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ABREVIATURAS

FHA: Fiebre Hemorrágica Argentina.

LEM: virus de coriomeningitis linfocitaria.

p.i. : post-infección.

ts : termoeeneible.

m : multiplicidad de infección.

ACP: acción citopetogénica.

UFP : unidad formadora de placas.

DICTSU: dosis infectente para cultivo de tejido 50%.

VSV: virus de estometitis vesicular.

NUV: virus de la enfermedad de Newcastle.

UI : partícula defactiva interferente.

UHAz unidad hemoaglutinante.

PHS: buffer salina fosfatado.

ARN: ácido ribonucleico.

AUN: ácido desoxiribonucleico.

log : logaritmo en base lU.
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INTHUUUCCJÜN

Las infecciOnes de etiología viral pueden dividirse en dos grandes

grupos, de acuerdo a las características de la interacción que tiene lu

gar entre el virus y su célula huésped.

En las infecciones agudas se tiene comoresultado final la liberación

de nueva progenia viral acompañadade lisis celular que lleva a una des

trucción casi total del tejido infectado.Por su parte, en las llamadas

infecciones persistentes se establece un cierto equilibrio entre la pro

ducción de virus y la destrucción celular; la célula se divide en forma

normal, manteniéndose sin sufrir daño aparente por la presencia del virus

o de la información para su producción.

Durante muchos años los estudios virológicos se han centrado fundamen

talmente an el esclarecimiento de las infecciones agudas que ocasionan

graves enfermedades en el ser humanocomo viruela, polio, sarampión y o

tras.Tales enfermedades presentan un período de incubación asintomático

relativamente breve que dura de 2 dias a 2 ó 3 semanas, durante el cual

transcurre la multiplicación viral.Cuando se supera un umbral crítico de

diseminación de virua en el organismo, aparecen los síntomas de enferme

dad acompañadosde daño a nivel tisular.Las defensas antiviralea del

huésped incluyen especialmente la producción de interferón, anticuerpos

neutralizantas y desarrollo da inmunidad mediada por células.Durante el

período de incubación se movilizan todos estos mecanismos de defensa y,

salvo que la enfermedadresulte fatal, se detiene al proceso infeccioso

siendo eliminado el agente patógeno del organismo dentro de las pocas
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semanas posteriores al comienzo de los sintomas.Enfrsntado a una infec

ción aguda el organismo registra una respuesta del tipo "todo o nada" :

el resultado final es la muerte o recuperación total del individuo.

Estas enfermedades agudas poco a poco están siendo controladas median

te el empleo de vacunas adecuadas y es asi como se ha ido desplazando el

interés de las investigaciones hacia el estudio de las infecciones persis

tantes.

El concepto de persistencia no es nuevo y puede aplicarse a un amplio

rango de microorganismos, siendo un hecho bastante frecuente en infeccio

nes con ciertos protozoos, bacterias, rickstsias, clamidias y virus (1).

Los virus pueden persistir en la célula por meses o años en un estado in

fectivo completo, en una forma no infecciosa en le que sólo se detectan

antígenos virales o comoácido nuclsico integrado a la célula.

El origen de la infección persistente puede deberse a fallas de los

mecanismos de defensa del huésped que deben eliminar de los tejidos los

microorganismos invasores.Us este modo, la persistencia representa una ven

taja selectiva para el virus que logra perpetuarse en la naturaleza, ya

sea porque el animal crónicamente infectado elimina virus constantemente

o porque en determinado momentoel genoma viral que se transmita de célula

a célula se activa por algún Factor determinado, desencadsnándose la sin

tesis de virus infectivo, que puede salir al extracelular y pasar luego a

otro huésped. i

En general, los virus que dan infecciones persistentes son aquéllos que

causan minima citopatologís, dado que ia sobrevivencia del huésped resulta

fundamental para la propagación del virus en le neturaleza.Aunque la aso
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ciación entre virus persistente y huésped haya alcanzado un grado de es

tabilidad con mínimapatogenicidad, estas infecciones persistentes no son

completamente inocuas ya que existe la posibilidad de activación del pro

ceso infeccioso con manifestaciones clínicas, comoasi también 1a produc

ción a largo plazo de diversos efectos deletéreos sobre el organismo (en

fermedades inmunopatológicas, neoplasias, etc.), que pueden originarse

por la presencia de antígenos virales circulentes o del genomaviral que

al estar integrado codifica por proteinas extrañas al organismo.

Persistencia in-vivo.

En la actualidad se conocen numerosos virus patógenos para al hombre

Gua son capaces de originar infecciones prolongadas (1).Los mecanismos

citopóticos y manifestaciones clinicas asociados a este tipo de infeccio

nes son muyvariados, resultando difícil clasificarlas en formasatisfac

toria.Segón Fenner (2), las infecciones persistentes de los animales ss

agrupan en tres categorías, aunque puede haber alguna superposición :

l)infacciones latentes : son infecciones persistentes con episodios

agudos intermitentes de enfermedad entre los cuales el virus no es gene

relmante detectable.

2)infacciones crónicas : son aquéllas infecciones persistentes en las

que el virus es siempre demostrable y a menudoparcialmente eliminado,

pero la enfermedad está ausente o sobreviena tardiamente asociada con

disturbios inmunopatológicos.

3)infacciones lentas : son infecciones persistentes con un largo

periodo de incubación durante al cual la concentración de virus en el

organismo aumenta gradualmente hasta que se produce enfermedad manifies
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te, la que resulta generalmente letal.

En todos los casos, es poco lo que se sabe acerca del mecanismo de

control y mantenimiento de la relación virus-célula a través del tiempo.

Entre los numerosos virus responsables de originar en los animales

infecciones crónicas se encuentran los Arenavirue (3), género que com

prende el virus de la coriomeningitis linfocitaria (LEM)(4), al virus

de Laasa (5) y los virus integrantes del complejo Tacaribe (6).A este úl

timo grupo pertenecen, entre otros,el virus Junin, agente etiológieo de

la Fiebre Hemorrágica Argentina (FHA) (7), y el virus Tecaribe (B), que

presenta una muyestrecha relación antigánica con el anterior e pesar de

no resultar patógeno para el hombre ni para ningún animal adulto (9).

El virus de LCN,prototipo del grupo Arenavirus, está considerado co

mo el sistema modelo más ampliamente estudiado de infección persistente

in-vivo.La producción de enfermedad en un ratón por infección con el vi

rus de LCHdependerá de una respuesta inmune positiva, ya que ea sabe que

los ratones recién nacidos inoculados con el virus sobreviven a causa de

la falta de esta respuesta (1U).Los ratones adultos en cambio mueren in

variablemente como resultado de la infección e menos que se los trate con

rayos X o se les administre inmunosupresores, en cuyo ceso al igual que

los recién nacidos inoculados queden persistentemente infectados.

Los ratones que presentan infección crónica con virus de LEMaparecen

como normales durante el primer año de vida, sin embargo a medida que pa

sa el tiempo mayor es el número de células infectadas y también la reac

ción del sistema inmune contra el virus y laa células donde multiplica,

de modo que pasado ese primer año los animales desarrollan una enfermedad

autoinmune (ll) y mueren de glomerulonefritis.Exparimentalmente se han
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encontrado complejos de antígeno-anticuerpo atrapados en los capilares

del riñón dando lugar a la reacción inflamatoria del mismo(12).

El virus Junín, relacionado antigénicamente con el virus de LEM,pro

duce en el ratón recién nacido una encefalitis mortal cuando se lo infec

ta experimentalmente por vía intracerebral (13).Tembién en este caso la

encefalitis es debida a una reacción inmunológica de tipo celula. puestc

r la Limectomfa(14)(15) o el tratamiento con suero antitimccito inhi

ben las munifestacionee neurológicas (16)(17)(18).E1 virus m.ltiplí a en

el cereba. ie los ratones recién nacidos timectomizados o ratones adul

tos sin producirles enfermedad, de donde se deduce que no es 1a replica

ción viraj la que afecta directamente al huésped (19).

El virus Junín puede aislarse de ratones aparentemente normales cuyo

habitat son las zonas de las provincias de Buenos Aires y Córdoba donde se

producen las epidemias de FHA(2U).Estos animales eliminan continuamente

virus por orina y saliva y tienen viremia constante, no presentando anti

cuerpos fijadores de complementodetectablas.Le infección experimental

de roedores silvestres del género Calomysmusculinus también lleva al de

sarrollo de un estado de persistencia viral con eliminación constante de

virus, especialmente por saliva.n través de esta vía se facilitaría le

diseminación del virus en la naturaleza y, al irrumpir el hombre en le zo

na infectada constituye un nuevo huésped susceptible para el virus, que

ee manifiesta entonces en forma virulenta produciendole une enfermedad tí

pica conocida como FHA.Enel hombre, huésped no natural, no se ha investi

gado si el virus Junín persiste por muchotiempo.Sin embargo, estudios re

cientes realizados con personal de laboratorio que estuvo en contacto con
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el virus sin presentar sintomas de enfermedad, indicaronnqua hehe desarro

llo de anticuerpos especificos contra el mismo(21).Esta evidencia ds in

fección subclInica no permite descartar totalmente 1a posibilidad de que

ocurran en el hombre infecciones prolongadas con virus Junin.

Persistencia in-vitro.

Ademásde producir infecciones crónicas en animales en la naturaleza,

la mayoria de los Aranavirue tienen la capacidad de originar cultivos par

sietentemente infectados in-vitro, por lo que podria decirse que esta es

una propiedad caracteristica de este grupo de virus.

Los cultivos crónicamente infectados se han utilizado comomodelos pa

ra el estudio da las infecciones persistentes in-vivo desde los primeros

tiempos del desarrollo de la metodologia para cultivo de tejido.Sa han as

tablecido infecciones crónicas con celulas derivadas e partir de diferen

tes tejidos y especies animales y con virus de casi todos los grupos taxo

nómicos, incluyendo virus a ARNy ADN(22), cubriéndose un panorama mucho

mas amplio que en las infecciones persistentes in-vivo.

De acuerdo a los criterios establecidos por Walker (22), la gran varia

dad de interacciones virus-célula que han sido descriptas comoinfecciones

persistentes de células cultivadas puede ubicarse en dos categories a ¿gr

facciones reguladas y cultivos "carrier".

Las infecciones reguladas son comunes a la mayoria de los virus a ARN

poco citocIdicos que meduran por broteción.Le mayoría o todas las células

del cultivo estan infectadas, a pesar de lo cual su metabolismo y multi

plicación no se elteran.Hay transmisión intracelular de la infección e



treuóa del proceso de mitoeis.Las células liberan continuamente virus in

feccioso pero la velocidad de multiplicación del virus es lo suficiente

mente lenta para permitir que haya sobrevida celular.Sa Postula que me

cenismos desconocidos, probablemente mediados por sl genomacelular,

controlan en forma eficiente la maduracióny/o liberación de partículas

virales.Este tipo de infección no sa cura por al agregado da anticuerpos

especificos al medio de cultivo.

