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aprox.: aproximadamente. .
ADN:ácido deoxiribonucleico.
ARN:ácido ribonucleico.
mARN: ARN mensajero.
cél: célula/s.
CI: centros infecciosos.‘uCi: microcurie/s.

CP: células peritoneales.
cpm: cuentas por minuto.
CR: cultivos primarios de cerebro de ratón.
d: día/s.
De: dalton/s.
KDa:kilodelton/s.
DI: partículas defectivas interferentes.
DICTso:dosis infective 50%en cultivo de tejidos.
DLso: dosis letal 507.
DOC:deoxicolato de sodio.
EC: cultivos primarios de embrión de gimi.
ECS: cultivos de embrión de Qimi persistentemente
XJClS.
EC7: cultivos de embrión de Sim; persistentemente
0167.
EDTA:ácido etilén-diamino-tetracético.
ER: cultivos primarios de embrión de ratón.
ERS: cultivos de embrión de ratón persistentemente
XJClS.
ER7 cultivos de embrión de ratón persistentemente
0167.
FHA:fiebre hemorrágica argentina.
g: gramo/s.
ug: microgramo/s.
mg: miligramo/s.
GPC:precursor de las glicoproteines.
GPl: glicoproteina de envoltura 1.
GP2 = GPSB:glicoproteína de envoltura 2.
h: hora/s.
I.A.: índice de atenuación.
1.0.: intracerebral.
i.m.: intramuscular.
i-p-: intraperitoneal.
IFN: interferón.
LCMV:virus de le coriomeningitis linfocitica.
log: logaritmo decimal.
ml: mililitro.
ul: microlitro.
MBE:medio basal de Eagle.
MEM:medio minimo esencial.
m.i.: multiplicidad de infección.

iv

infectados

infectados

infectados
infectados

con

con

COD

con



min: minuto/s.
NP: nucleoproteina.
PAGE-SBS: electroforesis en geles de poliacrilamida en
condiciones desnaturalizantes.
PBS:buffer fosfato salino.
p.i.: post-infección. '
PM: peso molecular.
PPO:2,5 difenil-oxazol.
POPOP:1,4 bis (4-metil 5-fenil 2-oxazolil) benceno.
RC: cultivos de riñón de Q+mLadulto.
ST: suero de ternera. '
TEMED:1,2-bis (dimetilamino) etano.
Tris: tris (hidroximetil) aminometano.
ts: termosensible.
UFP: unidades formadores de placa.
V3: células Vero persistentemente infectadas con XJCl3.
V7: células Vero persistentemente infectadas con 0167.
VJ: virus Junín.
VSV:virus de la estomatitis vesicular.
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Las primeras clasificaciones de los virus animales agruparon
a los mismosde acuerdo a las caracteristicas de las enfermedades
que estos agentes producían, ya sea en humanos o en animales. A
fin de lograr una clasificación másobjetiva, a este aspecto,
puramente descriptivo y sin fundamento taxonómico, se le han ido
sumando, con el transcurso del tiempo y el desarrollo de la
tecnología, otra serie de criterios que incluyen conceptos
básicos acerca de la estructura de los virus, su contenido
genético y sus mecanismos de multiplicación. Es asi como
actualmente, el concepto de fenotipo viral surge del conjunto de
las características propias de un virus expresadas no solamente a
nivel biológico, sino también bioquímico, genético y físico
químico.

Los estudios del comportamiento biológico de un virus pueden
desarrollarse in vivo o in vitro. En el primer caso se tienen en
cuenta los aspectos referidos a las enfermedades producidas en
hospedadores naturales y en animales de laboratorio utilizados
comomodelos de infección experimental. En el segundo caso se
consideran las caracteristicas que se manifiestan durante la
multiplicación de un virus en cultivos celulares.

La caracterización a nivel bioquímico y genético abarca el
estudio de la composición, función y organización de los
principales componentesdel virus: ácido nucleico y proteinas y
la participación de los mismosen la estrategia de replicación
viral.

Por último, la investigación de los parámetros fisico
químicos apunta a la dilucidación de la estructura de los
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- Introducción

distintos componentesdel virus y de los factores que determinan
su ordenamiento y distribución espacial en el virión.

Estos tres niveles están conectados entre si, de forma que
las variaciones detectadas en uno de ellos son una causa o un
efecto de alteraciones en los otros dos. En los últimos años se
han investigado este tipo de relaciones, fundamentalmentecon el
objeto de conocer las bases moleculares en las que se sustenta un
determinado comportamiento biológico, completando de esta forma
los estudios descriptivos de la patogenia viral.MWWJQWMMMM

El fenotipo de un virus. definido de acuerdo a los tres
niveles mencionados. está sujeto a cambios que ocurren con mayor
o menor frecuencia. Estas modificaciones. que pueden producirse
ya sea sobre el virus en su fase extracelular (viriones) o
durante la replicación del mismo, se deben a mutaciones,
espontáneas o inducidas. La consecuencia directa del proceso de
mutación es el aumento en la variabilidad genética de la
población viral.

Las mutaciones espontáneas son más frecuentes entre los
virus oon ARNcomo material genético respecto de aquellos con
ADN,debido probablemente a que el sistema replicativo del ARN
carece de enzimas correctoras y por lo tanto la probabilidad de
que surjan errores durante dicho proceso aumenta. La inducción de
mutaciones se emplea cuando se desea aumentar la frecuencia de
variabilidad natural mediante el uso de agentes mutágenos.

No solamente las mutaciones contribuyen al aumento en la
heterogeneidad de la población viral. En el caso de los virus con
genomas fragmentados, el rearreglo de los trozos de material
genético es un proceso muy frecuente que conduce a la
variabilidad, también puede ocurrir recombinación intramolecular
en virus con genomas no fragmentados.

Los cambios en las propiedades del virus, que ocurren
nL



—Introducción

durante una infección, dan lugar a la aparición de progenie con
caracteristicas distintivas-respecto del virus original, el cual
se conoce comovirus parental o salvaje. El aislamiento de las
nuevas poblaciones se realiza aplicando una presión de selección
sobre un aspecto definido del comportamiento biológico,
obteniéndose de esta manera cepas, tipos, mutantes o variantes
virales que difieren del virus parental.

Si bien las mutantes pueden aislarse a partir de infecciones
tanto in vitro como in vivo, la caracterización de las mismasse
realiza frecuentemente de acuerdo a las propiedades ensayadas en
cultivos celulares. Es asi que han podido definirse algunos
fenotipos característicos, siendo los másestudiados las mutantes
de morfología de placa (según la citopatogenicidad en un
determinado sustrato celular), las mutantes de rango de
hospedador (según la capacidad de multiplicación de acuerdo al
origen de las células del cultivo), las mutantes termosensibles
o frias (de acuerdo a la incapacidad de multiplicar a determinada
temperatura) y las mutantes de deleción (según la necesidad de un
virus "helper" para poder replicar).

cJ_Emnlsp_ds_mutantss_en_lgs__asLudigs_ds_p_amgmgidad_z11m
Las clases de mutantes antes mencionadas pueden presentar

combinaciónentre los distintos fenotipos descriptos y además
exhibir un comportamiento in vivo particular, manifestando una
alteración respecto de la cepa salvaje en sus propiedades de
patogenicidad y virulencia.

La patogenicidad de un virus se define a través de la
capacidad que el mismo posee para causar, en el hospedador
infectado, un cuadro clinico particular que puede llevar a la
enfermedad o muerte del animal. La severidad de la patología
producida se correlaciona con el grado de virulencia del agente.
Cuandola infección resulta subclinica o inaparente, es decir
asintomática, se dice que el virus resulta no patógeno o

3



- Introducción

avirulento. Del mismomodo, cuando se estudian las infecciones in
vitro, puede ocurrir que el virus replique sin producir
alteraciones visibles en las células o que, por el contrario,
ocasione un daño celular evidente conocido comoefecto citopático
o acción citopatogénica (ACP).

Los estudios de la patogénesis viral se inician a partir del
momentoen que el virus ingresa al organismo. Las vías naturales
de entrada más frecuentes se ubican a lo largo del tracto
gastrointestinal y del aparato respiratorio e incluso, en ciertos
casos, las mucosasque revisten estos sistemas resultan el sitio
de multiplicación viral. Este evento, en otras ocasiones, no
sucede sino hasta que el virus, luego de atravesar las mucosas,
llega, de acuerdo a su tropismo, al tejido u órgano blanco donde
es capaz de replicar. Desde allí puede luego dispersarse, via
sistema circulatorio hacia el resto del organismo. A su vez, el
hospedador responde a este proceso montando los mecanismos de
defensa a través del sistema inmune. Esta respuesta también se da
en las infecciones inaparentes y es un claro indicio de que el
hospedador ha estado en contacto con determinado virus a pesar de
no haber presentado signos de morbimortalidad. De esta forma la
infección se circunscribe. el virus se elimina y el animal se
recupera. Sin embargo puede suceder que, ya sea por fallas en el
sistema inmune o como una consecuencia natural de la infección,
el virus no desaparezca del organismo, pudiéndoselo aislar en
forma continua o discontinua en las infecciones persistentes.

Surgen entonces de lo expuesto tres aspectos claves en la
determinación de la patogenicidad: el tropismo viral, la
capacidad de crecimiento del virus una vez que llegó al sitio de
replicación y la interacción del mismocon el sistema inmune. La
aplicación de mutantes virales al estudio de estos aspectos
permitió conocer la función de los distintos componentesdel
virus responsables de los mecanismos que llevan a la
patogénesis.

Usualmente, como primer paso en este tipo de
4



—Introducción

investigaciones, se trata de correlacionar la patogenicidad in
vivo con el comportamiento del virus en un sistema celular in
vitro. Asi ha sido posible demostrar la asociación entre el
fenotipo ts de ciertas mutantes con su atenuación en virulencia
(11,48,64,83,95), como asi también la correlación entre el rango
de hospedador in vitro y la patogenicidad in vivo (6,36,97,105).

Como paso siguiente, se procede a identificar las
alteraciones moleculares o bioquímicas, que pudieran ser las
responsables del comportamiento biológico particular de la
mutante. Las modificaciones en el genoma pueden conducir a un
producto génico alterado o, si se producen en regiones no
codificantes, pueden afectar los procesos de replicación o
transcripción del ácido nucleico.

El hecho de que muchas variantes atenuadas se comporten en
forma diferencial, respecto del virus parental, en ensayos de
neutralización con inmunosueros específicos o anticuerpos
monoclonales, indica que entre las proteínas de ambos virus
existen diferencias estructurales (78,101,102). Estas
diferencias, debidas a las proteínas externas del virión
responsables de la inducción de los anticuerpos neutralizantes,
son sumamente importantes en la determinación de la
patogenicidad, tanto para virus envueltos comodesnudos.

En el caso de los virus con envoltura, el rango de
alteraciones detectadas dentro de los togavirus entre cepas
atenuadas y virulentas abarca desde variaciones en el número y PM
de las glicoproteinas de superficie (120) hasta cambios leves en
las propiedades bioquímicas de las mismas (43) e incluso
sustituciones de un único aminoácido en su estructura (41).

Dentro de los virus desnudos, en el caso de los reovirus se
logró identificar a un determinado gen y a su producto como
responsables de un fenotipo atenuado, definido ya sea por un
tropismo viral alterado o por un crecimiento restringido en el
órgano blanco (47). En virus Polio, mediante estudios de
secuenciación, no solamente se comprobaron diferencias en los
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genes correspondientes a proteinas de la cápside de cepas
vacunales y virulentas, sino que además se consiguió demostrar
que el cambio de un solo nucleótido en una región no codificante
del genomaes capaz de alterar el neurotropismo viral (44,71).

La actividad diferencial de ciertas enzimas virales comoADN
polimerasa y timidina quinasa también está involucrada en muchos
ejemplos de variantes atenuadas, comoen el caso del virus Herpes
simplex (45,46). Del mismo modo. en virus Polio se comprobó que
la eficiencia en la traducción in vitro del mARNviral de cepas
patógenas y atenuadas se correlaciona con el grado de virulencia
de las mismas (103).

Por último, quedan por mencionar las mutantes de deleción.
que surgen espontáneamente durante el transcurso de las
infecciones, tanto in vitro comoin vivo. Conocidas con el nombre
de partículas defectivas interferentes (DI). son capaces de
modular los niveles de infectividad por competencia con el virus
salvaje, hecho que determinaría la evolución de la infección
(26.60).

Todos estos estudios apuntan fundamentalmente a la
comprensión de los mecanismossubyacentes a la patogénesis viral,
ya que el conocimiento de las bases moleculares de la virulencia
resulta' imprescindible en la prevanción y tratamiento de las
enfermedades causadas por virus. Los avances en el desarrollo de
vacunas, en cuanto a su seguridad y efectividad. así comolos
éxitos obtenidos en las terapias antivirales dependen
directamente de los resultados surgidos de los estudios acerca de
la estructura viral y su antigenicidad y de la virulencia y las
bases genéticas que la sustentan.

JII) Ñ7IIRIJE5 ¿TLIDÍIIQ

J I E l]. e l .1

La familia Arenaviridae agrupa una serie de virus envueltos.
con genoma de ARNsimple cadena y con morfología característica
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debido a la presencia de ribosomas celulares en el interior de
los viriones. Entre los mismosse incluye al virus Junín (VJ),
agente etiológico de la enfermedad denominada fiebre hemorrágica
argentina (FHA), también conocida como “mal de los rastrojos".

Los miembrosde esta familia pueden clasificarse de acuerdo
a sus propiedades antigénicas en dos grandes grupos: arenavirus
del viejo mundoy del complejo Tacaribe. Dentro de los primeros,
se encuentra la especie tipo: el virus de la coriomeningitis
linfocitica (LCMV),de amplia distribución geográfica, al que se
suman los virus africanos Lassa, Mobala y Mopeia. El complejo
Tacaribe abarca nueve especies de virus americanos: Tacaribe.
Machupo, Junín, Amaparí, Pichindé, Paraná, Tamiami, Flexal y
Latino.

El genomade los arenavirus está formado por dos fragmentos
de ARNque se denominan. según su tamaño, L (large) de 2-3.106 Da
(33 S) y S (small) de 1,3.106 Da (25 S) (13,110).

De acuerdo a la especie, los viriones purificados pueden
presentar dos o tres proteínas estructurales mayoritarias: una
nucleoproteina de 60-68 KDa (NP) y una (Tacaribe y Tamiami) o dos
(LCMV,VJ. Lassa y Pichindé) glicoproteínas de envoltura de 44-64
KDa (GPl) y de 35-41 KDa (GP2) (19). Entre las minoritarias
aparece una proteína de 180-200 KDa, que podría ser la replicasa
transcriptasa (L) y otras de bajo PM, producto de la degradación
de NP. En lisados de células infectadas, además de las proteínas
nombradas, aparece una glicoproteína de 66-72 KDa (GPC) que es el
precursor de las proteínas de envoltura (19).

En el interior de los viriones. NPy L se encontrarían
asociadas con los fragmentos de ARN formando dos nucleocápsides
helicoidales, mientras que en la envoltura se ubican GPl y GPZ.
En el caso de VJ y LCMV,sólo una de las glicoproteínas parece
estar expuesta en la superficie (18,69).

La expresión del genoma que lleva a la sintesis de las
proteínas mencionadas ocurre de forma particular. encontrándose
para los virus Lassa, Pichindé, Tacaribe y LCMVuna codificación
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"ambisense" de los genes de NP y GPCubicados en el segmento S
(7,8,49,100). Resultados vsimilares se encontraron para el
segmento L, donde se ubican los genes para la replicasa
transcriptasa y para una proteína de función desconocida con
estructura "zinc-finger" (57,94).

En cuanto. a las propiedades biológicas, los arenavirus se
caracterizan por producir infecciones persistentes, tanto en
roedores, que son sus hospedadores naturales, comoen cultivos
celulares (56). Entre los virus patógenos humanos, además de VJ,
se encuentran: LCMV, que produce infecciones leves, Machupo,
agente etiológico de la fiebre hemorrágica boliviana y Lassa,
causante de una enfermedad febril con alta mortalidad (112).Mmm
1) Infecciones in vitro:

El VJ es capaz de crecer in vitro en una amplia variedad de
sustratos celulares. ya sea en cultivos primarios o en líneas
continuas (33). Sin embargo, sólo se observa ACP durante la
replicación del virus en células Vero y MRCS.En ambas líneas se
han desarrollado métodos de titulación por formación de placas
que permiten su cuantificación (38,114).

La' citopatogenicidad en células Vero ocurre durante los
primeros estadios de la infección, definiendo lo que se conoce
como etapa aguda de la misma, en donde los niveles de
multiplicación viral son máximos.A partir de los diez dias post
infección, las células sobrevivientes a la acción Viral comienzan
a repoblar el cultivo estableciéndose un equilibrio entre el
virus y la célula, que da origen a lo que se conoce comoetapa
persistente.

Las monocapas celulares persistentemente infectadas se
caracterizan por ser morfológicamente indistinguibles de los
cultivos sanos, producir virus en forma esporádica y ser
resistentes a la sobreinfección con virus homólogo.A partir de
estos cultivos es posible el aislamiento de variantes virales,
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cuya existencia se postula comouna condición necesaria en el
establecimiento y mantenimiento de este tipo de infecciones
(118).

