

infeccion durante los primeros tres meses de vida, se pudo

rescatar virus infeccioso en forma regular a los 45 dias post­

infección. En cuanto a los sobrevivientes a la infección

efectuada a los diez o mas dias de edad, no se demostró

persistencia viral.
Si se comparanestos resultados con los obtenidos con el virus

LCM,prototipo de la familia Arenaviridae (54), la diferencia mas

notable es que con LEM los ratones lactantes sobreviven

regularmente con infección persistente, mientras que los adultos

mueren a1 ser inoculados por via intracerebral. Sin embargo, los

adultos sobrevivientes eliminan el virus (18), lo que constituye
una similitud con nuestro modelo.

Los mecanismospor 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 (BB), en tanto los de mas

edad podrian hacerlo generando una rapida eliminación del virus

(91), acompañadade actividad supresora de la hipersensibilidad
retardada (102).

Al estudiar las condiciones que contribuyen a obtener sobrevida

con persistencia viral, se encontro que las Óptimas fueron



infectar ratones menores de 24 horas de vida con 10 UFPde la

cepa XJ del virus Junin. En dichas condiciones se obtuvo una

sobrevida cercana al 50% en ratones de la cepa Balb/C y

aproximadamente el 22%para la cepa Rockland mientras que en las

cepas NIH y 03H practicamente no hubo sobrevivientes. La

diferencia de susceptibilidad de ratones de distinto genotipo ha

sido registrada para otros arenavirus comoLassa (131) y LCM

(54). Con este último virus también se obtiene mayor sobrevida

en Balb/c que en C3 H (54).

Por el contrario, no se conocen en 1a literatura, hasta el

momento, datos sobre diferencias de mortalidad causada por

infeccion viral de ratones nu/+ y +/+.

En este trabajo se pudo comprobar una mayor sobrevida en los

ratones heterocigotas de genotipo nu/+ de la cepa Balb/C

infectados con VJ cuando se los comparaba con los ratones de

genotipo salvaje. Los ratones nu/+, crias de hembras eutimicas

+/+ y machos atimicos nu/nu, presentaron una sobrevida superior

al 902, a diferencia de los genotipo +/+ cuya sobrevida fue del

51%.

Si bien esta diferencia de susceptibilidad entre ratones +/+ y

nu/+ no registra antecedentes, es explicable teniendo en cuenta

que los ratones heterocigotas presentan anomalías en el

desarrollo del timo (132). Ademasse ha publicado que presentan

diferencias con los de genotipo +/+ en el recuento de leucocitos

y mastocitos lo que demostraria que el gen salvaje no tiene



dominancia absoluta sobre el gen nu.

Sin embargo,esta diierencia de susceptibilidad se registró
solo cuando los animales fueron infectados antes de las 24 horas

de vida. Ratones heterocigotas infectados a las 4B 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 la persistencia. Se demostro que la cepa

prototipo XJ indujo mayor sobrevida con infeccion persistente que

la atenuada XJC13. Un efecto similar se produce en ratas de dos o

tres dias infectadas por via intracerebral (133). La inoculación

de estos animales con la cepa XJ permite la sobrevida de la mayor

parte de los animales con persistencia viral. Por otro lado

aquellas ratas inoculadas con la Cepa atenuada mueren casi en su

totalidad (BB).

Es interesante señalar que la cepa XJ013es atenuada para el

hombre (52) y el cobayo (70) y produce en ellos menor

inmunodepresión que la cepa prototipo XJ (77), patógena para

ambos huéspedes. Ya que en estos huéspedes la patogenia no se

debe a una respuesta inmunecelular seria lícito suponer que la

inmunodepresion puede jugar un papel agravante de la enfermedad.

En cambio en el ratón (101) y en la rata infectados por via

intracerebral (134), donde el mecanismo de la enfermedad

involucra la respuesta celular, la inmunosupresionpodria jugar

un papel protector.