Por al contrario, los denominadoscultivos "carrier" contienen una ps

nuaña proporción da cólulas infectadas; en ellas tiene lugar unnciclo

normal de multiplicación viral que termine con la muerte celular, pero

el virus liberado infecta solamente un númeropequeño de las cólulas res

tantes.Esta reinfscción puede hallarse limitada por diversas condiciones

especiales de cada sistema virus-célula z resistencia genótica de las

células a la infección; presencia en el mediode agentes antiviralea ga

narados por las cólulae infectadas (interferón) que eviten que los cul

tivos seen rápidamente destruidos; interferencia; etc.Si sa previene la

reinfección continue mediante el agregado de altas dosis de anticuerpos

o interferón, el cultivo "carrier" s menudose cura ds la infección,

puesto que asi se evita la transmisión extracelular de la misma.

A pesar de que se conocen numerosos ejemplos de infecciones reguladas

y cultivos "carrier", estos criterios de clasificaaión son de relativa u

tilidad ya nue no pueden aplicarse a muchasde las infecciones persisten

tes conocidas.En muchossistemas se presentan caracteristicas comunesa

uno y otro grupo, debido a que puede ocurrir a trevós del tiempo un pro

ceso evolutivo en el tipo de relación virus-célula qua se establece.
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También son variados los mecanismos que se han sugerido para explicar

al establecimiento y mantenimiento de la infección persistente.Husng y

Baltimore (23) postularon que particulas virales defectivss intarferentes

cumplen un rol fundamental en la evolución de las infecciones persisten

tes, regulando la producción de virus.Esta teoria se apoya en la gran

cantidad de sistemas crónicamente infectados s partir de los cuales se

han aislado particulas virales defectivas en su replicación pero con caps

cidad de interferir en ls replicación del virus parental utilizado para

iniciar la infección crónica.Para el virus de setomatitis vesicular (USV)

se ha demostrado que la presencia de esas particulas defactivea en el

stock original de virus es imprescindible para que puede establecerse in

facción persistente en cultivo (24).

En otros sistemas, se ha comprobadoque la infección persistente esta

asociada s mutantes termosensibles (ts) del virus (25).Prsble y Youngner

demostraron con el virus de la enfermedad de Newcastle que ocurra selec

ción de mutantes ts sn el establecimiento y mantenimiento de infecciones

persistentes en distintos tipos de cultivos celulares (26)(27).Ea cada vez

mayor el número de cultivos crónicamsnte infectados a partir de loa cuales

se sislan virus que difieren del parental en su capacidad de replicar a

temperaturas elevadae.AsI ocurre para los sistemas virus de estomstitia

vesicular-células L (28); virus Sindbis-cultivos de Aedaaalbopictua (29);

virus de sarampión-fibroblastos de embrión de hamster (30); virus Sandsi

células BHK(31); virus de la sncefalitis equina del oaste-c‘lulas de ra

tón (32);atc.Estoa estudios indican que la selección de mutantes ts en

infecciones persistentes-no está limitada a un tipo particular de virus o



de células cultivadas.

La selección de mutantes virales termoesnsibles y la producción de per

tículas defectivss interferentae en infecciones persistentes no parecen

ser mecanismos mutuamente excluyentes, habiéndose descrito eietemee en los

que se presenten ambos fenómenos (33).

Recientemente ee ha propuesto un tercer mecanismopara explicar le per

sistencia de ribovirua en células eucarióticas.Estoe virus tendrían le ca

pacidad de formar intermediarios proviralse de ADNque se integren el ADN

celular, sn forma similar a lo que ocurre con virus oncogánicoa, perpe

tuándoes de eaa manera en celulas de mamíferos que se dividen activamente,

sin que ocurra expresión genética viral detecteble.Se ha observado ese ae

tado de integración de los genes virales al cromosomacelular an cultivoe

persistentemsnte infectados con el virus respiratorio sincioiel (34) y

con sarampión (35).

Todos estos estudios señalan le complejidad de la relación que se este

bleca entre el virus y su célula huésped en la infección persistente, sien

do dificil evaluar la importancia relativa de cada uno de los factores ree

ponseblse de la reguleción del proceso infeccioso en cada ceso.

En el grupo Arenavirus se han descrito infecciones de este tipo con vi

rue de Lcm(36)(37)¿38), Parana (39), Pichinde (ao) y Junín (41)(42).La ob

tención de lineas persistentemente infectadas con estos agentes ae un hecho

frecuente y reproducibls qua no requiera condiciones espaciales de trabajo.

Une de las caracteristicas comunese las infecciOnes crónicas originadas

in-vitro por los Arensvirue es la producción cíclica de virus estandar du-'

renta los primeros pasajes da las celulas infectedae.Luego no ee puede da
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tectar virus en forma directa aunque puede haber iniciación.ds síntesis

viral al inoculer células normales con sobrensdsntss ds lss lineas cróni

camenta infectadas, sugiriendo le presencia de bajos niveles de virus ss

tendar (39).Esto lleva al establecimiento de una infeccidn.de tipo "regu

lado" en loa pasajes tardios de las líneas, registrandose en ls mayoria

de los casos un sito porcentaje ds células con antígeno viral dstectsbls

por inmunofluorescencie en ausencia de células capaces ds producir virus

completo.Coincidentamente, Pfsu y colaboradores han.dsscrito le aparición

en los aobrenadentas de las líneas crónicementa infectadas comLCH,Pars

na y Pichinde ds actividad interferents con-la replicación.del virus ss

tender.Eete propiedad interferente ha sido asignada a particulas virales

dsfsctives cuya acción-es neutralizade por inmunosusroespecífico y rssis

tante s la luz ultravioleta (43).Ea es! que estos autores sfirssn que la

evolución de las infecciones persistentes con Arensvirus sst‘ condicions

de por la sintesis de particulas defectives.TrsbaJoe de investigación rs

alizadoe por otros autores en células L pereistentemente infectadas con

LCMrevelen la presencia en los mismos de bajos niveles de una variante de

Lcmde crecimiento lento, no formadora de placas, no patógena para ratón y

difícil de detectar (44), habiéndose postulado que el desarrollo ds varian

tes virales de crecimiento lento y determinado tropismo puede ser factor

determinante en el establecimiento de la persistencia.

En si ceso particular del virus Junin, se presentan dos tipos de inter

acción in-vitro, según la célula huésped.En.la mayoria de los cultivos

primarios y líneas celulares estables estudiados el virus multiplica sin

producir efecto citopático aparente pero rindiendo altos títulos (45)(46).



Solamente se ha descrito desarrollo de acción citopetogínice en celulas

HalA (47), Vero (48) y cultivo mixto de HelA-rete (49).Aún en esos-casos,

el afecto lItico de la infección es moderadoy depende de lee condiciones

de cultivo.

La linea de células de riñón de mono verda africano VERÜ(50) he de

mostrado ser hasta ahora la más adecuada para el estudio de los virus del

complejo Taceribe.En ellas se cumple primero una etapa litice de infección

con gran.destrucción celular, seguida luego de un proceso de recuperación

del tejido que de lugar a regeneración de le monocspe.AsI se han podido

establecer eublIneee de células Vero persiatentements infectadas con le

cepa atenuada de virus Junin XJCl3 (41)(42).La infección persistente con
virus Junín en=c61ulss Merofue estudiada enfatizando particularmente las

variaciones de susceptibilidad viral producidas en le célula por le presen

cia del virus, habiéndose demostradouna resistencia absoluta y especifica

para virus del complejo Tacariba (51).Hey aislamiento muyesponídico de vi

rus infectsnte a través de estos cultivos.mantsnidos por numerosasgenere

ciones (41).El virus puedeaielarse a partir de los extractos celulares

pero nunca de los sobranadentes, siendo infeccioso para ratón lactante y

cobeyo pero no para células Varo.La incorporación de entisusro contre vi

rus Junin al medio de cultivo no cura le infección, lo que sugiere que el

virus pasa de célula e celula durante el proceso de división.0tros autores

encontraron que este sistema produce una mayor proporción de virus inter

ferenta, probablementedefectivo (42).
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Ubigtivo de esta investigación.

De acuerdo a esta breve reseña resulta evidente que una de las propieda

des biológicas más importantes del virus Junín sa au-capacidsd de estable

cer infecciones persistentes, cuyo mecanismode control y regulación no ea

ta aún debidamente aclarado.

El objetivo de este trabajo ds investigación, cuyos resultados aquí ae

presenten, fue estudiar detalladamente y desde diferentes perspectivas s1

fenómenode persistencia im-vitro de los virus Junín y Tscaribs.Lae inves

tigaciones encararen-sl estudio ds las alteraciones que pudohaber ecssie

nado en la celula la presencia continuada del virus, ls caracterización de

las propiedades del virus liberado durante la intección persistente respec

to de 1a cepa parental y'sl análisis de los distintos factores ous pueden

determinar el establecimiento y mantenimiento-da le persistencia de ambos

virus.

El análisis de esta modelo in-vitro pretende ser una contribución a1

esclarecimiento del mecanismooue regula la persistencia del virus Junín

en los roedores silvestres, que permiten 1a diseminación del virus en la

naturaleza y el posible contagio del ser humano.



MATERIALES Y METODOS

VIRUS

¿Haga : ss trabajó con.1a cepa de virus Junin atanuada denominada

XJCl3 (52), mantenida en al laboratorio por pasajes s trsv‘s ds cerebro
de ratón lactante, en el pasaje númeroa a partir de clon-da.

Tacaribg z se empleó la cepa TRLV11573, crecida enucsrebro de ratón

lsctants.Los títulos ds los stocks de virus Junín e Tscaribs fueron del

orden de 108 UFP/ml para células Vero.

Virus de estomstitis vesicular VSV z ss trabajó connun stock ds

la cepa Indiana preparado sn celulas L, utilizando sobrsnsdsnts y c6

lulss a las 48 horas despues de la infección, con un.título de 8.7xlD5

DICTso/mi para células L.

Virus de la enfermedad de Newcastle {NOV}: ss utilizó la cepa Vic

toria; los stocks ss prepararon inoculando embriones de pollo de 9 días

wcosechandoel liquido alantoidso a las 48 horas post-infeccióne(p.i.).

El titulo da los stocks fue ds 128 UHA/ml.

Virus de goliomislitis t ss usó la caps Sabin.(uacuns) qus contenía

las cspss de Polio tipo I, II y III, después de se: pesadas dos veces

por células HsLa y una usz por Vero.El titulo en células Vero del

stock usado fue de 3.8x106 UFP/ml.

Virus de ssramgión t ae trabajó con un stock.de ls caps Edmonston que

habia sido preparado en células Vero, con un titulo de 'TrxlD3UFP/ml.

Virus Sindbis : stock preparado sobre fibrohlastos ds embrión ds po

llo primario, cosechandoal sobrsnsdsnts s las 24 horas p.i.E1 titulo
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obtenido fue 1010 DISD/ml en embrión de pollo.

Virug Herpes simglsx tigo I z stock preparado sobre cílulaa HEP-Z, a

partir da sobranadante y células, teniendo un titulo en.RK-13 de 2.5xlO11

UFP/ml.