2) Infecciones in vivo:
El estudio de la ‘fisiopatologia y tratamiento de la FHA

llevó a la búsqueda de modelos de infección experimental en
animales, de forma tal de poder reproducir en los mismos una
patología asimilable a la que aparece en humanos. Así se comprobó
que el VJ es capaz de infectar experimentalmente una gran
variedad de animales, tanto de laboratorio (cobayo, ratón, rata y
hamster) comosalvajes (primates y roedores campestres)(118). Los
dos primeros sistemas mencionados, cobayo y ratón, han sido los
más utilizados y mejor caracterizados.

a) Cobayo:
La inoculación del cobayo con VJ constituye uno de los

modelos más estudiados de infección experimental debido a que el
cuadro clínico que reproduce este hospedador es semejante al
humano. Es también sumamente útil como marcador de virulencia en
la diferenciación de cepas virales de acuerdo con la
patogenicidad que las mismas presenten para el hombre.

Los animales inoculados con la cepa XJ (prototipo de VJ)
desarrollan una enfermedad fatal, de tipo hemorrágica y con alta
mortalidad, independientemente de la via utilizada (80).

Durante la infección es posible recuperar infectividad de la
mayoria de los órganos. observándose en ellos lesiones y
petequias, como causa directa de la acción deletérea del virus
sobre las células (25).

Si se utiliza la cepa XJClS o la cepa Candidl. ambas
derivadas a partir de la cepa XJ (10.54). el curso de la
enfermedad es más benigno y la mortalidad se reduce
significativamente (9,54). Los animales sobrevivientes
desarrollan anticuerpos neutralizantes que los protegen contra el
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desafio con la cepa prototipo (14).
En la infección del cobayo con la cepa XJ se propone como

causa de la patología a la destrucción de los tejidos infectados
por acción directa del virus sobre las células, descartando la
participación del sistema inmune, ya que no aparecen infiltrados
linfocíticos en las lesiones (25), ni el tratamiento con suero
antitimocito logra modificar el curso de la enfermedad (74).

b) Ratón:
La patogenicidad del VJ en este hospedador depende de la

edad y cepa de animales ensayados, de la dosis y cepa de virus y
de la vía de inoculación utilizada.

Los ratones de 1 a 10 dias de edad son sumamente
susceptibles a la infección por vía i.c. con cualesquiera de las
cepas de VJ alcanzando una mortalidad cercana al 100%(16.50).
Los animales inoculados antes de las 24 horas de edad presentan
una sobrevida mayor, desarrollando luego una infección
persistente (118). Este hecho depende de la cepa de virus
empleada y se correlaciona con la capacidad de infección del timo
que presente la misma (20).

A medida que aumenta la edad de los ratones al momento de la
inoculación, se va perdiendo la sensibilidad al VJ, hecho que se
comprueba con animales de 1 mes de vida que resultan totalmente
resistentes a la infección (117). Para la cepa de ratones C3H/HeJ
el límite de susceptibilidad se sitúa en los 5 meses de edad
cuando se inocula con la cepa XJ, ya que si se utiliza XJClS los
animales adquieren la resistencia al mes de vida, tal comoocurre
con el resto de las cepas murinas (21).

La pérdida de susceptibilidad con el aumento de edad de los
ratones hace posible el empleo de este modelo en la
diferenciación de cepas de VJ de acuerdo con la virulencia para
cobayo que presenten las mismas. Es asi que la infección de
ratones de 11 dias de edad permite diferenciar cepas con distinto
grado de atenuación (31) o cepas crecidas en distintos sustratos
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(23), mientras que los animales de 14 dias se utilizan para
discriminar entre cepas patógenas y atenuadas (30).

La inoculación por via i.p. no se emplea con frecuencia
debido a que la mortalidad que se alcanza no supera el 60-70%,
valor que decrece rápidamente cuando los animales cumplen los 3-4
dias de vida (16). ‘

El ratón lactante inoculado con VJ presenta durante la
segunda semana p.i. un cuadro clinico tipico caracterizado por
dificultad en la marcha. excitabilidad acentuada, convulsiones y,
en algunos casos, parálisis fláccida del tren posterior.
sobreviniendo la muerte al comienzo de la tercera semana (117).

En los pocos ratones sobrevivientes a la infección se
detectan anticuerpos neutralizantes a partir de la tercera semana
p.i. (76). Acompañaesta patología la aparición de virus en los
distintos órganos. En el caso de la infección i.c. se comienza a
detectar infectividad en el cerebro de los animales al segundo
dia p.i. apareciendo luego en bazo, higado. riñones, pulmones y
sangre, donde también se detecta la presencia de niveles bajos de
interferón (50). El interferón presente no tendría significancia
en el curso de la enfermedad ya que aparece tanto en animales
lactantes (susceptibles) como adultos (resistentes) (117). Al
tiempo-que aparecen altos títulos de virus en cerebro se producen
lesiones tipicas en el sistema nervioso central: coroiditis,
meningitis, hiperplasia glial, vasculitis y perivasculitis
caracterizadas por infiltrados inflamatorios de tipo linfocitario
(116).

Estas observaciones sugieren que la patología producida en
los ratones experimentalmente infectados con VJ no es una
consecuencia de la acción directa del virus sino que surge a
causa de la destrucción de células infectadas por parte del
sistema inmune. La sobrevida de ratones infectados y tratados con
suero antitimocito (75,104) o de ratones timectomizados o
genéticamente atímicos (98,115,119) avalan esta hipótesis. Estos
animales que no desarrollan enfermedad alguna tampoco presentan

11



- Introducción

las lesiones típicas en el sistema nervioso central, demostrando
entonces que la infección de ratones lactantes con VJ lleva a una
inmunopatologiadel tipo de hipersensibilidad retardada.

III) VARIACION GENETICA EN
ARENAVIÉUS.W199i

En el curso de los estudios genéticos realizados con
arenavirus. los primeros trabajos demostraron la capacidad que
poseen estos virus de generar variantes virales por intercambio
de los fragmentos de ARNgenómicos cuando dos cepas coinfectan
una célula. Utilizando esta metodología han podido mapearse los
genes virales dentro de los segmentos del ARN genómico.
estableciéndose que en el segmento S está codificada la
información para la síntesis de las proteinas mayoritarias del
virión (NP. GPl y GPZ) (109), confirmado posteriormente por
secuenciación del mismo (13).

También ha podido determinarse que el segmento S de LCMV
está involucrado en el desarrollo de una patología caracteristica
en el ratón debida a una producción deficiente de hormonade
crecimiento (89), comoasí también en la inducción y activación
de linfocitos T citotóxicos específicos contra el virus (90) y en
la supresión de dicha respuesta durante la persistencia (93).

Por su parte, el segmento L de LCMVestaria implicado en la
virulencia para cobayo (88).

WWLÉML
Comose mencionó anteriormente, una de las caracteristicas

biológicas más importantes de los arenavirus es la de producir
infecciones persistentes. Durante este proceso es posible
detectar la aparición de mutantes o variantes virales que se
producen espontáneamente durante la replicación del virus. La
aparición de estas variantes durante la persistencia, tanto in
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vivo como in vitro, ha sido postulada como un mecanismo
regulador de la patogenicidad o citopatogenicidad respectivamen
te, tendiente a favorecer este tipo de infecciones.

a) In vitro:
Entre los’mecanismos‘reguladores de la citopatogenicidad se

destaca la presencia de partículas defectivas interferentes. En
cultivos persistentemente infectados con LCMVse ha detectado la
producción de particulas DI cuyo nivel sigue un patrón cíclico y
alternado con la producción de virus salvaje (113). La
importancia de la presencia de este tipo de mutantes en el
establecimiento de las infecciones persistentes ha sido
demostrada tanto para el caso anterior (58) comopara el virus
Tacaribe (37). Para este último también resultó posible el
aislamiento, a partir de cultivos persistentemente infectados, de
mutantes ts y de crecimiento lento (37). Del mismo modo, virus
con fenotipo ts aparecieron durante la persistencia de VJ en
células Vero y MRCS,acompañados, en estas últimas. de mutantes
de morfología de placa (39,114).

b) In vivo:
Los primeros estudios de persistencia de LCMVen ratón

demostraronuna asociación entre las características del virus
utilizado en la inoculación, particularmente en cuanto a su
morfología de placa en células BHK-Zl, y su habilidad para
producir persistencia en dicho hospedador (55). Estudios
posteriores determinaron que los órganos del animal jugaban un
papel fundamental en la selección de los distintos tipos de
variantes, encontrándose que la replicación de las variantes de
placa litica se favorecía en cerebro y las de placa turbia en
bazo (82). Recientemente, un nuevo enfoque en el análisis de la
variabilidad viral permitió la caracterización de mutantes
aisladas a partir de tejido linfoideo, comprobándoseque dichos
aislamientos, a diferencia de las variantes descriptas
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previamente (81), eran incapaces de generar una respuesta de
linfocitos T citotóxicos, estableciendo en consecuencia
infecciones persistentes con sumafacilidad (1,2).

La inoculación experimental del Qalomzs__musgulinus con VJ
conduce a infecciones persistentes con facilidad (65,111).
Durante dicho oestadio también fue posible el aislamiento de
variantes virales. En Cnmhlactantes infectados con la cepa XJC13
por vía i.p. fue posible detectar en forma simultánea la
presencia de altos titulos de virus en cerebro y de anticuerpos
neutralizantes en circulación, lo que permitió postular un cambio
en las propiedades antigénicas del virus aislado que le
permitiera eludir la respuesta inmune (4). Las variantes
antigénicas, aisladas a partir de cerebro o sangre de QLmL
persistentemente infectados con VJ. resultaron resistentes a la
neutralización frente a un antisuero contra el virus que inició
la infección. mientras que los sueros obtenidos contra las
variantes si fueron capaces de reconocer al virus original. Por
otro lado, las variantes no pudieron distinguirse del virus
parental en cuanto a su morfología de placa, termosensibilidad o
patogenicidad (5).

Estos resultados demuestran que los fenotipos mutantes de
los virus aislados durante la persistencia in vivo se
caracterizaron por presentar cambios en el tropismo y por
interactuar en forma alterada con el sistema inmune, modificando
de esta forma dos aspectos esenciales en los que se sustentan los
mecanismosde la patogénesis viral.

1 H l I . i .i

La mutagénesis inducida, mediante el empleo de 5
fluoruracilo comomutágeno, posibilitó la obtención de mutantes
letales condicionales seleccionados en base a su fenotipo
termosensible (ts) para los virus LCMV(91). Pichindé (108) y
Junín (27).

La caracterización bioquímica de las mutantes ts de estos
14



—Introducción

dos últimos virus evidenció similitudes de comportamientoentre
las mismas. Cuandose estudió la síntesis de proteínas de las
mutantes ts de Pichindé a la temperatura restrictiva, pudieron
identificarse varios patrones polipeptídicos. que incluyeron
tanto esquemassimilares al virus salvaje comosintesis reducida
de proteínas °virales o‘ desaparición de ciertas bandas con
acumulación de otras. Aquellas mutantes que fueron deficientes en
la síntesis proteica también presentaron niveles reducidos de S
ARN,ya sea de sentido viral como viral complementario, lo que
sugirió una alteración a nivel de la actividad de la replicasa
transcriptasa viral (99). En el caso del VJ, se aislaron, a
partir de la cepa XJCl3, dos mutantes ts denominadas C132 y C140
(27). Mediante experimentos de "shift up" y "shift down" (cambios
de temperatura permisiva a restrictiva o viceversa,
respectivamente, durante la replicación viral) se ubicó al
defecto ts en una etapa temprana del ciclo de multiplicación (a
partir de las 2 h p.i.), posiblemente asociada con el comienzo
de la transcripción (28). Asimismo, la sintesis de proteínas
virales en células infectadas con estas mutantes, a la
temperatura restrictiva, fue muyreducida y similar a uno de los
patrones de las mutantes de Pichindé para el que también se
postuló una actividad de transcriptasa alterada (99).

Tanto las mutantes de Pichindé como las de VJ presentaron
eficiencias de plaqueo 40°C/370C relativamente altas, indicando
que eran capaces de crecer a la temperatura restrictiva y
condicionando de esta manera su aplicación comomutantes ts. Este
impedimento, en el caso de VJ, hizo enfocar los estudios de estas
mutantes desde el punto de vista de la patogenicidad de las
mismaspara el ratón lactante, ya que durante su caracterización
preliminar habían resultado atenuadas para dicho hospedador,
pudiéndose comprobar en una de ellas la correlación entre
atenuación y termosensibilidad (28). En una segunda selección de
mutantes inducidas por 5-FU a partir de XJClB, se aisló otra
mutante de VJ denominada C167. A pesar de haber sido seleccionada
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originalmente en base a su carácter ts, la propiedad más peculiar
y distintiva que presentó dicha mutante fue su gran atenuación
para ratón lactante. Debido a que el fenotipo ts de C167resultó
ser de carácter “leaky” (es decir que fue capaz de replicar
relativamente bien a la temperatura restrictiva) y muypoco
estable se descartó su ‘uso como mutante ts enfocándose los
estudios desde el punto de vista de su patogenicidad para ratón y
las bases moleculares de dicho comportamiento. La caracterización
de esta mutante y las causas de su virulencia diferencial
respecto de XJClSson el objeto de estudio de esta tesis.
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a) Junín (VJ)..
Cl67: variante derivada a partir de la cepa parental XJC13por
mutagénesis inducida de la misma con 5-fluoruracilo (27).
Monocapas de células Vero se infectaron con XJC13 a una m.i. de
0.1 UFP/cel y se mantuvieron a 34°C por 24 h en MBEcon el
agregado de 100 ug/ml de 5-FU (solución madre de 5-FU Sigma-USA
de 50 mg/ml en NaOHlN) tratamiento que redujo la infectividad en
un 99%respecto de un control sin el mutágeno. De la población
viral sometida al tratamiento se aislaron 90 clones que se
titularon a 40°C (temperatura restrictiva, Tr) y a 34°C
(temperatura permisiva, Tp), pudiéndose identificar a 6 de ellos
comoprobables mutantes ts (eficiencia de plaqueo Tr/Tp< 1/100).
Luego de la amplificación en células Vero se confirmó la
naturaleza ts de 2 de estos aislamientos: C132 y C140. En una
segunda titulación a Tr y Tp se seleccionó a 1a denominada C167.
Esta última se purificó por 3 plaqueos en células Vero
obteniéndose el stock de trabajo en el mismosustrato con un
titulo de 3.106 UFP/ml.
E1 fenotipo ts de C167 se caracterizó por presentar una
eficiencia de plaqueo relativamente alta y un comportamiento
"leaky" muymarcado (Tabla 1). imposibilitándose en consecuencia
su empleo como mutante ts.

Eficiencia Eficiencia de multi
de plicación Tr/Tp

Virus plaqueo Tr/Tp
5 p.i. 7 p.i.

XJC13 0,16 0.50 0.14

0167 0.04 0,01 0.16

Tabla 1. Eficiencia de titulación y multiplicación de 0167.
La eficiencia de plaqueo se calculó comoel cociente entre el
título viral por UFP en células Vero incubadas a 40°C (Tr)
respecto del obtenido a 37°C (Tp). Para calcular la eficiencia de
multiplicación se infectaron cultivos de células Vero con XJC13o
Cl67 a una m.i. de 0,01 UFP/cel y se mantuvieron a 40°C (Tr) o
37°C (Tp). A los 5 y 7 días p.i. se cosecharon los sobrenadantes
que se titularon por UFP en células Vero, expresándose la
eficiencia de multiplicación comoel cociente entre la producción
viral a Tr respecto de Tp.
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XJC13: derivada a partir de la cepa prototipo XJ de VJ por
clonado en células MA-lll 154) y mantenida en el laboratorio por
pasajes en cerebro de ratón lactante. El stock de trabajo se
obtuvo a partir de las suspensiones de cerebro por clonado y
amplificación del virus en células Vero lográndose un título de
1,5.10e UFP/ml.
b) Virus de la estomatitis vesicular (VSV).
Cepa Indiana,' propagada‘ en células Vero. El stock de trabajo
presentó un título de 107 UFP/ml.

