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ABREVIATURAS

FHA : Flebre Hemorrédgica Argentina.

LCM $ virus de coriomeningitis linfocitaria,
Peie ¢ post-infeccidn,

ts ¢ termosensible,

m ¢ multiplicidad de infeccién,

ACP : accifn citopetogénica,

UFP : unidad formadora Qa placas,

DICTS0 : dosis infectantes para cultivo de tejido 50%,
VSV : virus de estomatitis vesicular,

NOV ¢ virus de la enfermedad de Newcastle.
DI : partfcula defectiva interferente,

UHA : unidad hemoaglutinante,

PHS : buffer salino fosfatado,

ARW. : &cido ribonucleico,

AUN : &cido desoxiribonucleico,

log ¢ logaritmo en base 1lU,



INTHUQUCC]ON

Las infecciones de stiologfa viral pueden dividirse en dos grandes
yrupos, de acuerdo a las caracter{sticas de la interaccién que tiene lu-
gar entre el virus y su célula huésped,

En las infecciones agudas se tiene como resultado final la liberacidn

de nuava progenie viral acompaiiada de lisis celular que lleva a una des-
truccidn casi total del tejido infectado,Por su parte, en las llamadas

infecciones persistentes se establece un cierto equilibrio entre la pro-

duccién de virus y la destruccién celularj la célula se divide en forma
normal, mantenidndose sin sufrir dafio aparente por la presencia del virus
o de la informacidén para su produccidén,

Durante muchos afios los estudios virolégicos se han cantrado fundamen=
talmente en el esclarecimiento de las infecciones agudas que ocasionan
graves enfermedades en el ser humano como viruela, polio, sarampién y o-
tras,Tales enfermedades presentan un perfodo de incubacidn asintomitico
relativamente breve que dura de 2 dfas a 2 & 3 semanas, durante el cual
transcurre la multiplicacidn virel,Cuando se supera un umbral crftico de
diseminacidn de virus en el organismo, aparecen los sfntomas de enferme-
dad acompafiedos de dafio a nivel tisular.Las defensas antivirales del
huésped incluyen especialmente la produccidn de interferdén, anticuerpos
neutralizantes y desarrollo de inmunidad mediada por células,Durante el
per{fodo da incubacién se movilizan todos estos mecanismos de defensa vy,
salvo que la enfermsdad resulte fatal, se detiene el proceso infeccioso

siendo eliminado el agente patdgeno del organismo dentro de las pocas



semanas posteriores al comienzo de los sfntomas.Enfrentado a una infec-
cidn aguda el organismo registra una respuesta del tipo "todo o nada" :
el resultado final es la muerte o recuperacidn total del individuo,

tstas enfermedades agudas poco a poco estén siendo controladas median-
te el empleo de vacunas adecuadas y es as{ como se ha ido desplazando el
interds de las investigaciones hacia el estudio de les infecciones persis-
tentes,

El concepto de persistencia no es nuevo y puede apligarse a un amplio
rango de microorganismos, siendo un hecho bastante frecuente en infeccio-
nas con ciertos protozoos, bacterias, ricketsias, clamidias y virus (1),
Los virus pueden persistir en la célula por messs 0 afios en un eatado in-
fectivo completo, en una forma no infecciosa en la que sélo se detectan
antfgenos virales o como &dcido nucleico integrado a la célula,

€1 origen de la infeccidén persistente puede deberse a fallas de los
mecanismos de defensa del huésped que deben gliminar de los tejidos los
microorganismos invasores,Ue este modo, la persistencia representa une ven-
taja selectiva para el virus que logra perpetuarse en la naturaleza, ya
sea porque el animal crénicamente infectado elimina virus constantemente
o porque en daeterminado momento el genoma viral que se transmite de célula
a célula se active por algdn factor determinado, desencadendndoss la s{n-
tesis de virus infectivo, que puede salir al extracslular y pasar luego a
otro hudsped, .

En general, los virus qgue dan infecciones persistentes son aquéllos que
causan m{nima citopatologfa, dado que la sobrevivencia del huésped resulta

fundamental para la propagacién del virus en la naturaleza,Aunque la aso=-
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ciacién entre virus persistente y hudsped haya alcanzado un grado de es-
tabilidad con mfnima patogenicidad, estas infecciones persistentes no son
completamente inocuas ya que existe la posibilidad de activacién del pro-
ceso infeccioso con manifestaciones clf{nicas, cumo as{ también 1a produc=-
cién a larqo plazo de diversos efectos deletéreos sobre el organismo (en-
fermedades inmunopatolégicas, neoplasias, elc.), que pueden originarse
por la presecncia de antfgenos virales circulantes o del genoma viral que

al estar integredo codifica por protefnas extrafias al organismo,

Parsistencia in-vivo,

En la actualidad se conocen numerosos virus patégenos para el hombre
que son capaces de originar infecciones prolongadas (l).Los mecanismos
citopdticos y manifestaciones clfnicas asociados a este tipo de infeccio-
nes son muy variados, resultando diffcil clasificarlas en forma satisfac-
toria.Segdn Fenner (2), las infecciones persistentes de los animales se
agrupan en tres catagorfas, aungue puede haber alguna superposicidn :

l)infecciones latentes : son infecciones persistentes con episodios

agudos intermitentes de enfurmedad entre los cuales el virus no es gsne-

ralmente detectable,

2)infecciones crénicas : son anuéllas infecciones persistentes en las

aue el virus es siempre demostrable y a menudo parcialmente eliminado,
pero la enfermedad estd ausente o sobreviene terdfamente asociada con

disturbios inmunopatoldgicos,

3)infecciones lantas : son infecciones persistentss con un larpo

perfodo de incubacidn durante el cual la concentracién de virus en el

organismo aumenta gradualmente hasta que se produce enfermedad manifies-



ts, la que resulta generalmente letal,

En todos los casos, es poco lo gue se sabe acqrca del mecanismo de
control y mantenimiento de 18 relacidén virus-célula a través del tiempo,
Entre los numerosos virus responsables de originar en los animales
infecciones crdénicas se encusntran los Arenavirus (3), género que com=-
prende el virus de la coriomeningitis linfocitaria (LCM) (4), el virus

de Lassa (5) y los virus integrantes del complejo Tacaribe (6).A este dl

timo grupo pertenecen, entre otros,el virus Junf{n, agente etioldgigo de
la Fiebre Hemorrdgica Argentina (FHA) (7), y el virus Tacaribe (8), que
presenta una muy estrecha relascién antigénicae con el anterior a pesar des
no resultar patdgeno para el hombre ni para ningdn animal adulto (9),

El virus de LCM, prototipo del grupo Arenavirus, esté considerado co-
mo el sistema modelo m&s ampliamente estudiada de infeccidén persistents
in-vivo.,lLa produccidn de enfermedad en un ratdn por infeccidn con el vi-
rus de LCM dependerd de una respuesta inmune positiva, ya que se sabe que
los ratones recién nacidos inoculados con el virus sobreviven a causa de
la falta de esta respuests (1lU),Los ratones adultos en cambio mueren in-
variablamente como resultado de la infeccidn e menos que se los trate con
rayos X 0 se les administre inmunosupresores, en cuyo caso al igual que
los recidén nacidos inoculados quedan persistentemente infectados,

Los ratones que presentan infeccidén crénica con virus de LCM aparecen
como normales durante el primer afio de vida, sin embargo a medida que pa-
sa el tiempo mayor es el nimero de células infectadas y también la reac-
cién del sistema inmune contra el virus y las células donde multiplica,
de modo que pasado ese primer afio los animales desarrollan una enfermedad

autoinmune (11) y mueren de glomerulonefritis,Experimentalmente sa han
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wncontrado complejos de antf{geno-anticuecrpo atrapados en los capilares
Jel rifién dando lugar a la reaccién inflamatoria del mismo (12),

El virus Junfn, relacionado antigénicamente con el virus de LCI, prc=-
dure en al ratdédn recién nacido una encefalitis mortal cuendo se lo infec=
ta experimentalmente por vfa intracerebral (13).7esmbién en este caso la
encofalitis es debida a una reaccidn inmunoldgica de tipo celulu. piestc
r ia vimectom{a (14)(15) o el tratamiento con suero antitimccito inhi-
ben las monifestaciones neuroldéyicas (16)(17)(18).tl virus .i.itiplica en
el cereb:. :e los ratones recién nacidos timectomizados o ratones adul-
tos sin producirles enfermedad, de donde se deduce que nou ¢= la replica=-
cidn virs! ta que afecta diractamente al hudsped (19).

El virus Junin puede aislarse de ratones aparentemente normales cuya
habitat son las zonas de las provincias de Buenos Airas y Cérdoba donde se
producen las epidemias de FHA (2U).Estos animales eliminan continuamenta
virus por orina y saliva y tienen viremia constante, no presentando anti-
cuerpos fijadores de complemento detectables.,La infeccién experimental
de roedores silvestres del género Calomys musculinus tambidn llsva sl de-
garrollo de un estado de persistencia viral con eliminacidn constante de
virus, especialmente por saliva,A través de esta vfa se facilitarfa la
diseminacién del virus en la naturealeza y, al irrumpir el hombre en la zo~
na infectada constituye un nuevo huésped susceptible para el virus, que
ae manifieata entonces en forma virulenta produciéndole una enfermedad t{-
pica conocida como FHA,En el hombre, hudsped no natural, no se ha investi-
gado si el virus Jun{n persiste por mucho tiempo,Sin embargo, estudios re-

cientes realizados con personal de laboratorio que estuvo en contacto con
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8l virus sin presentar sf{ntomas de enfermedad, indicarom que hube desarro-
1lo de anticuerpos especfficos contra el mismo (21).Este evidencia de in=
feccién subclfnica no permite descartar totalmente la posibilidad de que

ocurran en el hombre infecciones prolongadas con virus Junin,

Persistencia in-vitro,

Ademéds de producir infecciones crdnicas en animalea en le naturaleza,
la mayor{a de los Arenavirus tienen le capacidad de originar cultivos per-
sistentemente infectados in-vitro, por lo que podrfa decirse que data eas
una propliedad caracterf{stica de este grupo de virus,

Los cultivos crénicamente infectados se han utilizado como modelos pa-
ra ol estudio de las infecciones persistentes in-vivo desde los primeros
tiempos del desarrollo de la metodologfa para cultivo de tejido,Se hsn esa=
tablecido infecciones crénicas con células derivadas a partir de diferen-
tes tejidos y especies animales y con virus de casl todos los grupos taxo-
némicos, incluyendo virus s ARN y ADN (22), cubriéndose un panorama mucho
més amplio que en las infecciones persistentes in=~vivo,

De acuerdo & los criterios establecides por Walker (22), la gran varie-
dad de interacciones virus-célula que han sido descriptas como infecciones
persistentes de células cultivadas puede ubicarse en dos categorfas : in-

fecciones requledas y cultivos "carrier",

Las infeccionss requladas son comunes @ la mayor{a de los virus a ARN
poco citocf{dicos que maduran por brotacién.La mayorfa o todas las células
del cultivo estdn infectadas, a pesar de lo cual su metabeolismo y multi=-

plicacién no se alteran,Hay transmisidn intracelular de la infeccién a
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trevés del proceso de mitosis.,Las células libsran continuamente virus imn-
feccioso pero la velocidad de multiplicecidn del virus es lo suficiente-
mente lenta para permitir que haya sobrevida celular,Se postuls que me-
canismos desconocidos, probablemente mediados por el genoma celuler,
controlen en forma eficiente la maduracidn y/o liberacidn de partfculas
vireles,Este tipo de infeccidn no se cura por el agregado de anticuerpos
eapec{ficos al medio de cultivo,

Por el contrario, los denominados cultivos "carrier" contisnen una pe-
onuefia proporcidn de células infectadas; en ellas tiene lugsr unm ciclo
normal de multiplicacién viral que termina com la musrte celular, pero
el virus liberado infecta solamentes un nimero pegquefo de las células res-
tantes.Esta reinfeccidén puedd hallarse limitada por diversas cordiciones
especiales de cada sistema virus-célula : resistencia gendtica de las
células a la infecciénj presencia en el medio de agentes antivirales ge-
nerados por las célules infectadas (interferdn) que evitan que los cul-
tivos sean répidamente destrufdos; interferenciaj; etc.5i se previene la
reinfeccidn continua mediante el agregedo de altas dosis de anticuerpos
o interferén, el cultivo "carrier" a menudo se cura de la infeccién,
puesto que esf{ se evita la transmigién aextracelular de la misma,

A pesar de que se conocsn numerocsos 8jemplos de infecciones reguladas
y cultivos "carrier", estos criterios de clasificasidn son de relativa u~
tilidad ya cue no pueden aplicarse a muchas de las infecciones persisten-
tes conocidas,.En muchos sistemas se presentan caracter{sticaes comunes a
uno y otro grupo, debido a que puede ocurrir a través del tiempo un pro=-

ceso avolutivo en el tipo de relacidn virus-célula que se establecs,



También son variados los mecanismos que se han sugerido para explicar
el establecimiento y mantenimiento de la infeccidn persistente,Huang y
Baltimore (23) postularon que partfculas virales defectivas interferentes
cumplen un rol fundamental en la evolucién de las infecciones persisten=
tes, regulando la produccién de virus,Este teorfa se apoya en la gran
cantidad de sistemas crénicamente infectados a partir de los cuales se
han eislado partfculas virales defactivas en su replicascién pero con capa-
cidad de interferir en la replicacidn del virus parental utilizedo para
iniciar la infeccién crénica.Para el virus de estomatitis vesicular (VSV)
so ha demostrado que la presencia de esas partfculas defectivas en el
stock original de virus es imprescindible para que pusda sstablecsrse in=
feccién. persistente en cultivo (24),

En otros sistemas, se ha comprobado que la infeccién persistente ssté
asociada a mutantes termosensibles (ts) dal virus (25).Preble y Youngner
demostraron con el virus de la enfermedad de Newcastle que ocurre selec=-
cién de mutantes ts en el establecimiente y mantenimiento de infecciones
parsistentes en distintos tipos de cultivos celulares (26)(27).Es cada vez
mayor el ndmero de cultivos crénicamente infectados a partir de los cuales
se alslan virus que difieren del parsntal en su capacidad de replicar a
temperaturas elevadas,Asf{ ocurre para los sistemas virus de estomatitis
vesicular-célules L (28)3 virus Sindbis-cultivos de Aedaes albopictus (29);
virus de sarampién-fibroblastos de embrién de hamater (30)$ virus Sendai-
células BHK (31)s virus de la encefalitis equina del oeste~células de ra=
tén (32)setc.Eatoe estudios indican gue la seleccién de mutentes ts en

infecciones persistentes no estd limitada @& un tipo particular de virus o



de células cultivadas,

La seleccidn de mutantes virales termosensibles y la produccién de par=-
tfculas defectivas interferentes en infecciones persistentes no parecen
ser mecanismos mutuamente excluyantes, habiéndose descrito sistemas en los
que se presentan ambos fenémenos (33),

Recientemente se ha propuesto un tercer mecanismo para explicar la per-
sistencia de ribovirus en células eucariéticas,Estos virus tendrfan la ce-
pacidad de formar intermediarios provirales de ADN que se integran al ADN
celular, en forma similar a lo que ocurre con virus oncogénicos, perpe=-
tudndose de ssa manera en células de mam{feros que se dividen activaments,
ein que ocurra expresién genética virsl detectable,.Se ha obssrvado sse es-
tado de integracidn de los genes virales al cromosoma celular en cultivos
persistentemente infectados con el virus respiratorio sincieial (34) y
con sarampidén (35),

Todos estos estudios sefialan la complejidad de la relacién qus se eata-
blece entre el virus y su célula huésped en le infeccién persistente, sien-
do diffcil evaluar la importancia relative de cada uno de los factores res-
ponsables de la requlacidn del proceso infeccioso en cada caso,

En el grupo Arenavirus se han descrito infecciones de este tipo con vie
rus de LCM (36)(37)(.38), Parana (39), Pichinde (40) y Junfn (41)(42).La ob-
tencién de lfneas persistentemente infectadas con estos agentes es un hecho
frecuente y reproducible que no requiere condiciones especiales de trabajo,

Una de las caracterf{sticas comunes a las infecciones crdnicas originadas
in~vitro por los Arenavirus es la produccién cfclica de virus estandar du=

rante los primeros pasajes de las células infectadas,Luego no se puede de=-
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tectar virus en forme directa aunque puede haber iniciacién de sintesis
viral al inocular células normalse con scbrensdantse de las lf{ness créni-
camente infectadas, sugiriendo la presencia de bajos niveles de virue es-
tender (39).Esto lleva al sstablecimiento de una infeccidn de tipo “"regu-
ledo" en loe pasajes tardfos de las lfneas, registréndose en la mayor{a
de los casos un alto porcentaje de células con antfgeme viral dstectable
por inmunefluorescencia en ausencia de células capacas de producir virus
completo,Coincidentemente, Pfau y colaboradores han descrite la eparicidn
en. los sobrenadantes de lss l{neas crénicamente infectadas com LCM, Pare-
na y Pichinde de actividad interferente con la replicacidén del virus se-
tandar.Eeta propiedad interferente ha sido asignada e partfculas virales
daefectivas cuya eccidn es neutralizade por inmunosusro espsci{fico y resie~-
tente a la luz ultraviolsta (43).Es as{ que sstos autorse afirman que la
avolucién de las infecciones persistentes con Arensvirus eseté condiciona-
da por la si{ntesis de pertfculas defectivas,Trabajos de investigacidn re-
elizados por otros autores en cédlulee L persistentemente infectadas con
LCM revelan la presencia en los mismos de bajos niveles de una variante de
LCM de crecimiento lento, no formasdora de placas, no patégena para ratén y
diffcil de d;tactar (44), habidndose postulado que el desarrollo de verian-
tes virales de crecimiento lento y determinado tropismo pueds ser factor
determinante en el establecimiento de la persistencis,

En: ol caso particular del virus Junfn, se presentan dos tipos de inter~
accién in-vitro, segdn la célula huésped.En la mayorfa de loa cultivos
primarios y 1{neas celulares estables estudiados el virus multiplice sin

producir afecto citopftico aparente pero rimdisndo altoe tftulos (45)(46).
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Solamente se ha descrito desarrollo de accidn citopatogdénice en células
HelA (47), Vero (48) y cultive mixto de HelA-rata (49).Adn en esca casos,
al efecto 1ftico de la infeccién es moderado y dependes de las condiciones
de cultivo,

La 1fnea de células de rifién de mono verde africanoc VERO (50) ha de=-
mostrado ser hasta ahora la més adecuada para el estudio de los virus dsl
comple jo Taceribe,En ellas se cumple primero une etepa 1lf{tica da infeccidn
con gran. destruccidn celular, seguida luego de un proceso de recuperacién
del tejido que da lugar a regeneracién de le monocapa,Asf{ se han podido
establecer sublfneas de célules Vero persistentements infactadas con la
cepa atenuada de virus Jundn XJCl3 (41)(42).La infeccidn persistente con
virus Junfn en células Varo fue estudiada enfatizando particularmente las
variaciones de susceptiblliéad viral producidas en la célula por la presem-
cia del virus, habiéndose demostrado una resistencis absoluta y especf{fice
para virus del complejo Tacaribe (51).Hay aislamiento muy esporddico de vi-
rus infectante a travds de estos cultivos mantenidos por mumerosas gensra-
ciones (41).El virus puede aislarse a partir de los extrectos celulares
pero nunca de los sobrenadantes, siendo infeccioso para ratén lactante y
cobayo paro no para células Vero.La incorporacidn de antisueroc contra wi-
rus Jun{n al medio de cultivo no cura la infeccién, lo que augiere que el
virus pasa de célula a célula durante el proceso de divisidn,Otros sutores
encontraron que este sistema produce una mayor proporcién de virus inter=-

ferente, probablemente defectiveo (42),
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Objetivo da esta investigacidn,

Ds acuerdo a esta breve resefia resulta evidente que una de lss propieda-~
des bioldgicas més importantes del virus Jun{n es su capacided de estsble-
cer infeccionas persistentes, cuyo mecanismo de control y regulescién no es-
t4 adn debidamente aclarado,

£1 objetivo de este trabajo de investigacién, cuyos resultados aquf ae
pressnten, fue estudiar detalladamente y desde diferentes perspeetivas el
fandmeno de peraistencia im~vitro de los virus Junfn y Tecaribe.Las imvaes-
tigacienes encararon el sstudio de las alteraciones que pudo heber ccasio-
nado en la célula la presencia continuada del virus, la caracterizacidn de
las propiedades del virus liberedo durante la infeccién persistente respec-
to de la cepa parental y el andlisis de los distintos factores que pusdan
determinar sl establecimiento y mantenimiento de la persistencia de ambos
virue,

£E1 anéflisis de este modelo in-vitro pretende ser uma contribucién al
esclarecimiento del mecanismo aque reaqula la persistencia del viruo Junin
en los roedores silvestres, que permiten la diseminacién del virus en la

netureleza y el posible contagio del ser humano,



MATERIALES Y METODOS

VIRUS

Junfn : se trabajé con: la cepa de virus Jun{n atenuada denominade
XJC].3 (52), mantenida en. el laboratorio por pasajes a través de cerebro
de ratén lactente, sn el pasaje nimero 4 a partir de clonada,

Tacaribe : se empled la cepa TRLV 11573, crecida en cerebro ds ratén
lactente,Los t{tulos de los stocks de virus Jundn ; Tacaribe fusron del
orden de 108 UFP/ml pare células Vero,