La mayor sobrevida obtenida con dosis de 10 UFPrespecto a la
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resultante de la infección con dosis menorespodria explicarse

por fenómenos de autointerferencia. Sin embargo, se comprobó

que ratones inoculados con esa dosis tienen concentraciones

virales en encéfalo semejantes a las alcanzadas con dosis me­

nores.

La posibilidad de autointerferencia comocausa de sobrevida y

los antecedentes sobre acumulación de interferencia in vivo, e in

vitro llevaron a afectuar pasajes en altas dosis de virus Junín

por enceialo o medula espinal de ratones. Pero la inoculación de

etos materiales no produjo resultados concluyentes que permitan

asignar responsabilidad a las partículas Dl en esta infección.

La mortalidad temprana (hasta el dia 10 pi) inducida por la

inoculación de los pasajes disminuyó en varios de los esquemas

experimentales seguidos. Estos resultados podrian ser explicables

por la acumulación de particulas Dl tal comoocurre 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 participación

de las particulas DI en el establecimiento de la infección

persistente en este modelo, pero estas particulas no pueden ser

descartadas comoun 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 inmuneademasde interferir con la

replicación viral (136).

Es de destacar que la edad del ratón en el momento de la

inoculación es un factor fundamental en el establecimiento de la

infección persistente, ya que se demostró que en los ratones de

mas de un dia la susceptibilidad fue mayor que en los de menos de

24 horas. Este es un fenómeno similar al que se da en la

infección de ratón con LCM(20),que sobreviven con persistencia

viral si son inoculados en las primeras horas de vida o en ratas

infectadas con la cepa XJ de este virus (77) que dan un 90/951 de

sobrevida con persistencia viral si son infectados antes de los 3
dias.

La participación del interferón, otro factor que podria influir

en el establecimiento de la infección persistente no fue

estudiada aqui, aunque dado que los arenavirus no son buenos

inductores de interferón (54) podria esperarse que no cumpliera

un rol importante.

Se ha encontrado en cambio una asociación entre la infección

temprana de timo y medula ósea y la sobrevida, como se ha

propuesto para la infección de virus Tamiami (115) y LCM (116)

en sus huespedes naturales. Esta infección timica puede

explicar las di+erencias presentadas aqui en 1a subrevida de

ratones infectados con virus Junin a distintas edades o con

distintas cepas virales ya que se demostró mayor sobrevida en

los grupos donde la infección timica era mayor. En la

infección del ratón con virus LCN, se ha comprobado que se
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infecta una subpoblacion específica 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 seleccion cional que se produce en el timo a

edades tempranas (138), 1a infeccion de ese organo en las

primeras horas de vida puede constituir un factor clave en 1a

evolucion posterior de la infeccion hacia la sobrevida con

infeccion persitente.

Existen numerosos datos en la literatura que señalan que la

encefalitis en el raton 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 1a

mortalidad y las lesiones encefaliticas, mientras que 1a

transferencia de esplenocitos a ratones timectomizados revierte

el efecto protector de la timectomía (93). Ademasse ha hallado

que los ratones congenitamente atimicos muestran títulos

elevados de VJ en encefalo pero no presentan encefalitis (94),

y se ha demostrado recientemente que se puede inducir 1a muerte

de estos animales mediante la transferencia de esplenocitos de

ratones previamente infectados (95).
Los ratones eutimicos lactantes deben eludir o disminuir esa

encefalitis timodependiente para sobrevivir, ya sea presentando

poco antígeno en encefalo, 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 letalidad

para el raton lactante. Esta variante practicamente no replica
en el encefalo 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

infeccion, que se tratan aquí, la sobrevida estaria dada por

tolerancia parcial. Los resultados que se obtuvieron, que son

congruentes con esa hipótesis, son los siguientes:

a) La mayor sobrevida en los ratones de menor edad, en los que se

sabe es mas facil inducir tolerancia.

b) Las concentraciones virales en encefalo 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.