Animalesa

a) Ratones: se utilizó una cepa de ratones de exocría, OFl. y dos
cepas endocriadas, BALB/CJy C3H/HeJ. La cepa OFl (Iffa, Credo,
Lyon, Francia) se obtuvo de la colonia cerrada del bioterio de la
Cátedra de Virología. Fac. Cs. Exactas y Nat.. UBA.La cepa
BALB/cJ (Jackson Inst., USA)se obtuvo del Bioterio Central de la
Fac. Cs. Exactas y Nat., UBA. La cepa C3H/HeJ (Jackson Inst..
USA)se obtuvo del bioterio de la Cátedra de Microbiología de la
Fac. Medicina, UBA.

b) Cricétidos: se utilizó el ratón de campo '
(Cams). Los animales se obtuvieron de la colonia cerrada del
bioterio de la Cátedra de Virología de la Fac. Cs. Exactas y
Nat., UBA.

c) Cobayos: se emplearon animales de exocría de 250-300 g. de
peso obtenidos del Bioterio Central de la Fac. Cs. Exactas y
Nat., UBA.

a) Vero: los cultivos de células Vero, provenientes de riñón de
mono verde africano Qerggnitechus__aethigns. se propagaron en
monocapas a 37°C utilizando medio minimo esencial de Eagle (MEM)
en solución salina balanceada de Earle, con glutamina y
aminoácidos no esenciales (medio sintético GIBCO),suplementado
con 5% de suero de ternera (ST) GIBCOpreviamente inactivado
durante 30 minutos a 56°C y adicionado de 50 ug/ml de
gentamicina- Cuando las células alcanzaban la confluencia se las
mantenía a 33°C con medio basal de Eagle (MBE)en solución salina
balanceada de Earle. con glutamina (medio sintético GIBCO),
suplementado con 2% ST GIBCOy 50 ug/ml de gentamicina.

b) L929: los cultivos de células L929, provenientes de
fibroblastos de ratón. se crecieron en las mismascondiciones que
las células Vero.
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c) BHK-Zl: los cultivos de células BBK-21,provenientes de riñón
de hamster neonato. se crecieron en las mismas condiciones quelas células Vero.

d) Cultivos primarios de embrión de ratón o de embrión de Gimp:
la obtención de cultivos primarios de embrión de ratón (ER) de la
cepa OFl y de embrión de thL (EC) se realizó a partir de fetos
de 15 a 18 dias de gestación. Luego de ser extraídos del útero
materno se lavaron con solución balanceada de fosfatos. PBS (NaCl
8,0 g. KCl 0,2 g, KH2P04 0,2 g, NazHPO4 1.44 g y H20 c.s.p. 1000
ml), cortándose las placentas, cabezas y patas que se
descartaron. De los cuerpos se eliminó el hígado fetal y se los
cortó finamente con tijera. Los trozos se enjuagaron por
decantación con PBSy se procedió a la disociación celular por el
agregado de tripsina a 37°C. Luego de 15 minutos de tratamiento
enzimático se decantó la suspensión y las células desprendidas se
cosecharon por centrifugación. se resuspendieron en MEM10%ST,
se sembraron a alta densidad y se incubaron a 37°C.

e) Cultivos primarios de riñón de crm; adulto: los cultivos
primarios de riñón de thh (RC) se obtuvieron a partir de
animales de 6 meses de edad. Para ello, los riñones se lavaron
con PBS, se cortaron finamente con tijera. las células se
disociaron por tratamiento con tripsina y se sembraron en un
procedimiento similar al descripto anteriormente.

f) Cultivos primarios de cerebro de ratón lactante: los cultivos
primarios de cerebro de ratón lactante (CR) se obtuvieron a
partir de cerebros de ratones OFl de 5 a 6 días de edad, los que
fueron macerados en un mortero y resuspendidos en MEM10%ST. Las
células se dispersaron por pipeteo y se cultivaron en MEMcon 10%
de suero fetal bovino (SFB) GIBCO.

g) Cultivos de células peritoneales de ratón: el material
utilizado en los cultivos de células peritoneales de ratón (CP)
se obtuvo por lavado de la cavidad peritoneal de ratones OFl de 2
dias de edad o adultos con MEM5% ST, cultivándolas en el mismo
medio. En el caso de los animales lactantes el medio de lavado se
adicionó con 0,02%de heparina para evitar que las células se
agrumen.WM
a) Titulación en cultivo de células por unidades formadores de
placas (UFP): se utilizó el método de formación de placas bajo
agar con las modificaciones correspondientes para VJ (38). Para
ello, se infectaron monocapas de células Vero con diluciones
seriadas decimales del virus. dejándose adsorber el inóculo por 1
h a 37°C. Al cabo de ese tiempo, se descartó el inóculo y las
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monocapas se cubrieron con 3 ml de medio compuesto por una mezcla
en partes iguales de agar 1,4% y MEM2x (doble concentrado) 6%
ST. Luego de 1 semana de incubación a 37°C las células se fijaron
con formol 10%durante 1 h. Se extrajo el medio semisólido por
lavado con agua y las células se tiñeron con cristal violeta 1%
en etanol 10%.Se utilizaron dos botellas por dilución y los
titulos se calcularon en base al promedio del númerode placas de
ambas botellas: ‘

b) Titulación en cultivo de células por el métodode punto fina]
(ACP): células Vero crecidas en microplacas de plástico de 24
cavidades se inocularon con 0,1 ml de la suspensión viral por
cuatriplicado. El inóculo se dejó adsorber por 1 h a 37°C y luego
se descartó. Las células se mantuvieron con MBE2% ST a la misma
temperatura. Los cultivos se observaron a la lupa diariamente,
efectuándose la lectura definitiva de la ACPa los 7 dias p.i..
Se consideró comorespuesta (+) aquella cavidad que presentaba
por lo menos 1 foco de ACP. La dosis infectante 50%para cultivo
de tejidos (DICTso) se calculó de acuerdo al método de Reed y
Muench (86).

c) Titulación en ratones por el método de punto final: ratones de
2 u 11 dias de edad se inocularon por via i.c. con 0,02 ml o por
vía i.p. con 0,2 ml de diluciones seriadas al décimo de virus.
utilizándose 9 animales por dilución. Los ratones se observaron
durante 30 días p.i. registrándose diariamente la
morbimortalidad. Como respuesta (+) se consideró la muerte del
animal. La dosis letal 50% (DLso) se calculó de acuerdo al método
de Reed y Muench (86).

Monocapas de células Vero, ER, CR, EC, RC y CP se infectaron por
duplicado con XJClS o 0167 a las m.i. indicadas para cada caso en
las leyendas de las curvas presentadas en la sección
"Resultados". Luego de 1 h de adsorción a 37°C se descartaron los
inóculos y se agregó MBE 2% ST. Los cultivos infectados se
incubaron a 37°C y a distintos dias p.i. se cosecharon los
sobrenadantes para su posterior titulación en células Vero.MMM
a) Células Vero: monocapas de células Vero se infectaron con
XJClB o 0167 a una m.i. de 1 UFP/cél y se mantuvieron con MEM2%
ST a 37°C. El cambio del medio de cultivo se realizó cada 3 dias
hasta superar la etapa aguda de la infección (aprox. 3 semanas
p.i.) y lograr la recuperación de la monocapadañada por la
acción citopatogénica del virus. Se continuó con cambios de medio
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semanales hasta que a partir de los 46 días p.i. estos cultivos
se manejaron como la línea celular que les dió origen. Los
cultivos de células Vero persistentemente infectados con XJCl3o
C167 se denominaron V3 y V7, respectivamente. Durante este
proceso se cosecharon semanalmente los sobrenadantes de los
cultivos y se titularon.
A los 150 días p.i. los cultivos V3 y V7 se sembraron en tubos de
ensayo y se desafiaron con XJC13, 0167 o VSVa una m.i. de 0.1
UFP/cél. A las 72 h de la sobreinfección se cosecharon los
sobrenadantes y se titularon en células Vero. Como controles se
utilizaron células Vero infectadas de la mismaforma y cultivos
V3 y V7 inoculados con PBS.

b) Cultivos de embrión de ratón: células ER se infectaron a una
m.i. de 1 UFP/cél con XJClB o C167 y se mantuvieron con MEM5% ST
a 37°C, cambiándoseles el medio cada 3 días hasta los 21 días
p.i., momento a partir del cual se los comenzóa subcultivar
mensualmente. Estos cultivos fueron denominados ER3 y ER7 de
acuerdo a si habían sido infectados con la cepa parental o la
mutante, respectivamente. Durante este lapso la infectividad de
los sobrenadantes de ER3 y ER7se cuantificó por UFPen células
Vero.
A los 125 dias p.i. ER3 y ER7 se sobreinfectaron con XJClB o
VSV a una m.i. de 1 UFP/cel cosechándose a los 5 días post
sobreinfección los sobrenadantes correspondientes para detectar
infectividad. Comocontroles se utilizaron cultivos de embrión de
ratón, con el mismo número de pasajes que los cultivos
persistentemente infectados, que fueron infectados con cada uno
de los virus y ER3 y ER7 inoculados con PBS.

c) Cultivos de embrión de C.m.: cultivos ECse infectaron con
XJC13 _o C167 a una m.i. de l UFP/cel y se mantuvieron y
subcultivaron igual que los anteriores. cosechándose, a distintos
momentos, los sobrenadantes para detectar infectividad. Los
cultivos así obtenidos se denominaron EC3y EC7según provinieran
de EC infectados con XJC13o C167. respectivamente.WM
Monocapas de células Vero o ER se infectaron a una m.i. de l
UFP/cel con XJC13 o C167. El inóculo se dejó adsorber a 4°C por
distintos tiempos: 10, 20, 30 y 60 minutos. A cada uno de los
tiempos indicados se descartó el virus no adsorbido y las células
se lavaron con PBS frío, se agregó MEM % ST frio y la monocapa
se despegó por raspado. Las células se rompieron por 3
congelamientos y descongelamientos sucesivos. Los restos
celulares se separaron por centrifugación (15 min a 3000xg) y en
el sobrenadante se cuantificó la cantidad de virus adsorbido por
la técnica de UFPen células Vero.
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El virus purificado y marcado (ver Purificación y marcación de
virus Junin por iodinación) se resuspendió en PBS y se utilizó
para infectar monocapasde células Vero o ERcrecidas en viales
de aprox. 1 cm3 de superficie y pre-enfriadas a 4°C. Los cultivos
se inocularon con 50 ul de XJC13 o C167 (aprox. 200000 cpm)
dejándose adsorber por 0 o 30 min a 4°C. Luego de estos tiempos
se descartaron los inóculos y las monocapasse lavaron 3 veces
con PBSfrio al cabo de lo cual las células se lisaron con una
mezcla de NaOH 0,1M, SDS 1% durante 15 min. Al material así
resuspendido se le agregó solución centelleadora (tritón X-100
30%. PPO 0.5% y POPOP0,0001% en tolueno) y se procesó en un
contador de centelleo liquido PRIAS(Packard).

Monocapas de células Vero o ER se infectaron a una m.i. de 0.5
UFP/cél con XJClB o C167. dejándose adsorber por 1 h a 4°C. Se
descartó el inóculo y los cultivos se lavaron con PBS frío. Se
agregó MEM5% ST precalentado a 37°C incubándose los cultivos
otra hora a dicha temperatura. Cumplidoel lapso, se agregó suero
de cobayo anti-VJ para neutralizar al virus que no hubiera
penetrado, prosiguiendo la incubación por 30 minutos. Se descartó
el medio y las monocapas se lavaron 3 veces con PBS. Las células
se desprendieron con tripsina y el virus internalizado se midió
por un ensayo de centros infecciosos sobre células Vero.

Sjnjgsíá de pngtgjnas yjralgs en gá|n|as Yangy gn ER:

a) Marcación de las células e inmunoprecipitación de las
proteinas virales: monocapas de células Vero y de ER se
infectaron con XJC13 o C167 a una m.i. de l UFP/cél. Se dejó
adsorber l h a 37°C, se descartó el inóculo. se agregó MEM2% ST
y los cultivos se incubaron a 37°C. A 1, 2 y 3 días p.i. se
descartó el sobrenadante y las células se lavaron con PBS, se
agregó 1 ml de MBEcon 2% ST dializado y sin metionina. Luego de
un ayuno de 1 h se agregaron 50 uCi de 35S-metionina (NEN.
Dupont). Se continuó la incubación por espacio de 4 h, luego de
la cual se descartó el sobrenadante. la monocapaSe lavó con PBS
y las células se lisaron utilizando buffer de lisis (Tris-HCl
0.01M pH 7,4, NaCl 0.15M. SDS 0.1%. tritón X-lOO 1%, fenil-metil
sulfonil fluoruro 0,4mM y deoxicolato de sodio 1%). La
suspensión celular se congeló y descongeló 3 veces, se sonicó y
se centrifugó 30 min a 10000xg. El sobrenadante se precipitó con
suero hiperinmune de conejo anti-XJCl3, incubando 30 min a 37°C y
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90 min a 0°C con agitación. Se agregó luego suero de cabra
(fracción de Igs) anti-Igs de conejo y se incubó por 30 min a
37°C y luego 90 min a 0°C con agitación. Se centrifugó a 10000xg,
lavándose el precipitado con buffer de lisis y finalmente se
resuspendió en buffer para muestra de electroforesis (Tris-HCl
0,06M pH 6,8, SDS 5%, glicerol 10%. mercaptoetanol 2% y azul de
bromofenol 0,05%). Se calentó en baño de agua a 100°C por 5
minutos y se conservó a -T0°C.

b) Electroforesis en gel desnaturalizante de poliacrilamida (SDS
PAGE): las proteinas virales marcadas con 35S-metionina se
sembraron en un gel plano de poliacrilamida 12%en Tris-HCl
0.375M pH 8,8 con agregado de SDS 0,1%, con un gel espaciador de
poliacrilamida 3,8% en Tris-HCl 0,125M pH 6,8, SDS 0,1%. En el
mismo gel se sembraron patrones de PM. Se corrió a 180 V durante
8 h usando como buffer de corrida Tris-HCl 0,05M pH 8,3, SDS 1%y
glicina 0,005M. El gel se tiñó con azul brillante de Coomassie
R.250 0,25% en metanolraguazácido acético (5:5 1) y se decoloró
con metanolzaguazácido acético (528827).

c) Fluorografia: el gel desteñido se sometió a fluorografía de
acuerdo a la técnica de Bonner y Laskey (15). se secó y se expuso
a una película Agfa Curix RPI a -70°C.

El mapeopeptídico de las proteínas virales se realizó mediante
una proteólisis parcial según el método de Cleveland (29). Las
proteinas virales provenientes de lisados de células Vero
infectadas y marcadas con 358-metionina a los 2 días p.i. (100
uCi/ml), se inmunoprecipitaron y corrieron en geles de SDS-PAGE.
La banda correspondiente a GP38 se cortó del gel seco
localizándola previamente con ayuda de una autorradiografia del
mismo. El pedazo del gel conteniendo la glicoproteina se
sumergió en buffer de rehidratación (Tris-HCl 0,0625 M pH 6,8,
SDS 0,1% y EDTA0,001 M) colocándose luego en la calle de un gel
SDS-PAGE14%. Se lo cubrió con 15 ul del mismo buffer con
seroalbúmina bovina (330 mg/ml) y 20%de glicerol. Sobre el mismo
se colocaron 20 ul de una solución de 50 o 100 ug/ml de la
proteasa correspondiente (ficina, papaína o proteasa XXIII de
Aspergillus_grizae, Sigma ChemCo USA)en buffer de rehidratación
con 10% de glicerol y 0,0002% de azul de bromofenol. Se aplicó
corriente eléctrica y las muestras se dejaron correr hasta la
interfase entre el gel espaciador y el de resolución. Se detuvo
la electroforesis dejándose al gel durante 30 min a temperatura
ambiente para que se produzca la digestión parcial de la
proteína, luego de lo cual se prosiguió la electroforesis hasta
que el frente de corrida alcanzó el borde del gel. Los geles se
procesaron para fluorografía.
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Monocapas de células Vero se infectaron con XJClB o C167 a una
m.i. de 0,1 UFP/cél. Se mantuvieron con MBE2% ST incubándolas a
37°C. Los sobrenadantes se cosecharon entre los dias 3 y 6 p.i.
y se clarificaron a 10000xg durante 30 minutos para eliminar
restos celulares. Luegose concentraron por ultracentrifugación a
100000xg por 2 h a 4°C. El sedimento de virus se resuspendió en
buffer TES (Tris-HCl 0,01 M pH 7,2, EDTA0,001 M y NaCl 0,1 M)
usando 1/100 de volumen de buffer respecto del volumen inicial
del material.
El virus resuspendido se sembró sobre un gradiente de sacarosa
continuo 15-60% y se centrifugó por 2 h a 100000xg a 4°C. Las
fracciones conteniendo virus fueron colectadas y concentradas
nuevamentepor ultracentrifugación. resuspendiendo el sedimento
final en NazHPO40,2M. El virus así purificado se marcó con 1251
NaI (CONEA)empleando la técnica de Enzymobeads (Bio-Rad. USA).
Con esta metodologia sólo se marcan proteínas externas del
virión.

' ’ 125

El virus purificado y marcado según el punto anterior se
resuspendió en buffer de muestra para electroforesis. Las
proteínas virales se separaron por SDS-PAGEy se visualizaron por
fluorografía (ver Síntesis de proteinas virales en células Veroy
en ER).