Virua de estomatitis vesicular (VSV) : ss trabajé com un stock de
la cepe Indiane preparado en células L, utilizando sobrenadante y cé-
lulas a las 48 horas despuds de la infaccidén, con un tf{tulo de 8.7x105
DICTS0/ml para células L,

Virus de la enfermedad de Newcastles (NDV) : se utilizd la cepa Vic-

torias los stocks se prepararon inoculando embriones de pollo de 9 dfeaa
y, cosechando el 1fquido alantoideo a las 48 horas post-infeccidn (p.i,.).
E1 tftulo de los stocks fue de 128 UHA/ml,

Virus de poliomielitis t se usé la cepa Sabin (vacuna) que contenfe
las cepas de Polio tipo I, II y III, despuds de sqr pesedas dos veces
por células HeLa y una vez por Vero,El tftulo en: células Vero del
stock usado fue de 3.8x10° urpP/ml,

Vitus de sarampidn : se trabsjé con un stock de la caeps Edmonston qus

hab{a sido preparade en células Vero, con un tftulo de 'I:xlﬂ3

UFP/ml,
Virus Sindbis : atock preparado sobre fibroblastos de smbrién de po-

llo primario, cosechando el sobrenadante a las 24 horas p,i1.E1 tftulo
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obtenido fue 107 DIS0/ml en embrién de pollo,

Virus Herpes simplex tipa I 3 stock preparado sobre células HEP-2, e
partir de sobrenadante y células, teniendo un tftulo en RK=13 ds 2.5x1011

UFP/ml,

ULTIVOS CELULARES

Células Vero : en esta investigacién se emplearon dos l{neas de célu~

las Vero (rifidn de mono verde africanc), crecidas ambas en. monecape so=-
bre superficies de vidrio.Una de ellas, en la que se reslizaron tofos los
eatudios uirolégicos y a partir de la cual se derivaron las sublfneas
persistentemente infectadas que se describen, fue obtenida de la Ora,Sa-
lum y se mantuvo en el laboretorio por repiques semanales sn medio 199
conteniendo 15% de suero de ternera inactivado y-SOug/ml de gentamicina,
Se la empled entre los pasajes 80 y 150 in-vitro,La otra lfnea de célu-
las Vero, utilizada dnicamente pera las titulaciones de los virus Jun{n

y. Tacaribe fue sumunistrade por el Dr.Larghi y se mantuvo por repiques
semanales con medio 199 adicionado de 5% de suero de terners inactivado

y antibiéticos, siendg utilizada entre los subcultivos 150 y 200,Los im=
tentos de adaptar la primera lfneea a las condiciones de crecimiento de la
segunda, disminuyendo la concentracidén de sueroc del medio no fueron exi-
tosos pues no hubo multiplicacién celular con formacidén de busnas mono-
capas por debajo del 104 de asuero,La susceptibilidsd de las dos lfneas a
los virus Junfn y Tacsribe fue similar ya que los stocks de virus titu=—
laban en ambas 1f{neas con la misme eficisnciaj ain embargo, las diferen-

tes condiciones de mantenimiento aparentemente influyen sobre las carac-



terfsticas de ls relacidn virus-hudeped que se establece como se detallas=-
ré més adelante,

Cultivos estacionsrios de célules Vero infegtados con los wvirus Jgnfn
o Tacaribe 3 se obtuvieron infectando célulss Verc en sl pesaje 86 a una

multiplicidad de infeccién (m) de 0,2 UFP/célula con loe virus Junfn o
Tacaribe,Estos cultivos se mantuvieron sin repicer, con cambios de medio
nutritivo (medio 199 conteniendo 6% de suero inactivado des ternera) cads
48 horas, durante un. per{odo de 35 dfas,

Subl{nea Vsro-] : esta sublfnee se originé a partir de célules Vero
infectadas com virus Junf{n a una multiplicidad de infeccién de 0,2 en sl
aubcultivo 119,Después da una intensa acecidn citopatdgene acompafeda por
la destruccién de més del 90% del tejido, las células se recupsraron re-
generando la monocapa,A partir del 189 dfe despuds de la infeccidn sl cul-
tivo ae repicd semanalmente, manteniendo las células en medio 199 con sue-
ro de ternera inactivado al 10% y antibiéticoes.Los reasultedos que ss pra-
sentan en este trabajo ee obtuvieron utilizando la sublf{nss hasta el pa-
saje 70, lo que esquivsle a 290 dfas da vida in-vitro,

Sublfnes Vero=T : esta sublfnea se obtuvo en forma similar & la Vero-l
con la dnica diferencia que para la infeccidn se usé virue Tacaribe,Se la
estudié durante 70 pasajes in-vitro,

Cocultivos : ae mezclaron suspensiones de 106 células Vero-l con 105
células Vero normeles, sembrédndoss esf{ ssis botellas de 90 cc de capacidad
sn medio 199 con 10% de suero inactivado de ternera.Los cocultivos se ob-
sarvaron al microscopio dptico durante 4 dfas, junto com cultivos simples

de células Vero y VYero-J como controles.A las 24 y 48 horas ss cosechd so-
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brenadante y células de dos cocultivos Vero-Vero=J y dos cultivos de Ve-
ro=J 8 los efectos de titular el uirus infeccioso extrs e intracslular
presente en cada caso,Para virus intracelular se congelaron y descongs-
laron. dos veces las botelles con células, habiendo recogide previamente
el sobrenadante, lavado la monocapa con solucién salina fosfatada (PBS)
y agregado 1 ml de medio de mantenimiento,Después del segundo dasconge-
lamiento, la suspensidn se centrifugdé para eliminar restoe csluleres 10
minutos a 1500 rpm y el sobrenadante de diche centrifugacidn se titulé

como extracte celular,

PREPARACION DE STOCKS DE LOS VIRUS JUNIN Y TACARIBE

Cerebro ds ratdn lactante 3 ratones albinos de 24-48 horas de edad se
3

inocularon intracerebrelmente con. 10~ DLSO de virus Junfm o Tacaribaej al
79 dfa despuds de la infeccién se sacrificaron los enimalas y se cose~-
charon los cerebros,Se preparé luego un homogeneizado al 10% de cerebre
de ratén en solucidn de buffer fosfato isoténico pH 7,4, contenisndo sue-
ro de ternera inactivado al 10%.E)l homogeneizado se centrifugd a 13000g
por 45 minutos utilizando el sobrenadants como fuente de vwirus (53).Los
stocks da virus se guardaron a -7092C, siendo los t{ftulos aproximadamen—
te 10° uF P/ml,

Célules Vero : se infectaron células Vero s diferentes multiplicida=-
des, de acuerdo a las caracterfsticas del material,El virue se dejd ad=-
sorber por una hora a 379C con. agitacién periédices cada 15 minmutos,Al ca~

bo de ess tiempo se retiré el indculo y se le agregd medio de mantsni-

miento,Al 49~62 dfa p.,i. se cosechd el sobrenadante y se centrifugé a



1000 rpm 10 minutoe pesra eliminar restos celulares.El sobrensdants as{

obtenido se usé como fuente de virus,

DETERMINACION DE INFECTIVIDAD

Todas las muestras de virus Junfn y Tacaribe fueron tituladas sn cé-
lulas Vero por registro de la accién citopatogénica (ACP) o mediante la
técnica de unidades formadoras de placas (UFP), método sste Jltimo que
previamente debié ser puesto a punto debido a la poca reproducibilidad
de los resultados obtenidos usando la técnica descrita por otros autores

(48)(54),

Titulecidn por observacidn de la accidén citopatogénica pere cultivo,

Diluciones decimales seriadas de virua se inocularon en cantidades de
0.2 ml en cultivos de células crecidas en tubos de ensayo al 22 o 30 dfa
despuds de la siembra,El indculo se dej§ adsorber por una hora a 37eC,
luego se extrajo y aqgreg§ a cada tubo 1 ml de medio de mantenimiento (199
adicionado de 3% de suero inactivado de ternera),S5e usaron 4 tubos por
dilucién,Los cultivos se observeron diariamente al microscopio éptico
por un parfodo de 10-12 dfas y se tabuld la ACP de 0 @ 4 de acuerdo a
lo que se describiréd mds adelante.,La DICTS50 (dosis imfectante para cul-
tivo de tejido 50) se calculé de acuerdo al método de Reed y Muench(55),

Jitulacién por formacidn de placas,

Ensayo de formacién de placas 3 células Vero crecidas en botellas de

90 cc de capacidad se infectaron: sl tercer o cuarto dfa de sembradas con
0,4 ml de la dilucidén adecuada de muestra a titular,Se dejé adsorber el

virus durante 1 hora a 372C con agitacidn suave cada 15 minutos,Lusgo de
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la adsorcidn se retiré el inéculo, se lavé la monocapa con PBS y se cu=-
brié con 8 ml de medio sélido nutritivo.Las botelles se incubaron en
forma invertida por el término de 7 u 8 dfas e 378C en la oscuridad,Al
cabo de ese tiempo se revelaron las placas fijando las células con for=
mol al 1U% durente 30 minutos y, una vez extrafdo el agar, se tifieron
por el agregado de una solucién oe cristal violeta que se mantuvo duran=-
te 15 minutos,

Medio usado pera cubrir las células :

Soporte sflido : se ensayaron varios tipos de agares y agarosas de di-

fasrentes grsdos de pureza.,Lada solucién de agar preparada a una concen-

tracidn final del 2% en aqua bidestilaca se sometid & un lavado continuo
con agua corriente durente 3 dfas y posteriormente a varios lavados con

agua destilada,

Hedio nutriente : se utilizé una solucidn salina de Earle de doble

concentracidn, conteniende 6, de hidrolizado de lactoalbdmina al Sk; 6%
de extracto de levadura al 1%; 1lU% de suero de ternera inactivado y anti-
bi6ticos,El pH se ajustéd a 7,2-7,4 por el agreqado de bicarbonatoc de so-
dio,

£l medio usado para cubrir las células consistié en la mezcla de par-—
tes iguales de nutrientes y solucién de agar, de modo que la concentra-
cidn final de este dltimo resulte del 1%,

Las condiciones anteriormente descritas para el ensayo de titulacién
por formacién de placas se establecieron luego de un detallado andlisis
de lus recuisitos necesarios para obtener resultados exactos y reprodu-

cibles con esta técnica,Con ese fin, se consideré en forma comparativa



el aspscto, morfologfa, tamafo y nimero de las placas producides por sl
virus en diferentes condiciones experimentales, analizando en ceda caso
la influencie de los distintos factores que se enumeram a continuacién

a)Estado fieiolégico de las cdlulas : las primeres titulaciones se

realizaron utilizando los cultivos en sl momento en que les monocapas
de células eran confluentes,Posteriormente se buscd establecer cuél eras
la fase celular de crecimiento mées apropiada para llevar a cabo la in-
feccidén,Para ello, se infectaron con virus Junfn células de diferentes
edades, procediendo luego tal como se describiera en el snsayo de pla-
cas,Al octavo df{a p.i., 103 cultivos que fueron infectados cusndo las
células estaban multiplicando activamente, es decir a laes 24 y 48 hp—
ras despuda de sembradas, presentaron placas apenas distinguibles so~-
bre el resto del tejido celular, que aparecid como una monocaps muy
tenus.Por sl contrario, con células que se encontraban en sstado esta~
cionario al momento de la infeccién, o ses 96 horass daaspués de sembra-
das, las placas fueron bien visibles y de mayor tamafio, mientras que
la eficiencia relative de plaqueo se incrementé sn més de does veces,

Pare dilucidar si aere realmente necesario que les célulaas hubieran
alcanzado el esstado estacionario o solaments ss requerfa una adecuads
densidad celular, se repitié 1las infeccidn de células de 24 hores ds
eded duplicandoc el ndmero de células sembradas por botslla,Loa resul-
tados fueron similares a los enteriores.

b)pH de adsorcidén : se investigé la relacidn existents antre varie-

cién de pH del medio diluysnte del indéculo y eficiencia de plaguso, ho



sncontréndoss difersncias significativas para sl virus Jundn en el rango
da pH 6,4=7,4,A pH 6,4 el tftulo obtenido fue 1.9x10° UFP/ml mientras
que a pH 7,4 el valor fue 1.7x10B UFP/ml,

c)Toxicidad de la capa aflida 3 la fracciéh agaropectina del agar com~
tiene suatenciaes inhibidoras que impiden la formacién de placas por elgu-
nos virus (56).En nuestro caso, ademds de ase efecto directo sobre el vi-
rus se dabe considerar la accién que sstas sustancias pueden tener eobre
lae célulae, debido al prolongado tiempo de incubecién que se requiers
pare el desarrollo de las placas,

En la Tabla 1 se ven los datos obtenidos al titular los virus Junin y
Tacaribe utilizando distintos tipos de agareas y agarosas.tn forms compa-
rativa ae probd la eficlencie de la formacién de placas en medio aélido
lavado y sin levar de las siguientes marcas y clases : ILomagar N9 2
Oxoids Agarosa Seakem lotes 711205 y 2914023 agarose obtenide de acuardo
al método descrito por Bartsling (57) que denominamos agaross Bj agarosa
francesa y agsr-agar,

La agarosa francess y el lonagar N@ 2 sin lavar permitan la obtencidén
de placas solamentse cuandoc el estado fisiolégico de las células usadas
es dptimo.Despuds de ser sometido a la técnica de lavado el lonagar re-
sulta sasr tan eficiente como l1a Agarosa Seakem, la que previamente pare-
cf{a ser la (inicea capaz de der resultados repetitivos,

Algunos autores han seffalado que el grado de electroendosmosis de un
agar sstd relacionado con su falta de toxicidad para determinedos virus

(58),0e acuerdo a esto, ss decidié estudiar si el proceso de lavado habfa
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TABLA 1

Relacidn sntre la formacién de placas y el porcentaje de electroendosmosis

del agar usado

Medio sdlido Tftulo8 Electroen, Caracter{sticas de
(UFP/m1x107) % las placas
a c
lonagar 2 1.1 25 muy turbiaes
Ionagar 2b 1,0 24 turbias de cantro
1{tico
Agarosa Seakem® 1.5 12 turbias y claras
Rgarosa Seakem’ - 12 no se probd
Agarosa g2 1,2 0 clarae y pequefias
b
Agarosa H 1.4 0 turbies
Agarosa francesa 1,2 16 turbiass, poco vi=-
sibles
Agarosa f‘ranceaab 1.1 14 turbias, poco vie-
sibles

a : sin laver § b : lavado 3 c : placas turbias son las que presentan
una base de células muertas cuando se las observa al microscopio,
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modificado el grado de electroendosmosis del egar,El porcentaje de electro-
endosmosis de cada muestra de sgar se determind de la siguiente manere 3
se prepararon soluciones al 2% de cada agar, mezclédndolo luego en volime=-
nes iguales con buffer veronal,Se cubriaron portaobjetos con una pelfcula
de agar comdn (0,1 ml que se extendid con una varilla), secéndolos a 3780C
15 minutos,Luego se volcé sobre cada porta 3 ml de la solucién de agar o
agarosa en buffer,Una vez bien solidificado, se hizo un orificio em el
centro con una pipesta Pasteur, sembrdndose en §1 una gote de suero ds co-
nejo.,Lueqo de efectuada la corrida electroforética se tifié con solucidn
colorante de negro amido por 4-=5 horses y se decolor§ en acético-gliceri-
na.El porcentaje de electroendosmosis se calculd efectuando sl cociente
entre las distancias resorridas por la globulina y la albdmina hacia a=-
trés y adelante del punto de aiembra respectivaemente,

Ue los datos expuestos en la Tabla 1 reasulta evidente que el grado de
electroendosmosis no disminuyé§ significativaments por el lavadoj ademés
si bien la agarosa no tiene elsctroendosmosis, no results mejor que el
lonagar lavado nque tiene un 24% de electrosndoamosis.Por lo tanto, lo
dnico que se puede aseverar es gue el lavado elimina alglm factor soluble
téxico para las cédlulas o para el virus,

d)Influencie del oxfqena : para conocer los requerimientoe de oxfgeno

de los virus Juni{n y Tacaribe, se titulé una dilucién estandar de los
mismos en varias botellas, cubriéndose c/u de ellas con diferantes vold-
menes de medio sélido,Para poder ohtener placas el espesor de la capa de

egar debf{a ser superior a U,3 em, lo que resultd equivalente a 8 ml de
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medio de acuerdo a la capacidad de las botsllas usadas para crecer lsas
células,

e)Volumen de_inécula : se buscé establecer el volumen da inéculo vi-

rel que permitiera la mdxima adsorcidén de virus y &l mismo tiempo una
buena distribucidén de las placas,

Para ello se infectaron monocapas de cdlulas Vero con: 100 UFP da vi=-
rus Junfn dilufdas con voldmenes crecientes de medio 199, desde 0.2 ml

hasta 1,0 ml,S5e procedif luego en la forma ya descrita,

TABLA 2

Efecto de la variacién del volumen de inéculo sobre ls adsorcidén del

virus Junfn en cdlulas Vero

Volumen Eficiencia relativa
(ml) de plaqueo
*
0,2 100
0,4 53
Ue.6 65
0,8 45
1,0 56

*Al méximo tftulo de virus obtenido que fue 1.5x10B

UFP/ml se le asigné una sficiencia del 100%,
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Se obtuvo mayor eficiencis de plaqueo cuando se inoculd menor volumen
(Table 2),

f)Concentracién de suero : se determind que la mayor eficiencia de
plaqueo se consigue con una concentracién de suero del 5%,Para ello ss
tituld une cantidad constante de virus Junfn o Tacaribe, variando el sue-
ro presente en el medio sélido nutritivo desde 2 el 8%.Loe resultados
obtenidos con cada concentracidn de suero (Tebla 3) son el promedio de

cuatro determinaciones,

TABLA 3

Efecto de la concentracién de sueroc del medio sélido sobrs 1s formacién

de placas da virus Junfn en células Vero

Suero T{ftulo Cerecterf{sticas ds
% (UFP/m1x107) las placas
2 1.1 poco visibles
3 1,0 turbias y pequeiias
4 1.2 turbisa y pequefas
S 1.9 bien visibles y

claras

8 1,3 visibles y pequefias
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La mayor sficiencia es una consecuencia de uns mejor preservacién de
la monocapa celular durante el perfodo de incubacién,

g)Temperatura de incubacién : es condicidén primordial para la multi-

plicacién de estos virus mantener constante la tsmperatura de incuba-
cién,5e realizaron experiencias variando las temperaturas de imcubacién
de los cultivos infectados, después de cubrirlos con sl medio sélidos se
probaron 328C y 39eC como temperaturas extremas, llevando paralelamente
una serie conirol en cada caso a 37QC.,En sl rengo de temperaturas ensa-
yadas no se vieron diferencias en el mantenimiento de ls monocapa obser-
vando los cultivos al microscopio,Sin embargo, a 329C las placas fusron
muy turblas y hubo un: 50% de disminucién sn el valor del tftuloc obtenido
para el virus Tacaribe, respecto del control a 379C.Entrs 372C y 399C

no hubo grandes diferencias en cuanto a morfologfa, tamafio y ndmero de
placas,

h)Agregado de nutrientes : en algunos sistemas virus-célula se mejo-

ran las condiciones de preservecidén celular mediante el empleo de multi-
capas sélidas o medio l{quido sobre la capa sdlida,5in smbsrgo, las pla=-
cas producidas por Junfn y Tacaribe no se ven afectadas por el agregado
de medio de crecimiento 199 a los 3 y ' S dfes después de la infeccidn,

i)Presencia de rojo neutro : las placas resultaron muy poco visibles

cuando se agregd rojo neutro al medio sélido en el momento de cubrir las
células, como es{ también adiciondndolo en une sequnda capa delgada de
agar el dfa de lectura de las placas.Por ello se prefirié revelar las

placas fijando primero las células con formol y tifendo luego con cris-



-27=

tal violeta,

En conclusién, el andlisis de la influencia des los distintos factores
intervinientes en la titulacién permitid establecer que pafa la obtencidn
de placas, utilizando monocapas de células Vero crecidas en botellas ds
9U cc de capacidad, se debe infectar con un volumen de virus de 0,2-0,4
ml en medio cuyo pH puede variar entre 6,4=7,43 incubar a una temperatu-
ra constante de 379Cj cubrir las células con 8 ml de medio nutritivo
conteniendo 5% de suero inactivado de ternera y agar levado en forma ade-
cuada,Las células deben estar en su fase estacionaria de crecimiento =l

momento de la infeccidén (S59).