CULTIVOS CELULARES

Células Mero z en esta investigación se emplearon dos lineas de célu

laa Vero (riñón da monoverde africano), crecidas ambas animonocspa ao

bre superficies de vidrio.Una de ellas, en la que ae realizaron todos los

estudios virológicos Ms partir de le cual se derivaron laa sublineaa

peraiatentemsnte infectadas que se deacribenb fue obtenida da la Dra.Sa

lum y se mantuvo en el laboratorio por repiques semanales en medio 199

conteniendo 15%de suero de ternera insctivado y-SOug/ml de gentamicina.

Se ls empleó entre los pasajes 80 y 150 in-vitro.La otra lines de calu

lae Vero, utilizada únicamente para las titulaciones de loe virus Junín

y Tscaribe fue eumunistrada por el Dr.Larghi y se mantuvo por rspiquea

semanales con medio 199 adicionsdo de 5%de suero de ternera inactivedo

y antibióticos, siendo utilizada entre los subcultivos 150 y 200.Loa in:

tentos de adaptar la primers lines a las condicionee de crecimiento de la

segunda, disminuyendo la concentración de suero del medio no fueron exi

tosos pues no hubo multiplicación celular con formación de buenas mono

capas por debajo del 10Ads eusro.La susceptibilidad de les dee líneas a

los virus Junín y Tscaribe fue similar ys que los stocks de virus titu

labsn en ambas líneas con 1a mismaeficiencia; sin embargo, las diferen

tes condiciones de mantenimiento aparentemente influyen sobre las carac



terIsticss ds la relación virua-huáaped que es setshlsce comose detalla

rú más adelante.

Cultivos astacionarios de células Usro infestadog con Los virus Junín

o Tacagibe a se obtuvieron infectando células Vero en el pesaje 86 a una

multiplicidad de infección (m) de 0.2 UFP/c‘lula con.loe virus Junin o

Tacaribe.Estos cultivos se mantuvieron sin repicar, con elmoioe de medio

nutritivo (medio 199 conteniendo 6%de suero inactivsdo ds ternera) csda

48 horae, durante un período de 35 días.

Suolínsa Wero-J a esta sublInea ee originó a partir de c‘luiss Vero

infectadas conlvirus Junin a una multiplicidad de infección ds 0.2 en sl

aubcultivo 119.Despu63 de una intenee acción citOpatógena acompañada por

la destrucción de máa del 90%del tejido, las celulas se recuperaron re

generando le monocape.Apartir del 189 die despuás de ls infección sl cul

tivo ee rspicó semanalmente, manteniendo lee células sn medio 199 con eus

ro de ternera inactivado al 10%y antibióticoa.Los resultados que ss prs

sentan en este trabajo ee obtuvieron utilizando la sublínes hasta el ps

saJe 70, lo que equivale a 290 días de vida in-vitro.

Suhlínea Vero-T z esta eublInea ae obtuvo en Forma simil-r s la Vero-J

con le única diferencia que para la infección ee usó virus Tacaribe.5e la

estudió durante 70 paeaJee in-vitro.

Cocultivos z aa mezcleron.auapensiones da lO6 células Vero-J con lO6

c‘lulas Vero normales, semhrándose se! seis hetellas de 90 cc ds capacidad

sn medio 199 con.10% ds suero inactivsdo de tarnera.Los cocultivos ss oh

asrvaron al microeCOpioóptico durante 4 días, Junto con2cultiuos simplse

da c‘lulas Usro y Vero-J como controles.A les 24 y 48 hores se coaschd so
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branedente y célulee de dos cocultivoe Vero-Vere-J y doe cultivoe de Ve

ro-J e loe efectos de titular el uirue infeccioso extra e intracelular

preeente en cede caeo.Pere virus intracelular ea congelaron y deeconge

leron dos uecee las botellas con célulae, habiendo recogido previenente

el eobrenadente, lavado le monocapecon.eoluc16n salina foefeteda (PES)

y agregado 1 ml de medio de mantenimiento.0espu6e del segundo deeconge

lamiento, la suspensión ee centrifugó para eliminar reetoe celularee 10

minutos e 1500 rpm y el eobrenedente de dicho centrifugacidn ee tituló

comoextracto celular.

PREPARACION DE STUCKS DE LOS VIRUS JUNIN Y TRCARIB;

cerebro de ratón legtante s retenes albinoe de 24-d0 horae de edad ee

inocularon intracerebralnente con-103 DLSOde virue Junín o Tecaribez al

79 dia deepuee de la infección ee aecrificaron los enieelee y ee coee

cheron loe cerebroe.Se preparó luego un homogeneizedo el 10%de cerebro

de ratón en solución de huffer fosfato ieotónico pH7.4, conteniendo sue

ro de ternera inectivedo al 10%.El homogeneizado se centrifugó a 130009

por 45 minutos utilizando el aobrenadante comofuente de virus (53).Loe

etocke de virue se guardaron e -7090, eiendo loa títulos eproximedenen

te 10B UFP/nl.

Cálulae Vero : se infectaron células Vero e diferentes multiplicida

dee, de acuerdo a lee características del material.El virue ee dejó ed

aorber por une hora a 37BCcon.agitación periódica cede 15 ninutoe.Al ce

bo de eee tiempo ee retiró el inóculo y ee le agregó medio de manteni

miento.Al 49-69 día p.i. ee cosechó el eobrenedante y ee cnntrifugó e



1000 rpm lU minutos para eliminar restos celulares.El eobrenadsnta así

obtenido se uaó como fuente de virus.

DETERMINACION DE INFECTIUIDAD

Todas las muestras de virus Junin y Tscaribe fueron titulados en có

lulas Vero por registro de la acción citopatogónica (ACP)o mediante la

tócnica de unidades formadoraa da placas (UFP), método esta último que

previamente debió ser puesto a punto debido a la poca raproducibilidad

de los resultados obtenidos usando la tócnica descrita por otros autoras

(densa).

Titulación gor observación de la acción citoEstogóniga gara cultivo.

Dilucionas decimales seriadas de virus as inocularon en cantidades de

0.2 ml en cultivos ds cólulaa crecidas en tubos de ensayo a1 29 o 39 dia

despuós de la aismbre.El inóculo ss dejó adsorbar por una hera a 379€,

luego se extrajo y agregó a cada tubo 1 ml de medio de mantenimiento (199

adicionado ds 3%de suero inactivado de ternara).5e usaron 4 tubos por

dilución.Loe cultivos se observaron diariamente al microscopio óptico

por un periodo de 10-12 dfaa y se tabuló la ACPde Ü a 4 de acuerdo a

lo que se dascribiró más adelante.La DICTSO(dosis infectente para cul

tivo de tejido 50) se calculó de acuerdo a1 método de Read y Huench(55).

Titulación gor formación de glacas.

Ensaxo de formación de Elagas z cólulaa Vero crecidas en botellas de

90 cc de capacidad sa infactaron al tercer o cuarto dIa de sembradas con

0.4 ml de la dilución adecuada de muestra a titular.Se dejó adsorbar el

virus durante l hora a 379€ con agitación suave cada 15 minutos.Luago de



la adsorción ee retiró el inóculo, ae lavó la monocapacon PBSy se cu

brió con 8 ml de medio sólido nutritivo.Las botellas se incubaron.an

forma invertida por al término de 7 u B días e 379€ en la oacuridad.Al

cabo de esa tiempo se revelaron las placas fijando lee células con for

mol al 1U%durante 30 minutos y, una vez extraído el agar, se tiñeron

por el agregado de una solución de cristal violeta que ae mantuvo duran

te 15 minutos.

Medio usado gara cubrir las células :

Soporte sólido : se ensayaron varios tipos de agares y agarosaa de di

ferentes grados de pureza.uada solución de agar preparada a una concen

tración Final dal 2%en agua bldastilaUa se sometió a un lavado continuo

con agua corriente durante 3 días y posteriormente a varios lavados con

agua destilada.

Medionutriente : se utilizó una solución salina de Earle de doble

concentración, conteniendo GAde hidrolizado de lactoalbúmina al 5%; 6%

de extracto de levadura al 1%; 10%de suero de ternera inactivado y anti

bióticos.El pHse ajustó a 7.2-7.4 por el agregado de bicarbonato de so

dio.

El medio usado para cubrir las células cansistió en la mezcla de par

tee iguales de nutrientes y solución de agar, de modoque la concentra

ción Final de este último resulte del 1%.

Las condiciones anteriormente descritas para el ensayo de titulación

por formación de placas se establecieron luego de un detallado análisis

de los requisitos necesarios para obtener resultados exactos y reprodu

ciblee con esta tócnice.Con eee Fin, ae consideró an forma comparativa



el aspecto, morfología, tamaño y número de lee placas producidas por el

virus en diferentes condiciones experimentales, analizando en cada caso

la influencia de loa distintos factores que se enumeran.e continuación z

a)Eetsdo fisiológico de las celulas : las primeras titulacionea ee

realizaron utilizando los cultivos en el momentoen que lee monocapae

de células eran confluentee.Posteriormente se buscó establecer cuál sra

la fase celular de crecimiento más apropiada para llevar a cabo la in

fección.Pere ello, ee infectaron con virue Junín celulas de diferentes

edadee, procediendo luego tal comoee deacribiera en el ensayo de pla

cee.Al octavo dia p.i. los cultivos gue fueron infectados cuando las

celulas esteban multiplicando activamente, es decir a las 24 y.48 he

ras despues de sembradas, presentaronlplacas apenee dietinguiblee so

bre el resto del tejido celular, que apareció comouna monecapa muy

tenue.Por el contrario, con células que se encontraban en estado esta

cionario el momentoda le infección, o eee 96 horse despues de sembra

das, las placas fueron bien visibles y de mayor tamaño, mientras que

la eficiencia relative de plaqueo ee incrementó en mía de dos veces.

Para dilucidar si ere realmente necesaria que las c‘lulas hubieran

alcanzado el estado estacionario o solamente se requería una adecuada

densidad celular, se repitió la infección de celulas de 24 horas de

edad duplicando el número de células sembradas por botella.Los resul

tados fueron eimilaree a los anteriores.

b)gH de adsorción : ea investigó la relación existente entre veria

ción de pH del medio diluyente del inóculo y eficiencia de plaqueo, no
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encontrándose diferencias significativas para el virus Junín en el rango

a. pH 6.4-7.4.A pH 6.4 .1 título obtenido fue 1.9x10e UFP/mlmientras

que e pH 7.4 el valor fue 1.7x10e UFP/ml.

c)Toxicidsd de La caga sólida a 1a fraccióh:egaropectins del agar con

tiene sustancias inhibidores que impidan‘la formación de placas por algu

nos virus (56).En nuestro ceso, además de ese efecto directo sobre el vi

rus ee debe considerar le acción que estes sustancias pueden.tsner sobre

lee celulas, debido el prolongado tiempo de incubación que se requiere

pere al desarrollo de las places.

En le Tabla 1 se ven-los datos obtenidos al titular los wirus Junín y

Tecaribe utilizando distintos tipos ds ageree y agaroeas.En forms compa

rative se probó 1a eficiencia de la formación de placas en medio sólido

lavado y sin lavar de las siguientes marcas y clases 8 Iomsgsr M92

Oxoidg Agerose Ssskem lotes 711205 y 291402; egaross obtenida de acuerdo

al método descrito por Barteiing (57) que denominamosegarosa B; ageroes

francesa y agar-agar.