Lotes de 20 ratones se inocularon con 0.02 ml de suspensión viral
de XJC13 o C167 por via i.c., ensayándose las siguientes
combinaciones de cepas murinas, edades y dosis. según los
experimentos:
1) cepa OFl de 2 días de edad con 10, 65. 100. 650 y 1000
UFP/dosis.
2) cepa OFl de 7, 11. 14 y 30 días de edad con 1000 UFP/dosis.
3) cepas BALB/cJ o CSH/HeJ de 2 días de edad con 65 y 650
UFP/dosis.
En todos los casos, los animales se observaron durante 30 días
p.i. registrando diariamente la morbimortalidad.
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Ratones de 2 días de edad se inocularon por vía i.c. con 100 o
650 UFP de XJ013 o C167 en el caso de la cepa OFl, o con 650 UFP
en el caso de BALB/cJ y C3H/HeJ. A distintos dias p.i. se
escogieron a1 azar 2 animales infectados con cada uno de los
virus, los cuales fueron sangrados a blanco y sacrificados,
extrayéndoseles el cerebro. hígado, timo, bazo y riñones. La
sangre se procesó para obtener suero, manteniéndola 30 minutos a
37°C y luego 12 h a 4°C después de lo cual el coágulo se separó
por centrifugación, 30 minutos a 3000xg. Los órganos se
homogeneizaron al 10% (P/V) con PBS 5% ST y las suspensiones asi
obtenidas se centrifugaron a 10000xg para eliminar restos
celulares y bacterias. Los materiales se titularon por UFPen
células Vero expresándose los titulos como UFP/g de órgano o
UFP/m1 suero.

murieron
Las muestras de suero de ratones inoculados con XJClB o 0167 se
diluyeron 1/5 con PBSy se acidificaron por adición de HCl 0.2 M
hasta llegar a pH 2. Luego de dejarlas 10 min a temperatura
ambiente se ajustó el pH a '7 por agregado de NaOH0,2 M.
Diluciones seriadas al 1/2 de los materiales así procesados se
utilizaron para pretratar monocapas de células L929crecidas en
microplacas de 96 cavidades, empleándose 4 cavidades por
dilución, durante 24 h. Pasado ese tiempo se descartó el
sobrenadante y las monocapas se desafiaron con 100 UFPde VSV,
manteniéndolas con MBE3% ST e incubándolas a 37°C. A los 2 dias
p.i. se procedió a 1a lectura de la ACPen la microplaca. El
titulo del IFN se calculó. de acuerdo al método de Reed y Muench
(86), 'como la inversa de la máxima dilución de suero que
confiere protección a1 50%de las monocapas.WWWmLMiMMMamma;
Grupos de entre 30 a 40 ratones lactantes OFl de 1 dia de edad se
inocularon con 100 UFP de C167 o con PBS por via i.c. o i.p.. A
los 8 o a los 11 dias de edad se desafiaron con 500 o 1500 UFPde
XJC13 por via i.c.. inoculándose también grupos controles con
PBS. Los animales se revisaron diariamente durante 1 mes luego
del desafío registrándose la morbimortalidad.
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Lotes de 10 cricétidos lactantes de 8 días de edad se inocularon
con 650 UFP de XJClB o C167 por via i.c.. Los animales se
observaron durante 30 días p.i. a fin de registrar la
morbimortalidad.

o \Mmmm
Lotes de 10 cobayos se inocularon con 1000 UFP (0,2 ml) de XJClB
o 0167 por vía i.m. en la pata derecha. Los animales se
observaron durante 30 días p.i. registrándose la morbimortalidad.
A fin de obtener suero hiperinmune, a los 40 dias p.i. se hizo
una segunda inoculación con 1000 UFPde cada virus en las mismas
condiciones. A la semana siguiente los animales se sangraron por
punción cardíaca y la sangre se procesó para obtener el suero.

Se usó la técnica de virus constante-suero variable, para ello se
enfrentaron 100 DICTsoo 200 UFP_condiluciones seriadas al medio
de los sueros previamente decomplementados 30 minutos a 56°C. Las
mezclas se mantuvieron 1 h a 37°C cuantificándose la infectividad
residual por el método de ACP o UFP, utilizando 4 tubos o 3
botellas por dilución, respectivamente. Los titulos se calcularon
como la inversa de la mayor dilución que produce un 50%de
protección.
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Dentro de 1h gran variedad de modelos animales de infección
experimental desarrollados para VJ, el ratón lactante es el
hospedador más utilizado por la gran sensibilidad que presenta
frente a todas las cepas de dicho virus.

Dado que experimentos preliminares habían sugerido que Cl67
presentaba una marcada atenuación para ratón lactante se decidió
caracterizar el fenotipo de virulencia de la mutante, respecto de
su cepa parental XJC13en dicho modelo.

1 a ,]¡ l i J . E] . i ¡i á I l JMmm
1) Edad del animal:

Grupos de 20 ratones OFl de 2, 7, 11, 14 y 30 días de edad
se inocularon con 1000 UFP de cada virus por via i.c..
registrándose la mortalidad acumuladadurante 30 dias a partir de
la infección. De estos grupos de animales. el correspondiente a
los infectados a los 2 días de edad mostró una gran diferencia en
mortalidad entre los inoculados con C167. que murieron en un 26%
y aquellos infectados con la cepa parental que mató la totalidad
de los ratones (Fig. 1). Esta diferencia se mantuvo para los
ratones de 7 días de edad a pesar que la mortalidad. tanto para
XJC13 (90%) como para C167 (6%) fue inferior a la registrada en
el caso anterior (Fig. 1).

En los animales de 11 y 14 días de edad. 0167 no produjo
mortalidad, mientras que las muertes causadas por el virus
parental oscilaron alrededor del 70 y 40%respectivamente (Fig.
1L

La pérdida de susceptibilidad característica que aparece en
el ratón al incrementarse la edad en el momentode 1a inoculación
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Figura 1. Susceptibilidad del ratón en función de la edad frente
a la infección con XJClS o 0167.
Ratones 0F1 divididos en grupos de 20 animales de distintas
edades se inocularon con 1000 UFP de XJClS o C167 por vía i.c.
registrándose la mortalidad acumulada de cada lote durante 30
días p.i..
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(16), se puso de manifiesto en los animales de 30 días que
resultaron completamenteresistentes a la inoculación con ambas
cepas de VJ (Fig. 1).

La reducida patogenicidad de 0167 para ratones de distintas
edades se confirmó cuando los stocks de XJ013 y 0167 se titularon
en ratón OFl de 2 y 11 días de edad por vía i.c.. Se eligieron
estas edades para la titulación de ambos virus por ser los
animales de 2 días los que presentaron la mayor susceptibilidad a
las dos cepas y la máxima diferencia observable en el
comportamiento de ambas (Fig. 1), en tanto que el ratón de 11
dias de edad ha sido postulado como un marcador adecuado para
diferenciar cepas de VJ de distinta virulencia (31). La
titulación simultánea en animales y en células Vero permitió
estimar la virulencia de la mutante a través del indice de
atenuación (I.A.) que resulta de relacionar la infectividad viral
cuantificada in vitro (cultivos celulares) respecto del valor
obtenido in vivo (animales). Cuanto mayor sea este índice menos
virulento será el virus en cuestión.

Para el ratón de 2 días de edad el I.A. (UFP/DLso) para 0167
fue más de 2 log mayor que el correspondiente a 1a cepa parental
(Tabla 2). Los pocos animales que murieron luego de ser
inoculados con la mayor dosis de la mutante lo hicieron mostrando
el cuadro clinico tipico de la enfermedad (50,84). Para los
animales de 11 días de edad, el I.A. aumentó para ambos virus,
siendo el correspondiente a 0167 sólo 10 veces mayor que el de
XJ013 (Tabla 2).

Como se explicó anteriormente. esta pérdida de
susceptibilidad del ratón se debe al aumento en edad a1 momento
de inocular. Es por ello que si bien los ratones de 11 o más días
de edad son totalmente resistentes a la infección con 0167.
también resultan menossensibles a la inoculación con XJ013, lo
que dificulta su empleo en los estudios comparativos de
virulencia entre ambosvirus, pues reducen las diferencias entre
los mismos. Por lo tanto se eligió al ratón de 2 días de edad

29



—Resultados

Título Indice de

atenuación (I.A.)

Virus cél. Vero ratón 2d ratón 11d (UFP/DLso)

(UFP/ml) (DLso/ml) (DLso/ml) ratón 2d ratón 11d

XJC13 1.3.106 3.105 5.103 4,1 260

C167 5.105 <2,3.102 <1,6.102 >2200 >3100

Tabla 2. Virulencia de XJC13y 0167 para ratón lactante.
Los stocks de XJC13 y C167 se titularon en forma simultánea en
células Vero y en ratones de 2 y 11 días de edad inoculados por
via i.c.. La virulencia se estimó a través del I.A. que se
calcula como el cociente entre el título obtenido in vitro
respecto del valor obtenido in vivo.
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comomodelo para continuar con los estudios de patogenicidad.
2) Via de inoculación:

La reducida virulencia que C167 presentó para el ratón
lactante de 2 días de edad infectado por vía i.c. podria
señalarla como una variante viscerotrópica tal comoha sido
descripto para algunos aislamientos del LCMV (55). Para
comprobaresta posibilidad, se decidió introducir un cambio en 1a
vía de inoculación del modeloanterior utilizando la vía i.p.. Se
titularon entonces los stocks de XJClBy 0167 en ratones 0F1 de 2
días de edad inoculados por vía i.p. y en forma simultánea en
células Vero, a fin de poder calcular los I.A. correspondientes.

En los animales inoculados con C167 no se registró
mortalidad ni aún en las diluciones más concentradas (104
UFP/dosis) calculándose un I.A.>104.5, mientras que para la cepa
parental se obtuvo un I.A.=103.7. Estos resultados indican que el
cambio en la vía de inoculación influye en la virulencia de ambos
virus, ya que los I.A. tanto para XJCl3 como para 0167 en el caso
de la via i.p. fueron superiores a los calculados cuando se
utilizó la via i.c. (Tabla 2).

De esta manera pudo descartarse la posibilidad de que 0167
fuera una variante viscerotrópica, ya que de haber sido así, la
virulenóia exhibida por una via periférica, como es la i.p.,
debería haber sido mayorque la correspondiente a la via i.c..

3) Dosis de virus:
La marcada atenuación de 0167 para el ratón lactante también

se comprobócuando se estudió la influencia de la dosis de virus
en dicho animal. Cuandodistintos lotes de ratones OFl de 2 días
de edad se inocularon por vía i.c. con 10 o 100 UFP de XJC13 o
C167. no se observó mortalidad en el caso de los animales
infectados con 1a mutante mientras que para aquellos inoculados
con el virus parental se registró una mortalidad del 45 y 100%,
respectivamente (Fig. 2).

Cuando la dosis se aumentó a 1000 UFP, murieron todos los
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Figura 2. Mortalidad de ratones de 2 días de edad inoculados con
distintas dosis de XJC13o 0167.
Lotes de 20 ratones OFl de 2 dias de edad se inocularon por via
i.C. con 10 ( - -- -- -—-- ), 100 (-—-———)o 1000 ( ----- --) UFP de
XJClS (A) o 0167 (B) registrándose la mortalidad hasta los 30
días p.i..
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ratones infectados con XJC13entre los 11 y 16 dias p.i. mientras
que con 0167 sólo se registró 26%de mortalidad entre los 14 a 22
dias p.i. (Fig. 2).

El retraso en el día de muerte de los ratones inoculados con
0167 respecto de los correspondientes a la cepa parental es
también una caracteristica de la atenuación de la mutante para
este animal (Fig. 2).

4) Cepa de ratón:
Los resultados expuestos, que señalan a C167 como una

variante de VJ sumamente atenuada para ratón lactante. podrian
ser propios para la cepa OFl de ratones, que fue la utilizada en
los experimentos mencionados hasta aqui. Por este motivo se
decidió estudiar la patogenicidad para otras dos cepas murinas:
C3H/HeJ y BALB/cJ, ambas endocriadas, de contenido genético
conocido.

En primer lugar se determinaron los I.A. de XJClB y 0167 por
titulación simultánea en células Vero y en ratones de 2 días de
edad inoculados por vía i.c. pertenecientes a las 3 cepas
murinas, ya que se incluyeron ratones OFl como controles. Los
valores de I.A. que presentó el virus parental oscilaron entre l
y 6 (Tabla 3), coincidiendo con los datos correspondientes a los
primeros estudios de patogenicidad de VJ para ratón, que
indicaban que la virulencia de dicho agente era similar para el
conjunto de cepas murinas ensayadas (16). Los I.A.
correspondientes a C167 oscilaron entre 400 y >1800 confirmando
la atenuación ya observada en ratones OFl (Tabla 3).

De acuerdo a los I.A. obtenidos para 0167, puede observarse
que la cepa C3H/HeJ mostró una susceptibilidad ligeramente
aumentadarespecto de las otras dos. Esta sensibilidad acentuada
también se manifestó cuando se estudió la mortalidad producida en
ratones de las 3 cepas inoculados por vía i.c. con diferentes
dosis de virus. Con la menor dosis, de 65 UFP. los animales
inoculados con C167 no presentaron morbimortalidad, mientras que
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Cepa XJC13 C;67

de Título I.A. Título I.A.

ratón UFP/ml DLso/ml UFP/DLso UFP/ml DLso/ml UFP/DLso

OFl 2,5.105 4,0.104 6,2 3,2.105 <1,8.102 >1800

CSH/HeJ 2,0.106 8.3.105 2,4 3,2.105 8,0.102 400

BALB/cJ 2.5.105 2,3.105 1.1 3,2.105 <3,1.102 >1000

Tabla 3. Virulencia de XJClS y 0167 para diferentes cepas de
ratones .
Los stocks de XJC13 y C167 se titularon en forma simultánea en
células Vero y en ratones de 2 días de edad, cepas OFl, C3H/HeJ y
BALB/cJ, por vía i.c.. El LA. se calculó comoel cociente entre
el título obtenido in vitro respecto del correspondiente obtenido
in vivo.
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Figura 3. Mortalidad de ratones de diferentes cepas frente a la
infección con 0167 o XJClS.
Lotes de 20 ratones de 2 días de edad pertenecientes a las cepas
OFl ( -——————-), CBH/HeJ ( ------- -— ) y BALB/CJ (-—----- —-) se
inocularon por vía i.c. con 65 UFP de C167 (A) o XJClS (B) o con
650 UFP de C167 (C), registrándose la mortalidad durante 30 dias
p.i..
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1os infectados con XJClB murieron en un 100% (Fig. 3A y 3B).
Cuando la dosis de C167 se aumentó a 650 UFP, algunos de los

animales murieron a causa de 1a infección, obteniéndose el mayor
valor de mortalidad (44%) para los ratones C3H/HeJ (Fig. 3C).

E1 tiempo que transcurre entre el momentode 1a inoculación
y 1a detección'de los signos clínicos de enfermedad o muerte es
también un factor importante que permite caracterizar la
patogenicidad del agente ensayado, ya que a menor tiempo de
aparición de la sintomatología de 1a enfermedad mayor virulencia.
Cuando se determinó el día promedio de muerte para ratones de
las tres cepas inoculados con 650 UFPde XJC13 o C167 por via
i.c., se encontró que la atenuación de C167 se reflejó comoun
retraso en dicho parámetro respecto del correspondiente a XJCl3
(Tabla 4). Dentro de los animales inoculados con 1a variante,
aquellos pertenecientes a la cepa CBH/HeJmurieron antes que los
correspondientes a OFl o BALB/cJ,presentando esta última cepa el
dia promedio de muerte más tardío (Tabla 4).

En consecuencia. puede concluirse que a pesar de la leve
gradación observada en la virulencia de 0167 de acuerdo con la
cepa murina ensayada, en todas ellas se mantuvo el fenotipo
atenuado de 1a mutante en contraposición con una virulencia
marcada'de la cepa parental.WWW

A fin de estudiar las causas que conducían a C167a exhibir
un fenotipo atenuado en el ratón de 2 dias de edad. se procedió a
investigar 1a interacción del virus con su hospedador
determinando los niveles de replicación viral durante 1a
infección y las respuestas del animal frente a 1a misma.

1) Distribución de virus en órganos:
Para relacionar 1a atenuación de C167 con su capacidad de

multiplicar en los tejidos u órganos del ratón, se determinaron
las curvas de crecimiento de C167 y XJC13en el cerebro de
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Cepa de Dosis XJClB Dosis C167

ratón 650 UFP 65 UFP 650 UFP 65 UFP

OFl 15,9 (0,9) 14,5 (0,8) 18,7 (0,7) *S

C3H/HeJ 11,4 (0,4) 12,2 (0,5) 16,0 (0,7) *S

BALB/CJ N.H. 14,9 (0,4) 24,0 (1,4) *S

Tabla 4. Dia promedio de muerte para ratones lactantes inoculados
con XJClS o C167.

Ratones de las cepas OF1, C3H/HeJ y BALB/CJse inocularon a los 2
dias de edad por vía i.c. con 65 o 650 UFP de XJC13 o C167. Se
utilizaron 20 animales por dosis y se observaron por 30 días p.i.
registrándose la cantidad de animales muertos a los distintos
dias p.i.. El dia promedio de muerte se calculó como 2n1.d1/N,
donde niznúmero de animales muertos en el día di y N=númerototal
de muertos, entre paréntesis figura la desviación standard.
*S= 100% de sobrevivencia. N.H. = no hecho.
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ratones OFl inoculados con 100 UFPpor Vía i.c. (Fig. 4). En el
caso de la cepa parental aparecieron altos titulos de
infectividad a tiempos tempranos con un máximo de 10e UFP/g
cerebro al dia 8 p.i.. mientras que con 0167 sólo se pudo
detectar virus recién a partir del día 9 p.i., registrándose un
máximode 2,4.106 UFP/g cerebro a los 18 días p.i. (Fig. 4).

Cuando la dosis de C167 se aumentó a 1000 UFP, la curva de
crecimiento en cerebro que se obtuvo fue similar a la de 100 UFP,
ya que la aparición de virus estuvo retrasada hasta el día 9 p.i.
y el titulo máximode 107 UFP/g cerebro recién se alcanzó al día
18 p.i. (Fig. 4).

La multiplicación retrasada de C167en cerebro no se debió a
una reversión al virus salvaje, ya que el virus crecido en dicho
órgano mantuvo la atenuación para ratón (I.A.= 130 UFP/DLso).
Esto se comprobóefectuando 3 pasajes seriados de la mutante y
del virus parental por cerebro de ratón, procedimiento por el
cual resulta posible la selección de variantes virulentas (85).
obteniéndose progenie que presentó un I.A.= 112 y 1,2,
respectivamente. lo que además indica una marcada estabilidad del
fenotipo de atenuación de C167.