ODLTERMINACIUN DE CENTRUS INFECCIOSOS

La cantidad de centros infecciosos en cultivos de células Vero-) se
midié de la siguiente manera : monocapas de células Vero-J] se tripsina-
ron, se lavaron las células dos veces con PBS por centrifugacidn a fin
de eliminar todos los restos de tripsina y se resuspendieron finalmen=
te en medio nutritivo, contédndose el ndmeru de células viables en una
cdmara de Neubauer,S5e infectaron monocapas normales de células Vsro con
diluciones decimales de dicha suspensién celular,Después de dejar 2 horas
a 379C, se agregd cuidadosamente agar nutritive y 8 dfas mds tarde se
contaron las placas como en una titulacidn habitual, determinédndose asf
el ndmero de células formadoras de placas en base al hecho de aue en es=
te ceso una placa se originas a partir de una célula infectada producto=-

ra de virus,
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LVULULION DE LA ACCION CITUPATOGENICA

Para observar el tipo de lesionea producidas por el virus en las cé-
lulas Vero se infectaron células crecidas en tubos Leighton,A diferen-
tes dfas después de la infeccién se fijaron y tifieron las célulaes con

May GrUnwald-Giemsa y se observaron al microscopio éptico,

LSTUDIUS DE MURFOLOGIA CELULAR

A fin de estudiar las alteraciones morfoldgicas que presentaban las
células persistentemente infectadas, se hicieron crecer en tubos Leighton
cultivos de células Vero, Vero-J y Vero-T que lueqgo fueron tefidos con

May Griinwald-Giemsa, observados al microscopio éptico y fotografiados,

ENSAYD .. NEUTRALIZACIUN VIRAL

Se trabajé con suero inmune anti-virus Junin de origen humano con
capacidad neutralizante mayor de 4 logaritmos.Dicho inmunosuero se inac-
tivé por calentamiento a 569C durante 30 minutos,Luego se mezclaron wo-
ldmenes iguales de inmunosusro dilufdo 1:5 y diluciones decimales cre-
cientes de la muestre de virus & ensayar.iEstas mezclas se incubaron: a
379C por 30 minutos,Simulténeamente se incubaron mezclas controles de
virus con suero normal.lLuego se inocularon monocapas de células Vero cre-
cidas en. tubos de ensayo con U,2 ml de las muestras tratadas con inmuno-
suero y las controles, uséndose 4 tubos por dilucién.,Se hizo la observa-
cién microscépica de la ACP hasta completar la titulaciédn de ambas se-
ries, calculdndose los tftulos de acuerdo a Keed y Puench (55).Los re-

sultados se expresaron como % de neutralizacidn, haciéndose el cociente
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entre el tf{tulo de la serie tratada con inmunosuero y sl tftulo de la

serie control,

LNSAYU DE INVERFEHENCIA

Células Vero crecidas en botellas de 30 cc de capacidad se infecta-
ron con. 0,2 ml de sobrenadantes correspondientes a diferentes pasajes
de la l1fnea Vero-J,Luego de una hora de adsorcién a 372C, se volcé el
indculo, se lavaron las monocepas con PBS y se reinfectaron con 0,2 ml
de virus estandar xJCl3 a una multiplicidad de 1 UFP/célula.Daspués de
un. perfodo de una hora de adsorcifn a 379C, se volcéd el inéculo y se
sgregd medio de mantenimiento.Simulténaémente se infectaron cultivos
parslelos de células Vero con XJ(‘.l3 solamente o con sobrenadante de Ve-
ro-J,A las 24 horas se cosechd sobrenadante de todos los cultivos a fin
de titulsr ls infectividad y determinar los rendimientos virales,tl me=-
dio de mantenimiento se renové con posterioridad cada 2 dfas, observén-
dose la evolucidén de la ACP en los cultivos doble y simplemante infec-

tados por el término de 15 dfas,

CURVAS DE CHECIMIENTO CELULAR

Células Vero, Vero-J y Vero-T se hicieron crecer en medio 199 conte-
niendo distintas concentraciones de suero.A distintos dfas post-siembra
se tripsinaron dos cultivos de cada serie y las cdlulas resuspendidas
en 1 ml de medio se tifieron durante 15 minutos por sgregado de 0,1 ml
de una solucién acuosa al 0,5% de azul Tripan, colorante que permite di=-

ferenciar entre células vivas y cdlulas muertas,Transcurrido ess tiempo,
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las cdlulas viables se contaron en una clmara de Neubauer.

TECNICAS CITUGENETICAS

Para el ostudio citogenético de las l{neas celulares Vero y Vero-T se
emplearon cultivos crecidos en botellas dea 90 cc de capacidad,A las 24-48
horaus de sembradas, se le agregd a cada botella U,3 ml de una solucidn
1/100 de colchicina, incubédndose luego a 379C durante 30 minutos,Transcu-
rrido ese lapso se tripsinaron las monocapsas celulares a fin de obtener
las células en suspensién.Estas se trataron luego con una solucién hipo-
ténica de C1lK 0,53% durante 25 minutos a 379C.Postariﬁrmente, las células
fueron fijadas en una mezcla de metanol-&cido acético (1:3) dursnte 30 mi-
nutos a 49C, con dos cambios de fijador,%obre los extendidos en portaob-
jetos se aplicaron las técnicas de coloracién estandar con colorante de

fiemse (para efectuar recuentos cromosémicos) y de bandeos G (60) y C(6l1).
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HESULTADUS

Las infeccionaes originadas por los virus Junf{n y Tacaribe en célules
Vero presentan dos etapas marcadamente diferentes, de acuerdo al compor-
tamiento del virus : una fase inicial virulenta con produccién de alto
tftulo de virus acompafiada de marcado efecto citopdtico, y una setapa
posterior e recuperacidn celular en la quse se establece la persistencia
viral (41),

En esta investigacidn se anali2aron las caracter{sticas de le infec=-
cién primaria, en la que el virus se manifieste en forma virulenta cum-

pliendo un ciclo 1ftico, como paso previo al estudio de la infeccidn

crénica,

INFECCION PRIMAKIA

1,APARICION Y rVULUCION DE LA ACCIUN CITUPATOGENICA,

lLos virus Junfn y Tacaribe multiplican en las células Vero originanda
una marcada ACP,.,Para sequir la evolucidén de la misma, se infectaron cé-
lulas Vero, crecidas en tubos de ensayo, a las 72 horas después de sem-
bradas, con los virus Junin cepa x.'Jtl3 y Tacaribs a multiplicidades de

infeccidn que variaron en escala decimal dssde 20 a 2)(10-'5

UrP/célula,
Luego de una hora de adsorcién a 379C, se retird el inéculo de virus y
se egreqd medio de mantenimiento,Los cultivos fueron incubados a 379C y

observados al microscopio dptico diariamentse por el término de 15 dfas

durante los cuales se renové el medio de mantenimiento de los mismos ca-
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da 2 dfas,El grado de ACP se tabuld segldn la escala que se describe mis
adelante,

Como se ve en la figura 1, el tiempo de aparicién de la ACP depends
de la dosis inicial de infeccién,Para las dosis mayores de virus la ACP
comienza al dfa 3, mientras que para los indculos més dilufdos lo hace
1, 2 § 3 dfas m4s tarde.Para altas multiplicidades la relacidn entre la
aparicién de AUP y la dosis no es lineal, debido probablemente al fené-
meno ds autointerferencia descrito para otros Arenavirus in-vitro (62) y
para virus Junfn in-vivo (63) e inevitro (64).La relacidn linesl entre
la concentracién de virus useda para infectar y el df{a de aparicidén de
ACP recién se establece para el virus Junfn a partir de la multiplicidad
de U.U2 UFP/cél, en adelante, mientras que pare el virus Tacaribe la li-
nealidad comienzae a partir de 0,002,

En las figuras 2 y 3 se detallan el grado, evolucidn y duracién de la
ACP segin las diferentes multiplicidades de infeccién, para los virus Ju=-
n{n y Tacaribe, respectivamente,La presencia de ACP temprana se caracte-
riza por la aparicién de una cantidad reqular de célulss en sl sobrena-
dante (grado 1); a medida que transcurre la infeccién se observa una gran
cantidad de células en suspensién y sobre el tejido focos aislados de cd-
lulas granulosas y oscuras (grado 2); posteriormente todo el tejido estd
formado por células radondas y se observan 4reas de lisis donde falta la
monocapa (grado 3).Por dltimo, sélo permanecen adheridas al vidrio algu=
nas zonas constitufdas por cdlulas oscuras (grado 4).Los estadfos en los

que se produce la involucién de la ACP se pueden asimilar a este greda-

cidn,
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tIGURA 1

Aparicién de la accidn citopatogénica en células Vero infectadas

con virus Junfn o Tacaribe, en funcién ce la dosis_infectante,
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_FISURA 2

urado y evolucién de la ACP en células Vero infectadas con virus

Junfn (xJC1 ) a distintas multiplicidades.
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Se pueds apreciar (Figure 2) que el mayor grado de ACP aparece en los
cultivos celulares infectados a baje multiplicidad (0,U2), sefalando nue-~
vamente la presencia de autointerferencia.,A pesar de la gran destruccidén
celular que afecta mds del 9U% del cultivo entre 6-7 dfas p.i., éste en=
tra luego en una etapa de recuperacién, regenerdndose la monocapa y pro-
ducidndose la involucidén de la ACP al cabo de 2-3 dfas,

L1l aspecto del tejido recuperado no es el normal ya que presenta acd-
mulos de células oscuras, que quedaron adheridas el vidrio y a pertir de
las cuales se reqenerd el cultivo,La destruccién y recuperecién celula-
res ocurren simulténeamente en el mismo cultivo; asf{ al octavo dfa p.i.
(m : U,002) se observan grandes zonas de lisis junto s otras é4reas don-
de la monocapa se encuentra en recuperacién.lLa recuperaciédn celular se
produjo en las condiciones descritas pare todas las multiplicidades en-
sayadas,

Independientemente de la multiplicidad de infecciédn y de la intensi=
dad del efecto citopdtico, el perfodo de tiempo entre la apariciédn del
mismo y la reyeneracidn del cultivo es de 7 a 10 dfas,

Lonsideraciones similares se pueden hacer para describir la evolucidén
de la ACP producida por el virus Tacaribe (Figura 3), con una diferencie
significetiva,tl perfodo que transcurre entre la aparicidn y la involu=-
cién de la ACP es mds corto, lo que se observa principalmente para las
multiplicidades de 2 y 0,2 (6 dfas),Ademds, adn cuando por razones de
simplicidad las acciones citopdticas se graduaron con la misma escala,
la infeccién con virus Tacaribe produce la destruccién de casi el 99%

de las células de le monocapa.A pesar de esta mayor intensidad de ACP



que manifiesta el virus Tacaribe sobre las células Vero respecto de
XJC13 , 6n todos los casos hay recuperacién celular con regeneracién
de la monocapa en pocos dfas.

t.n la Fotograffa 1 se muestrsn los cultivos de células Vero infecta=
dos con diluciones decimales seriades de virus Jun{n y tefiides con
cristal violeta al 82 dfa p.,i.S5e puede observar sn los tubos infecta=
dos con las diluciones lU-l y 1U"2 de virus la recuperacidn casi total
del te jido, evidenciada por una densidad de color similar a la del te-
jido inoculado con una d:l.lt.:cicSn.ll;l-B s considerado en este caso como
controlj por el contrario, los cultivos infectados con las diluciones
lU-a R IU-5 ’ 10-6 y 10-7 muestran una ALP activa,En la dilucidén 1[)-3
se observan grandes zonas de lisis junto a otras Areas donde la densi-

dad de coloracién indice recuperacién de la monocapa.,tstas observacio-

nes son coincidentes con los datos presentados en la Figura 2, adn
cuando hay que considerar que la gradacién de la ACP es de carécter
sub jetivo,

FOTOGRAFIA 1,Cultivos tefiidos

X - o que muestran: el grado de ACP
4 2 .3 .{ S € .3 e del virus Jun{m para células
L =

Vero,La tincién se realizé al
’ dia 8 p.i.en tuboe infectados
% [ con diluciones crecientes de
i virus,0ilucidn =1 equivale a
una multiplicidad de 20,
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FUTOGRAI IA 2,Arriba : enfoque de una monocapa de células Vero
infectada con virus Tacaribe (m : 0,02) y tefiida al 62 dfs p,i.
Abajo 3 entoque de una monocapa de .células Vero sin infectar,
mantenide en las mismas condiciones,
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En la Fotograffa 2 se observan enfoques de una monocapa des células Va=-
ro infectada con dilucién 10™* de virus Tacaribe (m30,02) y unea monocapa
normal mentenida paralelamente, tefiidas embas con colorante Giemsa,Se
puede ver al gran efecto citopdtico desarrollado por el virue que produ-
jo desprendimiento de la mayorfa de las células, gquedando adheridos al
vidrio solamenta algunos acUmulos de células alteradas, alrededor de los
cualea comenzard luego la regeneracidén del tejido,

Las células que pasan al sobrenadante por sfecto de la infeccién son
células que se adhisren al vidrio peroc que han perdido la capacidad de
multiplicerse cuando se las resiembre con medio de crecimiento fresco,

Los virus Junf{n y Tacaribe, por pasajes seriados a travds de células
Vero, mantienen su capacidad infectents con produccién de ACP t{pica,

la que es neutralizable por inmunosuero espec{fico,

I11,0BSERVACIUN MICRUSCOPICA LE LA ACCION CITOPATICA

Lstas observaciones se hiciseron en cdlulas crecidas en tubos Leighton
y tefiicas con colorante May Griinwald-Giemsa, segin se explicd en Mate=-
rieles y Métodos,

Entre 8l tercer y noveno dfa despuds de la siembra, las monocapas
normales de le lf{nea Vero aparecsen formedeg por células poligonales, e-
longadas, con ndcleos pleomdrficos que presentan un solo nucleolo.En el
citoplasma se observa discreta vacuoclizacién (Fotograffas 3 y 4),.

Luego del undécimo dfa de cultivo in-vitro, se observan multicapas
densas de células entrecruzadas junto con zonas donde las células pra-

sentan un crecimiento paralelo (de iqual orientacidén)(fFotograffe 5),



FOTOGRAFIA 3

Células Vero normalea : as-

pecto de la monocapa el dfa

3 in=vitro,Tincién May Grin-
vald=Giemsa (100x),

% Células Vero normales : as-
pecto del crecimiento a los




J ‘normales de 11 dfas in-vitroj
e, e Q. ' crecimiento en multicapas

E R t\; con centros densos de apile-

et LT .2’ A miento mostrando orientacién

s
’_ entrecruzada,

Para hacer las observaciones citoldgicas de los cultivos infectados

se utilizé la cepa XICl, de virus Junin a una multiplicided de 0,2,E3=~

3
tos cultivos se estudiaron entre el tercer y undécimo dfa p,i., encon-
tréndose 8reas focales netas de células picndticaa rodeadas de células
normeles.tsta destruccidén celular se hace m&s evidente en los bordes de
la monocapa.,Los ndcleos se presentan encogidos con la cromatina altera-~
da (lisis) y cambios citoplésmicos consistentes en granulscién y extensa
vacuolizacién,S5e observan cuerpogs baséfilos, polimorfos, de diversos ta-
mafios, distribufdos en todo el citoplasma; los nucleolos son tembidn muy
basdfilos,lay cantidad de detritus cromatfnico en las &reas de destruc-
cién celular lo que se hace mds evidente al 72 dfa p.i.,lLas &rsas de li-
sis son producidaes por el desprendimiento de las célules adheridas al

vidrioj sus bordes estdn formados por células picnéticas con la red cro-

mat {nica rodeando restos nucleolares (Fotograffas 6, 7, 8 y 9),



FOTOGRAF IA 6

Células Vero al dfa 3 p.i,
Se obssrvan ndcleos destruf-
dos, encogidos, los cito-
plasmas extensamente vacuo=
lados y lisis cromatfnics
(400x),

F UTUGRAFIA 7

Células Vero al dfa 4 p.i.
Se observa lisis de la cro-
matina, formando acidmulos;
vacuolizacién citoplésmica
intensa, enormes nucleolos,




FUTUGRAFIA 8

Aspecto de las células Vero
luego de 11 dfas de infeccidn
con virus Junfn,Degeneracidn
vacuolante de la caps celu-
lar; cdélulas picnéticas,

FUTULRAFIA 9

torde de placa de destruccidén
en células Vero a los 11 dfas
Peisgndcleos encogidos, en
cariorrexis,
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Las observaciones citoldnicas de la ACP de Tacaribe en células Vero

no ofrecen diferencias de inportancia respecto del Junin,

III,PRUODYCCTUN Dt PLACAS BAJU AGAHR,

Los virus Junfn y Tacaribe originen placas bajo agar sobre maonocapas
de células Vero (48),

NDebido 8]l prolongado perfodo de incubacidn necesario para el desa=-
rrollo de las placas por estos virus, es imprescindible realizar el en-
sayo cumpliendo rigurosamente con una serie de condicionass que asequran
la preservacién de la monocapa durante 7 u 8 dfas bajo agar.Como se des~
cribe detalladamente en Nateriales y Métodos, los requisitos fundaments=-
les aue deben cumplirse son

a)falta de toxicidad del medio sé§lido cﬁnqua se cubre la monocape ce-
lular;

b)temperatura constante dJde incubacién;

c)utilizacidn de las células en dptimo estado fisiolégico y durante
ia fase estacionaria de crecimiento,

En esas condiciones, se obtiene &ptima preservacién de las monocapas
luego de mantenser bajo agar el cultivo durante el tiempo necesaric, co-
mo se revels por fijacién y tincién con cristal violeta (Fotograffa 10),
Las placas de virug Junfn aparecen al dfa 6° p,i,, momento en qua son
muy turbias, penuefias y apenas distinguibles sobre él tejido (Fotogra=
f{a 11).Con el trsnscurso del tiempo vaﬁ aumentando de tamsfio y resul-
tan m4s nftidas (Fotograffa 12), sin variar su ndmero total,

£1 virus Tacaribe produce placas similares (Fotograffas 13 y 14), ne



siendo posible diferenciar un virus de otro por tsmafo o morfologfa de
placas,

Ambos virus, crecidos en cerebro de ratén lactante, producen una mez-
cla de plecas l{ticas y turbias de alrededor de 1 mm de diémetro,El ta-
mafo mayor que slcanzan es de 2 mm y se obtiene al 92 y 109 dfa p.i,

En la Fotograffa 15 se ve un enfoque de placa l{tica producids por el
virus Tacaribe en células Vero : los bordes no son natos y el centro a~
parece transparentej en la Fotograffa 16 se ve un enfoque de placa tur-

bis, que presenta en su centro restos celulares adheridos adn al vidrio,

FOTOGRAFIA 10

Tejido de células Vera sin
infectar, mantenidas en las
condiciones descrites cars
el ensayo de placas,




FOTOGRAFIA ]1

Placss producidas por la ce-~
pa XJC1, de wirus Junfn en
- células-Vero al dfa 6 Pei.

FUTOGRAFIA 12

Placas producidas por la ce=
pa XJC1l, de virus Juxsn en
células Vero sl dfs J Pels




FOTOGRAFIA 13

Placee producidas. por el vi-
rus Tecaribe en célules Ve-
ro al dfe 7 p.i.

FOTOGRAFIA 14
Placas producidas por sl vi-

rua Tecaribe en. cédlulas Ve-
ro al dfa 9 p.i,




FOTUGRAFIA 15
Enfoque de placa 1ftica ori-
ginada por el virus Tecari-

be en célulss Vero al dfa
9 p.i.

FOTOGRAFIA 16

Enfoque de placa turbie ori-
ginade por el virus Tecari=-
be en células Vero al dfa

9 p.i.




Es de hacer notar que en las placas producidas por los sobrenadantee
de células Vero (crecidas en 15% de suerc) infectadas con Junin o Tsca=-
ribe se observa predominio del tipo 1ftico, mientras que los stocks
crecidos en cerebro de ratdn o en la lf{nea de células Vero mantenides
con menos suero producen predominantemente placas turbiss,Sin embargo,
la morfologfe de placas es muy variable, dependiendo fundamentalmente

del estado en que se encuentra la monocapa al momento de la infeccién,

IVL,LURVAS DE CRECIMIENTO VIRAL,

La produccidn de virus se investigé inoculando células Vero en su
subcultive 86, 72 horas despuéds de sembradas, con une multiplicidad de
U.,2,Luego de 1 hora de adsorcién a 379C, ae retiré el inéculo y los cul~
tivos se reincubaron a 379C con medio de mantenimiento,Diariamente se
cosechd el sobrenadante que se centrifugd a baja velocidad para elimi-
nar restos celulares y las musstras se conservaron a-702C hasts el mo~
mento de su titulacién por UFP,

En ls figure 4 se muestra la curve de crecimiento de virus Junfn ex=-
tracelulsr junto con la esvolucidén de la accidn citopdtica.Se observa que
el perfodo de latencia es aproximadamente de 24 horas con un méxime
tftulo de virus al tercer dfa p.i., aunque pueds decirse que entre los
dfas 2 y 4 hay una produccién casi constante de virus, aproximadamenta
106 UFP/ml.Luego estog valores comienzen a declinar pero mantenidndose
la liberacidn continua de virus adn en el perfodo de recuperacién celu-

lar como ser al dfa 13 p.i.