Le agaross francesa y el Ionegar NI 2 sin levar permiten.la obtención

de placas solamente cuando el estedo fisiológico de las celulas ueedas

es 6ptimo.Despuáe de ser sometido e la técnica de lavado el Ionegar re

sulta ser tan eficiente como1a Agarosa Seekem, la que previamente pare

cía ser le única capaz de der resultados repetitivos.

Algunos autores han señalado que el grado de electroendoemoeie de un

agar está relacionado con su Falta de toxicidad para determinados virus

(58).De acuerdo e esto, se decidió estudiar si el proceso de lavado había
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TABLA 1

Relación entre la formación de Elacaa x el gorcantaje de electroandosmoaia

del agar usado

Mediosólido Título8 Electroen. Características de
(UFP/mlxlU ) % las placas

a c
lonagar 2 1.1 25 muy turbias

Ionagar 2b 1.U 24 turbios de centrolftico

Agatosa Seakema 1.5 12 turbina y claras

Agarosa Seakemb - 12 no se probó

Agarosa Ba 1.2 0 claras y pequeñas

bAgarosa H 1.a Ü turhias

Agarosa francesaa 1.2 16 turbiaa, poco vi
aibleo

Agarosa francesab 1.1 14 turbias, poco v1
siblaa

a z sin lavar ; b : lavado ; c : placas turbias son laa que presentan
una base de células muertas cuando se las observa al microscopio.



-23

modificado el grado de electroendosmosis del egar.El porcentaje de electro

endosmosis ds cada muestra de agar se determinó de ls siguiente manera z

se prepararon soluciones el 2%de cada agar, mezclandolo luego en volúme

nes iguales con buffer veronal.Se cubrieron portaobjetoe con una película

de agar común (0.1 ml gus se extendió com.una varilla), sscándolos e 370G

15 minutos.Luego se volcó sobre cada porta 3 mi ds la solución de agar o

agarosa en buffer.Une vez bien solidificedo, es hizo un orificio en el

centro con una pipsta Pasteur, ssmbrándose en 61 una gota de suero ds co

nejo.Luego ds efectuada la corrida electroforática se tiñó conneolución

colorante de negro amido por 4-5 horas y se decoloró en ec‘tico-gliceri

na.El porcentaje de slectroendosmoeis se calculó efectuando el cociente

entre las distancias rssorridae por la globulina y le elbúaine hacia a

trás y adelante del punto de siembra respectivamente.

Ue los datos expuestos en la Tabla l resulta evidente que el grado de

electroendosmoeis no disminuyó significativamente por s1 lavado; además

si bien la agarosa no tiene slectroendosmosis, no results mejor gue el

Ionagar lavado que tiene un 24%de electroendosmosis.Por lo tanto, lo

único que se puede assverar es que el lavado elimina algún factor soluble

tóxico para las células o para el virus.

d)Influencia del oxiqeno : para conocer los requerimientos de oxígeno

de los virus Junín y Tacaribe, se tituló una dilución estandar de los

mismosen varias botellas, cubriendose c/u de ellas con diferentes volú

menes de medio sólido.Pera poder obtener placas el espesor de la capa de

agar debia ser superior a U.3 cm, lo que resultó equivalente a 8 ml de
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medio de acuerdo a la capacidad de las botellas uaadae para crecer lee

células.

e)Volumen de inóculo : se buscó establecer el volumen de inóculo v1

rel que permitiera la máximaadsorción de virus y al mismo tiempo una

buena distribución de las placas.

Para ello se lnfecteron monocapae de cólulae Vero con 100 UFPde v1

rua Junín diluIdes con volúmenes crecientes de medio 199, desde 0.2 ml

hasta 1.0 ml.Se procedió luego en la forma ya descrita.

TABLA 2

Efecto gg la variación del volumen de inóculo eebre le adsorción del

virus Junín en cólulas Vero

Volumen Eficiencia relative
(ml) de plaqueo

*
0.2 lOÜ

0.4 53

U.6 65

0.8 45

1.0 56

*A1 máximo título de virus obtenido que fue 1.5x10B
UFP/ml se le asignó una eficiencia del 100%.
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Se obtuvo mayor eficiencia de plaqueo cuando se inoculfi menor volumen

(Table 2).

f)Concentraoi6n de suero : se determinó que le mayor eficiencia de

plsouso se consigue con une concentración de suero del 5%.Para ello ee

tituló uns cantidad constante de virus Junín o Tsceribe, verisndo el sue

ro presente en el medio sólido nutritivo desde 2 al 8%.Loeresultados

obtenidos con cada concentración de suero (Tabla 3) son el promedio de

cuatro determinaciones.

TABLA 3

Efecto de le concentración de suero del medio sólido sobre la formacion

de glacss de virus Junín en células Vero

Suero Título 8 Características de
% (UFP/mlxlü ) lee placas

2 1.1 poco visibles

3 1.0 turbios y pequeñas

4 1.2 turbios y pequeñas

5 1.9 bien visibles y
claras

8 1.3 visibles y pequeñas
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La mayor eficiencia es una consecuencia de une mejor preservación de

la monocapacelular durante el período de incubación.

g)Temgeratura de incubaci6n=z es condición primordial para le multi

plicación de estos virus mantener constante la temperatura de incons

ción.5e realizaron-experiencias variando las temperaturas de incubación

de los cultivos infectados, después de cubrirlos conael medio sólido; se

probaron.329c y 399Gcomotemperaturas extremas, llevando paralelamente

una seria control en ceda caso a 37°C.En el rango de temperaturas enea

yedas no se vieron.difersnciae en el mantenimiento ds la annocapa obeer

vendo los cultivos el microscopio.Sin embargo, a 329€ las placas fueron

muy turbiae v hubo un 50%de disminución en el valor del título obtenido

para el virus Tecaribe, respecto del centrol a 379C.Entre 370€ y 390€

no hubo grandes diferencias en cuanto e morfología, tamaño y número de

placas.

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

ran las condiciones de preservación celular mediante el empleo de multi

capas sólidas o medio líquido sobre le capa sólida.Sin embargo, las pla

cas producidas por Junin.y Tacaribe no se ven afectadas por el agregado

de medio da crecimiento 199 a los 3 y'S dias después de le infección.

i)Presencia de rojo neutro : las placas resultaron muypoco visibles

cuando se agregó rojo neutro al medio sólido en al momentode cubrir las

células, como aeI también adicionándolo en une segunda capa delgada de

agar el dIa de lectura de las placas.Por ello se prefirió revelar las

placas fijando primero las células con formol y tiñendo luego con cria
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tal violeta.

En conclusión, el análisis de la influencia de los distintos factores

intervinientes en la titulación permitió establecer oue para la obtención

de placas, utilizando monocapasde células Vero crecidas en botellas de

9U cc de capacidad, se debe infectar con un volumennde virus de Ü.2-U.4

ml en medio cuyo pH puede variar entre 6,4-7.4; incubar e una temperatun

re constante de 379G; cubrir las células con 8 ml de medio nutritivo

conteniendo 5%de suero inactivedo de ternera y agar lavado en forma ada

cuede.Las cólulas deben estar en eu fase estacionaria de crecimiento el

momentode la infección (59).

ULïEHHINAcmg UE [IENTRUS INFECCIUSUB

La cantidad de centros infecciosos en cultivos de cólulas Vero-J se

midió de 1a siguiente manera 2 monocapaede células Vero-J se tripsine

ron, se lavaron las células dos veces con PES por centrifugación e fin

de eliminar todos los restos de tripsina y se resuspendieron finalmen

te en medio nutritivo, contóndose al número de células viables en una

cámara de Neubauer.Sa infectaron monocapas normales de células Uero con

diluciones decimales de dicha suspensión celular.0espués de dejar 2 hores

e 379G, se aqragó cuidadosamente agar nutritivo y 8 días más tarda se

contaron las placas comoen una titulación habitual, determinándose es!

el número de células formadores de placas en base al hecho de nue en es

te ceso una placa se origina a partir de una célula infectada producto

ra da virus.
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EVULUUIQHÍDE LA ACCION CITUPA1UGENICA

Para observar al tipo de leaionae producidas por el virus an las c6

lulae Vero sa infectaron células crecidas an tubos Leighton.A diferen

tes dias después da la infección aa fijaron y tiñeron las células con

MayGrünuald-Gismaa y se observaron al microscOpio óptico.

tSTUDIUS DE MUHFULÜGIA CELULAR

A fin de estudiar las alteraciones morfológicas qua presentaban las

celulas persiatantamants infectadas, se hicieron crecer an tubos Leighton

cultivos da células Varo, Vero-J y Vero-T nue luego fueron tañidoa con

MayGrünuald-Giemsa, observados a1 microeCOpio óptico y fotografiados.

ENSAYO 1).. ¿UIRALIZACIUN VIRAL

Se trabajó con suero inmune anti-virus Junin de origen humanocon

capacidad neutralizanta mayor de 4 logaritmoa.Dicho inmunosuero se inac

tivó por calentamiento a 569€ durante 30 minutos.Luego sa mazclaron uo

lúmenas iguales de inmunosuaro diluido 1:5 y diluciones decimales cra

cientes de la muestra de virus a ensayar.Estas mezclas sa incubaron a

379€ por 30 minutos.Simultánsamente se incubaron mezclas controles de

virus con suero normal.Luago sa inocularon monocapas de células Vero cra

cidas en tubos de ensayo con.U.2 ml da las muestras tratadas con inmuno

suero y las controles, usándose a tubos por dilución.Se hizo la observa

ción microscópica de la ACPhasta completar la titulación de ambas se

rias, calculandose los titulos da acuerdo a Head y Huench (55).Los re

sultados se expresaron como% de nautralización, haciendose el cociente



entre el titulo de la serie tratada con inmunoaueroy el titulo de la

seria control.

LNSAYU UL INILRFEHLNCIA

Células Vero crecidas en botellas de 30 cc de capacidad aa infecta

ron con.Ü.2 ml de sobrenadantes correspondientes a diferentes pasajes

de la linea Vero-J.Luego de una hora de adsorción a 37°C, se volcó el

inóculo, se laveron las monocepas con PBSy se reinfectaron con 0.2 m1

de virus estandar XJCl3 a una multiplicidad de l UFP/cálula.Después de

un.perfodo de una hora da adsorción a 37°C, se volcó el inóculo y sa

agregó medio de mantenimiento.Simultáneamente se infecteron cultivos

paralelos de células Vero con XJCl3 solamente o con sobrenadante de Va
ro-J.A las 24 horas se cesechó sobrenadante de todos los cultivos a fin

de titular la infectividad y determinar los rendimientos virales.El me

dio de mantenimiento se renovó con posterioridad ceda 2 dias, observán

dose la evolución de la ACPen los cultivos doble y simplemente infec

tados por el término de 15 dias.