Cuando se determinó la infectividad en el resto de los
órganos; luego de que el virus fuera inoculado en el cerebro del
ratón, se encontró, para la mutante, una dispersión totalmente
restringida. detectándose virus sólo en el sitio de inoculación
(Fig. 5). En el caso de la cepa parental se detectó viremia
temprana y pudo recuperarse infectividad a partir de todos los
órganos extraídos: cerebro. bazo. timo, hígado y riñón (Fig 5).

A los 45 días p.i. se intentó la recuperación de virus por
plaqueo directo en células Vero a partir de cerebro. bazo.
higado y sangre de los animales infectados con C167 obteniéndose
resultados negativos.

El patrón de multiplicación y dispersión viral restringida
de 0167 también se observó en ratones de las cepas BALB/cJy
CSH/HeJ.Los niveles de infectividad recuperados a partir de
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Figura 4. Curva de crecimiento de XJ013 y 0167 en cerebro de
ratón lactante.
Ratones OFl de 2 días de edad se inocularon por via i.c. con 100
UFP de 0167 ( »n—u ) o XJClB ( o——o ) o con 1000 UFP de C167

(onmo). A distintos días p.i. se sacrificaron 2 animales de cada
lote y se les extrajeron los cerebros, titulándose la
infectividad presente en homogenatos de dicho órgano por UFPen
células Vero.
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Figura 5. Distribución de virus en órganos y suero de ratones
lactantes infectados con XJ013 o 0167.
Ratones OFl de 2 días de edad se inocularon con 100 UFP de XJClS
( o———-—o) o 0167 (o-----o) por vía i 0.. A distintos días p.i.
los animales se sacrificaron extrayéndose distintos órganos y
sangre en los que se cuantificó infectividad por UFPen células
Vero.
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cerebros y riñones de animales lactantes. pertenecientes a ambas
cepas, inoculados con 650 UFP de C167 o XJ013 por via i.c.
resultaron similares a los descriptos para los ratones OFl. En el
caso del virus parental aparecieron altos titulos en cerebro
tanto al dia 3 como8 p.i. mientras que en riñón se detectó virus
al día 8 p.i. ÏFig. 6). De los animales inoculados con 1a mutante
y sacrificados a los 3 días p.i. no se logró aislar virus.
Aquellos sacrificados al día 8 p.i. mostraron bajos titulos de
infectividad en cerebro sin poderse recuperar virus a partir de
los riñones (Fig. 6).

En consecuencia, la reducida virulencia de 0167 para ratón
lactante puede asociarse con una capacidad restringida de
multiplicación en el cerebro, sitio de 1a inoculación. hecho que
provocaría una falta de diseminación del virus al resto de los
órganos.

2) Replicación viral en células peritoneales:
La multiplicación restringida de 0167 en ratones inoculados

por via i.c., también se manifestó cuando se investigó la
producción de virus a partir de células peritoneales de estos
animales. En este tipo de células, extraídas por lavado de la
cavidad peritoneal, predominan los macrófagos que han demostrado
ser un sustrato susceptible para 1a replicación de VJ tanto in
vivo como in vitro (34.51).

Cuando se extrajeron células peritoneales de ratones
lactantes OFl infectados con 100 UFPde XJClB o C167 por vía i.c.
y se las cultivó in vitro, se comprobó que solamente aquellas
provenientes de animales infectados con la cepa parental
liberaron virus al extracelular, mientras que en los
sobrenadantes de las procedentes de ratones inoculados con la
mutante no se detectó virus infeccioso, ni aún después de una
semana de cultivo in vitro (Fig. 7).

La ausencia de replicación viral en los cultivos de células
peritoneales de ratones inoculados con C167por via i.c. podria
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Figura 6. Presencia de virus en cerebro y riñón de ratones
lactantes inoculados con XJClS o 0167.
Ratones de 2 días de edad se inocularon por vía i.c. con 650 UFP
de XJC13 ( En] ) o 0167 ( [:3 ), sacrificándose 2 animales por
muestra a los 3 y 8 días p.i.. Los homogenatos de los órganos
correspondientes a cada una de las cepas ensayadas CJH/HeJ (A),
0F1 (B) y BALB/CJ (C) se titularon por UFP en células Vero.
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Figura 7. Producción viral de células peritoneales extraídas de
ratones lactantes inoculados con XJClSo C167 por via 1.0..
Ratones OFl de 2 días de edad se infectaron por vía i.c. con 100
UFP de XJC13 ( o———o) o 0167 (o-nn-o). A los 3 (A) o a los 7 (B)
días p.i. se extrajeron células de la cavidad peritoneal y se
cultivaron in vitro. A distintos días post-siembra, se tomaron
muestras de los sobrenadantes de los cultivos para su titulación
por UFPen células Vero.
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deberse a que las mismas no se encuentren infectadas con el virus
debido a la dispersión restringida que la mutante presenta en
este hospedador o porque resulten resistentes a la infección.
Para dilucidar esto se llevó a cabo la inoculación por via i.p.,
de forma tal de superar la barrera de la falta de dispersión
cuando el virus se inocula en el cerebro. La infectividad de los
sobrenadantes de los cultivos provenientes de los animales
infectados por ruta periférica fue similar a la detectada en el
caso de la inoculación por via i.c. (Fig. 8). Las células
obtenidas de animales infectados con XJC13 liberaron virus
durante las tres semanas que fueron mantenidas in vitro,
mientras que en el caso de la mutante no pudo detectarse
infectividad (Fig. 8).

Por lo tanto. estos resultados demuestran que las células
peritoneales murinas no son un sustrato apto para la
multiplicación de la mutante. Este hecho podria explicar la falta
total de patogenicidad cuando C167es inoculado en el ratón por
via i.p.. ya que se ha demostrado que las células peritoneales
son el blanco principal de la replicación viral cuandose utiliza
esta ruta.

3) Producción de interferón:
La reducida replicación de C167en el cerebro de los ratones

y la ausencia de dispersión viral podrian estar mediadas por
algún tipo de mecanismo antiviral propio del hospedador. La
producción de interferón (IFN), comorespuesta a la infección
viral. es capaz de determinar en muchoscasos la severidad de la
patología.

Cuando se investigó la presencia de IFN en el suero de
ratones OFl inoculados a los 2 días de edad con 100 UFP de XJClB
o 0167 por via i.c. se detectó actividad de IFNácido-resistente
al dia 3, 4, 5 y 6 p.i. en el caso de 1a infección con el virus
parental (Tabla 5). En los animales infectados con C167, los
resultados fueron negativos para todas las muestras tomadas desde
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Figura 8. Producción viral de células peritoneales extraídas de
ratones lactantes inoculados con XJC13o 0167 por via i.p..
Ratones OFl de 2 días de edad se inocularon por vía i.p. con
2.104 UFP de XJClS ( o——-—a ) o C167 ( o-————o). A los 3 (A) o a

los 5 (B) días p.i. se extrajeron Células peritoneales de estos
animales y se cultivaron in vitro. Adistintos días post-siembra
se ensayó la infectividad de los sobrenadantes de estos cultivos
por UFPen células Vero.
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Días Título de interferón

p.i. XJClS C167

1 <10 <10

2 <10 <10

3 223 <10

4 223 <10

5 640 <10

6 550 <10

7 10 <10

12 <10 <10

Tabla 4. Presencia de interferón en suero de ratones infectados
con XJC13 o 0167.

Ratones OFl de 2 dias de edad se inocularon por vía i.c. con 100
UFPde XJClBo C167 y se sangraron a distintos días p.i.. En las
muestras de suero se cuantificó actividad de interferón por
inhibición del efecto citopático de VSV en células L929. El
titulo de interferón se expresa como la inversa de la máxima
dilución de suero que confiere protección al 50%de las monocapas
celulares.
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e1 dia 1 hasta el 12 p.i. inclusive (Tabla 5).
De esta manera es. posible descartar que 1a escasa

replicación de la variante in vivo se deba a una exacerbada
producción de IFN, ya que de haber sido asi, en los animales
infectados con 0167, se deberian haber obtenido títulos de IFN

I . Y .mayoresque los registrados para el Virus parental.

4) Cinética de aparición de anticuerpos neutralizantes:
Cuando se investigó la presencia de anticuerpos

neutralizantes en el suero de ratones inoculados con 100 UFPde
0167, una dosis que no produce mortalidad, se detectó un título
de 20 al día 30 p.i., aumentando luego en forma pronunciada con
el transcurso del tiempo (Fig. 9).

La presencia de anticuerpos neutralizantes en los ratones
inoculados confirma la infección subclinica de los mismose
indica que los bajos niveles de replicación de la mutante son
suficientes para evocar una respuesta inmune aunque no para
desencadenar un proceso virulento para dicho hospedador.WWWMi

La infección subclinica que sufren los ratones inoculados
con 0167, puesta de manifiesto por la escasa replicación viral
detectada en el sitio de 1a inoculación y por la aparición de
anticuerpos neutralizantes, podría producir en los animales un
estado de protección ante la sobreinfección con VJ.

Para comprobar esta hipótesis, los ratones lactantes
inoculados con 0167 fueron desafiados a distintos días p.i.. Dado
que los ratones mayores de 20 dias de edad ya no son susceptibles
a la infección con XJ013 (Fig. 1), estos experimentos de
protección debieron diseñarse cuidadosamente, eligiendo un
período de tiempo corto entre la primoinfección con 0167 y el
desafio con la cepa parental. Por lo tanto, ratones OFl se
inocularon con la mutante a las 24 h de edad, ya sea por via 1.0.

47



- Resultados

100' 9
II

I
.. I

I
ll

- I
I

I
I

.. II
I

I
O _ I

—l O

:1 II4.:
‘- 50" II
4-» I

I

II
r" I

I
I

I
p

I
I

.: 45
< = O-O--C‘I l J l 14A 4; a n l

50 100

dl'Cls p.i.

Figura 9. Cinética de aparición de anticuerpos neutralizantes en
ratones infectados con 0167.
Ratones 0F1 de 2 dias de edad se inocularon por vía i.c. con 100

En los suerosUFPde 0167 y se sangraron a distintos dias p.i..
se determinó el título de anticuerpos neutralizantes expresado
como la inversa de la dilución que produce el 50%de reducción en
el número de placas.
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o i.p. desafiándolos a los 8 u 11 dias de edad con distintas
dosis de 1a cepa parental.

Cuando el tiempo transcurrido entre la preinoculación con
100 UFP de C167 por vía i.c. y el desafio con 500 UFP de XJC13
por via i.c. fue de 7 dias no se observó protección
significativa respecto de!los animales infectados solamente con
la cepa parental.

Cuando se aumentó el lapso a 10 dias, se encontró que la
mortalidad de los animales que habian sido previamente inoculados
con C167 i.c. y desafiados con XJC13 i.c. se redujo en un 63%
respecto de los ratones que sólo recibieron 1a cepa parental,
p<0.05 (Fig. 10A). Esta reducción en la mortalidad de los
animales preinoculados se mantiene aunque se aumente 3 veces la
cantidad de virus desafiante. p<0.l (Fig. lOB). El hecho de que
el efecto protector de la preinoculación con 1a mutante. frente
al desafío con XJClB. pueda comprobarse aún antes de la aparición
de los anticuerpos neutralizantes permite descartarlos como
responsables directos de dicho fenómeno. Por otro lado, la
necesidad de que entre preinoculación y desafío deban transcurrir
no menos de 10 dias para lograr protección (tiempo requerido para
detectar infectividad debida a la mutante en el cerebro de los
animales) señala como causa probable de la protección a la
interferencia que 0167 ejercería sobre la replicación de XJC13.

Esta hipótesis está avalada por los datos encontrados cuando
se procedió a preinocular por vía i.p. y a desafiar 10 días más
tarde por via i.c., ya que en este caso no se detectó protección
(Fig. 10A). Este comportamiento podria explicarse debido a que el
cambio en 1a vía de inoculación impediria la presencia simultánea
en cerebro de C167 y XJCl3. condición necesaria para que ocurra
1a interferencia.
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días de edad

Figura 10. Protección de ratones inoculados con 0167 frente al
desafio con XJC13.

(A) Ratones OFl de 1 día de edad se inocularon por via i.c.
( —--------- --) o i.p. ( "onu-uu ) con 100 UFP de C167 y 10 días
después se desafiaron con 500 UFP de XJ013 por vía i.c.. Como
controles se utilizaron animales de 11 días de edad inoculados
con 500 UFP de XJC13 por via i.c. ( --——- ).
(B) Ratones OFl de 1 dia de edad se inocularon por vía i.c. con
100 UFP de 0167 y 10 días después se desafiaron con 1500 UFP de
XJClSpor via i.c. ( -°-"---" ). Comocontroles se utilizaron
animales de 11 dias de edad inoculados con 1500 UFP de XJC13 por
vía i.c. ( —— ).
En (A) y (B) cada grupo contenía entre 30 y 40 ratones, además se
emplearon grupos controles de animales de 1 día de edad
inoculados por vía i.c. con 100 UFPde C167 ( ------- ).
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]II) IDIÁÜTCDCBIBDJIKZIEIDIkI) IDIE CJJJB'T ¡Pltfïlk
CDÜÏIÏCDEB deDIDIBIJCDEB ¿kbílldlkIsIEEB.

Los resultados obtenidos a partir del modelo experimental de
infección del. ratón con 0167 plantearon el interrogante del
comportamiento de la variante en otros modelos animales. A fin de
establecer si habia alteraciones en la virulencia de C167
respecto de XJCl3 en otros hospedadores, se eligieron para
ensayar el Calgmzs_musgulinus, principal reservorio de VJ en la
naturaleza (92) y el cobayo, uno de los más utilizados marcadores
de atenuación para este virus (79).WSL

Cuando el hospedador ensayado fue el ratón de campo, Qalomui
musgulinna, los datos encontrados fueron semejantes a aquellos
correspondientes al ratón.

Q¿mb de 8 días de edad inoculados con 650 UFP de XJCl3 por
vía i.c. murieron en un 88%mientras que los infectados con la
mutante lo hicieron en un 25% (Fig. 11), sin que se registraran
diferencias significativas en el día promedio de muerte entre
ambos grupos: 11,6 +/- 0,9 y 13 +/- 0,7 respectivamente.

En consecuencia, la atenuación que C167 presentó para el
ratón también se manifestó para el cricétido QLmLaunque no se
registró el retraso en el día promedio de muerte tal comoocurre
para el primero. Además. si bien la mortalidad causada por XJClB
se mantiene constante tanto para los cricétidos (88%)comopara
el ratón OFl de 7 dias de edad (90%). las muertes debidas a C167
son mayores en el caso de los Qümh (25%) que en los ratones OFl
(6%) (Fig. 1 y 11).

b) Cobayo:
La atenuación que C167 presentó para múridos y cricétidos

también se dió en el caso del cobayo (cávido). Sin embargo. el
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100 

°/odemortalidad

Figura 11. Mortalidad de cricétidos Qalnmxs_musgnlinnsinoculados
con XJClS o 0167.
Lotes de 10 cricétidos lactantes Qalgmxs_musgulinusde 8 dias de
edad se inocularon por via i.c. con 650 UFP de XJC13 ( ———————)
o 0167 ( - - - - - -- ), observándose los animales durante 30 días
p.i. a fin de registrar la morbimortalidad.
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comportamiento de _la mutante en este modelo no resulta
sorprendente, ya que la cepa parental, XJC13es una cepa atenuada
para este hospedador.

Cuando se registró la mortalidad de cobayos adultos
inoculados por vía i.m. con 1000 UFP de XJClB o 0167 se comprobó
que ninguno de los 2 ¿irus causaron morbimortalidad entre los
animales infectados.

Luego de una segunda inoculación a los 40 días p.i. con la
mismadosis anterior y utilizando la mismavía. los cobayos se
sangraron y sacrificaron 7 días después procediéndose a la
necropsia de los mismos. El aspecto macroscópico de los órganos
internos de los animales infectados con la cepa parental o con la
mutante no presentó signos hemorrágicos y fue similar al de
animales controles sin infectar.

En los sueros obtenidos se detectó actividad neutralizante
contra el virus homólogo con títulos de 100 y 400 para los
cobayos inoculados con C167 y XJClB, respectivamente. La
presencia de anticuerpos neutralizantes confirmó la infección de
estos animales con ambos virus a pesar de la ausencia de
morbimortalidad.

En consecuencia. C167 mantiene en la infección experimental
del cobayo adulto la atenuación característica de XJClSpara
dicho hospedador.

III) MULTIPLICACION Y PERSISTEN
Cillk IDIE CJJJB'T ¡Shi CJIJIJÚÏIÏÍCDES CJIEIJEJIslk
IIIEEB.

La eficiencia reducida de C167para crecer en cerebro de
ratón y su incapacidad para diseminarse a otros órganos del
animal podria deberse a un impedimento específico de la mutante
para multiplicar en células de origen murino. Para probar esta
hipótesis y analizar el espectro de tipos celulares en que se
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podria manifestar esta restricción, se determinaron
comparativamente las curvas de crecimiento de XJC13y C167 en
cultivos primarios de ratón obtenidos a partir de distintos
tejidos. Además se estudió la posibilidad por parte de 0167 de
establecer infecciones persistentes en dichas células, propiedad
tipica del VJ.. ‘WWW
calularesi
1) células Vero:

Comosistema control, se realizaron en primer lugar las
curvas de crecimiento viral en células Vero. línea celular usada
de rutina para propagar y cuantificar VJ.