En la Figura S5 se muestran las curvas de crecimiento extrecelulares



y los grdficos de evolucién de la ACP correspondientes al virue Tecari-
be, a dos multiplicidades de infeccién diferentes, 20 y 0,2,Ls curva de
produccidén. del virus Tacaribe en cdlulas Vaero es similar a la originada
por el virus Junfn,Nuevamente aquf se pone de manifiesto el fendmeno de
autointerferencia que caracteriza las infecciones por Arenavirus ys que
hay una sensible diferencia en el rendimiento de virus al varier la
multiplicidad.Para el virus Tacaribe el tftulo mémximo correspondienta
al tercer dfa p,i. disminuyd 10 veces al aumentar 100 wsces (de 0,2 a
20) le multiplicidad,

Tanto para Junfn como para Tacaribe la produccién de virus precede
en dos dfas a la aparicién de ACP y continda adn cuando el tejido ha
comenzado a regenerarse,Se inicis asf la etapa de persistencis del vi-
rus sin destruccién celular, después de una stapa virulenta en que muy

pocas cdlulas sobreviven a la infeccién,



FIGURA 4

Gréfico comparativo de la curva de crecimiento del virus Junfn (XJCLSl

y la evolucidén de la accién citopatégenica en células Vero,
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FIGURA &

Lurvas de crecimiento y evolucidén de 1la ACP del virus Tacaribe en

cdlulas Vero infectadas a distintas multiplicidadss.
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INFECCION PERSISTENTE

1, INFECCIOUNES PROLUNGADAS CUN LOS VIRUS JUNIN ¥ TACARIBE EN CULTIVOS

ESTACIONARIUS DE CELULAS VERO,

Al haber observado que durante la infeccién primaria ls sfntesia de
virus acompafiaba tanto la etapa de destruccién delular como la de recu-~
peracién (figuras 4 y 5) se considerd apropiado examinar las carscterfs-
ticas del sisteme durante un perfodo de tiempo més prolongado.tste astu-
dio se ancaré$ teniendo en cuenta dos sspectos § la observacidn de las
variaciones morfoldgicas de los tejidos como as{ tambidn le posibilidad
de aue los mismos continuasen produciendo partfculas virales,

Con ese fin, se infectaron células Vero pasaje 86, crecidas en bote-
llas de 90 cc de capacidad, en forma paralela con virus Tacaribe y Junfn,
a una multiplicidad de U,2,lLuego de dejar adsorber el virus 2 horas, se
retiré el inéculo, se agregd medio de mantenimiento y se incubaron a
379C.tn forma similar se trataron controles celulares no infectados.Los
cultivos se observaron al microscopio diariamente durante un perfodo de
35 dfas siquiéndose 1la evolucién de la ACP,Cada 4B horae se cambié el me=-
dio de mantenimiento de los mismos, recogisndo en cada caso alfcuotas de
los sobrenadantes, las cuales fueron despudés tituladas en células Vero
por UFP,Los resultados obtenidos se presentsn en las Fiquras 6 y 7.

Como se observa en la figura 6, las células infectadas con: virus Taca-
ribe manifesteron una extensa ACP entre los dfas 3 y 12 p,i.Luego comen~
z6 la etapa de recupsracién celular, la cual se completé en un lapso de

3 dfas,El tejido ya regenerado volvié a producir ACP en forme esponténea
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al dfs 19 p.i. y esta ACP se mantuvo hasta el dfa 33 p.i. em que comenzé
a observarse una nueva recuperacién.,ts decir, se presentaron ciclos ds
produccién de ACP y regeneracién, motédndose que en el segumdo ciclo ls
ACP se prolongdé por un lapso de tiempo mayor que en el primero,

Hubo constante liberacién de virus a partir de las células infectadas
a lo largo de todo el exparimento.Los t{tulos de virus extracelular al-
canzaron su valor méximo en los momentos sn que se manifestd gran ACP,
siendo del orden de 108 UFP/ml pare el primer pico de ACP (3 dfae p.i.)

y. lUs'UFP/ml para el sequrndo (26 dfas p,i.).Durante las etapas de regenae-
racidn el tejido siguié producisndo virus infectante pero en menor can-
tidad, del orden de 10° UFP/ml,

Para l1as células Vero infectadas con virus Jdunf{n (Figura 7) se obser-
varon tres ciclos de ACP,El primero comenzé§ sl dfa 3 p.i,, @alcanzando su
grado m&ximo de ACP el 62 dfa p.i.3 luego disminuyd gradualmente haata sl
dfa 11, en que el tejido estaba completamente recuperado.,Sin embargo, en
el dfa 17 se produjo una nueva aparicién de ACP con destruccién celuler
aue se prolongd hasta el dfa 19, sequido por un breve perfodo da recupe-
racién hasta el dfa 28 en que reaparecié la ACP, pars inicler el tercer ci-
clo,El virus se encontrd presente en al sobrsnadante durante las sucesivas
etapas de lisis y repoblacién, produciendo t{tulos del orden de 104 urFpP/mi.
De iqual forma oue en 8l cultivo infectado con virus Tacaribe el primer
ciclo de ACP fue de més larga duracién que los posteriores,

Los resultados de estas experiencias muestran que el establecimiento de
una infeccidn prolongada con perfodos cfclicos de lisis y recuperacién en
cultivos estacionarios de células Vero mentenidos ein repicar es una ca-

racterfstica comin a estos dos miembros del grupo Arenavirus,
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FIGURA 6

Produccidn de virus y ACP en un cultivo estacionario de células

Vero infectadas con virus Tacariba,
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FIGURA 7

Produccién de virus y ACP en un cultivo estacionario de células

Vero infectadas con virus Junin (LJQ;SIL
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IJ,INICIACION. Y MANTENJMIENTO DE SUBLINEAS PERSISTENTEMENTE INFECTADAS,

Para analizar los distintos factoras que regulan la coexistancia vi-
rus cfluls en la infsccién persistente, se tratéd ds iniciar sublineas
crénicamente infectadas a partir ds c‘iulas Vero recuperadaas ds la in-
feccién primaria con virue Junin y Tacaribe.,Las aubl{neae se estable-
cisron repicando cultivos gue ss sncontrabam sn. la etapa dp recupera-=
cidn luago dal primer ciclo de ACP, segdn lo descrito en Materiales y
Métodos, y se danominaron Vero=J y Vero=T (Vero recuperadss de la in=
feceiédn con Junin y Tacaeibe, respsctivamsnte),.Ambse l{neass ses esstudia-

ron durante 70 passjes in=vitro,

A -ALTERACIUNES PRODUCIDAS EN LA CELULA POR LA PRESENCIA DEL VIRUS,
MO;fo;og‘a.

En los primeros pasajes las células Vero~) y Vero-T presentaron un as-
pecto diferente al de las células Vero,

Las cdlulas Vero sufren variaciones en su morfoleog{a durants las dis~-
tintss stapas del crecimisnto,A las 24=-48 horas después de sembradae,
presentan una monocapa regular de célulass poligonalss ds bordes ocecuros,
lo que las hace perfectamente diferenciables una de otra,A las 72 hores,
las células comienzan a slargarse y ss orientan tomando une disposicién
radialj el tejido svidencie una gran proliferacién celular, siendo muy
diffcil distinguir una célule de otra,Pasadas las 96 horas comienzan a
aparecer células necréticas sn ls monocaps y en el sobrsnadanta, depen~

diendo su nimero de las condiciones de cultivo (cantidad de células sem~
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bradas inicielmente, concentracién de suero del medio nutritivo, frecuen-
cia de renovacidn del medio de mentsnimiento, etc,).Aproximadamente al

8¢ dfa se observan ademds acimulos o grupos de células redondas, oscuras,
Finalmente (lU~-119 dfa), el tejido pressnta un aspecto totalmente degene-
rado, con multicapas, puentes y entrecruzamientos (Fotograffas 3, 4 y 5),

Las subl{neas Vero-] y Vero~T presentan, en los primeros passajes des-
puéds de la infeccidén, células poligonales, muy contrastadas sobre el vi-
drio de la botella y granuladas, que no guerdan la misma orientacidén que
ofrecen las células normales.A diferencia de éatas, la monocapa ®es muy
irregular, con pequefos acdmulos de células redondeadas ya a las 24 ho=-
ras después de sembradas, como asimismo un ndmero elevado de células en
auspensidn,Al ir aumentando sl ndmero de repiques, se fusron perdiendo
gradualmente estes caracterf{sticas diferenciales y, por simple observa-
cién al microscopio éptico, las células Vero=J y Vero~-T resultaron im=
distinquibles de las Vero,

Para visualizar mejor el tipo de alteraciones morfolégicas que pudo
haber ocasionado la presencia del virus en la célula crénicsmente infec-
tada, se empled la técnica de tincién con May Griinwald=Giemsa sobre cé-
lulas Vero-J y Vero-T, crecidas en tubos Leighton, a las 72 horas des-
puéds de sembradas,As{ se puso en evidencia la aparicién de alrededor de
un 10% de células gigantes, multinucleadas, que se observan originalmen-
te en los cultivos de Vero pero en méds baja proporcién (2%).0ichas célu-~
las contienen numerosos nucleolos, muy baséfilos e hipertréficos, de for-
mas andmalas, con citoplasmas tenues y muy finamente vacuolados.Los ni-

cleos se ubican en ur polo de la célula, cercanos a la membrana plasmé-
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tica,Estas cédlulas aparecen rodeadas en slgunas ocasionss por célulae cu~
yos ndcleos tienen aspectos alterados y sncogidos, mientras qus el reeto

del tejido presents un aspecto normal (Fotograffas 17, 18, 19 y 20),

FOTOGRAFIA 17
Célula Vero=J : multinucles-

da, muy baséfila, numerosos

microndicleos, vacuoladoa
(400x),

FOTOGRAFIA 18
€élulass Vero~T (de 72 horas

in=vitro) 3 células con nu-
merosos nucleolos,




FOTOGRAFIA 19

Célule Vero-J gigante, con
enorme nucleolo andmalo en
su forme y tincién (100x),

FOTOGRAFIA 20

jl Campo de células Vero=J :
una célula multinucleada,
otra gigente y cerca una
célula en mitosis,
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Le presencis de esta considerable proporcidén (10%) de células gigan=-
tes, multinucleoladas, se registré en todas les observacionss reslizadas
en cultivos de Vero-] y Vero-T s lo largo de difsrentes pasajes de las
dos subl{nees, tanto en la etepa temprana como tard{s de la infeccién

crénica,

Condiciones de crecimiento.

Con el fin de determinar si las l{neas Vero-J y Vero-T presentaban pa-
ra su crecimiento un requerimiento nutritivo similer a las célulae Vero
no infectadas, se estudiarom las curvas de multiplicacién celulsar en prs-
sencia de diferentes concentraciones de suero,

Para ello, se utilizaron cultivos ds célules Varo~T en el pasaje 13,
Vero=J en el pasaje 20 y células Vero pasaje 109, los que fueron incuba-
dos & 379C en medio 199 conteniendo 10, 1S y 20% de suero imectivado de
ternera, raespectivamente.,Cada 24 horas a partir del momento de siembra
se tripsinaron dos botellas correspondientes @ cade serie, y las célules
fueron resuspendidas en. 1 ml de medio al cual se affiadid 0,1 ml de solu-~-
cidn acuose de azul Tripan,Luego de dsjar en contacto con el colorante
durente 15 minutos, las células wiables fueron contadas en una cémare de
Neubsuer,Los datos obtenidos para las tres l{neas se ven en las Figuras
9, 10 y 11,

Previamentes se habfan establecido les condiciones éptimas pars la
preservacidn de eatos cultivos en cuanto a la frecuencia de rsnovacién
del medio nutritivo.,Esto se determind comparando las curvas de crecimien-

to celuler de dos series de cultivos de células Vero, para una misma com-
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centracién de suero (15%)3 en un caso se renové el medio de mentenimien-
to al 42 y 702 dfa despuéds de la siembra mientras que en el otro no se
cambié el medio durante el tiempo que duré el ensayo (Figura B8),Los da-
tos correspondientes demuestran que para la preservacién de estos culti=
vos 88 un requisito fundamental cambiar el medio de mantenimiento con
cierta frécuancia.Al no rencvar los nutrientes se produce la muerte ce-
lular y destruccién del tejido en un lapso de 10 dfas,

Como se obsaerva en los gréficos presentados en Figura 9, Figura 10 y
Figura 11, las células Vero-) y Vero-T crecen a la misma velocidad inde-
pendientemente de la concentracién de suero del medio de cultivo a dife-
rencia de las células Vero que en presencia de 10% de suesro se mantienen
prdcticamente en estado estacionario,

Easta diferencia en los requerimientos nutritivos de Vero-J, Vero=T y Ve~
ro fue atenudndose & medida que aumentd ek ndmero de pesajes y especisl-
mente cuando las célules controles se sometieron a un ritmo intenso de mi-
tosis por repiques cada 2 § 3 dfas,Por encima del pasaje 140 de la lfnea
normal tambidn se observé en las cdlulas Vero una independencia del creci-
miento con el suero, dentro de los rangos probados (Figure 12).Fatoas pa=-
recerfa indicar que la presencia del virus acelera un proceso que mis tar-
de ocurre en la célule normal excitada a una constante divisidn,

Es de hacer notar aque las cdlulas Vero-J y Vero~T sa mantuvieron desde
los primeros repiques en 199 al 10% de suero, desarrollando éptimas mono-
capas,Por el contrario, las célulass Vero debieron ser adaptadas poco a po-
co a esa disminucidn de suero en el madioc para crecer en buenas condicio-

nes y adn cuando la Figura 12 muestra que por recuento en hemocitémetro la
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FIGURA 8

Influsncia de la renovacién de nutrientes sobre el crecimiento celulsar,
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FIGURA 9

Curvas de crecimiento de las células Vero pasaje 109 cultivadas en

presencia de distintas concentraciones de suero de ternera,
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_FIGURA 10

Curvas de crecimiento de las células Vero-J pasaje 20 cultivadss em

presencia de distintas concentraciones de suero de ternera,
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fFIGURA 11

Curvas de crecimiento de las células Vero=-T pasaje 13 cultivadas en

presencia de distintas concentracionss de suero de ternera,
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FIGURA 12

Curvas de crecimisnto de las células Vero pasaje 140 cultivadas en

presencis de distintas concentraciones de suero de ternera.
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densidad celular results similar, la observecién microscédpica indicd aque
en 154 de suero se obtienan mejores monocapaes de Vero que con 10%,

Uebe destacarse que esta lfnea normal de células Vero no pudo ser a=-
daptada a crecer con menores concentraciones de suero (del orden del 5%)
camo sucede con la l1fnea que se usé para las titulaciones rutinarias de
virus y las empleadas por otros autoras (48)(59).

Estos datos sugieren que de alguna manera la presencia del virus fa-
cilita el crecimiento celular adn cuando resulte diffcil la explicacidn

de este efecto,

Caracterf{sticas citogenéticas.

A fin de establecer si se origina alqune slteracién a nivel de los cro=-
mosomas celulares como consecuencia de la pressncia crénica del genoma
viral dentro de la célula, se analizaron las caracter{sticas citogenéti=
cas de la sublfnea Vero-T comparativaemente con la 1{nea normal Vero,

En primer término, se efectuaron recuentos cromosdmicos en 100 células
correspondientes a cada lfnea,El rango de anesuploidf{a en ambas l{neas Vero
y Vero-T oscila entre 32 y 105, con un pico difuso de nimeros modales en=
tre 48-54,.50bre 25 cariotipos confeccionados para cada lf{nes celular se
encontrd que la distribuciédn de cromosomas sequdn Ruzicsa y Heu (65), quie=
nes los clasifican en metacédntricos, submetacéntricos y subterminales,
muestra en ambas l{neas diferenciss de célula a célula (adn en aquellas
metafases con el mismo ndmero de cromosomas) como puede observarse en la

Tabla 4 lo que seffala la presencia de un gran polimorfismo cariot{pico,
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TABLA 4

Cariotipos de lU células de las lfneas Vero y Vero-T 3 distribucidén

de cromosomas,

Lfnea N2 cromosomas N2 modal
M SM ST

10 27 15 52

17 16 20 83

14 39 12 51

18 20 13 51

Vero 14 15 19 52
12 15 17 44

13 17 13 43

13 16 8 37

8 19 10 a7

11 14 7 32

23 17 13 53

24 20 10 54

14 28 12 54

13 22 18 53

Vero=T 10 20 18 48
12 25 11 48

15 14 11 40

11 18 10 39

9 23 7 39

12 18 9 39

M : Metacéntrico; Si & Submetacdntrico; ST ¢ Subterminal,



La aplicacidn de las técnicas de bandeo cromosémico G y C permitid una
me jor caracterizacién de las células Vero normales y crénicamente infecta-
das,La gran variabilidad de cariotipos presentes tanto en Vero como en Ve~
ro-T hizo muy complejo el estudio comparetivo por bendeo G.Las Fotograffas
2l y 22 jlustran un cariotipo bandeado G de uns metafase de cada una de

las lfneas. mostréndose en cuadro separado los marcadores presentes en ce-

da célula,
FOTOGRAFIA 21
e 3 2 2 - po Cariotipo por bandeo
A “ b Q : ‘ !: “ G de una cdluls Vsero
. “ D normal con sus mar-—
‘ : ‘ ‘ cadores,.
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. . FUTUGRAFIA 22
: ’ ‘ 9 Cariotipo por bandeo G

)" )l ): 1'“ l‘ ' )‘ con sus marcadores.
‘ “ " " Il 7.

- I :n( m m ,

S

Aunoue rara vez se encusentran simulténeamente, todos los cromosomas apa=-
recen con mayor o menor frecuencia en ambas l{neas celulares,Tanto la 1{=-
nea Vero como la Vero=T presentan los mismos cromosomas marcadores detec-
tables por bandeo G,Lstos marcadores se.han denominado Ml ’ m2 ’ m3 ’ m4 ’
ms ’ N6 y 025.Ln la Fotograffa 23 se muestran apareados el marcador co-
rrespondiente a la 1fnea normal y a la 1fnea persistentemente infectada,

observédndose aus presentan idéntico patrén de bandeo,



FOTOLRAFIA 23
» Marcadores cromosf=-
' micos por bandeo G
en células Vero y
Vero=T,
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Dada la mayor cleridad de la técnica de bandeo C que sinplifica la ob-
servacién de los bloques heterocromdticos, se analizaron los cariotipos
de Vero y Vero=T por ese método,.Se encontr§ en ambas lfneas la mayorfa de
los marcadores descritos por Bianchi (66), a saber 3 My 9 SM , SM

1 2!

Sr'l3 ’ ST). y Uzs.Ademés de dstos, aparecen dos nuevos marcadores que se

.

denominaron SI”IU y D'.,tLstos B marcadores detectados por bandeo C se pre-

sentan en la fotograffa 24,
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fFOTOGRAFIA 24

larcadores cromosdmicos
por bandeo C en una cé-
lula Vero,
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SMV es un cromosoma submetacéntrico, de tamafio mayor que todos los cro=

mosomas del arupo H de células diploides de mono verde africano (65) mien-

tras aque 0O' es un peauefioc cromosoma subterminal muy semejante en tamafo a

Vss

pero gue no presenta contriccidn secundaria marcada; se halla presente

en el 70% de las metafeses aneslizadas de “Vero y Vero-T,.,La presencia de es-

tos dos nuevos marcadores no descritos anteriormente para la 1f{nea Vero

puede atribufrse a las diferentes condiciones de cultivo empleadas pera

mantener las células,
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La identidad de marcadores G y U de las lfneas Vero y Vero-I registra-
da a travéds de este estudio citogendtico indica oue, a peser de la pre-
sencia crénice del virus, no se producen alteraciones en la cantidad, dis-

tribucién y morfoulogfa de los cromosomas celulares.

Resistencia frente a la reinfeccién con virus homdlogo,.

Una propiedad oue presentan los cultivos celulares persistentemente in-
fectados con virus Junfn (41)(51) u otros miembros del grupo Arenavirus
(36)(37) es su resistencia a la sobreinfeccién con virus homélogo,

Se demostré nue esta propiedad tambidn la presentan las células Vero=J
y Vero-T,Pars ello, cultivos de células Vero-J en distintos pasajes fueron
infectados con virus Jun{in, cepa XJL‘l3 s 8 diferentes multiplicidades, a
saber : Vero-J pasaje 4 (m : U,U4)3 Vero=J pasaje 20 (m s U,2, 20 y 0,002)
y Vero-J pasaje 34 (m : 0,2 y 0,U2),Estos culgiuos se observaron diariamen-
te por un lapso de 2U dfas.tn ningdn caso se registré la aparicién de ACPH
tfpica de Jun{n, adn cuando los controles correspondientes llevados a cabo
en células Vero resultaron positivos.Asimismo, la titulacién simulténea
por formacidn de placas de un mismo stock de virus Junin en células Vero-l
y Vero, resultd en una eficiencia de placueo para la lfnea crénicamente in=-
fectada < 5)().0-7 (Tebla 5),

Las células Vero~J fueron también totalmente resistentes a la accién del
virus Tacariba, antigénicamente relacionado con Junfn (Tabla 5),

£l mismo tipo de respuesta frente a la infeccidn con el virus parental
produjo la subl{nea Vero-T.,tn los distintos pasajes en que se probd su sen-

sibilided &l virus Tacaribe los resultados obtenidos fueron neqgativos (Ta=
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bla 5).
_[ABLA 5

Sensibilidad de lss lfneas Vero-J y Vero-T a la infeccién con vir:-

exdgenos,
Virus T{ftulo en tficiercia de plaaqueo
Vero Vero-J Vero=T Vero=) Vero=T
. ) 3 . 3 .
Polio 4,5x10 S.5x10U - 1,22 -
3 3
NDV- 8,7x10 2,8x1U - 0,52 -
Usv l.lxlU7 5.4xlU7 l.lxer 4,90 15
. . 3 3
Sarampidn 6.8x10 7e2x10 - 1,08 -
6 -7
Herpss 2,7x1U - l,6x10 - 5,90
. . 8 7
Sindbis 8,5x10 - 8,5x10 - 0,1
) . 8 . -8 . -7
Tacaribe 1.0x10 {5 <5 <5x10 €5x10
Junfn 7.5%10" <s - <6x10”8 -




~{6H=

Susceptibilidad frente a la infeccién con virus heterélogos.