CURVAS DE CHECIHIENTU CELULAR

Células Vero, Vero-J y Vero-T se hicieron crecer en medio 199 conte

niendo distintas concentraciones de suero.A distintos dias post-siembra

se tripsinaron dos cultivos de cada serie y las células resuspendidas

en l ml de medio se tiñeron.durente 15 minutos por agregado de 0.1 ml

de una solución acuosa al 0.5% de azul Tripan, colorante que permite di

ferenciar entre células vivas y células muertes.1ranecurrido ese tiempo,
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las células viables se contaron en una cámara de Neubauer.

TLCNICflS CITUuLflgIICAS

Para el ostudlo citoqenético de las líneas celulares Vero y Vero-T se

emplearon cultivos crecidos en botellas de 90 cc de capacidad.A las 24-48

horas de sembradas, se le agregó a cada botella U.3 ml de Una solución

l/lUU de colchicina, lncubándose luego a 379€ durante 30 minutoa.Transcu

rrido ese lapeo se tripsinaron las monocapascelulares e fin de obtener

las células en suspensión.Eetas se trataran luego con una solución hipo

tónica de ClK 0.53% durante 25 minutos a 37QC.Posteriormante, laa celulas

Fueron fijadas en una mezcla de metenol-ácido acético (1:3) durante 30 mi

nutos a 49€, con dos cambios de fijador.Sobre los extendidos en portaob

jetos se aplicaron las técnicas de coloración estandar con colorante de

Hiamea (para efectuar recuentos cromosómicos) y de bandeos G (60) y C(61).
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Las infecciones originadas por los virus Junín y Tecaribe en células

Vero presentan dos etapas marcadamente diferentes, de acuerdo al compor

tamiento del virus : una Fase inicial virulenta con producción de alto

título de virus acompañadade marcado efecto citOpático, y una etapa

posterior de recuperación celular en la que se establece la persistencia

viral (41).

En esta investigación se analizaron las características de la infec

ción primaria, en la que el virus se manifiesta en forma virulenta cum

pliendo un ciclo lItico, comopaso previo al estudio de la infección

crónica.

INFECCIUN PRIMARIA

I.APAHICIUN Y kUULUCIUN UE LA ACCIUN CITUPATÜGENICA.

Los virus Junin y Tacaribe multiplican en las células Vero originando

una marcada ACP.Para seguir la evolución de le misma, se infectaron‘cá

lulas Uero, crecidas en tubos de ensayo, a las 72 hores después de sem

bradas, con los virus Junin cepa XJCl3 y Taceribe e multiplicidadee de

infección que varieron en escala decimal desde 20 a 2x10“5 UFP/cálula.

Luego de una hora de adsorción e 379G, se retiró el inóculo de virus y

se agregó medio de mantenimiento.Loe cultivos Fueron incubados a 379€ y

observados al microscopio óptico diariamente por al término de 15 días

durante los cuales se renovó el medio de mantenimiento de los mismos ce
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da 2 dias.El grado de ACPse tabuló según.la escala que ee describe más

adelante.

Comose ve en le Figure l, el tiempo de aparición de la ACPdepende

de la dosis inicial de infección.Pere las dosis mayores de virus la ACP

comienza al dia 3, mientras que para los inóculoa más diluidos lo hace

l, 2 ó 3 dias más tards.Pare altas multiplicidedes la relación entre le

aparición de ACPy la dosis no es lineal, debido probablemente al fenó

menode eutointerfsrencia descrito para otros Arenavirus in-vitro (62) y

para virus Junín in-vivo (63) e in-vitro (64).La relación lineal entre

le concentración de virus usada para infectar y el día de aparición de

ACPrecién se establece para el virus Junín a partir de la multiplicidad

de 0.02 UFP/cél. en adelante, mientras que para el virus Tacaribe la li

nealidad comienza a partir de Ü.U02.

En las Figuras 2 y 3 se detallan el grado, evolución y duración de la

ACPsegún las diferentes multiplicidades de infección, para los virus Ju

nin y Tacaribe, rsspectivemente.La presencia de ACPtemprana se caracte

riza por la aparición de une cantidad regular de celulas en el sobrena

dants (grado l); e medida que transcurre le infección se observa una gran

cantidad de células en suspensión y sobre el tejido focos aislados de c6

lulas grenulosas y oscuras (grado 2); posteriormente todo el tejido está

formado por células redondas y se observen áreas de lisis donde falta la

monocapa(grado 3).Por último, sólo permanecen adheridas el vidrio algu

nas zonas constituidas por células oscuras (grado 4).Loe estadios en los

aus se produce la involución de 1a ACPse pueden asimilar a este grade

ción.
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Aparición de la acción citopatogénica en células Vero infectadas

con virus Junín o Tacaribe. en función de la quis infectante.
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FIGURA 3

Uradogl evolución de la ACPen células Vero infectadas con VirU_S_

Tacaribe a distintas multiglicidades.
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Se puede apreciar (Figura 2) que al mayor grado de ACPaparece en los

cultivos celulares infectados a baja multiplicidad (0.02), señalando nue

vamente la presencia de autointarferencia.A pesar de la gran destrucción

celular que afecta más del 90%del cultivo entre 6-7 días p.i., esta en

tra luego en una etapa de recuperación, ragenerándose la nonocapa y pro

duciéndose la involución de la ACPal cabo de 2-3 días.

Ll aspecto del tejido recuperado no es al normal ya que presenta acú

mulos de células oscuras, que quedaron adheridas al vidrio y a partir de

las cuales se reganeró el cultivo.La destrucción y recuperación celula

res ocurran simultáneamente en al mismocultivo; asI al octavo dia p.i.

(m : U.UU2)se observan grandes zones de lisis junto a otras áreas don

de le monocapase encuentra en recuperación.La recuperación celular se

produjo en las condiciones descritas para todas las multiplicidades an

sayedas.

Independientemente de la multiplicidad de infección y de la intensi

dad del efecto citopático, el período de tiempo entre la aparición del

mismo y la regeneración del cultivo es de 7 a lO días.

Consideraciones similares se pueden hacer para describir la evolución

de la ACPproducida por el virus Tacaribe (Figura 3), con una diferencia

significativa.tl período que transcurre entre la aparición y la involu

ción de la ACPes más corto, lo que se observa principalmente para las

multiplicidedes de 2 y 0.2 (6 días).Además, aún cuando por razones de

simplicidad las acciones citopáticas se graduaron con la mismaescala,

la infección con virus Tacaribe produce la destrucción de casi al 99%

de las células de la monocape.A pesar de esta mayor intensidad de ACP



que manifiesta el virus Tacaribe sobra las células Vero respecto de

XJCl3 , en todos los casos hay recuperación celular con regeneración
de la monocapa en pocos dies.

Ln la Fotoqrafia 1 se muestran los cultivos ds células Varo infecta

dos con diluciones decimales seriadas de virus Junin y teñidoa con

cristal violeta al 89 dia p.i.Se puede observar en los tubos infecta
-2dos con las diluciones 10-1 y lU de virus la recuperación casi total

del tejido, evidenciada por una densidad de color similar a la del te

jido inoculado con una diluciónlü.e , considerado en este ceso como

control; por el contrario, los cultivos infectados con las diluciones
-4 -5 -() -7 . . . “3

lU , lU , lU y lU muestran una ALP activa.En le diluc16n 10

se observan grandes zonas de lisis Junto a otras areas donde le densi

ood de coloración indica recuperación de la monocaps.Estas observacio

nes son coincidentes con los datos presentados en la Figura 2, aún

cuando hay que considerar que la gradación da la ACPes da carácter

subjetivo.
#47 _. FOTOGRAFIAl.Cultivos tafiidos

que muastran=el grado de ACP

1 .3 .‘ 3 del virus Junín para células0‘ Vero.La tinción: se realizó al
r dia 8 p.i.en tubos infectados

con diluciones crecientes de
virus.Diluc16n -l equivale a
una multiplicidad de 20.

\ .



FUTDGHAFIA2.Arriba : enfoque de una monocapa de células Varo
infectada con virus Ïacaribe (m : 0.02) y teñida al 69 día p.1.
Abajo : enfoque de una monocapade.células Vero sin.infactar,
mantendda an las mismas condiciones.
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En la Fotografía 2 se observen enfoques de una monocapa de cálulaa Ve

ro infectada con dilución 10-4 de virue Tecaribe (m:0.02) y una monocapa

normal mantenida paralelamente, teñidae ambae con colorante Giemsa.Se

puede ver el gran.efecto citopático desarrollado por el virua que produ

jo desprendimiento de la mayoria de las celulas, quedando adheridos al

vidrio solamente algunos acúmulos de eálulee alteredaa, alrededor de loa

cuales comenzará luego la regeneración del tejido.

Lae células que paean al eobrenadente por efecto de la infección son

células que ae adhieren al vidrio pero que han perdido la capacidad de

multipliceree cuando ae las reeiambre con medio de crecimiento fresco.

Los virus Junin y Tacaribe, por pasajea aeriadoa a trau‘a de celulas

vero, mantienen su capacidad infectante con producción de ACPtípica,

la que es neutralizable por inmunoeueroespecífico.

II,OBSERUACIUN NICRUSCUPICA UE LA ACCION CITOPATICA

Latas observaciones se hicieron en celulas crecidas en tubos Leighton

y teñioas con colorante MayGrünuald-Giemea, según ae explicó en Hate

rialea y Métodos.

Entre el tercer y noveno día después de la siembra, laa monocepae

normales de la linea Vero aparecen formedee por células poligonalea, e
longades, con núcleos pleomórficos que presentan un aolo nucleolo.En el

citoplasma ae observa discreta vacuolfzeción (Fotografías 3 y a).

Luego del undécimo dia de cultivo in-vitro, se observan multicepes

densas de células entrecruzadas junto con zonas donde laa c‘lulae pre

sentan un crecimiento paralelo (de igual orienteción)(FotografIa 5).
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FOTOGRAFIA Q
célulee Vero normelee z ee
pecto de le monoeepa el día
3 1n-v1t:o.ï1uc16n Hey Gran
ueld-Giemee (100;).

- C‘lulee Vero normeles z ae
pecto del crecimiento e los



‘.FÜTÜGRAFIA su .1 . -: r ,,
.J Ï51”' «. fi. _..' ‘-¿Ï _‘{¿aAapecto de lea c‘lulse Vero
‘ J”, . _" ,x_ ,' ‘ - 7' ‘normelee de ll dise in-vitro;

qfif/ ' - . ;"ïf“ .: N" e gerecimiento en multicapse
.b'; 14;)? ¡sg-con centros densos de epile_3' _miento mostrando orientacian

‘ entrecruzede.

Para hacer las observaciones citológicee de los cultivos infectados

se utilizó la cepa XJCl de virus Junín a una multiplicidad de 0.2.Es3

tos cultivos se estudiaron entre el tercer y undécimodía p.i., encon

trándose áreas focales netas de células picnóticae rodeadas de cílulas

normales.Esta destrucción celular se hace más evidente en los bordes de

la monocapa.Losnúcleos se presentan sncogidos con le cromatine altera

da (lisis) y cambios citoplásmicos consistentes en grsnuleción y extensa

vacuolización.5e observan cuerpos basófilos, polimorfos, de diversos ta

maños, distribuidos en todo sl citoplasma; los nucleolos son también muy

basófilos.Hay cantidad de detritus cromatInico en les áreas de destruc

ción celular lo que se hace más evidente al 79 día p.i.Lss áreas de li

sis son producidas por el desprendimiento de las celulas adheridas al

vidrio; sus bordes están formados por células picnóticea con la red cro

mstínice rodeando restos nuclsoleres (Fotografías 6, 7, B y 9).