Ütro intento de establecer la infeccion persistente en el

raton con virus Junín se llevó a cabo infectando hembras

apareadas, con el fin de conseguir trasmisión vertical del virus

y estudiar la probable persistencia viral en las crias así
infectadas.
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La transmisión vertical del virus fue aleatoria y se pudo

rescatar virus infeccioso sólo en un porcentaje reducido de

crias. a pesar de que muchas de ellas presentaron un cuadro

neurológico. Es posible que la infeccion ocurra durante la

lactancia ya que los intentos de rescatar virus a los 3 dias de

edad no tuvieron exito. La búsqueda de antígeno viral a los 50

dias post infeccion dio resultados positivos en un porcentaje
reducido de animales.

A diferencia de lo que ocurrió aqui con virus Junin, con el

virus LEM se obtiene +acilmente transmision vertical por

infección “in utero" obteniéndose de este modo infección

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 neurológicos espontáneos durante el período

observado (ó meses). Debe tenerse en cuenta, sin embargo, que en

la infección crónica con virus Junin en la rata, el modelo

experimental mas semejante, se observa un cuadro neurológico

tardío, a veces superado el año de la infección. Asimismo son

tardias las consecuencias patológicas de la infeccion del ratón

con LCM.

El estudio histopatolóqico del encefalo a los 100 dias pi

demostro cuadros correspondientes a una meninqoencefalitis leve,

asociada a la presencia viral. Estos cuadros 1a diferencian de la

infección persistente en el mismohuésped con virus LCM, que

transcurre sin procesos inflamatorios, y del virus
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Tamiamique provoca necrosis en encefalo (54). La infección en la

rata con virus Junin transcurre con un cuadro encefalítico

semejante, pero en este caso el virus puede provocar una

hipoplasia cerebelosa que no fue observada en el ratón.

Como en otros huespedes experimentales tales como la rata

(60), Akodon (61) y cobayo (62), los titulos del virus Junín caen

hasta hacerse indetectables por métodos directos pero 1a

presencia viral pueden ponerse de manifiesto mediante cocultivos

o por inmunomarcacion.En este sentido, esta infección difiere de

1a que se desarrolla en ratón con LCM,en Calomys musculinus o

C. Callidus con virus Junin y otros arenavirus en sus huéspedes

naturales, en los que es facil detectar virus infeccioso. Es

decir, que si bien el virus Junin es capaz de establecer

infeccion persistente en huespedes experimentales, las mismasson

poco productivas.

Conrespecto a los factores que regulan la multiplicación del

virus en el animal persistentemente infectado, es obvia la

importancia del sistema inmune en 1a disminución de los titulos

virales, ya que la comparaciónde estos titulos en ratones

atimicos (63) o timectomizados (64) y los eutímicos demuestra que

en los dos primeros se obtienen titulos varios logaritmos más altos

que en los últimos. Sin embargo, pareciera que una vez que la

presencia viral evoluciona hacia titulos muybajos pueden existir

otros mecanismosde regulación de la producción viral, tales

comovariantes virales con moderadacapacidad de replicación.

1 (Jl)



Los anticuerpos no parecen juqar un rol decisivo en la

requlacion viral en encefalo.

Los hechos que apoyan esta hipótesis son los siguientes: a) no

se observa una relacion clara entre títulos de anticuerpos y

detección del virus, ya que aqui se demostro presencia viral aún

en presencia de altos titulos de anticuerpos en suero y liquido

cefalorraquideo; b) los tratamientos con inmunosupresores,

ensayados aqui como ciclofosfamida o nitrosourea (CCNU),que

atraviesa la barrera hematoencefalica, que provocan una caída

en el titulo de anticuerpos, no producen reactivación viral; c)

ratones tratados con ciclofosfamida y posteriormente con

inmunosuero presentan altos títulos virales en encefalo (65);

d) ratones adultos deficientes en 1a respuesta B eliminan

eficientemente el virus de encefalo (bb).