Con el objsto de determinar si la resistencia observada & la reinfec-
cidn con virus homélogo se extendfa también a otros virus nc pertene-
cientes al grupo Arena, se tituld simulténeamente una amplia gama de vi-
rus 8 AUN y ARN, cuyo origen se detalla en Materiales y Métoaos, an cé-
lulas Vero, Vero=-J y Vero-T,

Una vez realizadas las titulaciones de todos los stocks, se calculé
la eficiencie de plaquen relativa para cada uno como el cociente entre
los tftulos obtenidos en la 1{nea Vero-=-J) o Vero-=T y en la l{nea Vero pa=
ra un mismo virus,Los resultados de estos experimentos (Tabla 5) muestran
aue las células persistentemente infectadas son tanto o més susceptibles
oue las células normales a los virus no relacionados con Juni{n o Taceri-
be.

La eficiencia de plaqueoc de los virus Polio y Sarampién s similar an
ambas lfneas,Con NDV y Sindbis hay una pequefia reducciédn an los t{tulos
obtenidos en las lfneas persistentes respecto de la lfnea normal, mien-
tras oue con Herpes y VSV se nota una mayor sensibilidad en las células
previamente infectadas con Jun{n o Taceribe,

Asimismo se observeron diferencias esn las caracterfsticas de las pla-
cas originadas por algunos de estos virus en Vero=J y Vero,El virus de sa-
rampién produjo en las células Vero-) dos tipos de placas : unes lfticas,
pequefias y otras de mayor tamafo, con centro lftico y un halo turbio al-
rededor.tn las células Vero solamente se obtuvieron placas lfticas, pun-

tusles,.For su parte, 8l virus de estomatitis vesicular originé en las cg-
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lulas Vero-J placas de mayor tamafioc y nitidez que en las células Vero,

£1 notorio aumento observado en la sensibilidad de las l{neas Vero-J vy
Vero-T frante al virus de estomatitis vesicular indujo a estudiar con ma-
yor detalle la propagacién de este virus en las cédlulas Vero y Vero-J a
fin de establecer si la mayor susceptibilidad se correspond{a con una ma-
vor eficiencia de multiplicacién.,lon ese fin, se determinaron las curvas
de crecimiento de V5V en Vero-J y en Vero, tanto de virus extracelular
como intracelular,Cultivos de células Vero pasaje 111 y Vero-J passje 14
de 72 horas in-vitro se infectaron con V5V a una m de U,003,Luego de 2
horas de sdsorcién, se decantd sl inéculo, y se lavaron las monocapas con
PHS para eliminar el virus no adsorbido,Se agregd medio de mantenimiento
y se incubaron los cultivos a 379C,A distintos intervalos de tiempo se
cosecharon laos sobrenadantes de 2 botellas infectadas de cada serie y se
conservaron a =702(,Las monocapas celulares se lavaron una vez con P8BS,
se les aagrend 1 ml de medio y se congelaron y descongelaron dos veces con
el fin de liberar el virus intracelular,Los sobrenadantes y los extractos
intracelulares fusron titulados en células Vero por el método de formacidn
de placas, las aue se revelaron a las 72 horas p,i.Las curvas de creci=-
miento obtenidas se presentan en la fiqura 13,

Se observa que no hay diferencias en cuanto a la duracién del perfodo
de latencia y el momento en nue se alcanzan los méximos tftulos en Vero y
Vero-J.La aue s{ diferencia a la l{nea persistentemente infectada con Ju-
nfn ce la 1fnea normal es la centidad de virus producida, pues hay aproxi-
madamente un logaritmo mds de virus en el extrecelular de Varo=J respecto

de Vero,
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Curvas de crecimiento de V5V en células Vero

y Vero=3J,
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Se ha daescrito en infecciones mixtas con diferentes virus que posgen
envoltura la formacidn de mezcles fenot{picas durante el proceso de ma=-
duracidén, en la membrane plasmética de 1a cdlula huésped.Estos viriones,
llamados "pseudotipos", formados por los ant{genos de envoltura de un
virus y el genoma del otro, nan sido demostrados para SVS (virus simia-
no 5) y VSV (67), para virus tumorsles aviarios o murinos a ARN y VSV
(68), Herpes simplex y VSV (69) y para el virus fFowl plagus y VsV (70),
entre otros.Este fendmeno de formacidn de pseudotipos podr{a quizés
explicar el aumento en la produccidén de virus que se logra cuaendo el
VSV crece en una célula que estd persistentemente infesctada con el vie
rus Jun{n,A fin: de probar esta posibilidad se hicieron tratamientos del
virus de estomatitis vesicular crecido an células Vero y en células Ve-
ro-) (en distintos pasajes de la lfnea crénica) con suero hiperinmune
anti=Junin, llevédndose a cabo la reaccién de neutralizacidn como se
describe en Materiales y Métodos,La obsarvacién microscdpica de los cul-
tivos infectados en cada reaccién se siquif dursnte 7 dfas registrdndo=-
se 8l porcentaje de neutralizacién de los efectos citopdticos de VSV por
el suero anti-=Junfn,

€1 VSV crecido en células Vero-J ofrece la particularidad de ser par-
cialmente neutralizado por inmunosuero especffico anti=-virus Junin (Ta-
bla 6).La fraccién de la progenie neutralizada varfa aparentemente en
funcién de las cantidades relativas de ambos virus presentes al momento
de la sobreinfeccién con V5V,As{ vemos que al aumentar la multiplicidad
de VSV y el nimero de pasajes de la 1fnea Vero-J disminuye el porcentaje

de virus neutralizado,En coincidencia con sstas observaciones, Zévada (71)



TABLA 6

Neutralizacidn_por inmunosuero anti-Junfn de la progenie de VSV

producida en células VYero y Vero-=J,

Virus Susro 1{tulo Neutralizacidn
LDICTSU/ml %
VSV(Vero) Normal 1.6x106
ms3x10™
. 6
Anti=Junin 1,6x10 0
VSV(Vero=-d 6) Normal 2.3x1U6
ms3x10™2
. 4
Anti=Junin 23x10 99
VSV(Vero=Jo5) Normal 8.7x1U7
m:5x10™3
.- 7
Anti=Junin 8.7x10 0
VSV (Vero=J69) Normal 1.5x10°
milx1C™
Anti=Junin 4.2x105 72

ha descrito para la infeccidn mixta con otros virus que se requiere una
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relacién 6ptima entre las multiplicidades de ambos virus para que se pro-
duzca la formacidn de pseudotipos, siendo siempre necesaria una mayor
concentracidn del virus que va a formar la snvoltura de la partfcula res-
pecto de agudl que conetituye sl genoma,tn el sistema Vero=l-VSV, al au=-
mentar el ndmero de pasajes de la l1fnea habrfa una menor disponibilidad
en alquna forma de los ant{genos del virus Junfn, lo que determinarfa me=
nor chance de formacidn de pseudotipos.La deteccién de este tipo de vi=-
riones de VSV con aparente envoltura, parcial o total, de virus Junin
explicarfa el aumento de susceptibilidad de la lfnea crénicamente infec—
tada, a travds de la formacidn de una mezcla fenot{pica entre ambos vi-
TUS,

Los experimentos descritos que muestran la alta susceptibilidad de las
1f{neas Vero-l y Vero-J) al virus de estomatitis vesicular y otros virus,
sumamente sensibles a la accidn del interferdn, permiten descertar le po=-
sibpilidaed de que la presencia de este agente inhibidor en los sobrenadan-
tes de 103 cultivos, fuera responsable de l1a requlacién de la infeccidn
persistente como ocurre en otros sistemas virus-célula (72)(73).Asimismo,
es sabido que la 1{nea Vero es considerada no productora de interferdn a

consecuencia de la infeccidn viral (74),

Proporcidn de centros infecciosos .

La proporcién de células productoras de virus en cultivos de Vero-=J se
determiné plaaueando una suspensién de las mismas sobre monocapas de cé-
lulas Vero.,Estos ensayos, efectuados en los pasajes 3 y 15 de la linea

crénica, indicaron que solamente entre 0,04-0,1% de las células persisten-~
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tomante infectadas estaban efectivamente liberando al medio partfculas ihb
fectivas de virus tunfn,ts decir, se necesita plaquear de 1000 a 4000 cé-
lulas Vero-=J para obtener una placa,

tvidentemente es muy bajo el porcentaje de cdlulas donde se cumple el
ciclo completo de multiplicacidn viral.,Ln este aspecto la infeccidn per-~
sistante no se diferencia mayormente de la infeccidn primaria en la cual
se ha encontrado un 3% de centros infecciosos (75%), valor mids elevado que
el gue se registra en la lf{nea Vero-J, pero de todos modos bastante bajo
e indicativo de una muy pobre eficiencia en las infecciones con virus
Junfn.l.n las infecciones persistentes con virus LCM en células BHK, Pfau
y col, (37) encuentran valores muy slesvados de centros infecciosos al
comenzar la infeccién : 90% & las 2 generaciones p.i.$} pero con sl trans=
cursoc del tiempo no pueden detectar células productoras de virus,Por el
contrario, Stanwick y Kirk (38) tienen, para el mismo sistema BHK=LCM un
valor de centros infecciosos aque oscila entre 6-12% a lo largo de toda la
infaccién persistente, presentando este Gltimo caso mesyores similitudea
con la l{nea Vero-l,

A pusar de aque mis del 99,9% de las células Vero=l no estén producien-
do virus completo en forma activa, los cultivos resultan totalmente re-
fractarios a la reinfeccidn con virus Junfn, tal como se describiera an-
teriormente,Vado que esta resistencia es espec{fice y no se manifieata
contra virus heterdlogos puede descartarss que se deba a la presencia de
algdn agente inhibidor antiviral en el medio,Por lo tanto, es de suponer
cue , de alguna forma, el genoma viral o parte de &1 persiste en la cé-

lula sin lleqer 3 replicarse eficientemente y originar viriones comple~



tos, pero interfiriendo con la replicacidén del virus Junin reinfectante,
De no ser esf{, las células que nu producen virus deberfan ser susceptibles
a d3te y permitirfan su replicacién con produccién de efectos citopéticos,
tl U,1% de la poblacidn celular oue se comporta como centros infectivos
es responsable de la produccidn del virus que se detecta en el sobrenadan=

te de los cultivos 8 travds de los distintos paseajes,

B,~PRUPIEDADES DEL VIRUS RECUPERADO DE LAS CELULAS PERSISTENTEMENTE INFEC-

TAUAS,

En diferentes etapas de la infeccidn persistente se probd la liberacidn
esponténea de virus al extracelular e partir de los cultivos crénicamente
infectados, para lueqo comparar las propiedades del virus recuperado con
las de la cepa parental.La caracterizacidn del virus peraistente se hizo

fundamentalmente con la cepa recuperada & partir de la lfnea Vero-l,

Prsgaracidn da stocks en cultivo de tejido del virus recuperado del

cultivo persistente,

A fin de caracterizar las propiedades del virus recuperedo de la infac=
cién persistente y establecer la diferencia que pudiera presentar respecto
del xJCl3 parental se decidid preparar stocks de ambos en forma paralela
en cultivos de células Vero,

Para ello, primero se buscé determinar el momento &ptimo de cosecha del
stock de virus persistante,Se inocularon monocepas de células Vero con so-
brenadante concentrado de Vero-l pasaje 3.,Luego de la adsorcién se agregd

medio de mantenimiento y se tomaron alfcuotas a distintos dfss p.i,, pars
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sar tituladas por formacién de placas en células Vero.le sste modo se esta=
blecid que los mayores tftulos de virus infeccioso se producen entre el 6¢®
y 89 dfa p.,i., (Tabla 7) y se decidid preparar una busena cantidad de stock
de virus en células Vero, recogiendo el sobrenadante al dfa 6 p,i, y deno-
min4ndolo VJ=3,En forma similar se prepard un stock con sobrenadante prove-

nionte de Vero-J pasaje 26 (VJ=26) y con virus XJC13 estandar,

TAGLA 7

Multiplicacién en células Vero del virus aislado de Vero-J) pasaje 3,

Lfa p.i, Tftulo
uFe/ml

2 3,5x10%

4 2,7x10%

6 2,5x10°

) 2.7x105

Accidn sobre cultivo de tejido,

a)formacién de placas : a fin de determinar el ygrado de produccién de




virus infeccioso a partir de las células persistentemente infectadas, se
procedid a la titulacién de los sobrenadantes de células Vero=l, a medida
aue dstas eran repicadas; es decir, en el momento de pasar las células,
cada 3 6 4 dfas, se tomaron alfcuntas del extracelular aque lusgo eran tie
tuladas mediante la técnica de formacidn de placas, descrita en Materia-
les y rétodos,Los datos aoue se obtuvieron se presentan en la Fiqura l4,

Los resultados mostraron aue las cdlulas Vero-J son capaces de produ-
cir virus adn despuds de haber sufrido 30 pasajes y més de 100 dfas de
vida post-infeccidén in-vitro, lo que prueba la persistencis productiva de
la infeccidn.Esta liberacién de virus infectante no es continua sino c{-
clica, ya que mientras en alqunos pasajes no se ha podido detectar virus,
en otros se oncuentra de 1 a 3 log del mismo.Los rendimientos siempre
permanecieron por debajo de los valores alcanzados en la infeccién prima=-
ria citocidica de las cdédlulas Vero con virus Junin (Figura 4),

Lsta caracterislica productiva de la infeccidn persistente diferencia
notoriamente a esta 1{nea celular crénicamente infectada con virus Jun{n
de aotras similares descritas en la bibliograffa en gue no pusde detectar-
se virus en saobrenadante mediante ningquna técnica (41) o sélo puede ais=
larse virus por inoculacién ine-vivo de ratones lactantes (42),Tambidn la
lfnea Vero-=J resulta mds eficisnte productora de virus infeccioso que los
cultivos crénicos descritos con virus Parana (39), LCM (36)(37) y Pichin=
de (40), miembros todos del qrupo Arenavirus,

Laracterfsticas similares en cuanto a su capacidad de liberar al ex-
traceluler partfculas virales infecciosas, detectables por formacién de

placas, presentd la 1fnea Vero-T, en los pasajes en nue fueron titulados
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Produccién de virus a partir de la lfnea Vero-J,
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los sobrenadantes de los cultivos,

tn varios sistemas crénicamente infectados sl virus que se recupera de
le infeccidén persistents presenta variaciones en las caracter{sticas de
las placas que produce en cultivo de tejido, respecto de la cepa original,
Por lo general, se ha encontrado disminucidn de tamafio y aumento de la ni=-
tidez de las placas (76)(77).Las partfculas virales presentes en los so-
brenadantes de las l1fneas Vero=J y Vero-l originaron dos tipos de pla=~
cas : unas pequedas (0,2 mm de diémetro) lfticas, y otras de mayor tama=-
ffo (U,5~1 mm) y més turbias,En algunas titulaciones sélo hebfa un tipo de
placas (laes lfticas), pero este hecho no guardé ninguna relacién con el
ndmero de pasaje celular,tn consecuencia, puede afirmarse que no se aobser-
va ninguna alteracidn importante en la morfologf{a de la placa originada

por el virus persistente respecto de la cepa parental,

b)Produccidn de efectos citopdticos : simultdneamente con la titulacidn

por placas, se hizo en alqgunos passajes la observacién microscépica de apa-
ricién de ACP en cultivo,Para ello, se infectaron monocapas de células Ve-
ro con U,2 ml de la muestra a ensayar y luego del perfodo de adsorcidn de
2 horas se agregf medio 1fguido de mantenimiento,Los cultivos se incubaron
a 379C y se observaron al microscopio éptico por un lapso de 10 dfas.

Se encontrd (Tabla 8) una correspondencia sntrs el tftulo obtenido por
placas y la observacidén directa de efectos citopdticos.,Estos fueron simi-
lares a8 los producidos por el virus sestandar, cepa XJCl3 $ en una primera
etapa, la ACP se menifestaba como focos de células necréticas qus luego

proliferabsn y se diseminaban por toda la monocapa, ocurriendo posterior-
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mente un notable desprendimiento celular,

TABLA 8

Accidn citopatoqgénica en cultivo de tejido del virus liberado de

células Vero=J,

*
Pasaje Multiplicidad T{tulo Grado de ACP
celular de infeccidn UFP/ml
-6
2 <2x1U <5 0
3 4x10™ 1.55x102 2
5 2x10™% 6,70x10° 2
20 <2x107° <s 0
_ -5
26 2x10 20 1

*
Lrado de ACP observado al dfa 8 p.i.

A pesar de haberse detectado virus en los sobrenadantes de células Vg-
ro-J y Vero=T tanto por formacién de placas como por observacidn de ACP y.
por inoculacién intracerebral de ratones lactantes, en ningdn momento hu-

bo ACP espontdnea en los cultivos que presentaron aspecto similar al de



las cédlulas normales,tsto probablemente se debs a que los bajos niveles de
virus infectivo producidos en las 1{neas (2 unidades logar{tmicas) no en-
cuentran en a8l cultivo cédlulas susceptibles para propagarse tal como ocu-
rre cuando se reinfectan las monocapas de Vero-J o Vero-T con virus homd=-
logo,

La naturaleza de los efectos citopdticos ocasionados por el virus re-
cuperado de la infeccidn persistente no sufrid alteraciones por pasajes
seriados del mismo er células Vero,Ln la Tabla Y se presentan los resul-
tados obtenidos durante S pasajes sucesivos en células Vero del virus ori-
ginalmente aislado a partir del sobrenadante de un cultivo de células Ve-
ro-J pasaje 3, al 4vY dia despuds de sembradas.Dicho sobrenadante tenfa un
tftulo de I.belu2 UF¥/ml (Figura 14) y se inoculd concentrado sobre una
monocapa de células Vero, lo que equivale a uns multiplicidad de 4xlU-5
UFP/cél.hl 09 dfa p.,i. se coseché el sobrenadante del cultivo infectado;
una alfcuota se tituld por rormacién de placas, con otra se infectd un nue-
vo cultivo de Vero (sequndo pasaje) y el resto se guardd a =702c.,As{ se
procedid durante 5 pasajes sucesivos,

La experiencia muestra que a través de los diferentes subcultivos el vi-
rus persistonte retuvo su capacidad de producir en la cdlula alteraciones
citopdticas tfpicas del virus Junin original.Adem&s, permite comprobar la
influencia oue ejerce la multiplicidad de infeccién inicial sobre la efi-
ciencia de la multiplicacién viral, tal como se habfa descrito en la in=-
feccidn primaria con XLIL‘l3 estandar,As{ se observa fnue en el primer y ter-
cer pasaje del virus persistente por cédlulas Vero a multiplicidades rela-

5

tivamente bejas (dol orden de 10T~ UFP/cél.) se obtienen rendimientos ma-



yores que cusndo se inor:ulan.’hntlll-2 UFP/cél, (segundo pasaje).

TABLA 9

Pasajes seriados en células Vero del virus recuperado de la lf{nea

Vero=-J pasaije 3.