Cuando se infectaron células Vero con C167 o XJC13, a una
m.i. de 0,1 UFP/cél. se comprobó que ambos virus replicaban en
forma semejante. Este comportamiento se evidenció a través de
curvas de crecimiento con perfiles similares. tanto en la
cinética de multiplicación como en los valores máximos de
infectividad alcanzados, que oscilaron alrededor de 106 UFP/mla1
día 6 p.i. (Fig. 12).

A1 ensayar una m.i. de 0,01 UFP/cél. tanto el crecimiento de
la variante comode la cepa parental se vieron retrasados.
alcanzando recién al dia 9 p.i. el máximode infectividad (103
UFP/ml).

Durante la etapa aguda de la infección, ambos virus
produjeron en los cultivos. a partir del día 3 p.i. un efecto
citopático característico. apareciendo en primer término pequeños
focos aislados de células muertas (redondeadas, refringentes)
hasta llegar a la semana p.i. a zonas en la monocapabien
delimitadas y extensas que presentaban cambios evidentes en 1a
morfología celular a causa de la actividad viral.

En consecuencia. la multiplicación de XJC13 y C167 en
células Vero, durante la etapa aguda de la infección presenta
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Figura 12. Curvas de crecimiento de XJClS y 0167 en células Vero.
Monocapasde células Vero se infectaron a una m.i. de 0,1 UFP/cél
con XJClS ( o————o) o C167 (O-----o ) y se incubaron a 37°C. A
distintos días p.i. se cosecharon los sobrenadantes y se
titularon por UFPen células Vero.
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caracteristicas similares, tanto en las curvas de crecimiento
obtenidas como en el grado.de ACPproducida.

2) células BHK-21:
Las células BHK-21,derivadas de riñón de hamster, resultan,

al igual que las células Vero, un sustrato de uso frecuente en la
propagación de VJ. Cuando se probó la capacidad de multiplicar de
Cl67 en esta línea celular se encontró que los niveles de
crecimiento de la mutante eran similares a los de la cepa
parental y del mismo orden que los obtenidos en las células de
mono (datos no presentados).

3) cultivos primarios de cerebro de ratón lactante:
En los ratones lactantes inoculados con 0167 por vía i.c. se

habia encontrado un crecimiento retrasado de la mutante en
cerebro con titulos significativamente menores que los
correspondientes al virus parental (Fig. 4). A fin de conocer el
comportamiento in vitro de ambosvirus en un sistema similar, se
estudió la replicación de los mismos en cultivos celulares
obtenidos a partir de cerebro de ratón lactante.

Los cultivos primarios de cerebro (CR) de ratones 0F1
presentaron la heterogeneidad característica de este tipo de
cultivo, siendo los astrocitos (células fibroblásticas) el tipo
celular predominante en los mismos (Fig. 13).

Cuando estos cultivos se infectaron con 0167 o XJClS a una
m.i. de 0,01 UFP/cél, el virus parental multiplicó alcanzando un
título de 10e UFP/mlal día 7 p.i.; por el contrario, la mutante
no superó el valor de 103 UFP/ml, que recién alcanzó al día 12
p.i. (Fig. 14). Para ninguno de los virus se detectó acción
citopatogénica en los cultivos infectados.

El comportamiento diferencial de 0167 en los cultivos de
células de cerebro de ratón in vitro seria entonces una causa
probable de la replicación restringida de la mutante en el
cerebro de los animales inoculados con la misma.
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Figura 13. Cultivos primarios de cerebro de ratón
Monocapas de células CRse fijaron con formol 10%y se oolorearon
con hematoxilina observándose a 250K (A), o con hematoxilina
eosina a 400x (B).
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Figura 14. Curvas de crecimiento de XJClS y 0167 en cultivos
primarios de cerebro de ratón lactante.
Cultivos CRse infectaron con XJClS ( 0--° ) o 0167 ( o----o ) a
m.i. de 0,01 UFP/cél y se incubaron a 37°C. A distintos días p.i.
se cosecharon los sobrenadantes y se titularon por UFPen células
Vero.
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4) Cultivos primarios de embrión de ratón:
La inhabilidad de C167 para replicar en cerebro de ratón o

en cultivos celulares provenientes de dicho órgano podría deberse
al origen nervioso del tejido involucrado. Para descartar esta
posibilidad se investigó la multiplicación de ambos virus en
cultivos primarios de embrión de ratón (ER) cuya población
celular presenta un grado de diferenciación menor que los
cultivos de cerebro. Además, resultaron morfológicamente más
homogéneosque los de cerebro. con una elevada proporción celular
de tipo fibroblástico.

Cuando se infectaron ER con C167 o XJC13. solamente se
detectó virus en los sobrenadantes de los cultivos infectados con
la cepa parental alcanzándose un titulo máximode 10s UFP/mlal
día 5 p.i. (Fig. 15). La replicación de XJC13en estas células no
causó ningún tipo de acción citopatogénica. En el caso de los
cultivos inoculados con la mutante. los niveles de infectividad
en los sobrenadantes permanecieron por debajo del límite de
detección (Fig. 15).

5) Cultivos de células peritoneales de ratón:
Los cultivos murinos usados hasta el momentopara ensayar el

crecimiento de C167 y XJClB, en los que se comprobó una
restricción en la replicación de la mutante, presentaban
predominanciade células fibroblásticas.

Para completar la caracterización de la multiplicación de
C167en distintos tipos celulares murinos se decidió emplear como
sustrato cultivos de células peritoneales de ratón (CP),
compuestos casi exclusivamente por macrófagos, tipo celular de
propiedades particulares, y que resultan permisivos para la
replicación de VJ (51).

Debido al proceso de maduración que sufre el macrófago
durante el desarrollo del animal. se ensayaron CPprovenientes de
ratones lactantes y adultos. En ambos casos se verificó una
restricción total en la replicación de la mutante, registrándose
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Figura 15. Curvas de crecimiento de XJClS y 0167 en cultivos
primarios de embrión de ratón.
Cultivos ER se infectaron con XJC13 (o————4) o 0167 ( o—____oQ a
una m.i. de 0,1 UFP/cél y se incubaron a 37°C. A distintos dias
p.i. se cosecharon los sobrenadantes y se titularon por UFPen
células Vero.
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infectividad solamente en CPde adultos al día l p.i. debido
probablemente al virus residual del inóculo (Fig. 16). Por otro
lado. la cepa parental creció en estos cultivos sin presentar
ACP, alcanzando titulos bajos, que no superaron 103 UFP/ml (Fig.
16).

Estos resultados demuestran que la inhabilidad de C167 para
crecer en cultivos de células de ratón está ligada con el origen
murino del sustrato de replicación, independientemente del tipo
celular presente en dichos cultivos.

6) Cultivos primarios de embrión de Calgm!s_mg5gulinnaz
La restricción en el crecimiento de C167 en cultivos

celulares de origen murino seria la causa principal de su falta
de patogenicidad para ratón. Esta correlación podria también ser
válida para la atenuación en virulencia de 0167 para Calgmxs
musgulinns. Para confirmar esta-hipótesis se estudió entonces la
replicación de 0167 y XJC13en cultivos primarios de embrión y de
riñón de QLmL.

Los cultivos primarios de embrión de QLmL(EC). presentaron,
una morfología similar a los correspondientes murinos
encontrándose, dentro de la típica heterogeneidad, predominancia
de células fibroblásticas.

Cuando se infectaron EC con 0167 o XJ013 se comprobó que
ambos virus fueron capaces de crecer en dicho sustrato,
presentando una cinética de multiplicación similar. Sin embargo,
los títulos en los sobrenadantes de los cultivos infectados con
la cepa parental fueron, en todo el ciclo. 2 log mayores que los
correspondientes a 0167 (Fig. 17). En el caso de los cultivos
infectados con XJC13 se alcanzaron valores que oscilaron
alrededor de 2.105 UFP/mlentre los días 5 y 11 p.i. mientras que
para la mutante no superaron_3.103 UFP/ml (Fig. 17). Para ninguno
de los virus. la replicación se puso en evidencia a través de la
producción de ACP.
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Figura 16. Curvas de crecimiento de XJC13y 0167 en cultivos de
células peritoneales de ratón.
CP extraídas de ratones de 2 días (A) o de 10 semanas de edad (B)
se infectaron con XJC13 (o—-——o)o 0167 (o-—--—o ) a una m.i. de
0,1 (A) o 1 (B) UFP/cél y se incubaron a 37°C. A distintos días
p.i. se cosecharon los sobrenadantes y se titularon por UFPen
células Vero.
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Estos resultados demuestran que, si bien, la mutante es
capaz de replicar en EG, esta multiplicación ocurre en forma
disminuida, aunque no retrasada, respecto de la cepa parental.

7) Cultivos celulares de riñón de Qalomxs_musgnlinus:
Los cultivos celulares de riñón de Cima (RC) estuvieron

compuestos casi exclusivamente por fibroblastos. Cuando se
estudió el crecimiento de C167 y XJC13 en RC se encontró que
ambos virus fueron capaces de multiplicar en dichas células,
aunque para C167se mantuvo 1a restricción en cuanto al titulo
logrado. La cepa parental creció rápidamente alcanzando valores
de infectividad de 106 UFP/ml al dia 4 p.i. mientras que C167
sólo llegó a 103 UFP/ml recién al día 10 p.i. (Fig. 18). Al igual
que en los cultivos anteriores, 1a replicación no se vió
acompañada de ACP.

Teniendo en cuenta los resultados observados en EC y RC
puede afirmarse que la virulencia reducida de 0167 para el QLmL
está asociada a una replicación restringida de la mutante en
cultivos celulares provenientes de dicho hospedador. tal como
ocurre en el caso del ratón. Esta relación también se manifiesta
entre el grado de virulencia in vivo y el nivel de replicación in
vitro,'ya que el sistema murino, en el cual se observa la mayor
atenuación in vivo es aquél en el que se presenta la restricción
in vitro más marcada.WWWQMM

La producción de infecciones persistentes in vitro es una
propiedad característica del VJ. puesta de manifiesto por
distintas cepas en diversos tipos de cultivos celulares. Por lo
tanto, se decidió estudiar la capacidad de 0167 de establecer
persistencia en tres sistemas celulares en los que la mutante
mostró diferentes niveles de multiplicación: un sistema total
mente permisivo (células Vero), un sistema altamente restrictivo
(células ER) y uno de comportamiento intermedio (células EC).
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Figura 17. Curvas de crecimiento de XJC13y 0167 en cultivos
primarios de embrión de Qalgmxa_mnsgnlinna.
Cultivos EC se infectaron con XJC13 ( o———4) o 0167 (o-———o ) a
una m.i. de 0.5 UFP/cél y se incubaron a 37°C. A distintos días
p.i. se cosecharon los sobrenadantes y se titularon por UFPen
células Vero.
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Figura 18. Curvas de crecimiento de XJCIS y 0167 en cultivos
primarios de riñón de Calgmzs_mnagnlinns.
Cultivos RC se infectaron con XJClS ( o————o) o C167 ( o--———o)

a una m.i. de 0,5 UFP/cél y se incubaron a 37°C. A distintos días
p.i. se cosecharon los sobrenadantes y se titularon por UFPen
células Vero.
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1) células Vero:
Luego de transcurrido la etapa aguda de la infección de

células Vero, es decir a partir de las 2 o 3 semanas p.i., la
clásica ACP producida por elv VJ en este tipo celular fue
desapareciendo. A los 30-45 días‘ p.i. los cultivos que habían
sido infectadós con XJdlB o con C167 presentaron un aspecto
indistinguible respecto de cultivos controles sin infectar.

Las principales características estudiadas para decidir si
los cultivos asi obtenidos se encontraban persistentemente
infectados fueron: la producción de virus y la resistencia a la
sobreinfección con virus homólogoy heterólogo relacionado (40).

Cuando se cuantificó la infectividad presente en los
sobrenadantes de los cultivos de células Vero' infectados con
0167 o con XJClB, denominados V7 y V3, respectivamente, se
comprobóque, en el caso de la'capa parental, la producción de
virus que habia comenzadoen la etapa aguda declinó alrededor del
día 30 p.i.. A partir de ese momento, los cultivos V3 produjeron
virus en forma cíclica y con titulos bajos, con picos a los 60 y
115 días p.i. de 104 UFP/ml (Fig. 19). En el caso de V7 también
se detectó virus hasta los 30 días p.i.. Sin embargo, a
diferencia de lo que ocurrió con la cepa parental. no volvieron a
producir infectividad en etapas posteriores (Fig. 19).

La ausencia de infectividad en los sobrenadantes de V7
después del día 30 p.i. podria sugerir que las células infectadas
con Cl67 hubiesen superado por completo la infección. Sin
embargo, cuando se investigó la susceptibilidad de V7 y V3 a la
sobreinfección con XJC13o C167 se encontró que, tanto V7 como
V3, eran resistentes al desafío con VJ, ya sea mediante ensayos
de plaqueo directo o por cuantificación del rendimiento viral
luego de la reinfección de cultivos persistentemente infectados.
Tanto V3 como V7, resistieron el desafío con el virus homólogo y
con virus heterólogo relacionado. tal es el caso de la infección
de V7 con XJClS y de V3 con 0167. pero resultaron sensibles
frente al desafío con un virus heterólogo perteneciente a otra
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Figura 19. Producción viral de células Vero persistentemente
infectadas con XJ013 o C167.
Células Vero se infectaron a una m.i.
(

de l UFP/cél con XJClB, V3
) o C167, V7 ( ---- ) y se incubaron a 37°C con cambios

semanales de medio hasta los 30 días p.i.. A partir de ese
se subcultivaron semanalmente. Los sobrenadantes semomento

cosecharon periódicamente y se titularon por UFPen células Vero.
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familia como es VSV (Fig. 20).
En base a los resultados expuestos se concluye que las

células Vero infectadas con C167 son capaces de desarrollar
persistencia, tal comoocurre con la cepa parental y que dicha
condición se pone de manifiesto por la resistencia a la
sobreinfección'con C167 y‘XJCl3.

2) Cultivos de embrión de ratón:
Cultivos ER infectados con XJC13o C167 se mantuvieron por

repiques espaciados, denominándoselos ER3y ER7, respectivamente.
Los cultivos ER3continuaron produciendo virus luego de lo que
podria denominarse etapa aguda, ya que en estas células, al no
producirse ACP, la delimitación temporal de dicha etapa no es
precisa. Los mayores titulos de infectividad se alcanzaron entre
los días 45 y 60 p.i. con valores que oscilaron alrededor de 104
UFP/ml. para decaer a partir de} dia 70 p.i. y volver a aumentar
al día 110 p.i. (Fig. 21). Por el contrario, en los sobrenadantes
de los cultivos ER7 no pudo detectarse infectividad en ningún
momento (Fig. 21).

Cuando ER3 fue sometido a un ensayo de desafío, se comprobó
resistencia a la sobreinfección con XJC13 y susceptibilidad
frente a la multiplicación de VSV. mientras que ER7resultó
sensible a ambos (Fig. 22). En estos cultivos no se ensayó la
replicación de 0167 debido a la restricción en el crecimiento que
la mutante presentó en las células de origen murino.

En consecuencia puede considerarse a ER3 como un cultivo
persistentemente infectado, tanto por la producción prolongada de
virus como por la resistencia que ofreció a la replicación de la
cepa parental. Por el contrario, ER7se comportó comoun cultivo
de células sanas permitiendo la replicación de XJClB. De esta
manera se comprobó la incapacidad de C167 para infectar los
cultivos murinos. hecho reflejado en la ausencia de infectividad
en los sobrenadantes de ER7y en la susceptibilidad de dichos
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Figura 20. Multiplicación de virus homólogo y heterólogo en
cultivos de células Vero infectados persistentemente con XJC13o
C167.

Cultivos V3 y V7 se infectaron a los 150 días p.i. con XJClB (A),
C167 (B), y VSV (C) a una m.i. de 0.01 UFP/cél y se incubaron a
37°C. A los 2 días post-sobreinfección se cosecharon los
sobrenadantes y se titularon por UFP en células Vero. Como
controles se utilizaron cultivos de células Vero que se
infectaron de la mismaforma que los anteriores.
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Figura 21. Producción viral de cultivos de embrión de ratón
persistentemente infectados con XJClS o 0167.
Cultivos ER se infectaron con XJClB, ER3 ( ) o C167, ER7
( ----- -- ) a una m.i. de 1 UFP/cél y se inoubaron a 37°C con
cambios semanales de medio de cultivo hasta los 30 días p.i.. A
partir de ese momento se subcultivaron cada 20-25 días. Los
sobrenadantes se cosecharon periódicamente y se titularon por UFP
en células Vero.
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cultivos frente a la multiplicación de un virus antigénicamente
relacionado, como es su cepa parental XJC13.

3) Cultivos de embrión de Calgmrs_musculinns=
En células EC infectadas con XJC13 (ECS) o con Cl67 (EC7),

luego de transcurrida la etapa aguda de la infección, los
cultivos continuaron produciendo virus, alcanzando picos de
infectividad similares alrededor del dia 50 y 100 p.i. tanto para
EC3 como EC7 (Fig. 23). La producción viral en EC7 ¡recién decayó
al día 120p.i. sin volverse a detectar infectividad hasta el fin
del experimento al dia 150 p.i. (Fig. 23).