Por el contrario los anticuerpos netralizantes pueden jugar

un rol importante en limitar la distribucion viral fuera del

sistema nervioso central, ya que el virus fue detectado en pocas

oportunidades en otros organos.

Con respecto a la respuesta Celular se ha comprobadoque es la

responsable de la eliminacion del virus (67), en el ratón en 1a

edad adulta. Sin embargo, los esplenocitos provenientes de

ratones persistentemente infectados con virus Junin carecen de

capacidad para inducir la muerte o la eliminacion del virus de

ratones atlmicos infectados, capacidad que si poseen los

esplenocitos provenientes de ratones infectados por Via
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intraperitoneal cuando se obtienen en la fase aguda de la

infeccion. Ademas,los esplenocitos provenientes de ratón

persistentemente infectado carecen de capacidad para acelerar la
muerte del ratón eutimico inoculado con virus Junin.

Un último factor dependiente del huésped estudiado fue la

participación del interferón acido resistente, que no fue

detectado ni en suero ni en encefalo de ninguno de los animales

estudiados. Este resultado es similar al obtenido en los ratones

persistentemente infectados con virus LEM(69).

Entre los factores de regulación que dependen del virus se

estudió por un lado la presencia de interferencia homóloga, y por

otro lado, la evolucion 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 Junín se

ha estudiado su presencia en cultivos celulares infectados y en

pasajes concentrados en encefalo de raton (72). En nuestro caso

1a determinacion de particulas interferentes se vio dificultada

por la presencia en encefalo de un factor que interfiere la

replicación viral "in vitro", algo similar a lo que ocurrió en C.

musculinus persistentemente infectados con este virus (73). Si

bien se demostróinterferencia viral "in vitro", esta resultó
sólo parcialmente neutralizable y solo en parte pudo ser retenida

por filtros de 50 nm. Nose realizaron otras caracterizaciones,

como concentración por ultracentrifugacion o sensibilidad a
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radiación ultravioleta que han sido utilizadas para caracterizar

las particulas defectivas en virus Junín (73).

A pesar de la interferencia viral "in vitro" que presentaron

los homogeneizados de encéfalo de ratón lactante, éstos

no alteraron el curso de la enfermedad en estos ratones. Sin

embargo, el efecto de las posibles partículas interferentes no

debe ser descartado ya que por su localizacion en el encéfalo de

raton persistentemente infectado pueden tener un efecto diferente

del que ejercen al ser diluidas para su inoculación.

Dtro factor que debe tenerse en cuenta durante la infecciún

persistente es la aparicion de mutantes con propiedades distintas

al virus parental (126).

Aquí se estudió la morfología de placas, la capacidad de

producir acción citopatogénica, la termosensibilidad y

termolabilidad y la capacidad letal para el huésped.

La aparición de poblaciones virales termosensibles que se han

encontrado en la infección persistente "in vitro" con virus Junín,
fue esporádica en la infeccion persistente "in vivo". En cambio,

la aparición de virus de placas turbias o con menor capacidad de

producir acción citopatnpática, se dio en más casos, aunque no

fue general. Sin embargo, todas las poblaciones ensayadas fueron

letales para ratones de ? a 14 días y difirieron poco en su

capacidad de generar infección persistente en el ratón lactante

respecto del virus parental.

Tambien es posible que la regulación de la replicación viral

sea efectuada por mecanismospropios del virus,que dependen del
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caracter "ambisense" de su genoma (31). En el encefalo del

ratón infectado con LEM la proporcion de glicoproteínas

presentes disminuye con el tiempo y aumenta la presencia de

nucleoproteína (139) debido a la regulación de los RNA

mensajeros correspondientes presentes en esas celulas (140).

La mayor intensidad de la marcación citoplasmática con

inmunoperoxidasa en neuronas de los ratones persistentemente

infectados con VJ comparadas con ratones en fases tempranas de la

infeccion podria corresponder a un fenómeno semejante, que se

podria estudiar con anticuerpos monoclonales caracterizados o

con sondas especificas para los RNAmensajeros virales.