* %
N9 pasaje en Multiplicidad D{a de ACP al dfe 1{tulo
cél.Vero de infeccién. cosecha de cosbcha UFP/ml
2
0 - 4 (§] 1,6x10
1 ax10™° 6 1 1.7x10°
2 7x1072 6 2 2.8x10°
3 6x10™> 5 0 2,2x10°
4 1x10™2 5 2 2.9x10%
=3 5
) 1x10 S 2 l,7x10

*
Grado de ACP registrado de acuerdo a la escala descrita ante-
riormente,

*
Tf{tulo del stock correspondiente al dfa en que se cosechd
para cada caso,
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c)Infegciones prolongadas ¢ el virus VJ=3 produjo en las células Vero
que dieron origen a las lfness crénicas aquf estudiadas infecciones pro-
longadas con las mismas carscterfsticas que los virus Junf{n y Tacaribe,f
través del estudio de le svolucidn de la ACP producida por VJ=3 inoculado
en Vero a una m : 0,005 se observan ciclos alternados de efsctos citopé-
ticos y recuperacién celular.,Como se observa en la Figura 15, durante un
lapsa de 25 dfas se desarrollaron dos ciclos de ACP : el primero comenzd
al dfa 6 p,i,, oxterddiéndose hasta el dfa 103 luego hubo una etapa de re-
ganeracidn de la monocapa celular hasta el dfa 15 p.i. en que comenzé el
segundo ciclo de ACP, gque del mismo modo gue en la infeccién con wvirus
xJ(_‘l3 estandar (Figura 7) fue de menor duracidn que el primero.,A partir
del dfa 20 se registré una nusva recuperacién del tejido celular hasta el
dfe 25 en qgue se dioc por terminada la experiencia,

De este modo, se puede concluir que el virus recuperado de la infaeccidn
persistente mantiene las mismas caracter{sticas de la cepe original en 1lo
referente a su accién sobre cultivos de cdlulas Vero,ARs{, produce lss al-
teraciones citopstolégicas tfpicas de la infeccidn primaria con virus Ju=-
nfn o Tacaribe, incluyendo la formacién de placas bajo agar, y es capaz
de establecer infecciones prolongadas en cultivos mantenidos en condicio=-
nes estacionarias que regiatran etapas cfclicas de lisis y recuperacidn

celular,

Patogenicidad para ratdén lactante,

tl estudio de 1o0s virus recuperados 8 partir de infecciones persisten-

tes reveld en muchos casos atesnuacidn en la virulencia de los mismos res-
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pecto de le caspa parental inicial,Por ejemplo, en cultivos de células He-
La persistentemente infectados con virus Coxsackie A=9 (78) y en infec-
ciones crénicas con Herpes simplex (79) se ha demostrado que 8l virus ais—
lado era menos virulento para ratén que la cepa original,AR fin de estable-
cer si se daba esa posibilidad en el sistema Vero-.J, se estudié la patoge-
nicidad para el ratén lactante del virus recuperado en alqunos subcultivos

de la l{nesa,

TABLA 10

Patogenicidad para ratén lactante del virus liberado de cdlulas Vero-J,

»*
Pasaje Tftulo Morbilidad Mortalidad
celuler UFP/ml % %
2

5 6.7x10 100 88

14 NeH, 13 13

2U <5 43 29

43 NJH, 100 78

*
T{tulos lefdos en células Vero al 89 dfa p.i.
NH, = No hecho,

Para las experiencias que se muestran en la Tabla 10 se imocularon lo-
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tes de B ratones de 24-48 horas por v{ie intracerebral con 0,02 ml c/u de
sobrenadante concentrado de células Vero-] de difersntes passjes.Se obser-
vé la sintomatologfa desarrollada por los animales durente un perf{odo de
2U dfas.En todos los casos se registra concomitancia entre el tf{tulo obte~
nido in-~vitro por placas y la mortalidad para ratén in-vivo : el sobrena-
dante de Vero-]) pasaje 5 que presenta partfculas infectivas detectables
por placas, al ser inoculado en ratén produce morbilidad y mortalidad de
los animales, mientras que en el sobrenadante de Vero-J pasaje 20 no se
detecta virus por ningquno de los dos métodos,En una etapa méds avanzada de
la infeccién crénica (pasaje 43, equivalente a 166 dfas in-vitro p.i.) se

mantiene adn la presencia de virus patdéneno para ratén lactante,

Neutralizacidn del virus liberado,

La identidad del asgente recuperado a partir de la lf{nea Vero=J fue con=-
firmada como virus Junf{n por nseutralizacién espec{fica con inmunosuero an=-
ti=-Junfn de origen humano, de una capacidad neutralizente mayor de 4 loga-
ritmos,La reaccifn de neutralizacidn se llevé a cabo como se describe en
Materiales y Métodos, empleando V]-3,Luego de efectuado el tratamiento con
suero normal y suero inmune, se titularon las dos series por ACP en tubos
de células VYero,5e hizo la observacién microscdpica durante 12 dfas hasta
completar la titulacién, registrdndose neutralizacién total de los efec=-
tos citopdticos tfpicos de Junf{n en los tubos inoculados con ¥J-=3 pretra-

tado con inmunosuero,
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Lrecimiento del virus VJ=3 en células VUero a diferentes temperaturas,

En alqunos sistemas celulares se ha demostrado que la persistencia vi=
ral estd relacionada con la seleccidnde mutantas del virus parental sengi-~
bles a la temperatura (29).tstas mutantes no multiplican a altas tempera-
turas (38-439C, seadn el virus), pero s{ lo hacen a temperaturas que os-
cilan alrededor de 329C y su seleccidn a8 travéds de los repiques en detri-
mento del virus estandar, permite el mantenimiento de la infeccién en
forma latente sin oue hays destruccién celulsr,

Ante la posibilidad de que en el sistema células Vero=virus Jun{n ocu=-
rriese un fenédmeno similar, se decidid estudiar en particular la capaci=-
dad del virus recuperado de la sublfnee Vero=] de multiplicar & diferen-
tes temperatures, sn comparacién con XJC13.

Todas las titulaciones que ss llevaron & cabo hasta este momesnto de
materiales provenientes de Vero=J o Vero~T se efectuaron a 372C,Asimismo
o088 es la temperaturs de incubacién habitual pars crecimiento y manteni-
miento de los cultivos crénicamente infectadoe y normales.Por lo tanto,
resultaba evidente que no representaba una temperaturs restrictiva para
el crecimiento del virus persistsnte,tEsto se comprobd més fehacientemen-
te infectando cuatro cultivos de células Vero con virus VJ=3 @ incuban-
do, luego de la adsorcidén transcurride a 379C, la mited de los cultivos
8 379C y los otros dos a una temperatura menor (339C), que es la tempera-
tura usuelmente dptima para las mutantes ts conocidas de la mayorfa de
los virus,Al dfa 6 p,i. se cosechd sobrenadante de ambas seriss de cultie

vos y se titularon, encontrédndose que el rendimiento a partir de los cul-



tivos incubados a 379C fue de 4.9x105 UFP/ml mientras que los incubados a

339C produjeron-s.axlo5 UFP/ml.Estos valores confirmaron que la capacidad

de crecimiento de Vl=3 en cultivo a 33 y 379C era précticamente similar.
Por lo tanto, se probaron mayores temperaturas para poder visualizar

alquna variacién entre VJ-=3 y XJICl_,La temperatura més slevada que permi-

3
tiese multiplicaciédn del virus estandar y un buen mantenimiento de los
cultivos de células Vero resulté ser 39¢C,

En una primera experiencia, se compard la cinética de crecimiento de
Vl=3 y X.'JCl3 estandar a 32 y 399C,lflonocapas de células Vero crecidas en
tubos de ensayo se infectaron con V]=3 4 x;]Cl3 a una multiplicidad de in=
feccién de 0,006 y U,02 respectiveamente,Después de una hora de adsorcién a
37eC, se volcd el indculo y se lavaron las monocapas con PBS, agregéndose
luego 1 ml de medio de mantenimiento a cada tubo.,La mitad de los cultivos
8e incubd a 339C y la otre mitad a 39eC,A distintos tiempos p.,i. se de-
terminé la cantidad de virus extracelular en los cultivos de las diferen-
tes seriss, tomendo una alfcuota del sobrenadante,Todas las titulaciones
se efectuaron a 37¢C,Las curvas de crecimiento de ambos virus se presentan
en la fiqura 16,

La curva de crecimiento del virus estandar XJC13 a 33°C fue muy parecie
da a la obtenida a 339C, aunque el méximo tftulo a 339C (wa“ DICTSU/m1)
fue levemente mayor que el correspondiente a 399C (3.2x104 DICTSU/ml), pe~
ro dicha diferencia de valores cae dentro del srror del método de titula-
cién,Para VJ=3, en primer lugar, los rendimientos respecto de XJC13 son

menores debido a la menor multiplicidad utilizada,Por otra parte, las cur-
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_FIGURA 16

Lurvas de crecimiento a 33 y 399C del virus Jun{n sestandar XJCl341,dal

virus VJ)-3 recuperado de los cultivos crénicamente infectados,
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vas de crecimiento de VJ-3 a 33 y 392C son muy diferentes,A 338C, la pro=-
duccién de virus sumentd grasdualmente a partir de las 24 hores p.i,, al-

canzando sl 42 dfa un valor de 5x103

DICTSO/ml,A 399C, los rendimientos
son muy bajos : no se detecta virus hasta el tercer dfs p.i,, momento en
oue se alcanza el mismo valor que a 339C se consigue en el primer dfas p.i.
Al dfa 4 hay una disminucidén en el rendimiento de virus a 399C mayor del
99% respecto de 33eC,

Los datos de le Figura 16 sugirieron fuertemente que el virus recupera-
do de las células persistentemente infectadas era termosensible.

La produccién de veriantes de virus Jun{n termosensibles en su capaci~
dad de replicar sobre cdlules cultivadas inevitro no fue un evento que o=~
currié aisledsmente en la lfnea Vero-J,En efecto, como se muestra en la
Table 11, en diferentes pssajes de la lf{nea crénicemente infectads se
probd la multiplicacién del virus recuperado a la temperatura permisiva y
no permisiva,llonocapas de células Vero fuserom infectadas con 0,4 ml c/u
de sobrenadantes de la sublfnes Vero~J correspondientes a los pasejes 3,
15 y 26, y virus Junfn estandar, inoculédndose cuatro cultivos con cada
material a une multiplicidad aproximada de 3xlu-a,Deapu‘a de una hora de
adsorcién a 379C, los cultivos se lavaron, se les agregé medio de mante-
nimiento y se dividieron en dos series qus se incubarom a 33 y 398C rese-
pectivamente,Al 42 dfa p,i, se cosecharon los sobrenadsntes que fueron
titulados a fin de determinar el rendimiento de virus en cada caso,

Tanto la observecién directa de la ACP producids por cada muestra como

la determinacidn del rendimientoc virasl obtenido a las 96 horas confirmé
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TABLA 11

Eficiencie de replicacidén a .33 y 399C de sobrenadantes de cultiwvos

de células Vero-J comparado con X3Cl_,

3
Inéculo Temperatura de Repl}caciéﬂ-en células Vero
¥*
incubacidn. ACP al Raendimiento Relacidn
62 dfa DICTS0/ml 39/339C
3
Vero-=3 3 33 + 5,0x10
39 - 1.6x10% 3.2x10™°
Vero=J 15 33 + 2.3x10°
39 - 1.2x10t 5.0x10™
Varo-J 26 33 - 5.0x10°
39 - 1.1x10t 2.2x10~2
X3C1, (est.) 33 + 5,0x10%
4
39 + 2,3x10 0.46

*
Rendimientos al 49 dfe p,i,, por titulacién en células Vero,
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la termosensibilidad del virus persistente (Tabla 11),Todos los sobrenadan=-
tes de la 1f{nea Vero-] inoculados produjeron efecto citopitico detectable
solamente a 339C,Asimismo, la eficiencia de replicacidn a 392C (rendimicn=
to al 49 dfa a 339C/rendimiento a 332C) resultd siempre menor de 10-2,
mientras gue con X3013 estandar la relacién 39/33 alcanzdé a 0,46,

Estas experiencias indicaron que la seleccién de varientes tarmosensi-
bles & consecuencia de la infeccidn persistente no era un evento al azar

y resultaba factible asignar a la evolucién de esste tipo de mutamtes un rol

importante en el mantenimiento de la infeccidén crénica,

Inactivecidn térmica,

Ademés de la capacidad del virus recuperado de la infeccidén persistente
de multiplicar a distintas temperaturas, se estudid la imactivacidén in-vi-
tro del mismo por efecto del calor en comparacién com la cepa saluaje
xJC13.Da este modo se buscd establecer si la replicascidn marcadamente redu-
cids del virus persistente a 392C estaba relacionada con una menor estabi-
lidad térmica de la partf{cula viral, provocada por alguna alteracién de
las protefnas estructurales del viridn,

Para determinar la termoestabilidad de ambos virus, se prepsraron dilu~

ciones /10 de los stocks de VYJ=3 y XJICl_ en PBS,Dichas diluciones se frac-

3
cionaron en voldmenes de 1 ml en tubos de hemélisis, los que se calente-
ron en bafioc de agua termostatizado durante 60 minutos s diversas tempera-
turas entre 37 y 502 ,Lueqo de enfriarlas en hielo, las musstras se inocu-

laron para ser tituladas por ACP en tubos de células Vero,Los porcentajes

de actividad infecciosa remanente en cada muestra luego del tratamiento



por calor se calcularon en funcién de los cocientes del tftulo de cade

muestra y el t{tulo del control que se mantuvo 60 minutos en hielo.

tftulo de la muestra calentada , 100
t{tulo del control

% actividad remanente =

Los resultados gque se muestran en la Figura 17 evidencian que VJ=3 re-
sulta més 14bil al calor que la cepa original de virus Jun{n utilizada
para iniciar la infeccién persistente,Asf a 379eC, la infectividad de
XJCl3 se mantiene inalterada mientras que VJ=3 pierde un 90% de su ce=
pacidad infeccliosag a 43 y 46°%C se mantiene esta diferencia entre uno vy
otro virus ya que VJ=3 retiene 5.,5% y 3,2% de su infectividad y XJC13,
22 y. 9,2%, respectivamente.Despuds de 60 minutos de calentamiento a 50¢9C
8e manifieste més notoriamente la distinta termolabilidad de ambos vi-
rus puesto gue mientras XJC13 mantiene adn 14 de su infectividad origi-
nal, el virus persistente ha sido totalmente inactiveado mo pudiendo de-
tectarse ninguna partfcula infecciosa a travéé de la titulacién,

€1 siquiente experimento consistid en la determinacidén de la cindtica
de inactivacidn térmica a 379C,Diluciones Y10 de V3=3 y XJCl3 se incuba=-
ron a 379C en bafio de agua, tomdndose muestras de cada uno a distintos
intervalos de tiempo,Cada muestra se titulé por ACP en cdlulas Vero y
se graficé pare cads virus el porcentsje de actividad recuperada (celcu-
lado en forma similaer que en laes experiencias de la Figura 17) en fune
cién del tiempo de caslentamiento,Como se muestra en la Figura 18, la in=-
fectividad de VJ=3 se inactiva més rdpidamente que la de XJCl3 ¥, 81 fi=
nael de la experiencia, luego de 4 horas de calentamiento, XJCl, mentisne

3
adn 15% de la infectividad original mientras que VJ-3 s6lo retiene el 2%
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FIGUHRA 17

lnactivacidn de )(.]Cl3 y VJ=3 a distintas temperaturas,
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FIGURA 18

Cinética de inactivacién de XJCl., y VJ~3 a 37sC,
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de su capacidad infecciosa,

Los datos de las dos experiencias que se grafican en las Figuras 17 y
18 ponen de manifiesto la mayor inestabilidad térmica del wirus que per-
aiste en las células Vero-J respecto de la cepa parental,Esto permita con=
clufr que la termosensibilidad de la variante viral seleccionada durante la
infeccién persistente se debe a la alteracién de algin componente estructu-

ral del virién,

Interferencia con la replicaciédn del virus estandar,

tn numerosas infeccionus persistentes esfablecidaa en cultivo de tejido
con diferentes virus snimales @s ha comprobado la presencia de particulas
defectivas interferentes (UIl), asigndndoles a las mismas un rol preponde-
rante en el establecimiento y requlacién ds la infeccién crdmica (23).E1
comportamiento de las partfculas Dl ha sido estudiado a fondo con aquellos
virus que mejor fueron caracterizados en su aspecto bioqufmico como son
vsu (80), Sindbis (81) y Polio (82).La propiedad esencial de estos virus
defectivos es su capacidad de interferir espec{ficamente con la replica-
cién inmtracelular del virus homélogo no defective,

Aunque las caracterf{sticas de las partfculas DI en el grupo Arenavirus
no estén perfectemente establecidas adn por las dificultades gque se presen~
ten para su purificaciédn, los trabajos realizados por Pfau y col, con los
virus LCM (37), Parana (39) y Pichinde (40) permiten confirmar su existen~-
cia en los sobrenasdantes de células persistentemente infectadas con dichos
virus,A consecuencia de ello se ha postulado que la regulacidn de la infec=

cién con los Arenavirus se produce por la sfntesis de partfculas defecti-
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vas (83),

Tambidn se ha descrito la produccidén de actividad interferente con las
propiedades 1{ticas del virus estandar en sobrenadantes de una sublfneas de
cédlulas Vero crénicamente infectadas con virus Junin (42) mientras que en
otra sublfnea similar no se ha podido detectar ningdn tipo de interferen-
cia con la cepa parental (41).,En base a estos resultados se intenté esta-
blecer si las partfculas DI representaban algdn factor determinante de la
infeccidn en la sublines Vero-J,

flonocapas de cdlulas Vsro normales crecidas en botellas de 30 cc de ca=
pacidad se infectaron con 0,2 ml de sobremadante aislado a partir de los
pasajes 3, 4 y 20 de la lfnea Vero=-J,Luego de 1 hora de adsorcidn a 37¢C
se retird el indculo y las células se lavaron dos veces con PBS,Después
del sequndo lavado, todos los cultivos prevismente infectados con sobrena=-
dante de Vero-] fueron descargados con 0,2 ml de virus Jun{n, cepa XJCI3
a una m de l.,tn forma paralela se infectaron cultivos controles no trata-
dos con sobrenadente de Vero-J,Despuds de 1 hora de adsorcién a 378C, se
lavaron las monocapas y se agregd medio de mantenimiento, incubédndose las
botellas a 379C,A las 24 horas p.,i. se coseché sobrenadante de todas las
botellas a fin de medir el rendimiento de virus Juni{n en cade caso (Tabla
12) y se observd la evolucidn de la ACP durante 16 dfas (Figura 19),

Se eligié dar el desaffo con virus estandar una hora después del trata=-
miento con el sobrenadente de los cultivos crénicos tomando en cuenta los
estudios realizados con Parana y LCM (39) en los que se determind que la
actividad interferente es més pronunciada cuando se da el challenge den-

tro de las 4 horas de tratamiento con el virus OI,
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FIGURA 19

tvolucién de la ACP en cultivos previamente inoculados con sobrenadantes

de la lfnea Vero-l y lueqo descargados con virus XJCl_ estandar,
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TABLA 12

Determinacidn de actividad interferente en los sobrenadantes de ls

1{nea Vero=-J.

Material preinoculado Desaffo con Rendimiento a las 24 hs

XJc1, UFP/ml

Sobrenadante Vl-3 st 6.9%x10°
" No 10

Sobrenadants VJ-4 ! Sf 6.6x.103
" No <5

Sobrenadante VJ=20 s{ 5.51103
" Na <5

Medio mantenimiento st 6.1x103
" No £5

Los resultados de estas experiencias indican claramente que no se re-



gistra en los sobrenadantes de la lfnea Vero-J ningdn tipo de actividad in-
terferente con el virus estandar, tanto en la produccién de ACP como en el
grado de multiplicacién viral,En efecto, el perfil de ACP que produce el
virus Junfn en las células Vero pretratadas con sobrenadante de Vero-J es
similar al que se desarrolla en células Vero sin pretratar (Figura 19),ts=
te comportamiento del virus Junfn se manifieste tanto si el pretratamiento
se realiza con sobrenadantes de Vero~J en los que se detectan UFP como es
el correspondiente al pasaje 3 (Figure 14) y que por lo tanto son capacss
de producir ACP, como con aguellos pasajes (4 y 2U) en los que no se puedse
detectar virus infeccioso por placas ni originan efectoe citopéticos,

£l dnico resultado llamativo que se presenta en la infeccidén mixta es
la supresidén de los efectos citopdticos de VJ=3, que se menifiestan entre
los lU-14 dfas p.,i,Cuando se da la descarga con XJC13 , 8 alta m, este vi-
rus ejerce su actividad 1ftica sobre las células en forma similar que en
los controles y anula aparentemente los efectos citopéticos de VI=3,

En la Tabla 12 se observe que tampoco hay ninguna inhibicidn en los ren-
dimientos de virus estandar por el pretratamiento con los tres sobrenadan-
tes probados, respecto del control hecho con medio de mantenimiento,En toe-
dos los casos los tftulos a las 24 horas despuds de la infeccidén con
XJCI3 oscilan entre 5,5 vy 6.9x103 UFP/ml, cayendo las variaciones dentro
del error del método.Nuasvamente se observa la falta de actividad interfe-—
rente con la replicacidn del virus estandar en aguellos sobrenadantes que
producen virus a las 24 horas (passje 3 : 10 UFP/ml) como en los que no
producen partfculas infectivas (pasaje 4 y 20),

Aungue no se han detectado a través de estos ensayos partfculas inter=
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ferentes, no puede descartarse totalmente su presencia en los cultivos
Vero~J, ya que pueden encontrarse en niveles muy bajos que resulten inde-
tectables para la sensibilidad de la técnice empleada,Pero da todos mo-
dos, estos resultados sugieren oue el rol de las partfculas DI en la re-
qulacién de la infeccién persistente de Vero=J es muy poco trascendente,
en contraposicidén a lo que se ha encontrado en otras investigaciones con

Arenavirus,

C,~FACTORES AMBIENTALES WUE AFECTAN LA RELACION VIRUS=CELULA,

La evolucién de una infeccidn viral no depende Unicamente de la inter=
accidn directa de la partfcula de virus con su célula huésped, sino qus
estéd condicionada por un gran ndmero de factores ambientales que influyen
sobre el sistema,Este concepto es v4lido tanto para infecciones estableci-
das en célules cultivades in-vitro como en animales,

tn 8l caso particular de las células Vero crénicamente infectadaa con
los virus Junin y Tacaribe se estudié la influencia de diferentes condi=-
ciones. de mantenimiento de los cultivos (temperatura de incubacidn, fre=~
cuencia de subcultivos, adicién de células susceptibles, etc) sobre las

caracterfsticas de la relacién virus-céluls establecida,

tfecto de la temperaturs de incubacidn,

Los resultados descritos anteriormente que demostraron la seleccidén de
une variante de virus termosensible durante la infeccién crénica, sefiala-
ron la posibilidad de que una variacién de la tempsratura de incubacidén de

los cultivos alterasse las caracter{sticas de las lf{neas persistentemente
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infectadas,En varios ajemplos descritos en la bibliograffa ocurre gue al
incubar las célulaa crénicamente infectades a la temperatura permisivse pa-
ra la mutante, se desarrollan notorios efectos citopéticos habiendo mayor
produccién de virus que a 37¢C (30)(31), mientres que a la temperatura
restrictiva se registra menor producciém de virus, llegando a veces & cu=
rarse los cultivos de la infeccién.En consecuencia, se decidid estudiar

el efecto de la temperaturas de incubacidn de los cultivos de células Ve~
ro-) sobre la capacidad productora de virus de la sublf{nea,

Previamente, se determiné la viabilidad y capacidad de multiplicacidn
de las células Vero~] a temperaturas menores de 37¢C,Para ello, se hicie-
ron paralelamente dos curvas de crecimiento celular : & 33%C (temperatura
dptima de la variante ts a@islada a partir de la 1{nea) y a 379C,A distine
tos dfas despuds de sembradas se tripsinaron células Varo-l pasaje 20,
incubadas a 33 8 379 ,.Se hizo el recuento celular en dos cultivos de cada
serie, prasenténdose los datos obtenidos en la Figura 20,