Por lo tanto, a diferencia de lo que ocurrió durante la
etapa aguda de la infección, la persistencia deIXJ013 y 0167 en
cultivos de embrión de 61m1 presentó caracteristicas similares
para ambos virus con producción viral a títulos relativamente
altos durante períodos prolongados.

En conclusión, XJC13fue capaz de inducir persistencia en
los tres tipos de cultivos ensayados, mientras que C167sólo
originó infecciones persistentes en células Vero y EC.

IÑÏ) IBÜÏ¿&I?¿ÁEB IDIEI4 CZIIZIJCD IDE: DGEJIJÜÏIF
I’IJICIÁÁCZIIDIJ IDE: ELÏCZJJB EZ CZJIB'T

A fin de determinar a que nivel se encuentra el bloqueo que
impide 1a replicación de C167 en las células murinas se decidió
analizar en detalle las distintas etapas del ciclo de
multiplicación de la mutante y 1a cepa parental en cultivos
primarios de embrión de ratón, comparativamente con células Vero.MMM

El primer evento del ciclo de multiplicación que se estudió
fue la sintesis de proteinas, con el objeto de ubicar
temporalmente al defecto como temprano o tardío. A tal fin, se
infectaron células Vero y ERcon XJC13o 0167 y a distintos días
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Figura 22. Multiplicación de virus homólogo y heterólogo en
cultivos de embrión de ratón infectados persistentemente con
XJClS o 0167.
Cultivos ER3 y ER7 se infectaron a los 100 días p.i. con XJC13
(A) o VSV (B) a una m.i. de 1 UFP/cél y se incubaron a 37°C. A
las 24 h post-sobreinfección en el caso de VSVo 48 h en el caso
de XJC13se cosecharon los sobrenadantes y se titularon por UFP
en células Vero. Comocontroles se utilizaron cultivos ERque se
infectaron de la mismaforma que los anteriores.
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Figura 23. Producción viral de cultivos de embrión de Calgmzs
musgnlinna persistentemente infectados con XJClS o 0167.
Cultivos EC se infectaron con XJC13, EC3 ( ——-———) o 0167, EC7
( -—---— ) a una m.i. de 1 UFP/cél y se incubaron a 37°C con
cambios semanales de medio hasta los 30 días p.i.. A partir de
ese momento se subcultivaron cada 20-25 dias. Los sobrenadantes
se cosecharon periódicamente y se titularon por UFP en células
Vero.
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p.i. se marcaron las proteínas mediante un pulso de 35S-metio
nina. Las proteinas virales se inmunoprecipitaron del lisado
celular y se separaron en geles de poliacrilamida con SDS,
revelándolas por fluorografia.

En células Vero se observaron los principales polipéptidos
descriptos para células infectadas con VJ (42,69): GPC,precursor
de las glicoproteínas de 64-67 KDa; NP, nucleoproteina de 60-64
KDa; GPl, glicoproteina de 45-50 KDa; GP2 o GP38, glicoproteina
de 36-38 KDa. Además aparecen bandas de menor PM (16-25 KDa) que
han sido descriptas como productos de degradación de NP (42).

En este sistema existe comigración de GPCy NP debido a la
similitud que presentan en sus PM, pudiéndose observar en la zona
de 64-68 KDauna banda ancha que a veces llega a resolverse como
un doblete (Fig. 24).

Para ambosvirus tanto la cinética de aparición comola
abundancia relativa de las distintas proteínas (inferida de
acuerdo a la intensidad de la banda respectiva) resultaron
similares, detectándose una leve diferencia al dia 3 p.i. en el
que aparece disminuida la proporción de NPcorrespondiente a 0167
respecto de XJClB, ocurriendo para GP38el caso inverso (Fig.
24). Las movilidades electroforéticas de las distintas proteínas
coinciden para los dos virus.

Cuando este experimento se realizó utilizando ER como
sustrato celular, no se pudo detectar síntesis de proteínas
virales en los cultivos infectados con la mutante, ni aún en los
marcados al día 3 p.i. (Fig. 25). La síntesis proteica en el caso
de ER infectados con XJClBse puso de manifiesto a través de la
aparición de una banda intensa en la posición correspondiente a
NP y GPC, tanto al dia 2 como 3 p.i. (Fig. 25).

En la zona de PMmenores no apareció ninguna de las bandas
esperadas correspondientes a las glicoproteínas virales. Este
hecho puede explicarse teniendo en cuenta que. a pesar de que
XJC13es capaz de crecer en este tipo celular. la eficiencia del
proceso sería menor cuando se lo compara con el crecimiento en
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Figura 24. Sintesis de proteinas virales en células infectadas
con XJClS o 0167.
Cultivos de células Vero se infectaron con XJClB o 0167 a una
m.1. de 1 UFP/eél. A distintos tiempos p.i. las células se
marcaron con 35S-met. Las proteínas virales se inmunoprecipitaron
y se separaron por PAGE-SBS,revelándose por fluorografía.
U: control de células sin infectar, 1: 24 h p.i., 2: 48 h p.í.,
8: 72 h p.i.. En la fotogarfía, además de GPC, NP y GP38, se
muestra la ubicación de GPl (45-50 KDa)y de las proteínas de
menor PM (18-25 KDa).
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GPC,NP

\

Figura 25- Síntesis de proteínas virales en células ERinfectadas
con XJ013 o 0167.
Células ER se infectaron con XJClB o 0167 a una m.i. de 1
UFP/cél. A distintos tiempos p.i. las células se marcaron con
85S-met. Las proteínas virales se inmunoprecipitaron y se
separaron por PAGE-SDSrevelándose por fluorografía.
A: XJClS 48 h p.i., B: XJClS 72 h p.i., C: control de células sin
infectar, D: 0167 48 h p.1., E: 0167 72 h p.i..
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células Vero, detectándose en consecuencia solamente las
proteinas más abundantes, que en este caso son la nucleoproteína
y GPC.

La ausencia de sintesis proteica en el caso de ER
infectados con C167 indicó que este paso, o uno anterior en el
ciclo de multiplicación, sería el responsable de la restricción
en la replicación de 1a mutante en las células de ratón.

bLAdsnmiáxL:
Cuando se estudió la adsorción de XJClB y C167 a células

Vero, midiendo la infectividad asociada a los cultivos luego de
distintos tiempos de contacto entre el virus y las células a 4°C.
se comprobó que dicho proceso ocurría rápidamente mostrando
dependencia del tiempo y saturabilidad. tanto para XJC13como
para 0167 (Fig. 26). Los niveles de infectividad adsorbida a
estas células fueron similares para ambosvirus (Fig. 26).

En el caso de utilizar ER, la cepa parental se comportó del
mismo modo que en células Vero. Sin embargo, la cantidad de
infectividad adsorbida de 0167 fue significativamente inferior a
1a correspondiente a XJClB. Esta diferencia de virus adsorbido,
entre la mutante y la cepa parental, llegó a ser de 1,5 log a los
60 min de adsorción (Fig. 26).

Resultados similares se obtuvieron cuando se midió 1a unión
de virus purificado y marcado radioactivamente con 125I a ambos
cultivos. En este tipo de ensayo es posible descartar los
efectos sobre la actividad biológica del virus, que pudieran
surgir a causa de la interacción con el receptor. de forma tal
de estudiar solamente la adsorción desde un punto de vista
físisco a través del reconocimiento receptor-proteina viral. En
estas condiciones la radioactividad asociada a células Vero luego
de 30 min de adsorción a 4°C fue similar para ambos virus. Por el
contrario en el caso de ER los niveles de unión de C167
resultaron inferiores en un 60%respecto de XJC13(Fig. 27).

Este impedimento parcial en 1a adsorción de C167 a ER podría
77



- Resultados

¿ célVero _ ER

TE\
Q
LL

3 2,5- *
85 0-
._. ¡l á ‘ ‘ ' ‘ ——-o

<--‘°*——o’,
2h P

n n l 1 l I n l l n J l

30 60 30 60

min de adsorción

Figura 26. Adsorción de XJC13 y C167 a células Vero y ER.
Células Vero o ER se infectaron con XJClS ( &————4) o 0167
( o————o) a una m.i. de 1 UFP/cél. El inóculo se dejó adsorber
por distintos tiempos a 4°C luego de lo cual se determinó la
infectividad asociada a los cultivos celulares.
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Figura 27. Unión de XJC13 y C167 marcados con 1251 a células Vero
y ER.

Monocapas de células Vero o ER se infectaron con 200000 cpm de
virus purificado y marcado con 1351. Los inóculos se dejaron
adsorber por 0 o 30 min a 4°C, cuantificándose luego de cada
tiempo la radioactividad asociada a los cultivos.



- Resultados

justificar la restricción en la replicación de la mutanteen
dichas células.

El bloqueo en la adsorción de C167 a las células murinas
llevó al estudio del paso siguiente en el ciclo de multiplicación
con el fin de corroborar si la internalización del virus se
encontraba efectivamente anulada por la falta de unión del mismo
a la célula.

La penetración de la mutante y del virus parental a células
Vero y ERse cuantificó a través de la cantidad de centros
infecciosos (CI) no neutralizables por antisuero específico
presentes en los cultivos infectados. Transcurrida la etapa de
adsorción (30 min a 4°C) y luego de 60 min a 37°C la cantidad de
virus penetrado a células Vero fue similar para XJC13y C167, por
el contrario, en ER sólo eli virus parental fue capaz de ser
internalizado mientras que de 1a mutante no se pudieron detectar
CI (Tabla 6).

Estos resultados demuestran que el bloqueo en la adsorción
de 0167 a células murinas es el principal factor responsable de
la restricción en 1a multiplicación de la mutante. lo que se
traduce en una falta total de penetración del virus a la célula.

‘7) CZIKIÏIXCJÜTIEIRIIZÁXCJIIDDJ IDEE raza C?I¿IIJC)
I’IÏCDÜÏIEIIQAÁ IDE: ESCJIPIZEQITIIJJJE C3I?Ei€3.

La atenuación de Cl67 para el ratón lactante se correlacionó
in vitro con su inhabilidad para crecer en cultivos celulares de
origen murino debida a un bloqueo en las etapas de adsorción /
penetración en el ciclo de multiplicación.

Este bloqueo, responsable en último término de las
propiedades mencionadas, podría involucrar, a nivel molecular.
una alteración en el reconocimiento o unión del receptor celular
a la proteina viral externa responsable de llevar a cabo dicha
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Centros infecciosos (CI/ml)

Virus

c. Vero ER

XJClS 7,30.102 1,02.103

0167 1,14.103 <5

Tabla 5. Penetración de XJ013 y 0167 a células Vero y ER.
Cultivos de células Vero o ER se infectaron con XJClS o 0167 a
una m.i. de 0,5 UFP/cél. dejando adsorber el virus durante l h a
400. Luego de la adsorción los cultivos se llevaron a estufa
durante 1 h a 37°C. El virus no adsorbido y el adsorbido pero no
penetrado se neutralizó con antisuero especifico. El virus
internalizado se midió por un ensayo de centros infecciosos en
células Vero.
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interacción. Por este motivo, se encararon estudios tendientes a
dilucidar si el fenotipo alterado de 0167 se correlacionaba con
algún cambioa nivel de la principal glicoproteina de superficie,
es decir GP38.

a) Bgagtiyidad cruzada de Xdfila y GLBZpg: neutralización:
Estudios previos identificaron a GP38 como el blanco

principal hacia el cual están dirigidos los anticuerpos
neutralizantes (35). A fin de detectar alguna alteración
antigénica en GP38 se efectuaron reacciones de neutralización
cruzada con sueros hiperinmunes de cobayo contra XJClB y C167.
Esta metodologia ha permitido diferenciar y clasificar diversas
cepas de VJ (24).

Los resultados demostraron que los sueros obtenidos con
XJClB y con 0167 fueron capaces de neutralizar ambos virus,
lográndose titulos semejantes tanto contra el virus homólogocomo
contra el heterólogo (Tabla 7).

El hecho de que el inmunosuero reconozca con la misma
eficiencia al virus que lo originó comoal otro indica que. de
existir diferencias antigénicas entre GP38del virus parental y
de la mutante. las mismas no se pondrían en evidencia a través de
la reactividad de la glicoproteina con sueros policlonales.WWW

Cuando se estudió la cinética de sintesis de proteínas
virales en células Vero infectadas con XJClB o 0167 no se
observaron diferencias en la movilidad electroforética de la
GP38 de ambos virus (Fig. 24).

El mismoresultado se obtuvo cuando el análisis de GP38se
llevó a cabo en viriones purificados y marcados externamente con
1251. Comopuede observarse en la figura 28, la posición de la
glicoproteína fue 1a misma para ambos virus indicando que poseen
el mismo PMo lo suficientemente cercano como para no mostrar una
movilidadelectroforética diferencial.
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Virus Antisuero XJClB AntisueroiC167

XJClB 400 100

0167 450 100

Tabla 7. Neutralización cruzada de XJCl3 y C167.
Diluciones de inmunosueros de cobayo antiXJClB y antiC167 se
enfrentaron con 100 DICTsode los respectivos virus. Las mezclas
se dejaron reaccionar por 1 h a 37°C cuantificándose luego la
infectividad residual de cada una en células Vero por ACP.El
titulo del suero se expresó comola inversa de la máximadilución
que protegió al 50% de las monocapas celulares de la acción
citopatogénica del virus.
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En conclusión, mediante el empleo de la electroforesis en
geles de poliacrilamida con SDS no fue posible detectar
diferencias entre XJClBy 0167 a nivel de la glicoproteína de
superficie.

o \GWWMM
La técnica de proteólisis parcial aplicada a proteínas

virales resulta particularmente útil para distinguir proteínas
pertenecientes a distintas cepas de virus y cuyas diferencias
son demasiado pequeñas como para reflejarse en cambios de PM. Se
inició entonces un estudio de GP38 de XJClB y Cl67 mediante un
mapeo peptídico por proteólisis parcial a fin de encontrar
diferencias sutiles no manifestadas cuando se analizó la
movilidad electroforética de las mismas.

Las proteínas virales marcadas con 358-met se resolvieron
por PAGE-SDS. La porción delÉ gel que contenía 1a banda
correspondiente a GP38 se sometió a la acción enzimática de
ficina, papaína o proteasa XXIII de Aspergillus_gnizae. separando
los fragmentos obtenidos por 1a técnica habitual de
electroforesis.

Cuando se empleó la proteasa XXIII. los polipéptidos
resultantes se visualizaron como 4 bandas que resultaron
similares en movilidad y abundancia relativa tanto para XJC13
como para C167 (Fig 29).

El tratamiento de GP38 con ficina reveló 5 fragmentos, de
los cuales la banda más abundante presentó una leve diferencia de
movilidad de acuerdo a si GP38provenía del virus parental o de
la variante (Fig 29).

Las mayores diferencias se obtuvieron cuando se utilizó
papaína, ya que los 2 polipéptidos más livianos. obtenidos como
producto de digestión de GP38 con la enzima, migraron como un
doblete con diferente movilidad según si GP38provenía de XJC13o
0167 (Fig 29).

Estas diferencias se confirmaron cuando se aumentó al doble
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Figura 28. Movilidad electroforética de GP38 de viríones
purificados y marcados con 1251.
Virus purificado y marcado con 1251 se disoció y las proteinas
virales se resolvieron por PAGE-SBS, revelándose por
fluorografía. A: blanco de la reacción de iodinación sin Virus,
B: 0167, C: XJClB.
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Figura 29. Mapeopeptídico de GP38por proteólisis parcial.
GP38aislada a nartir de células Vero infectadas con XJClS (1) o
0167 (2) se sometió a proteólisis parcial por acción de proteasa
XXIII de Aspengillua_gnizae (A), ficina (B) o papaína (C) a una
concentración de 50 ug/ml y papaina (D) a una concentración de
100 ug/ml- Los fragmentos peptídicos obtenidos se separaron por
PAGE-SBSy se revelaron por fluorografia. En la fotografía se
indican las bandas que presentaron diferencias de movilidad entre
ambosvirus.
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la concentración de papaina en el ensayo. Se obtuvo entonces gran
cantidad de los fragmentos' más livianos debido a la mayor
actividad de la enzima y las alteraciones en movilidad se
evidenciaron claramente (Fig 29).

Por lo tanto, las diferencias en movilidad de los fragmentos
peptídicos más.livianos ofitenidos por proteólisis parcial de GP38
ya sea con ficina o papaina indican una diferencia estructural en
esta glicoproteina de acuerdo a si la mismapertenece a XJClBo
C167.
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A través de la caracterización biológica y bioquímica de la
mutante de VJ denominada C167, realizada en forma comparativa con
la de su cepa parental XJClB, han podido establecerse las bases
de su atenuación en virulencia para ratón lactante. Dicho
fenotipo es propio y singular de C167, ya que tanto la cepa
parental como‘ el resto ‘de los aislamientos de VJ, de campoo
laboratorio, realizados hasta el presente, resultaron sumamente
virulentos para este hospedador.