FOTOGRAFIA 6
Eálulae Vero el día 3 p.i.
Se observan núcleos destruí
dos, encogidoe, los cito
plasmae extensamente vacun
lados y lisis cromatínice
(4001).

IUTUGHAFIA 7
Células Vero al día 4 p.1.
Se observa lisis de le cro
matina, formando acúmuloa;
vacuolización citopláemica
intensa, enormesnucleolos.
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FUTUGRAFIA B
Aspecto de las células Vero
luego de 11 días de infección
con virus Junínbüegeneración
vacuolante de la capa celu
lar; células picnóticaa.

FUÏUURAFIA 9
Borda de placa de destrucción
en células Varo a los ll días
p.i.;núclaos encogidos, encariorrexis.
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Las observaciones citolóqicas de la ACPde Tacaribe en células Vero

no ofrecen diferencias de inportancia respecto del Junin.

llI,PHUUUCUIUN DL PLACAS HMJU AGAR.

Los virus JunIn y Tacaribe originan placas bajo agar sobre monocapas

de células Vero (48).

Debido al prolongado periodo de incubación necesario pere el desa

rrollo de las placas por estos virus, es imprescindible realizar el en

sayo cumpliendo rigurosamente con una serie de condiciones que aseguren

la preservación de la monocapa durante 7 u B dias bajo egar.Como se des

cribe detalladamente en materiales y Métodos, los requisitos fundamenta

les oue deben cumplirse son :

a)falta de toxicidad del medio sólido conque se cubre la monocapece

lular;

b)temperatura constante de incubación;

c)utilización de las células en óptimo estado fisiológico y durante

la fase estacionaria de crecimiento.

En esas condiciones, se obtiene óptima preservación de les monocepas

luego de mantener bajo eqar el cultivo durante el tiempo necesario, co

mose revele por fijación y tinción con cristal violeta (Fotografia lÜ).

Las plecae de virus Junín aparecen al die 69 p.i., momentoen que son

muyturbies, penueñas y apenas distinguibles sobre el tejido (Fotogra

fia ll).Con el transcurso del tiempo van aumentando de tamaño y reaul

tan más nItidaa (Fotografia 12), ein variar au númerototal.

El virus Tacaribe produce placas similares (Fotografías 13 y 14), no
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eiendo poeible diferenciar un virue de otro por tamaño o morfología de

placas.

Ambosvirue, crecidas en cerebro de ratón lactante, producen une mez

cla de places líticee y turbios de alrededor de l mmde di‘metro.El te

meño mayor que alcanzan ee de 2 mmy se obtiene al 99 y 109 día p.1.

En le Fotografía 15 se ve un enfoque de place litice producida por el

virue Ïeceribe en células Vero r loe bordea no son netoe y el centro a

perece transparente; en le Fotografia 16 ee ve un enfoque de place tur

bie, que presente en su centro restos celulares adheridos eún el vidrio.

FUTÜGRAFIA 10
Tejido de células Vero ein
infectar, mantenidas en lee
condiciones deecritee pere
el eneeyo de places.



FOTOGRAFIA 11
Placas producidas por 1a ce
pa XJC].3 de ¡inuo Junín on

‘ c‘lulas Vero al día 6 p.1.

FOTOGRAFIA ¿g
Placas producidas por la co
pa XJCI de vinua Jumín en
células Vero al día a p.1.



FOTOGRAFIA 13
Placas pnoducidaa.por el vi
rus Tncaribo on c‘lulno Ve
ro a1 día 7 p.1.

FOTOGRAFIA L4
Placas producidas pon el vi
nua Tacaribe en.cálules Vo
ro al día 9 p.1.



FUTUGRAFIA L5
Enfoquede placa lítica ori
ginada por ol virus Tacari
be en c‘lulas Vero al día
g p.10

FOTOGRAFIA 19
Enfoque de placa turbia 0:1
ginada por el virus Tacari

(fifii. ha en células Hero al día
9 ¡3.1.

‘ C-(¡_'I‘- —
fs:"- 9* " ‘ l



Es de hacer notar que en las placas producidas por los eobrenadantee

de células Varo (crecidas en 15%de suero) infectadas con Junin o Teca

ribe se observa predominio del tipo lítico, mientras que los stocks

crecidas en cerebro de ratón o en la línea de cólulee Vero mantenida

con menos euero producen predominantemente placas turbiae.Sin embargo,

la morfología de placas ee muyvariable, dependiendo fundamentalmente

del estado en que se encuentra la monocapa al momentode le infección.

IU.CURUAS UE CRECIMIENTO VIRAL.

La producción de virus se investigó inoculando cólulae Vero en eu

subcultivo 86, 72 horae después de sembradas, con una multiplicidad de

0.2.Luego de l hora de adsorción a 37°C, se retiró el inóculo y loe cul

tivos se reincubaron a 379€ con medio de mantenimiento.Dieriamente ee

cosechó el eobrenadante que se centrifugó a baja velocidad para elimi

nar restos celulares y las muestras ee coneervaron e-709C hasta el mo

mento de su titulación por UFP.

En le Figura 4 se muestre la curva de crecimiento de virus Junin ex

tracelular junto con la evolución da la acción citopótica.5e observa que

el período de latencia es aproximadamente de 24 horas con un máximo

titulo de virus al tercer die p.i., aunque puede decirse que entre lee

días 2 y 4 hay una producción casi constante de virus, aproximadamente

106 UFP/ml.Luego estoe valores comienzan a declinar pero manteniéndose

la liberación continue de virus aún en el periodo de recuperación celu

lar comoaer al día 13 p.i.

En la Figura 5.se muestren las curvas de crecimiento extracelularee



y los gráficos de evolución de la ACPcorrespondientes el virus Tacari

be, a dos multiplicidadee de infección diferentes, 20 y 0.2.Le curva de

producción-del virus Tacariba en células Vero ee similar e la originada

por el virus Junin.Nuevamente aquí se pone de manifiesto el fenómeno de

autointerferencia que caracteriza las infecciones por Arenevirus ye que

hay una sensible diferencia en el rendimiento ds virus el variar le

multiplicidad.Pera el virus Taceribe ei título mínimocorrespondiente

s1 tercer día p.i. disminuyó 10 veces el aumentar 100 veces (de 0.2 e

20) 1a multiplicidad.

Tanto para Junín como para Tecaribe le producción de virue precede

en dos dIaa a 1a aparición de ACPy continúe aún cuando el tejido ha

comenzadoa regenerarse.Se inicie es! 1a etapa de pereietencie del vi

rue ein destrucción.celu1ar, después de una etapa virulsnta en que muy

pocas celulas sobreviven e la infección.



FIGURA 4

Gráfico comgarativo de la curva de crecimiento del Virus Junín gxac;31
z la evolución de la acción citogatóganica en-cálulaa Vero.
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FIGURA 5

Curvas de crecimiento z evolución de la ACPdel virus Tacaribo en

células Veroinfectadas a distintas multi licidades.
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IMFECCIÜN PERSISTENTE

l‘INFECCIÜNES PROQQEFAÜAS CQQ LOS VIHUS JUNIN W TACARIBE EN CULTIVOS

ESTACIONARIUS DE CELULAS VERÜ.

Al haber observado que durante la infección primaria la síntesis de

virus acompañaba tanto 1a etapa de destrucción delular comola da recu

peración (Figurae 4 y 5) sa consideró apropiado examinar las caracteris

ticas dal sistema durante un periodo de tiempo mas prolongado.Eate astu

dio se encaró teniendo en cuanta dos aspectos z la observación de las

variaciones morfológicas de los tejidos comoasí también la posibilidad

de nue los mismoscontinuasen produciendo particulas virales.

Con ase fin, se infectaron células Varo pasaje 86, crecidas an bote

llas de 90 cc de capacidad, an forma paralela con virus Tecaribe y Junín,

a una multiplicidad de U.2.Luego de dejar adsorber el virus 2 horaa, se

retiró el inóculo, se agregó medio da mantenimiento y se incubaron a

379C.EnFormasimilar se trataron controles celulares no infectadoa.Los

cultivoe se observaron al microscopio diariamente durante un periodo de

35 dias siquiándoaa la evolución-de la ACP.Cada48 horas se cambió el ma

dio de mantenimiento de los mismos, recogiendo en cada caso alícuotas de

los aobrenedantas, las cuales fueron despues titulados an células Vero

por UFP.Loa resultados obtenidos sa presentan en las Figuras 6 y 7.

Comosa observa en la Figura 6, las células infectadas con virus Taco

riba manifestaron una extensa ACPentre los días 3 y-12 p.i.Luego comen

26 la etapa de recuperación celular, la cual se completó en un lapso de

3 diaa.El tejido ys ragenarado volvió a producir ACPen forma espontánea
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al die 19 p.i. y esta ACPse mantuvo hasta el dia 33 p.i. en qua cemenzó

a observarse una nueva recupereción.Es decir, se presentaron ciclos de

producción ds ACPy regeneración, notóndoaa que sn al segundo ciclo la

ACPse prolongó por un lapso de tiempo mayor que an al primero.

Huboconstante liberación de virus a partir de las células infectadas

a lo largo de todo el experimento.Loe titulos de virus extracelular al

canzaron su valor máximo an los momentos en qua se manifestó gran-ACP,

siendo del orden de 106 UFP/ml para el primer pico da ACP(3 días p.i.)

y lUS'UFP/ml para el segundo (26 días p.i.).Durants laa etapas da regene

ración el tejido siguió produciendo virus infactante pero en menorcan

tidad, del orden de 103 UFP/ml.

Para las cólulas Vero infectadas con virus Junin (Figura 7) aa obser

varon.tres ciclos de ACP.Elprimero comenzóal día 3 p.i., alcanzando au

grado móximode ACPal 69 dia p.i.; luego disminuyó gradualmente hasta al

dia ll, en que al tejido estaba completamente recuperado.Sin embargo, en

el dIa 17 se produjo una nueva aparición de ACPcon destrucción celular

ous se prolongó hasta el dia 19, seguido por un breve periodo de recupe

ración hasta el dia 28 en que reapareció le ACP,para inician el tercer ci

clo.El virus se encontró presente en el eobrenadanta durante las sucesivas

etapas de lisis y repoblación, produciendo titulos del orden de 104 UFP/ml.

De igual forma nue en el cultivo infectado con virus Tacaribe el primer

ciclo ds ACPfue de más larga duración que los posteriores.