Las células Vero-J crecen més lentamente a 332C, hay un retraso en el
tiempo de duplicacidn celular y se requiere mds tiempo para formarse la
monocapa,Morfolégicamente el aspecto de los cultivos es précticamente si-
milar a 33 y 37¢C.Hecién después de varios dfas empieza a habar un mayor
agrupamiento en las células mantenidas a menor teﬁparatura, con formae
cién de aclmulos de células redondas y oscuras, fenémeno que tambidén pre-
sentan las células Vero normales cuando son mantenidas por mucho tismpo a
33eC,

A fin de observar el efecto de la temperaturs de incubacién sobre la

relacién virus-célula se tripsinaron y sembraron células Vera= 20, pro=-
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_FI1GURA 20

Curvas de crecimiento de Vero-] a 33 y 379C,
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cedidndose a incubarlas a 33, 37 6 398C desde el momento de la siembra,lada
serie se repicé semanalmente y se observé al microscopio ptico.Despuds de
3 pasajes continuados a 339C, no se notaron diferencias entre las células
mantenidas a esa temperatura y las incubadas a 379C : en nirmgun caso hubo
ACP,.Lo mismo puede afirmarse respecto de las cflulas Varo~J incubadas a
39eC,Ademés, se titularon por el método de placas alfcuotas de los sobrena-
dantes cosechados a las 48 horas después del sequndo repique a cada teampe~

ratura (Tabla 13),

TABLA 13

Efecto de la temperatura de incubacién sobre la liberacién de virus

infeccioso a partir de célulags Vero=l,

Temperatura de T{ftulo del extracelular
preincubacidn a las 48 horas
oC UFP/ml
. 3
33 1,28x10
2
37 4,32x10
2
39 3.10x10

Hay una mayor produccibn espontdnea de virus infeccioso a partir de

las células crénicamente infectadas cuando éstas son incubadas a tempera=-
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tures més bajes (33¢C),A 399C hay diaminucién en la produccidén de virus
pero se observa gque igualmente, aunque en menor proporcién, hay libera-
cién de virus a partir de las células Vero-J,Este comportamiento dual pro-
bablemente se deba sl hecho de que junto con las partfculas que son termo=-
sansibles los cultivos peraistentemente infectados producen una cierta
cantidad de partfculas de virus estandar que mantienen las propiedades de

la cepa original,

Efecto del metabolismo celular,

La liberacién esponténua de virus a partir de la lfnea Vero-J depende
del tiempo transcurrido despuds del repique, lo que se comprobd mediante
el siguiente experimento : células Vero-J pasaje 3 fuseron tripsinadas y
sembradas en botellas de 90 cc de capacidad con medio 199 de crecimiento
conteniendo 10% de suero de ternera inactivado,Los cultivos se incubaron
a 379C por 8 dfas, renovdndoles el medio de mantenimiento al tercer y
sexto dfa post-repicue.A los dfas 2, 3, 4, 6 y 8 posteriores al repique
se tomaron alfcuotas del sobrenadante de dos botellas, conservéndolas a
-700C haéta el momento de su titulacidén por formacidén de placas,Simulté-
neamente, las células de esos dos cultivos fueron tripsinsdas, y resus-
pendidas en 1 ml de medio de mantenimisnto al que se afadid una gota de
solucidén ecuosa de azul Tripan,Lueqo de 15 minutos, las células viables
se contarnn en uns cémare de Neubausr, determinando de eses manera el nd=-
mero total de células por cultivo,Los datos obtenidos se presentan en la
figura 21,

£l rendimiento de virus infeccioso aumenta a medida que aumenta el ni-

mero de células, que van formando una monocapa confluente (72-96 horas),
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FIGURA 21

Liberacién de virus a partir de cultivos Vero-] a distintos dfas

después de la siembra de células,
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Entre los 4-6 dfas post-siembra hay una fase estacionaria en la produccidén
de virus, mientras que las células se encuentran en plena fase logar{tmica
de crecimiento.Luego del 69 dfa, se produce nuavamente un aumento en la
produccién de virus, que coincide con una renovacién de los nutrientes al
dfs 6,5in embargo, en esa etaps ya las células han comenzado a declinar

en su crecimiento,Esto implicarf{a que no es imprescindible para la produc-
cién de virus un estado metabdlicamente activo de la célula, ya que la en=
trada de dstm en la fase estacionaria no disminuye la eficiencia producti-
ve del sistema,

Este fendmeno tampidén se observd en la l{nea Vero=T,En @l pasaje 7 de
dicha l{nea se titularon por formacién de placas alfcuotas de los sobrena-
dantes al dfa 19, 32 y 79 post-repique, efectudndose simulténeamente el re-
cuento de cdlulas.,Como se destaca en la Tabla 14 al dfa 79 post-siembre el

nivel de virus en el sobrenadante es sensiblemente mayor (2 logaritmos)

que al tercer dfa,

_TABLA 14

Produccién de virus a partir de Vera=T7,

Ufa post-repigue

N2 cél,/cultivo

Tftulo(UFP/ml)

1 5.6x10° 5.4x10°
3 2.5x10°8 2.3x10°
7 4,7x10° 3.8x10°
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5i se compara el tftulo que se obtiene al 62 dfs despuda del repique de

2 UFP/ml) con el correspondiente al tercer dfa des-

Vero-J pasaje 3 (1,8x10
pués del repique de Vero=J 4 (€5), lo que equivale a cultivos con el mis=
mo ndmero de dfas in-vitro pero con un repique mds en el Yltimo caso (pase-
Je 4) mientras que Vero=] 3 se mantiene sin repicar, ruevaments se pons en
evidencie que en condiciones estacionarias de cultivo hay meyor produccidén
continua de virus a paptir de las l{neas persistentemente infectadas,Esto
también se manifestd al indciar la sublfnea Vero=) : al dfe 18 p,i, comen=
z6 a repicarse como se detalla en lMateriales y Métodos un cultivo recupe-
rado de la infeccidédn primaria con virus Junfn.En el segundo pasaje (24
dfas p.,i,) no se detecte virus, al tercer pasaje (27 dfas p.i,) se detec=-
tan dos logaritmos y nuevamente al cuarto pasajs (30 dfas p.,i,) no hay
produccién viral, no renistrédndose en ningdn subcultivo ACP eaponténea en
la 1fnea (Figura 14),Por su parte, el cultivo mantenido en condiciones es-
tacionarias (sin repicar) produce a los 19 y 26 df{as p.i. 4 unidades lo=-
garftmicas de virus Jun{n y hasta sl dfa 30 manifiesta efectos citopdticos
cf{clicus (fFiqura 7).Es decir, el cultivo inoculado que se mantiene sin re-
picar produce virus en niveles mds elevados que le lfnea crénicamente in=
fectada que se subcultiva cada 3 6§ 4 dfas,

Todos estos resultados sefialan que no parece haber una sincronizacidn
entre la multiplicacién viral y la multiplicacién celular ya que aquélla
alcanze mayores niveles cuando la célula entra en un estado estacionario de

crecimiento,

Efecto del agreqado de células sensibles,
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£l cocultivo de células persistentemente infectadas con célules suscep-
tibles al virus que originé la infeccidn persistentes es un método general-
mente empleado con éxito para rescatar el virus presente en la infeccidén
crénica (84).,E1l agregado de células sensibles brinda un huéspad adecuado
pera la replicacidn del virus que se libera a partir de la pequefia canti-
dad de células productouras presentes en el cultivo,En esos cascs, como se
ha postulado para la infeccién crénica con virus Junfn (42), la mayoria
de laas células del cultivo oue rodean a la productora serfan resistentes
a la Iinfeccidn y el efecto 1ftico del virus liberado sélo se observs si
se adicionan células normales susceptibles,

£l cocultivo de células Vero=l con células Vero normales se realizé, co=-
mo se describe en Materiales y [lé§todos, sembrando cantidades iguales de am-
bos tipos de células.,Los cocultivos fueron observados diariamente al micros-
copio éptico durante 4 dfas, presentando las monocapas celulares un aspecto
totalmente normal respecto de los controles de cultivos simplea,No se re-
gistré ninguna alteracién citopdtica por el agregado de las células sensi-
bles,A las 24 y 48 horas de sembrados los cocultivos se determind la can=
tidad de virus presente en el sobrenadante y el intracelular, en forma pa-
ralela con cultivos de células Vero-J del mismo pasaje que las empleadas
para el cultivo mixto,A pesar de no haberse manifestedo nimgin efecto cito-
pitico, las cédlulas Vero~J cocultivadas con células Vero susceptibles exhi=
bieron una produccidn significativamente aumentada de virus.As{ ss observa
en la Tabls 15 que 8l tftulo de virus a las 24 horas en el sobrenadante de
los cocultivos supera en 1 log al producido por células Vero=l] sin coculti=
var, diferencia oue se mantuvo a las 48 horss.Por su parts, los extractos

celulares de Vero-J registran tftulos del ordan de 102 UFP/ml mientras que
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en los cultivos mixtoes a las 24 horas hay 1.39x10a UFP/ml y a las 48 horas,
4.35xlU4 UFF/ml, es decir un significativo aumento de 2 logeritmos,

TABLA 15

Produccién de virus a partir de cocultivos de células Vero y Vero-J,

Cultivos celuleres Material Infectividad(UtP/m1)

#* *

24 hs, 48 hs,

Cocultivos sobrenadante 1.54x10° 544x10°

Vero=Vero=-J

4 4

extracto celular 1,39x10 4,35x10
Células Veroel sobrenadante l.lleO2 4.35x102
extracto celular N H, 7.SUx102

»*

Horas despuds de sembrados los cultivos simples de Vero-J
y los cultivos mixtos Vero-Vero=3,

NeHe ¢ No hecho,

Ue esta forma, en la lfnea Vero-] se comprueba que el agregado de cé=-
lulas sensibles activa la replicacidn del virus liberado a partir del ba-
jo porcentaje de células productoras de partfculas virales que se habfan
manifestado anteriormente como centros infecciosos (0,1%).Mediante el agre-

gado de células Vero se aumenta el ndmoro de huéspedes susceptibles al vie

rus espontdneamente producido en la infeccién persistente,
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DISCUSION.

Durante las infecciones de células Vero con los virus Junfn y Tacari-
be se distinguen: dos fases marcadamente diferentes.La etapa inicial viru=
lenta se caracteriza por una notable accién citopatégenma, abundante dea-
truccién celular y produccidn de altos tftulos de wirus.La aparicidn,
intensidad y duracidn de esta fase estd directamente relacionada con la
multiplicidad de infeccidén (Figuras 1, 2 y 3).La aparicidn de la ACP es
mds tardfa cuendo se usan multiplicidedes de infeccidén menores, demoran-
do también sn igual medida en establecsree la recuperacién.Cuando se i~
nocula virus concentrado, el gredo de ACP alcanzado no es superior a 2,
Este fendmano evidencia la presencia de partfculas imterferentes esn los
stocks de virus ueados.La concentracién: del componente interferente se-
r{e menor que la del virus estandar ya que se logra el méximo de ACP di=-
luyendo el stock original.,La existencia de partfculas interferentes en
los stocks de Arenavirus ha sido demostrada in vivo e in vitro y tambidn
se las ha relacionado con el fenfmeno de persistencia viral (83),

La accidn citop8tica méds significativa que se desarrolls en esta eta~
pa virulenta, segdn lo obssrvado por tincién de lss células con May
LGrinwald-Giemsa, es le lisis cromat{nica y la extensa vacuolizacién del
citoplasma en al que también se observan cuerpos basffilos polimorfos,
Estas observaciones estdn de acuerdo con las altersciones descritas en
estudios citoquimicos y morfolégicos de la infeccién primaria de cdélulas
Vero con virus Junin llevados a cabo anteriormente (85)(86),

En los cultivos de células Vero infectados a una multiplicidad de 0,2



=120~

despuds de la primera semana p.i, se encuentra que coexisten grandes 4re-
as de lisis con zonas donde las células presentan abundantes mitosis,.A
medida que transcurren los dfas, la repoblacidén celular se hace més evi-
dente, disminuyendo gradualmente la produccién de virus extracelular.tsta
es la segunda etapa de la infeccién que se caracteriza por la accién mo=-
derada del virus sobre las células, estableciédndose una relacién no cito-
cfdica que lleve a la persistencie viral.La estabilidad de estos cultivos
infectados es bastante precaria ya que a partir de la primers recupere-
cidn del tejido, se suceden etapas ds aparicién de nuevas altereciones
citopéticas seguidas de perfodos de regeneracidn celular,La observacidén
por el término de 35 dfas de cultivos infectados con los virus Junin y
facaribe permitié registrar la aparicién de estos ciclos de lisis y repo-
blacidn celular (figuras 6 y 7).,A medida que transcurren estos ciclos,

el perf{odo comprendido entre la destruccién celular y la repoblacién se
acorta,La actividad metabdlica del hudsped influye en la aparicién de
esta forma de infeccidn cfclics ya que cuando se establecieron sublfneas
de células persistentemente infectadas (Vero=-J y Vero-T) que se subculti=-
varon cada 3 6 4 dfas y, por lo tanto, se mantuvieron en un estado meta=-
vélico activo, no se observd lisis celular en ningdn momento,Simulténea-
mente, en los cultivos inoculados que se mantienen sin repicar hay cons~
tante liberacién de virus al sobrenadante adln en las etapes de regenera=-

3_10% UFP/ml.En las

cién celulsr, detectdndose tftulos del orden de 10
1fneas crénicamente infectadas que se repican en forma periddica se re-

gistran niveles sensiblemente menores de produccién viral.Esto indicarfe

que la fase virulenta del virus se manifiesta preferentemente cuando
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las células se hallan en estado estacionario,Por el contrario, la per-
sistencia se establacerfa en células metabdlicamente activas,

£l estudio de la fase de persistencia de los virus Junfm y Tacaribe
in-vitro comprende el anédlisis de las propiedades de las célules créni-
camente infectadas en relacién a las células normales y la caracterize-~
ciédn del virus recuperado de le infeccién persistente respecto de la
cepa parental que did origen a la infeccidn,

Las alteraciones producidas por la presencia crénica del virus an el
huésped merecan especial consideraciédn.,Em general, no se observan alte-
raciones morfolégicas y/o de requerimientos nutritives en cultivos per-
sistentes originados por distintos virus,S5in embargo, en las células Ve-
ro-J y Vero=T sg@ pudo demostrar una independencia del crecimiento con
las concentraciones de suero usadas , a diferencia de las células norma-
les que sran dependientes (figuras 9, 10 y 1l1).Estas diferencias en el
crecimiento entre cdlulas infectadas y normales fueron evidentes en los
primeros subcultivos, pero lueqo las tres lfneas fueron précticamente
indistinguibles en cuanto a morfologfa y crecimiento a pesar de gue los
cultivos de Vero-J y Vero-l liberan al medio virus infectante.Solamente
se noté al microscopio dptico una mayor velocidad aparente en la formas-
cidn de las monocapas con las células crénicamente infectaedes, pero es-~
tas observaciones no pudieron ser corroboradas por recuento en hemoci-
témetro.tn sistemas persistentements infectadns con Pichinde (40) se
describe también un mayor crecimiento aparente al microscopio dptico
respecto de la céluls normal, junto con una cafda m&s répida del pH del

medio, pero no se detecta alteracidén en la divisidn celular al hacer
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recuento,Los autores postulan en ese caso que la velocidad de divisidn
de los cultivos persistentes podr{a ser mayor pero debido a un balance
fortuito en la lisis celular, el ndmero de divisiones resulta similar al
de los cultivos controles,

Un hecho llamativo fue la aparicién en los cultivos de Vero=J y Ve-
ro=T de un l0% de cédlulas gigantes multinucleadas con numerosos nucleo-
los de formas andmalas e hipertréficos.En la bibliograffa se ha registra-
do le aparicién frecuente de células gigantes en la infeccidn primaria
de células Varo con virus Junfn o Tacaribe (85) pero no se ha descrito
ninguna alteracidn morfoldrica durante la infeccidn persistente in-vitro
con Arenavirus,.tl significado de los acdmulos de HNA observados en las
células no ha podido aclararse,Se podr{a especular que 8stas son las cé-
lulas en las nque el virus se sintetiza en forma constante; sin embargo,
mediante el ensayo de placas se detecta solamesnte 0,1% de centros infec-
ciosos en la poblacidédn celular y aunaue pueda suponerse que este Ultimo
ensayo es poco sensible y rinde valores menores que los reales, la dife-
rencis parece demasiado amplia como para equiparar ambos conceptos,

Una impostante conclusidn establecida a travds de esta investigacidén
es la ausencia de alteraciones a nivel cromosdmico en las células porta-
doras de la infeccidén persistente, respecto de las células normales,Este
hecho seffala nue 1@ presencia del genoma viral no deja ninguna secusela 0
dafio cromosémico detectable mediante el andlisis citogendtico llevado a
cabo,

La persistencia de los virus Junfin y Tacaribe en los cultivos se re=

fleja fundamentalmente a través de la alterada susceptibilidad que pre-
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sentan a la infeccidn con el virus parental,La interferencia homéloga
tue completa, no registrdndose ningdn efecto sobre la célula crénicamen-
te infectada por reinfeccién con la cepe parental u otro virus antind-
nicamente relacionado con la misma,Por el contrario, en ningdn caeso se
detectd interferencia heterdloga siendo los cultivos portadores de virus
tanto o m4s susceptibles & la reinfeccién con una amplia gama de virus a
ARN o AUN (Tabla 5).tste hecho descarta totalmente al interferdn como
agente moderador que jugase alqgdn rol en el control de la infaccién cré-
nica,

Junto con la seifalada resistencia espec{fica frente a la reinfeccidn
con Arenavirus, los cultivos crénicamente infectados se caracterizan por
una libaracién cfclica de virus al sobrenadante, alterndndose pasajes en
los rue no se puede detectar virus por formacidn de placas con otros en
los aue se encuentran 1l-2 unidades logar{tmicas de virus,A pesar de esta
produccidn de virus infectivo que ocurre adn despuds de los 10U dfas de
vida post-infeccién in-vitro, en ningdn momento se registran en los cul-
tivos de Vero-=) o Vero-T efectos citopdticos espontineos, lo que marca
nuevaments la notoria resistencia de la mayor{ia de las células que for=
man el cultivo a la multiplicacidén del virus parental,tsta pronunciada
interferencia homéloga es una caracter{stica comin a todos los sistemas
parsistentemente infectados con Arenavirus descritos hasta ahora (36)
(37)(51)(42).

tl virus rescatado de las células Vero-J y Vesro-T fue identificado
como virus Junfn y lacarilbe, respectivamente, mediante la reaccidn de

seroneutralizacidn,El andlisis de las propiedades del virus recuperado
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de la infeccidn persistente svidencié la seleccién de una variante viral
termosensible que mantiene las mismas propisdades de las cepa parental, a
excepcién de une mayor inestabilidad térmica y capacidad disminufda de
replicar a temperaturas superiores de 379 ,As{f, el virus recuperado de

la infeccién crénica es capaz de producir en células Vero los efectos ci=
topdticos caracterfsticos de Junin y Tacaribe, incluyendo la formacién

de placas bajo agar; también se mantiene la patogenicidad pars ratén
lactante y la capacidad de originar en células Vero infeccionss persis=-
tentes estacionarias con ciclos de lisis y repoblacién celular,

La variacién entre el virus persistente y la cepa que did origen a
la infeccidén crénica se registr§ a nivel de su capacidad de replicar in-
vitro a temperaturas elevadas.,La eficiencia de multiplicacién del virus
rescatado de Vero=J a 392C a@std sensiblemente disminufda respecto de
33eC a diferencia del virus parental que no presenta alteracidén signifi-
cativa en su replicacién a 39 y 33aC,

Las curves de crecimiento de ambos virus a las dos temperaturas ilus-
tran claramente la variacidén registrada en el virus que ha evolucionado
durante la infeccidén persistente (Figura 16).Este tipo de variantes ta
se encontraron consistentemente en todos los pasajes de la sublfnea Ve-
ro-J en aque se intentd su aislamiento (Tabla ll), lo que sefiala que su
seleccidn no es un evento al azar ocurrido durante el proceso infaccioso
sino por el contrario representar{a un hecho peculiar de la infeccidén
crénica {ntimamente relacionado con la evolucién de la misma,