Con respecto a los estudios de la progenie viral,e1 aspecto

más interesante fue que la evolución de sus propiedades dependió

de que el virus replicara en un animal eutimico o atimico. Las

poblaciones virales provenientes de ratones eutimicos generaban

placas turbias, ya citadas para VUen infección persistente "in

vitro" (141) o liticas pequeñas, con menor capacidad de

producir efecto citopático y de crecimiento algo más lento que

las correspondientes al virus proveniente de animales atímicos.

Estas diferencias son semejantes a las obtenidas entre distintas

cepas del VJ (142). La respuesta inmune timodependiente podria

ser la responsable de esta divergencia.

Una probable explicación es que, en los ratones eutímicos, el

virus de crecimiento más rápido exprese antígeno viral sobre

1a superficie celular con mayor profusión, haciendo a las



celulas que infecta blanco de la respuesta celular, ejercida por

los linfocitos T. Esta presión selectiva debida a la inmunidad

celular no Histe en el ratón atimico, permitiendo la

proliferación del virus de crecimiento mas rapido. Un

experimento adicional, que demostró predominio de placas

pequeñas cuando el virus era cosechado del encéfalo de ratones

despues de las manifestaciones encefaliticas, parece confirmar

esta hipótesis. 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 hipótesis.

Un tema interesante de estudio es el mecanismopor el cual

disminuye la presencia de virus en el sistema nervioso central

sin daño neuronal evidente. Queesto ocurre asi se ve reflejado

en la disminución de titulos virales en encefalo y de

celulas con antígeno Junin en este órgano. Este proceso no va

acompañado de enfermedad evidente, ni el cuadro histológico

demuestra necrosis o tejidos cicatrizales. Si bien no se

realizaron estudios morfometricos, resulta evidente que el

antígeno viral es eliminado de las neuronas sin la destrucción
de estas.

Por xperimentos de hibridización del RNA viral se ha

demostrado que en ratones infectados en forma persistente con

virus LEMy transferidos con esplenocitos inmunes se produce una
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eliminación del virus de las neuronas sin destrucción de ellas.

Las subpoblaciones responsables de esta limpieza son los

linfocitos Thy 2 y Lyt 2,2 y es posible que este involucrado un

mecanismo mediado por linfoquinas (143). En nuestro modelo este

fenómenoocurriría espontáneamente.

La comprension de los mecanismos de eliminación de virus en

sistema nervioso central tiene un valor terapeutico potencial.

Unapregunta central de esta tesis, a saber, por que sobrevive

el animal en presencia de antígeno 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 infección de animales singeneicos transferidos.

Por otra parte, ni el tratamiento con inmunosupresores ni la

transferencia celular, asi comotampoco la combinación 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 infección sea la disminución o retardo en

la respuesta inmune. En tanto que los mecanismos que regulan la

replicación viral y la expresion antigénica podrían jugar un

papel importante en etapas posteriores.



ó.Conclusiones

1)

4)

ó)

La infeccion persistente con virus Junin se establece

regularmente en los ratones sobrevivientes a la infeccion por
via intracerebral antes de las 24 horas de vida.

Existe una asociacion entre la infección temprana del timo y

el establecimiento de la infeccion persistente.

La infección 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 regulacion de la replicación viral depende del sistema

inmune del huésped y de la seleccion de virus con moderada

capacidad de multiplicación. Asi mismo, se detectan

variaciones en morfologia de placa, citopatogenicidad y

antigenicidad en las poblaciones virales aisladas de la

infeccion persistente.

La evolucion de las propiedades virales varia según se

obtenga el virus de ratones eutimicos o atímicos.

Ni los tratamientos con' inmunosupresores ni la

transferencia de esplenocitos alteran el curso de la

infeccion persistente.
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