Los resultados de estas experiencias muestran que el establecimiento da

una infección prolongada con periodos cfclicoe de lisis y recuperación en

cultivos astacionarios de cólulee Vero mantenidos ein repicer ea-una ca

racterística comúna estos dos miembros del grupo Arenavirus.
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FIGURA 6

Producción de virus z ACPen un cultivo estacionario de células

Varo infectadas con virus Tacaribe.
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FIGURA 7

Producción de virus 1 ACPen.un cultivo estacionario de células

Vero infectadas con virus Jggín (¿JC131¿

dov 5331

v m N v
I I I ‘

d

N
M

d‘mz
VN

U

u u:._

ESEJN
._

-ao

\.<r
l A l l n
¿D E Q M N '- O

1w/dsn901 H

P.|.

DIAS



I N1 AC UN.Y NANÏEN MIENTO DE SUE INEIS.PER ISTENT NIE IHFECTADASo

Pera analizar loa dietintoe fectorae que regulen 1a coexietencia vi

rua celula en le infección pereietente, aa trató de iniciar aubiInaaa

crónicamente infectadas a partir de c‘iulee Vero recuperadea de ie in

fección primaria con virue Junin y Ïecaribe.Lae aublinaea ea aatahie

cieron repicendo cuitivoa que ee encontraban an 1a etapa de recupere

ción luego del primer ciclo de ACP,según lo daecrito en Haterialea y

Metodos. y aa denominaron Vero-J y Vero-T (Varo recuperedaa de 1a in

fección con Junin y ïeceaibe, reepactivemente).nebaa linaae aa aetudia

ron durante 70 peeajae in-vitro.

A¡-ALTLRACIUNES PRODUCIDAS EN.LA CELULA POR LA PRESENCIA gg; VQRUS.

Morfoiogja.

[nulos primeros peeaJee lee cílulea Vero-J y Vero-Í presentaron un.aa

pecto diferente el de laa células Vero.

Lee c‘lulae Vero aufren variacionea en eu morfología durante lea dia

tintae etapas del crecimiento.A laa 24-48 horae deapu‘a de aemhradee,

presentan une monocaperegular de celuiee poligoneiee de bordea oecuroe.

io que las hace perfectamente diferenciehlee una de otre.A lae 72 horaa,

laa c‘iulae comienzan e alergeree y ee orientan tomando une diepoeición

radial; el tejido evidencia una granlprolifaración celular, aiando muy

difícil distinguir une célula de otre.Peeedee lee 96 horaa comienzane

eperecer c‘luiee necróticee en le monocepay en el aobranadenta, depen

diendo eu número de los condicionee da cultivo (cnntided de c‘lulae eee
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bradas inicialmente, concentración de suero del medionutritivo, frecuen

cia de renovación del medio de mantenimiento, etc.).Aproximadamente al

89 dia se observan además acúmuloe o grupos de celulas redondas, oscuras.

Finalmente (lO-110 dia), el tejido presenta un aspecto totalmente degene

rado, con multicapae, puentes y entrecruzamientos (Fotografias 3, 4 y 5).

Las sublineae Vero-J y Vero-T presentan, en los primeros pasajes des

pués de la infección, células poligoneles, muycontrastadas sobre al vi

drio de la botella y granuladas, que no guardan la misma orientación que

ofrecen las células normales.A diferencia ds éstas, la monocapees muy

irregular, con pequeños acúmulos de células redondeadas ya a laa 24 ho

ras después de sembradas, como asimismo un número elevado de células en

suspensión.nl ir aumentando el número de rapiques, se fueron perdiendo

gradualmente estas características diferenciales y, por simple observa

ción al microscopio óptico, las células Vero-J y Vero-T resultaron inb

distinguibles de las Vero.

Para visualizar major el tipo de alteraciones morfológicas que pudo

haber ocasionado la presencia del virus en la célula crónicsmante infec

tada, se empleó la técnica de tinción.con MayGrünuald-Giemsa sobre c‘

lulas Vero-J y Vero-T, crecidas en tubos Laighton1 a las 72 horas dee

puás de sembradas.AsI se puso en evidencia 1a aparición de alrededor de

un 10%de células gigantes, multinuclsedae, que se observan originalmen

te an los cultivos de Vero pero en más baje proporción (2%).Dichas celu

las contienen numerososnucleolos, muybasófiloe e hipertróficos, de for

mes andmalas, con citOplaemas tenues y muy finamente vacuolados.Los nú

cleos es ubican en un polo de la célula, cercanos a la membranaplasmá
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tica.Eotao c‘lulao aparocnn rodeadas en algunas ocasiones por cíluleo cu

yos núcleos tienen aspectos alteradoa y oncogidoa, mientras qua ol rasta

del tejido presenta un aspecto normal (Fotografía: 17,'18, 19 y 20).

FOTOGRAFIA ¿7
Célula Vero-J t multinuclea
da, muybaaófila, numerosos
micronüclaoo, vacuoladoa
(400x).

FOTOGRAFIA ge
Células Moro-T (de 72 horas
in-vitro) l cílulea con nu
merosos nucloolos.
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FÜTÜGRAFIA 19
C‘iula Varo-J gigante, con
enorme nucleolo anúncio en
su forma y tinción (100:).

FOTOGRAFIA 20
' Campo do células Vero-J z

una cílula nultinucloada,
otra gigante y cerca una
célula on nitoais.
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La preaencia de eate conaiderabla proporción (10%) de cfilulae gigan

tea, multinucleoladae, ea registró en todee laa ohaervacionee realizadas

en cultivoa de Vero-J y Vero-T a lo largo de diferentee peeajee de las

doe euhlfneea, tanto en la etapa temprana comotardía de la infección

crónica.

Condicionee de crecimiento.

Con el fin de determinar el lee líneee Vero-J y Varo-T presentaban pa

ra eu crecimiento un requerimiento nutritivo aimiler a laa c‘lulae Vero

no infectadea, ea aetudiaron.lae curvae de multiplicación celular en pra

aancia de difarentee concentracionea de euero.

Pare ello, ae utilizaron cultivos de cílulae Varo-Ten el peaeJe 13,

Wero-J en el peeaje 20 y células Vero peaaje 109, loa que fueron incuba

doe a 3796 en medio 199 conteniendo 10, lS y 20%de euero inactiuado de

ternera, reepectivamente.Ceda 24 horas a partir del momentode eiembre

ae tripeineron dos botellas corraapondiantae a cada aarie, y lea c‘lulee

fueron raeuapandidae en.1 ml de medio al cual aa añadió 0.1 m1 de eolu

ción ecuoee de azul Tripan.Luego de dejar en contacto con el colorante

durante 15 minutos, lea cílulaa uiablea fueron contadae en una camera de

Neubauer.Loe detoa obtenidoa para lee tree lfneae ee van en laa Figurea

9, 10 y 11.

Previamente ae habían establecido laa condicionea óptimee pere la

preeervación de eetoe cultivos en cuanto e la frecuencia de renovación

del medio nutritivo.Eato ae determinó comparandolee curvae de crecimien

to celuler de doa eeriee de cultivoa de c‘lulee Vero, para una eiema con»
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centración de suero (15%); en un ceso ae renovó el medio de mantenimien

to al 49 y 7D dia después de le siembra mientras que en al otro no se

cambió al medio durante al tiempo que duró el ensayo (Figura B).Los da

tos correspondientes demuestran que pere la preservación de estos culti

vos es un requisito fundamental cambiar el medio de mantenimiento con

cierta frecuencia.Al no renovar los nutrientes ae produce la muerte ca

lular y destrucción del tejido en un lapso de lÜ dias.

Comose observa en los gráficos presentados en Figura 9, Figura lO y

Figura ll, las células Vero-J y Vero-T crecen a la mismavelocidad inde

pendientemente de la cancentración de suero del medio de cultivo e dife

rencia de las celulas Vero que en presencia de 10%de suero se mantienen

prácticamente en estado estacionario.

Esta diferencia en los requerimientos nutritivos de Vero-J, Vero-T y Ue

ro fue atenuándose a medida que aumentó el número de pasajes y especial

mente cuendo las celulas controles se sometieron a un ritmo intenso de mi

tosia por repiques cada 2 6 3 díae.Por encima del pasaje 140 de la linea

normal también se observó en las células Vero una independencia del creci

miento con el suero, dentro de los rangos probados (Figura 12).Eatos pa

recería indicar que la presencia del virus acelera un proceso que más tar

de ocurre en la célula normal excitada a una constante división.

Es de hacer notar due las células Vero-J y Vero-T se mantuvieron desde

los primeros repinues en 199 al 10%de suero, desarrollando óptimas mono

capas.Por el contrario, las células Vero debieran ser adaptadas poco e po

co a esa disminución de suero en el medio para crecer en buenas condicio

nes y aún cuando la Figura 12 muestra que por recuento en hemocitómetro la
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F IGURA 8

Influencia de la renovación de nutrientes sobre al crecimiento celular.
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FIGURA 9

Curvas de crecimiento de las células Vero gasaje 109 cultIVGdas en

grasencia de distintas concentraciones de suero de ternera.
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FIGURA 10

Cugvag ga crogimiento de las células Vero-J gasaje 20 cultivadas en

greaancia de distintas concentraciones de suero de ternera.
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FIGURA 11

Curvas de crecimiento de las células Vero-T gaaaje 13 cultivadas en

Eresencia de distintas concentraciones de suero de ternera.
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FIGURA 12

Curvas de gracimianto de las células Vero Encaje 140 cultivadas en

Ereaencia da distintas concentraciones de suero de ternera.

L 4

POSI-SHJWBRA

CIF)

U)d6

CN

O
o‘
OI

:Í .‘_

¡ n n
o m d m N O¡

muy-lau uvm‘laa GVGISNBO



-63

densidad celular resulta similar, la observación microscópica indicó que

en lb» de suero se obtienen mejores monocapas de Vero que con 10%.

Uebe destacarse que esta línea normal de células Vero no pudo ser a

daptada a crecer con menores concentraciones de suero (del orden del 5%)

comosucede con la linea que se usó para las titulaciones rutinariae de

virus y las empleadas por otros autores (48)(59).

Estos datos sugieren due de alguna manera la presencia del virus fa

cilita el crecimiento celular aún cuandoresulte difícil la explicación

de este efecto.

Caracteristicas citogenéticas.

A Fin de establecer si se origina alguna alteración a nivel de los cro

mosomascelulares como consecuencia de 1a presencia crónica del genoma

viral dentro de la célula, se analizaron las características citogenéti

cas de la aublínea Vero-T comparativamente con 1a línea normal Vero.

En primer término, se efectuaron recuentos cromosómicos en 100 células

correspondientes a cada línea.El rango de aneuploidía en ambas líneas Vero

y Vero-T oscila entre 32 y 105, con un pico difuso de números modales en

tre 48-54.Sobrs 25 cariotipos confeccionados para cada linea celular se

encontró que la distribución de cromosomassegún Ruzicse y.Hsu (65), quie

nes los clasifican en metacéntricos, submetacántricos y subterminales,

muestra en ambas líneas diferencias de célula a célula (aún en aquellas

metafases con el mismo número de cromosomas) como puede observarse en la

Tabla 4 lo que señala la presencia de un gran polimorfismo ceriotípico.
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TABLA 4

Cariotigoa de lU células de las líneas Vero y Varo-T a distribución

de cromosomas.