La termolabilidad de la variesnte viral persistente, medida a través de

cinéticas de inactivacién térmica realizadas a diferentes temperaturas,
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resultd mucho mayor gue la del virus Jun{n estandar,Uado que las variacio-
nes en labilidad térmica pueden considerarse como indicadores de altera-
ciones a nivel de protefnas virales estructurales, la termosenaibilidad
de la veriante VJ=3 se deberfe fundamentalmente a le alteracién de elgudd
componente proteico estructural del virién,Con el virus de Newcastle tame=
bién ocurre seleccién de mutantes ts a consecuencia de la infeccidn cré-
nica en diferentes sistemas celulares, habiéndose demostrado en ess caso
aque la actividad de ARN polimerasa asociada al virus seleccionado en los
cultivos de células L persistentemente infectados era més 14bil al calor
cue la del NOV parental (87).En el caso particular del virus Junin, se ha
detectado actividad de polimerasa en el virus estandar (BB), siendo ya ds
por s{ alqo termoldbil puesto oue sdlo se pone de manifiesto dicha acti-
vidad in-vitro cuando la reaccién enzimftica de efectida a 329C y no a
379C o mayor temperatura.,for lo tanto, no puede realizarse un estudio
comparativo con la variante persistente, concluyéndose dnicamente que en
la variante viral seleccionada durante la infeccidn crénica se ha produ-
cido la alteracién de alqin componente sstructural del viridn,

tn los sobrenadantes de cultivos celulares persistentemente infectados
con virus relacionado a los virus Junf{n y Tacaribe, como son LCM (37),
Parana (3Y) y Pichinde (40) se ha comprobado la presencia de partfculas
virales defectivas que poseen capacidad de interferir con la replicacién
del virus estandar, habidndosele asignado a las mismas un rol preponde-
rante en la requlacidn de la infeccidén,Tambidn se ha detectado actividad
interferente an sobrenadantes de cultivas crénicamente infectados con vie

rus Junfn (42) mientras que en otro sistema similar originado en las mis-
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mas condiciones no pudo ponerse en evidencia dicha propiedad (41).Aunque
no se conocan en ningdn caso detalladamente los mecanismos moleculares
responsables, las partfculas defectivas tienen por lo general un cierto
efecto interferente sobre el crecimientoc de la partficula infecciosa homé-
loga y, por lo tanto, resulta f4cil deducir les forma en que las mismas
podr{an reqular la produccién de virus en las células, estableciendo un
enuilibrio que permite el mantenimiento del estado "carrier",5in embargo,
en la infeccién persistente de células Vero con virus Jun{n analizads en.
este estudio no pudo demostrarse la presencia de partfculas interferentes
por determinacién de la capacidad de los sobrenadantes de los cultivos de
inhibir le replicacién del virus estandar, ya sea midiendo los efectos
citopéticos nue se producen sobre la célula como consecuencia de la infaec-
cién mixta en relacidén a la infeccidn con virus estandar XJC13 (Figura 19)
o comparando los rendimientos virales en ambos casos (Tabla 12),

Los indicios de la probable presencia de partfculas interfersntes en
los cultivos de Vero=l son indirectos y se basan en dos observaciones :
1)1la infeccidn de células Vero con el virus recuperado de la infsesccién per=
sistentes a menor m produce mayores rendimientos y efectos citop4dticos més
intensos nue si se inoculan los sobranadantes concentrados; esto sefiala
la probabilidad de que sl sobrenadante de las células crdnicemente infecta-
das contenga partfculas autointerferentes, como sucede con los stocks de
virus estandar§2)los ciclos de produccidn de virus detectados en los so=-
brenadantes de Vero-J y Vero-T por la técnica de plscas muestran que en al-
gunos pasajes el virus infeccioso desaparece, pare luego reaparecer en can=

tidades gue oscilan de 1=-2 log,Fn la mayor{a de los sistemas virus=célula
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estudiados, este fenémeno de producciédn cfclica siempre estd asociado a
la presencia de part{culass defectivas interferentes,Por lo general la
disminucidén en sfintesis de virus estandar estd precedida por una alta pro-
duccidén de partfculas Ul (89).A pesar de que estas dos circunstancias po=-
drfan indicar la presencia de formas virales no infectivaes en los sobre-
nadantes de los cultives perasistentes Vero-J, los mismos no mostraron in-
terfarencia con la replicacidén del virus estandar, tanto en los passajes
en oue se detecté virus por UFP como en aquéllos en que aparentemente no
habfa liberacién de virionss infecciosos,Esto sugiere que el rol de las
partfculas interferentes en la regulacién del sistemes Vero~J @s poco im-
portante 8 diferencia de lo gue se ha postulado con otros Arenavirus, pe-
ro no puede descartarse totalmente su participacién en la misma,

En los estudios reaslizados por diferentes investigadores sobre el fe-
ndmeno de persistencia de Arenavirus in-vitro se han encontrado conside-
rables variaciones en la relacidén virus-c§lula sstablecida, habiendo apa-
rentemente un gran ndmero de factores implicados en la requlacidn de la
infeccién,Ya se han mencionado las conclusiones elaboradas por Pfau y col,-
nuienes ubican a la partfcula OUI como el agente encargado de establecsr
8l balance entre produccidn de virus infeccioso y la multiplicacién celu-
lar oue conduce a un sistema estable de persistencia viral,

Segin J,Hotchin, las partfculas defectivas no replicativas, indudable-
mente presantes en alqunos stocks de LCM, no son el principal factor res-
ponsable de la persistencia (9U),En cultivos de células L persistentemen-
te infectadas con LCM, Hotchin y col, revelan la presencia de bajos nive=

les de una variante de LCH de crecimiento lento, no formadora de placas,
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no patdgena para ratén y diffcil de detectar,Esta variante se halld con=-
sistentemente como producto final de la infeccién persistente de LCM en.
cultivos positivos por inmunofluorescencia y sin virus detectable por pla-
cas (91).,A través del concepto de infeccién c{clica transiente se postula
una explicacién del fenémeno de persistencia en Arenavirus,Segdn esta hi-
pbtesis cada célula paser{s por distintos estadfos durante el proceso in-—

feccioso ¢

/eptible
refractaria a la \~\-“~\\~“:?

infectada

infec‘:i6n‘\ /

productora de virus

Esta produccién de virus intermitente o temporarias puede asociarse con
ls variacién cfclica de tftulo de virus en los cultivos persistentes con
Arenavirus (9u),

Las observaciones de Hotchin fueron confirmadas y ampliadas a travds
de los estudios llevados a cabe por Lehmann-Grube, quien tambidn conclu-
ye uue las partfculas Ul no jueqan un rol fundamental en sl mantenimien=
to de la infeccidén con LCF aunque su presencia no puede ser totalmente
exclufda,Se posiula que el virus cosechado de los cultivos cerrier es una
variasnte atenuada cuyos etectos citopdticos sobre la célula son muy diff-
ciles de datectar.Como estas variantes atenuadas interferirfan con la re-
plicacién del virus citolftico, pusden ser tomadas erréneamsnte como par=-
t{culas VI, pero son en realidad virus estandar con capacidad reducida de

destrufr las células cultivadas in-vitro aungue a veces patdgenas para ra=
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tén (Y2).La gran variahilidad genética del virus LCM demostrada a través
de las distintas subcepas aisladas de un mismo stock explicarfa la evolu=-
cién de este tipo de particulas,

Como puede observarse el fenémeno de persistencie viral es sumemente
complejo y se encuentra en la bibliograff{a que para un miamo virus han sji=-
do propuestos independientemente diferentes mecanismos a fin de explicar
cémo se mantiene la infeccidn crénica.,Esto sucede tanto dentro de los A=~
renavirus como con diferentes miembros de otras familias de virus.tl ané-
lisis de los sistemas Vero-J y Vero-T llevado a cabo durante estas inves-
tigaciones brinda nuevos aportes aue contribuirdn al esclarecimiento del
mecanismo que requla este tipo de infeccidn crénica.Entre el virus tempo-
rariamente producido por dichos cultivos y la célula huédsped que es paera-
sitada se establece un estado de coexistencia equilibrada cuyo mantenimien=
to parece implicar una compleja relacidn entre factores espec{ficos del vi-
rus y factores espec{ficos del huésped,Como se ha visto, el eguilibrio vi-
rus-célula se slcanza,sin afectar notsblemante a la célula,a partir de la
fraccidén celular sobreviviente a la primoinfeccién, mientras que la pobla-
cidén viral producida en las etapas tempranas y tardfas de la infeccién
crénica estarfa formada preponderantements por variantes termosensibles de
la cepa original acompaiiadas de una mfnima cantidad de virus estandar, no
siendo aparentemaente trascendsntal la influencia de las part{culas defec=-
tivas interfterentes, cuya presencia es evidente en los stocks de virus Ju-
nin,

En la mayor{a de los casos donde se ha demostrado seleccidn de varian—

tes ts a consecuencia de una infeccidn crénica no resulta claro cudles son
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las presiones selectives cue producen la evolucién de este tipo de veriam-
tes virsles ni tampoco si las mismas son suficisntes para mantener el esta-
do “carrier" o si es necesaria ademds la presencia de partfculas defectivas
que ejerzan un cierto control de le producciém de virus.,De todos modos, la
seleccidn de mutaentes virales ts y la produccién ciclica de partfculas DI

no tienen porqud ser macanismos excluyentes,Por el contrario, aparentemente
los sistemas persistentemente infectados sstdn regulados por una serie de
factores a travds de cuya interrelacidén se controla el proceso,Estos facto-
res moduladores pueden ser las particulas defectivas interferentes, las mu-
tantes virales termosensibles y , probablemente, también la célule huésped =
travds de la codificacidn de alguna protaefna especffica.,Por lo tanto, un le-
ve cambio en. las condiciones de cultivo o pasaje puede ser suficiente para
desnivalar sl belance hacia el enriquecimiento de mutantes, seleccidn de
revertantes o sintesis de partfculas defectivas interferentes, explicéndose
as{ la gran vaeriebilidad en los resultados aque se obtisnen al trabajar con
sistemas gque en apariencia resultan similares pero cuyo estudio arrojs con-
clusiones disfmiles,

Los resultados de la presente investigacidén muestrsn un nuevo enfoque del
estudio de la persistencia in=-vitro de los Arenavirus y en particular de los
virus Junfn y Tacaribe.,Junto con la clara evidencia de la falta de efectos
malignos producidos por el virus sobre la célula portedora del genoma viral,
se demuastra la produccién a partir de dicha cdlula ds una variante viral
termosensible oue se selecciona inmediatamente despuds del establecimiento

de las sublfneas crénicemente infectadas,Al prevalecer en 10s cultivos es-
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te tipo de partfcula viral de pronunciada inestabilidad térmica y cuya tem-
peratura é6ptima de replicacién es inferior a 379C (quizds asimilable a la
partfcula de crecimiento lento, SG, descrita por Hotchin parea LCM) se fa=-
ciliterfa el mantenimisnto de una infeccién persistente productiva de vi-

rus que no provoca dafio a la célula infectada,

—

N %"(//{1 /{/’ /(4 //// G, ({/ B )
/ /



=132~

BIBLIOGRAF 1A

l,=Mims C,A,
Progr.med,Virol. 18 3 1 (1974),

2.,~-tenner F, and White U,0,
Medical Virology, 2nd.Ed.Academic Press (1976),

3,=Rows W,P,3 Murphy F,A.,$ Bergold G.,H,3 Casals J,3 Hotchin J,3 Johnson
KeMe3 Lehmann Grube F,3 Mims C,A,3 Traub E, and Webb P,A,
JeVvirol, 5 t 651 (1970),

4,~Traub &,
Science 81 ¢ 298 (1935),

Se.=Buckley S,i, and Casals J,
Amer.J.trop.red.,Hyg, 19 3 680 (197u),

6,=Jonson K,M,3 Webb P,A, and Justines L,
LCH and other arenaviruses,Lshmann Grube Ed.Berlin,Springer,251(1973),

7 ¢=Parodi A,S,gLreenwvay D,J,$ Ruggiero H,R,$ Rivero E,3 Frigerio M,J,}
Mettler N,E,§ Garzén F,§ Guerrero L.B, y Nota N,R,
Dfa méd, 30 : 2300 (1958),

8e=Uowns W,G,3 Anderson C,H.3 Spence L.3 Aitkin T,H, and Greenhall A H,
Amer,J.trop.fed.Hyg, 12 : 640 (1963),

9,-Coto C,te3 Weissenbacher M,C, y Calello M,A,
Medicina (Bs.As,) 36 : 9 (1976),

lu,=-Hotechin J,

Viruses affecting man and animals.td,by Sanders, U,S.A, (1971),



=133~

l11,~-Hotechin J,
Lold Spr.Harb,Symp.quant,.Biol, 27 ¢ 479 (1962),

12,=-Uldstone M,B,A, and Uixon F,.,
J.exp,Med, 129 : 483 (1969),

13,=-Garay R.P,
Medicina (Bs,As,) 31 : 381 (1971).

14 ,~5chmufiis G,A,3 Weissenbacher M,C, and Parodi A,S,
Arch,ges.Viruasforsch, 21 ¢ 200 (1967).

15,-Weissenbacher M,C,$ Schmufiis G,A, and Parodi A,S,
Arch,ges.Virusforsch, 26 ¢ 63 (1969),

l16,-Nota N,R,3 Ne jamkis M,R,; fFrigerio M,J, y Guerrsro L,.B,
Medicina (Bs.As,) 33 : 398 (1973).

17,-8asuschio S,C,$ Weissenbacher M,C, and Schmufiis G,A,
Arch,ges,Virusforsch, 40 ¢ 21 (1973).

l8,-~Taratuto A,L.$ Tkaczevski L,2,} Nota N,R.3 Nejamkis M,R,
llo U,
Arch.ges,Virusforsch, 43 : 173 (1973),

19,~8Boxaca M,3 Guerrero L.,B, and Savy V,L,
Arch,ges,Virusforsch, 40 : 10 (1973),

2U,=Sabattini M,5, y Maiztequi 3,

Medicina (Bs.As,) 30 : 8 (1970),

and Giovannie-

2l,-Weissenbscher M,C.3 Lrela M,E,3 Sabattini M,5,3 Maiztequi J,3 Coto C,}

frigerio M,J, y Barrera Uro 3J,G,

Resdmenes ler,Congreso y IVas,Jornadas Argentinas de Microbiologfa,Bs,

As, (1976),



]34~

22,~Walker D,L,
Progr.med,Virol, 6 ¢ 111 (1964),

23,=-Hueng A,5, and Baltimore D,
Nature 226 s 325 (1970).

24 ,=Hollend J,J, and Villareal L.P,
PoelNoAReSe 71 3 2956 (1974),

25,=Preble U,1, and Youngner J,S,
JoInf,Dis, 131 ¢ 467 (1975).

26,=-Preble 0,7, and Youngner J,S5,
JeVirol, 12 s 481 (1973),

27 4=-Youngner J,S, and WYuagliana 0O,U,
J,Virol, 16 & 1332 (1975),

28,-Youngner J,S5.3 ODubovi t,J,3 Guagliana U,U,3 Kelly M, and Preble 0,T,
JeVirol, 19 : 9U (1976),

29,=5henk T,t,3 Koshelnyk A, and Stollar V,
J.Virol, 13 : 439 (1974).

JU,=Haspel M,V,3 Knight P,; Ouff R, and Rapp ft,
JoVirol, 12 s 690 (1973),

3l,~Kimure Y,$3 Ito Y,3 Shimokata K,jNishiyama ¥,gNagata 1, and Kitoh I,
JeVirol, 15 ¢ 55 (1Y75).

32,=5imizu 8, and Takayama N,
JeVirol, 4 3 799 (1969).

33,~-Nishiyama Y,
J.uen,virol, 35 : 265 (1977),

34,=-Simpson H,W, and linuma M,

PeNJ.A.S, 72 ¢ 3230 (1975),



=135~

3S.=Zhdanov V, I,
Nature 256 : 471 (1975).
36,=-Lehmann Grube F,; Slenczka W, and Tees R,
J.ten,Virol, 5 3 63 (1969),
37.=5taneck L.,U,3 lrowbridge R,5,3 Welsh R,M,3 Wright t£,A, and Pfau C,J,
Inf,and Imm, 6 ¢ 444 (1972),
38,=-Stanwick T,L, and Kirk B,L,
Je.Gen,Virol, 32 : 361 (1976),
3Y,-Staneck L,U, and Pfau C,J,
J.ben Virol, 22 : 437 (1974),
40,-Nutko F,J,3 Wright £L,A, and Pfau C,J,
J,Cen,Virol, 31 3 417 (1976),
41 ,~-8oxaca M,
Medicina (Bs,As,) 30 : 50 (1970),
42,=-Help G,l.,3 Ledn M,E, y Coto C,.t,
Hev,Asoc,Arg.lticrobiol, B : 45 (1976),
43,=-WUelsh R,M,; U'Connell C,M, and Pfau C.J,
Jeien,Virol, 17 & 355 (1972),
44 ,~Hotchin J,
Progr.med,Virol, 18 : 81 (1974),
45,~%artfnez Zeqovis Z,M,; Holstein B,A, y Grazioli F,
Ciencia e Investigacidn 23 : 35 (1967),
46 ,~doxaca M, y Savy V,
Medicina (Bs.,As,) 32 : 260 (1972),

4’/ ,~Mattler N,t,; Buckley S.,M, and Casals J,



=136-

Proc.Soc.,Exp.Biol,Med, 107 : 684 (1961),
48,~Rhim J,S5,3 Simizu B, and Wiebenga N,H,
Arch,qes,Virusforsch, 21 : 243 (1967),
49,~Holstein B,A,$ Gutmaen Frugone L, y Teyssie
Medicina (Bs,As,) 31 : 215 (1971),
SU,=Rhim J,5,3Schell K,3Creasy 8, and Case U,
Proc,Soc.txp.Biol,Med, 132 : 670 (1969),
l.~Hoxaca M,C,3 Savy V,L, y Giovanniello 0,A,
Medicine (Bs.As,) 32 & 269 (1972),
$2,-Guerrero L.HB,3 Weissenbacher M.(, y Parodi
Medicina(Bs.As.) 29 : 1 (1969),
53,-Coto C,t, and de Vombergar M,D,
Archeges,Virusforsch, 27 s 307 (1969),
54,=Simizu B,3 Rhim J,5, snd Wiebenga N,H,
Proc.Soc.Expe.Biol.Med, 125 ¢ 119 (1967),
55,=-Reed L.J, and Muench H,A,
Am,3,Hyg, 27 : 493 (1938),
56.,-Takemote K,K, and Liebhaber V,
Virology 14 : 456 (1961).
57,=-Barteling S,1,
Chemical Chem, 15 N¢ 10 (196Y),
SH,=~Hickson T,GLG,.L,
Proc.Soc.ExpeHiol, (NY) 139 : 1337 (1972).
S59,=-Damonte E,8, y Coto C,t,

Hev,Asoc.Arg,Microbiol, 6 : 15 (1974),

AR,



]l37=

60,-Seabright M,
Lancet ii : 971 (1971),
6l,=-Arrighi F,E, and Hsu T,C,
Cytogenetics 10 : 81 (1971),
62,~-Walsh R,M, and Pfau C,J,
d,sen,Virol, 14 3 177 (1972),
63.,-Mettler N, and Casals J,
Proc.Soc.txp.,iiol.Med, 134 : 1051 (1970),
64.,-Coto C.t,3 Ledn M,E, y Help L.l
Acta bioqufmica clfnica latinoamericana 9 : 247 (1975),
65,~Ruzicsa P, and Hsu T,C,
Texas rept,biol,med, 25 s 151 (1967),
66,-4ianchi N,0, and Ayres J,
Exp.cell,Res, 68 3 253 (1971),
67,=-Choppin P,W, and Compens R,U,
J.Virol, 5 3 609 (1970),
68,~Huang A,S,3 Besmer P,3 Chu L, and Beltimore U,
JoVirol, 12 ¢ 659 (1973),
69,«Huang A,S,3 Palma E,L.3 Hewlett N, and Roizman B,
Neture 252 : 743 (1974),
7U,~24vada J, and Rosenbergova M,
Acta virol, 16 s 103 (1972),
71,~-/4vada J,
Arch,virol, S0 ¢ 1 (1976).
72 ,~Maasab H,F, and Veronslli J,A,

J.Bacteriol, 91 : 436 (1966),



~138~

73.~lnglot A,0,3 Albin M, and Chudzio T,
J.Gem,Virol, 20 : 105 (1973),
74,-Desmyter J,3 Melnick l,L.$ Rawls W,E,
J,virol, 2 : 955 (1968),
75.=Coto C,E,3 Vombergar M,D, y Tkaczevski L.Z,
Medicina (Bs.As,) 30 : 38 (197U).
76.,~Thacore H, and Youngner J,
J.virol, 4 ¢ 244 (19089),
77.~-Kawai A, Matsumoto S, and Tanabe K,
Virology 67 : 520 (1975).
78,~Takemoto K,K, and Habel K,
Virology 7 & 28 (1959),
79,=Hinze H,C, and wWalker D.L.
J.Bacteriol, B2 3 498 (1961),
80,-Huang A,5,3 Lreenwalt J,W, and Wagner R.R,
Virology 30 : 161 (1966),
8l,=-Shenk T,t, and Stollar V,
Virology 53 & 162 (1973),
82,~-Cole C,N, and Baltimore O,
J.Mol,8iol, 76 3 325 (1973),

—

83,~Pfau C,Je3 Welsh R M, and Trowbridge R,S.

LCI and other arenaviruses,Lehmann Grubs Ed.Berlin,Springer

84,=-Knight P,3 Duff R,3 Glaser R, and Rapp F.
Intervirology 2 ¢ 287 (1973/74).

85,-Tkaczevski L,Z., y Boxaca M,C,

(1973).



~139=~

Medicina (Bs,As,) 3U : 28 (1970),
86,~Tkaczevski L,Z, and Correa J,
Medicina (Bs.As,) 32 t 293 (1972).
87 ,~Stanuick ¥T,L, and Hallum J,V,
J.Virol, 17 3 68 (1976).
88,-Mersich S, Damonte E,B, y Coto C,t,
Resdmenes ler.Congreso y lVas,Jornadas Arqentinas de Microbiolog{a,B8s,
As, (1976),
89,-Palma t,L, and Huang A,S,
J,Inf,Dis, 129 3 402 (1974),
9U,=Hotchin J,
Progr.med,Virol, 18 : 81 (1974),
91,«Hotchin J, and Sikora t,
Inf,and Imm, 7 ¢ 825 (1973),
92,~Lehmann Grube F,$ Popescu M3 Schaefer M, and LGschwender H,H,

Bull,WHO 52 : 443 (1975),