Este comportamiento in vivo está basado en su condición de
mutante de rango de hospedador. demostrada a través de los
estudios realizados in vitro. Las curvas de crecimiento de ambos
virus mostraron que mientras XJClB fue capaz de replicar en
cultivos celulares de distintos origenes alcanzando niveles de
infectividad variables que dependían del tipo de cultivo
ensayado, 0167 presentó patrones de crecimiento restringido
cuando se utilizaron células de Ïratón o de Qalgmzs_musgulings
comosustrato de replicación (Fig 12-18). Es así que, de acuerdo
a la susceptibilidad frente a la infección con la mutante, los
cultivos celulares pueden ser clasificados en tres grupos:
a)susceptibles, tal es el caso de las células Vero (mono) en las
que la mutante replica en forma similar a XJ013 (Fig 12):
b)parcia1mente susceptibles. comolos cultivos primarios de riñón
y de embrión de Qalgmvs_musgulinus. donde multiplica alcanzando
títulos menores que su cepa parental (Fig 17,18) y
c)restrictivos, los cultivos primarios de células de ratón donde
la multiplicación es minimao nula (Fig 13-16). Por lo tanto, la
restricción en la replicación de C167en cultivos murinos fue la
clave para analizar la alteración en su patogenicidad para ratón.
De todas formas. esta relación entre el comportamiento in vitro e
in vivo debió confirmarse a través del estudio de las
características de la infección de este animal con la mutante, ya
que por ejemplo en el caso de LCMVlas cepas denominadas dóciles,
es decir aquellas de menorvirulencia, replicaron en cerebro a
títulos mayores que las agresivas, demostrando que la conexión
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entre una replicación disminuida y la atenuación en virulencia no
siempre es válida (59).

El comportamiento de C167 se comprobó en las tres cepas de
ratones que fueron ensayadas: OFl (exocría), BALB/cJ (H2d) y
CBH/HeJ(H2k), resultando esta ultima ligeramente más sensible
que las dos primeras (Tablas 3,4 y Fig 3). La independencia entre
cepa murina y virulencia sugiere que el contenido genético del
hospedador no tiene mayor influencia en 1a infección producida
por C167, a diferencia de lo que sucede con LCMY (87), virus
Polio (62) o virus de la hepatitis murina (121). casos en los que
de acuerdo a la cepa de ratones empleada se producen variaciones
de la patogenia.

Los estudios de infección experimental del ratón lactante
inoculado por vía i.c. con la cepa XJ de VJ demostraron que la
muerte de los animales ocurre a consecuencia del conflicto
inmunológico que se establece entre los tejidos infectados y una
reacción de hipersensibilidad retardada contra los mismos. A esta
conclusión se llegó a través de los experimentos realizados al
suprimir la respuesta de linfocitos T. ya sea por timectomia,
suministro de suero antitimocitc o empleo de ratones
genéticamente atímicos. casos en los que la mortalidad se reducía
considerablemente respecto de aquéllos que mantenían una
respuesta T normal (118). Hasta el presente. este mecanismose
creia válido para todas las cepas del VJ, sin embargo,
recientemente se ha reportado que la infección de ratones
atimicos con la cepa XJC13. conduce a una mortalidad similar a la
de controles eutímicos, planteándose en consecuencia la necesidad
de postular una hipótesis de patogénesis alternativa (122). Para
analizar el comportamiento in vivo de la mutante debe
considerarse que la inoculación de ratones lactantes por vía i.c.
con 0167 puede conducir a una infección subclínica o producir una
escasa mortalidad según sea la dosis empleada (Fig 2). aunque en
amboscasos los niveles de infectividad encontrados en cerebro,
más bajos y retrasados respecto de los de XJClB. son similares
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(Fig 4). Aceptando la hipótesis de la patogenicidad mediada por
el conflicto inmune, la reducida cantidad de antígeno presente en
el cerebro de estos animales, durante la primera semana p.i. (Fig
4), podría ser el factor responsable de la sobrevida de los
mismos, pues el daño producido por la reacción de
hipersensibilidad sería mínimo. Sin embargo, entre la segunda y
tercera semana p.i., el nivel de infectividad en este órgano
aumenta hasta títulos de 10e UFP/g cerebro (Fig 4). La cantidad
de antígeno presente en ese momento podría ¡ser entonces
suficiente para causar la patología, razón por la cual debe
postularse otro mecanismo que aparezca con el tiempo y que
explique el cambio en el curso de la enfermedad. Uno de los
factores principales a tener en cuenta es la maduracióndel
sistema inmunedel ratón con la edad, lo que permitiría el
desarrollo de una actividad T'supresora (22) o de un mecanismo
de defensa humoral más eficiente (12,73), superando de esta
forma el conflicto inmune. Por otro lado, el hecho de que la
mortalidad no esté relacionada con la cantidad de virus en
cerebro pero sí dependa de la dosis inoculada sugiere la
necesidad de superar un umbral de infectividad necesaria para
desencadenar la patología, por debajo del cual el sistema inmune
no podría ser estimulado.

Para las cepas XJ y XJClB se ha encontrado que la
supervivencia de los animales infectados, manifestada al inocular
ratones de menos de 24 h de edad con altas dosis de virus, se
relaciona con una infección temprana del timo (20). Este no es el
caso de los ratones infectados con Cl67. ya que luego de la
inoculación en cerebro, no resulta posible recuperar virus a
partir del timo (Fig 5). Asimismo, la ausencia de infectividad en
hígado, riñón, bazo y células peritoneales (Fig 5,7), sumadaa la
falta de patogenicidad de la mutante al emplear la vía i.p.,
permite descartar su condición de variante viscerotrópica. tal
como se ha descripto para algunos aislamientos de LCMV(55).

El hecho de no encontrar virus en los órganos periféricos
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del ratón en el período ensayado, es decir durante las tres
primeras semanasp.i., podría explicarse en base al retraso en la
multiplicación de C167en el cerebro del animal (Fig 4), lo que
provocaría una viremia y posterior dispersión muy tardía. De
todas formas, la restricción en el crecimiento de la mutante en
células murinas, sería cadsa suficiente como para bloquear la
eventual replicación del virus que, proveniente del cerebro,
alcanzara el resto de los órganos. Esta hipótesis se sustenta en
el hecho de que el virus recuperado a partir de¡cerebro a las
tres semanas p.i. sigue comportándose comoatenuado para ratón y
por lo tanto es de esperar que también experimente la misma
restricción que el virus original. Del mismomodo, la capacidad
de 0167 para crecer en el cerebro del ratón tiene su
contrapartida en los estudios in vitro, ya que los cultivos
primarios de cerebro de ratón lactante resultaron menos
restrictivos para la mutante queilos fibroblastos de embrión.

La producción de interferón durante la etapa aguda de una
infección viral contribuye, en gran medida, a superar la
patología de la misma (52,53). Sin embargo, esta no es la
situación para los arenavirus, ya que la administración de IFNno
logró modificar el curso de la enfermedad, tanto de cobayos
inoculados con el virus Pichindé (67) comode ratones infectados
con LCMV(96). En estos últimos, también se estudió la producción
endógena de IFN en relación con la virulencia de la cepa
ensayada. Fue así que se encontró que para ratones inoculados a
las 3-4 semanas de edad aparecía una asociación directa entre los
niveles de IFN en suero y la severidad de la patología (59). Por
el contrario, en animales de 6-10 semanas de edad no se manifestó
relación alguna entre los niveles de IFNácido resistente con la
docilidad o agresividad de la cepa empleada (66). En el caso de
los ratones lactantes inoculados con C167 se descartó la
participación del IFN en la disminución de los niveles de
infectividad presente en dichos animales, pues solamente en los
ratones infectados con XJC13 se detectó IFN en suero (Tabla 5).
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La escasa replicación de la mutante in vivo sería entonces la
causa más probable de la ausencia de una respuesta de IFN y no
una consecuencia de la producción aumentada del mismo.

La infección de los ratones inoculados con dosis subletales
de C167 se comprobó por la replicación de virus en cerebro (Fig
4), por la presencia de anticuerpos neutralizantes específicos,
detectados en circulación a partir de los 30 días p.i. (Fig 9) y
por la protección que dichos animales experimentaron al ser
desafiados con XJC13 (Fig 10). Los animales preinoculados con la
mutante a las 24 h de edad por via i.c. y desafiados a los diez
dias p.i. por la misma vía presentaron una reducción en la
mortalidad respecto de los controles sin preinocular (Fig 10).
Esta protección. en la que no participaría la respuesta inmune
humoral ya que se verificó antes del mes p.i., estaria dada por
un fenómenode interferencia entre ambosvirus. Esta hipótesis se
sustenta en el hecho de que entré preinoculación y descarga deban
pasar, por lo menos, diez dias para que se manifieste la
resistencia, lo que demuestra la necesidad de que en el sitio de
inoculación, es decir en el cerebro, se alcancen titulos
significativos de 0167 al momento de desafiar con la cepa
parental (Fig 4). Teniendo en cuenta además, la falta de
protección que se observa cuando la preinoculación se realiza por
via i.p. y la descarga por via i.c. (Fig 10) puede postularse que
para que la misma se produzca es necesaria la interacción
temporal y espacial entre ambos virus. Sin embargo, el fenómeno
de interferencia no explicaría el retraso en el dia promediode
muerte que se produce en el caso de preinocular y desafiar por
distintas rutas, ya que la replicación de 0167 en las células
peritoneales se encuentra bloqueada. Las muertes tardías de
dichos animales se deberian entonces a otro mecanismo, propio del
ratón y que podria involucrar una respuesta de inmunidad
celular, disparada por el antígeno viral presente en el inóculo.

La infección subclinica de los animales inoculados con la
mutante no pudo demostrarse a través del aislamiento directo de
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virus en etapas tardías de la infección. Este resultado concuerda
con el hecho de que Cl67 replique en forma muyrestringida en los
tejidos del animal, por lo que 1a probabilidad de producir
persistencia se vería notablemente disminuida, ya que justamente
los repetidos ciclos de multiplicación en un determinado sustrato
favorecen el 'establecimfento del equilibrio necesario entre
célula y virus para que se produzca dicho fenómeno. Del mismo
modo, cuando se estudió la etapa tardía de 1a infección de los
cultivos de ratón con C167 se comprobó que dichas células no
presentaban las características típicas de los cultivos
infectados persistentemente. es decir producción esporádica de
infectividad y resistencia a la sobreinfección con virus
antigénicamente relacionado (Fig 21,22). La incapacidad de la
mutante para persistir en los cultivos murinos no fue un defecto
generalizado de 1a mismaya que' las células Vero infectadas con
C167 desarrollaron persistencia luego de transcurrida la etapa
aguda de 1a infección (Fig 19,20). De todas maneras, no puede
descartarse la posibilidad de una infección crónica de 0167 en el
ratón, demostrable a través del empleo de otras técnicas comola
detección de virus en los órganos por cocultivo con células
susceptibles y asimismo 1a presencia de antígeno o material
genético viral por inmunofluorescencia, inmunomarcación o
hibridización.

Otro de los modelos de infección experimental en donde 0167
exhibió su comportamiento atenuado fue el cricétido Qalgmzs
musculinus. La infección de Qümhlactantes con una dosis alta de
C167 llevó a una patología neurológica con mortalidad reducida
respecto de XJC13 (Fig 11). Sin embargo. las diferencias en los
porcentajes de mortalidad entre ambos virus fueron menores en
thh respecto de los ratones OFl y además no se observaron
variaciones significativas en el día promediode muerte (Fig
2,11).

Teniendo en cuenta los resultados de patogenicidad para
ratón y CLmh(Fig 2,11) y las curvas de crecimiento de la mutante
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in vitro en cultivos de fibroblastos de embrión derivados de
ambosanimales (Fig 15,17)3 surge una correlación entre el nivel
de replicación y la virulencia en ambossistemas. Esta asociación
se manifiesta entre 1a mayor virulencia de 0167 para el thh
respecto del ratón y el caracter menos restrictivo de los
cultivos de embrión de QLmhrespecto de los cultivos de embrión
de ratón. Asimismo en los cultivos de embrión de film; 0167 fue
capaz de establecer una infección persistente caracterizada por
la producción de virus en forma cíclica en contraposición a lo
que sucedió en cultivos ER.

Una Vez establecida que la inhabilidad de C167 para crecer
en células murinas es la causa directa de su atenuación para
ratón lactante, se analizó cuál es la etapa del ciclo de
multiplicación viral en la que se produce el bloqueo responsable
de la restricción. En células‘Vero, las cinéticas de adsorción
(Fig 26) y sintesis de proteinasfi virales (Fig 24) asi comolos
niveles de penetración (Tabla 6) fueron similares para la mutante
y su cepa parental. En cultivos primarios de embrión de ratón el
comportamiento de XJClB no se diferenció del registrado en el
sistema anterior. Por el contrario, para C167se manifestó una
ausencia total de síntesis de proteínas virales y de virus
internalizado a las células, registrándose una adsorción muy
deficiente. En base a estos resultados se postula que el paso
afectado en el ciclo de multiplicación de 0167 en cultivos
murinos es la adsorción del virus a la célula y que luego se
traduce en un bloqueo total de los pasos siguientes. Esta
hipótesis fue reafirmada a través de 1a medida directa de la
unión de viriones purificados radioiodinados a células intactas.
ya que la capacidad de unión de Cl67 a las células murinas fue
muy reducida en comparación con XJClS (Fig 27).

La alteración en una etapa temprana del ciclo de
multiplicación de C167comoresponsable de la restricción para el
crecimiento de la mutante en células murinas concuerda con los
resultados encontrados para otras mutantes de rango de hospedador
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en donde la deficiencia aparece a nivel de la adsorción (17),
penetración (77), una combinación entre estos dos pasos (107) o
el desnudamiento (63). La adsorción es una etapa crucial en el
proceso de infección y ha sido propuesta en muchas ocasiones como
determinante del tropismo de un virus (68,70,72). En efecto, la
posibilidad de que un determinado tejido sea infectado por un
virus depende, en primera instancia, de la interacción inicial
entre el receptor presente en la membranacelular y una proteina
de la superficie externa del virión, denominadaanti-receptor o
proteina de unión. Asimismoexisten numerosos ejemplos entre los
virus envueltos en donde las variaciones en virulencia están
asociadas con cambios en las glicoproteinas externas (32,41,61,
106). Dado que a través de estudios de marcación externa de
viriones purificados se ha demostrado que GP38 es la única
glicoproteina del VJ expuesta en la superficie del virión (69),
en concordancia con estudios¿ previos que la señalan como
responsable de la inducción de anticuerpos neutralizantes (35).
es probable que sea esta proteina la que actúe comoanti
receptor. Por consiguiente, una alteración a nivel de GP38de
C167, de forma tal que la misma no pudiera adoptar la
conformación adecuada como para unirse al receptor celular,
podria"ser la responsable de la adsorción deficiente de la
mutante a células murinas lo que a su vez provocaría la
alteración en patogenicidad.

Ya que tanto la movilidad electroforética (Fig 24.28) como
la reactividad cruzada frente a sueros policlonales (Tabla 7) no
mostraron diferencias a nivel de GP38entre 0167 y XJC13, se
ensayó la técnica de mapeopeptídico por proteólisis parcial a
fin de detectar algún tipo de alteración en la glicoproteína.
Esta metodologia ha permitido en el caso de cepas de reovirus.
por ejemplo, no solamente la comparación de identidad entre
proteínas sino también la determinación de los dominios
responsables de la unión al receptor, de la inducción de
anticuerpos neutralizantes y de la reacción de hemoaglutinación
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(123). En nuestro caso. el tratamiento proteólitico de GP38
produjo mapaspeptidicos diferenciales entre ambos virus, con
movilidad electroforética alterada en los dos péptidos de menor
PM(Fig 29). Esta alteración estructural de GP38quedó demostrada
mediante el empleo de dos proteasas, ficina Y papaina, las cuales
presentan especificidad‘ semejante, hidrolizando la unión
peptidica que involucra el COOHde los aminoácidos Arg, Lys, Gly,
y Leu. Por este motivo, evidenciaron la misma alteración en el
patrón de clivaje de GP38de la mutante y la cepa parental.

Teniendo en cuenta la adsorción deficiente de la mutante a
las células murinas y el comportamiento alterado de su
glicoproteína de superficie frente a la proteólisis parcial,
puede concluirse que la restricción en la replicación de C167en
tejidos murinos, causa principal de su fenotipo de atenuación
para ratón lactante, estaria' determinada por cambios en la
secuencia de aminoácidos en el dominio de GP38responsable de la
interacción con el receptor celular. De acuerdo a este modelo.
podrian postularse por lo menos dos dominios de unión de GP38de
acuerdo al tipo celular: mientras que la glicoproteina de XJC13
seria capaz de unirse tanto al receptor de las células Vero como
de células murinas, la perteneciente a C167no podria hacerlo a
estas -últimas, debido a una alteración en la estructura del
dominio correspondiente. La secuenciación de los péptidos
diferenciales de GP38en C167 y XJC13permitirá confirmar esta
posibilidad y caracterizar tanto al anti-receptor viral comoal
receptor celular responsables de la adsorción del virus a la
célula.

Por último. cabe señalar que no puede descartarse que la
alteración en virulencia de C167no se deba exclusivamente a la
variación detectada en GP38. Aúncuando los resultados obtenidos
asignan a esta glicoproteina un papel preponderante en el
fenómenode atenuación. debe considerarse la posibilidad de que
se hayan producido otras mutaciones, en el genoma de 0167, que
contribuyan a su fenotipo de menor virulencia.
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