Línea N9 cromosomas N9 modal

N SM ST

10 27 15 52

17 16 20 53

14 39 12 51

18 20 13 51

Vero 10 15 19 52

12 15 1? 44

13 17 13 43

13 16 8 37

8 19 lU 37

ll 14 7 32

23 17 13 53

24 20 10 54

14 28 12 54

13 22 18 53

Mero-T 10 20 18 48

12 25 11 48

15 14 11 40

ll IB 10 39

9 23 7 39

12 18 9 39

m : Metacéntrico; SMs Submatacántrico; ST a Subterminal.



La aplicación de laa técnicas da bandao cromoaómico G y C permitió una

major caracterización da laa células Varo normalaa y crónicamanta infecta

daa.La gran.variabilidad da cariotipos presentas tanto an Varo comoen Va

ro-T hizo muycomplejo al estudio comparativo por bandao G.Las Fotografías

21 y 22 ilustran un-cariotipo bandaado G de una matafaaa da cada una da

laa líneas, mostrdndoaa an cuadro separado loa marcadores presentas an ca

da cálula.
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FOTOGRAFIA 21
Cariotipo por bandao
G de una célula Varo
normal con sus mar
cadoras.
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. , FUTUGRAFIA 22A ' i ‘ 9 Cariotipo por bandao G
| ¿ 3 a ' 6 de una célula Vero-T

J con sus marcadores.
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Aunque rara vez se encuentran simultáneamente, todos los cromosomas apa

recen con mayor o menor frecuencia en ambas líneas celulares.Tanto la lí

nea Vero como la Vero-T presentan los mismos cromosomas marcadores detec

tables por bandeo G.Lstos marcadores se.han denominado M1 , M2 , ns , M4 ,

Ms , M6 y 025.Ln 1a Fotografía 23 se muestran apareados el marcador co

rrespondiente a la línea normal y a la línea persistentemente infectada,

observándose que presentan idéntico patrón de bandeo.



FOTOGRAFIA 23
D Marcadores cromosó

' micos por bendeo G
\‘ en células Vero y
‘ Vero-T.

luna-NIII

‘l|llío

Dada la mayor claridad de la técnica de bandeo C.que ainplifica 1a ob

servación de los bloquea heterocromáticoa, se analizaron los cariotipoe

de Vero y Varo-T por ese método.Se encontró en ambas líneas 1a mayoría de

10a marcadores descritos por Bianchi (66), a saber : M1 , SI'I1 , SM2,

SPI3 , ST1 y 025.Ademáe de éstos, aparecen dos nuevos marcadores que se

denominaron-SMu y U'.tstos B marcadores detectados por bandeo C se pre

sentan en 1a Fotografía 24.
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FOTOGRAFIA 24
Marcadores cromosómicos

¡ por bandeo C en una cá
. . g i ‘ lula Vero.\¡ . .

SMV M1 5M1 smz SM; sr 0'“n

\
3’] .2.‘kl N' ‘,I ¡»g .‘'x' l\\i’ ¡ C

s " J '
l .

SMVes un cromosoma submetacántrico, de tamaño mayor que todos loe ero;

moeomaedel orupo H de células diploidee de mono verde africano (65) mien

tras oue D' es un pequeño cromosoma subterminal muy semejante en tamaño e

025 pero oue no presenta contricción secundaria marcada; se halla presente
en el 70%de las metafeses analizadas de'Vero y Uero-T.Le presencia de es

tos dos nuevos marcadores no descritos anteriormente para la línea Vero

puede atribuirse a las diferentes condiciones de cultivo empleadas para

mantener las células.
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Le identidad de marcadores G y C de las líneas Vero y Varo-T registra

da a través de esta estudio citogenético indica que, a pesar de la pra

sencia crónica del virus, no se producen alteraciones en la cantidad, dis

tribución y morfología de los cromosomascelulares.

Resistencia frente s la reinfiggción con virus homólogo.

Una propiedad nue presentan los cultivos celulares persistentementa in

fectados con virus Junin (41)(51) u otros miembros del grupo Arenavirua

(36)(37) es su resistencia a la sobreinfección con virus homólogo.

Se demostró oua esta propiedad también la presentan las células Vero-J

y Uero-T.Para ello, cultiVOs de células Vero-J en distintos pasajes fueron

infectados con virus Junin, cepa XJL‘l3, a diferentes multiplicidades, a
saber : Varo-J pasaje a (m z U.04); Vero-J pasaje 20 (m : 0.2, 20 y 0.002)

y Vero-J pasaje 34 (m : 0.2 y U.U2).Estos cultivos se observaron diariamen

te por un lapso de 2U dias.tn ningún caso se registró la aparición de ACP

típica de Junín, aún cuando los controles correspondientes llevados a cabo

en células Vero resultaron positivos.flsimismo, la titulación simultánea

por Formación de placas de un mismo stock de virus Junin en células Vero-J

y Vero, resultó en una eficiencia de plaqueo para la línea crónicamente in

fectada < 5x10'7 (Tabla 5).

Las células Vero-J fueron también totalmente resistentes a le acción del

virus Tacaribe, antigénicamente relacionado con Junín (Tabla S).

L1 mismotipo de respuesta frente a la infección con el virus parental

produjo la sublínea Vero-T.Ln los distintos pasajes en que se probó su sen

sibilidad al virus Tacaribe los resultados obtenidos fueron negativos (fa
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bla 5).

“fABLA 5

MMM Vero-JYVero-Talainfección
exágenoe.

Virus Título an Eficiencia de plaqueo
Varo Vero-3 Vero-T vero-3 Varo-T

. . 3 . 3 ,P0110 4.5xlÜ 5.bx1U - 1.22 

3 3NDU 8.7X10 2.8xlU - 0.52 

. 7 7 BUbV 1.1xlU 5.4xlU 1.]xlU 4.90 15

. . 3 3baramplón 6.8x10 7.2xlU - 1.05 

6 . 7Herpes 2.7x1U - 1.6XLÜ - 5.90

. . 8 7bindbls 8.5xlU - 8.5xlÜ - 0.1

- - 8 < -8 . Iacarlbe 1.Ux10 <5 < 5 <5x10 <5x10

Junín 7.5xlu7 <5 - <6x1lJ-e —
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Suscegtibilidad frente a le infección con virus heterólogos.

Con ei objeto de determinar si la resistencia observada a la reinfec

ción con virus homólogo ee extendía también a otros virus no pertene—

cientes al grupo Arena, se tituló simultáneamente una amplia game de vi

rus e AUNy ARN, cuyo origen se detalla en Materiales y Métodos, en c6

iulas Vero, Vero-J y Vero-T.

Unevez realizadas las titulaciones de todos los stocks, se calculó

ia eficiencia de plaqueo relativa para cada uno comoel cociente entre

los títulos obtenidos en le linea Vero-J o Vero-T y en le línea Vero pa

ra un mismovirus.Los resultados de estos experimentos (Tabla 5) muestren

que las células persistentemente infectadas son tanto o más susceptibles

oue las celulas normales a los virus no relacionados con Junin o Tacari

De.

La eficiencia de planueo de los virus Polio y Sarampión se similar en

ambas líneas.Con NDVy Sindbis hay una pequeña reducción en los títulos

obtenidos en las lineas persistentes respecto de la linea normal, mien

tras oue con Herpes y VSVse nota una mayor sensibilidad en las células

previamente infectadas con Junin o Tacaribe.

Asimismose observaron diferencias en las características de las pla

cas originadas por algunos de estos virus en Vero-J y Vero.El virus de ea

rampión produjo en las células Vero-J dos tipos de placas : unes líticas,

peoueñes y otras de mayor tamaño, con centro lítico y un halo turbio el

rededor.En las células Vero solamente se obtuvieron places liticas, pun

tuales.Por su parte, el virus de estomatitis vesicular originó en las cá
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lulas Vero-J placas de mayor tamaño y nitidez que en.las células Vero.

El notorio aumento observado en la sensibilidad de las líneas Vero-J y

Varo-T frente al virus de estomatitis vesicular indujo e estudiar con ma

yor detalle la propagación de este virus en las células Vero y Vero-J a

fin de establecer ei la mayor susceptibilidad se correspondía con une ma

yor eficiencia de multiplicación.ton ase Fin, ee determinaron las curvas

de crecimiento de USUen Vero-J y en Vero, tanto de virus extracelular

comointracelular.Cultivos de células Vero pasaje lll y Vero-J pasaje 14

de 72 horas in-vitro se infectaron con VSVe una m de U.UUS.Luego de 2

horas de adsorción, se decantó el inóculo, y se lavaron las monocapas con

PHSpara eliminar el virus no adsorbido.Se agregó medio de mantenimiento

y se inCUbaron los cultivos a 379€.A distintos intervalos de tiempo ee

cosecharon los sobrenedantes de 2 botellas infectadas de cada serie y se

conservaron a -7UQC.Las monocapas celulares sa lavaron una vez con PBS,

se les agregó l ml de medio y se congelaron y descongelaron dos veces con

el fin da liberar el virus intracelular.Los sobrenadantes y los extractos

intracelulares fueron titulados en células Vero por el método de formación

de placas, las que se revelaron a las 72 horas p.i.Las curvas de creci

miento obtenidas se presentan en la figura l3.

Se observa que no hay diferencias en cuanto a la duración del período

de latencia y el momentoen nue se alcanzan los máximos títulos en Vero y

Vero-J.Lo nue sI diferencia a la línea psrsistentemente infectada con Ju

nfn de la linea normal es la cantidad de virus producida, pues hay aproxi

madamente un logaritmo más de virus en el extracelular de Vero-J respecto

de Vero.
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Se ha descrito en infecciones mixtas con diferentes virus que poseen

envoltura la formación de mezclas fenotipicas durante el proceso de ma

duración, an la membranaplasmática de la celula huésped.Eatos viriones,

llamados "paaudotipos", formados por los antígenos de envoltura de un

virus y el genoma del otro, nan sido demostrados para SUS(virus simie

no 5) y VSV (67), para virus tumorales aviarios o murinos a ARNy VSV

(BU), Herpes simplex y USV (69) y para al virus Fowl plague y USV (7D),

entre otros.Este Fenómenode formación de pseudotipos podria quizás

explicar el aumento en la producción de virus que se logra cuando al

VSVcrece en una célula que está persistentements infectada con el vi

rus JunincA fin de probar esta posibilidad ae hicieron tratamientos del

virus da estomatitia vesicular crecido en células Vero y an celulas Ve

ro-J (en distintos pasajes ds la línea crónica) con suero hiparinmuns

anti-Junin1 llevándose a cabo la reacción de nautralización comose

describe en Materiales y Métodos.La observación microscópica de los cul

tivos infectadoa en cada reacción se siguió durante 7 dies registrándo

se el porcentaje de neutralización de los efectos citopaticos de VSVpor

el suero anti-Junín.

El VSUcrecido en celulas Vero-J ofrece la particularidad de ser par

cialmente neutralizado por inmunosueroespecífico anti-virus Junin (Te

bla 6).La fracción de la progenie nautralizada varia aparentemente en

función de las cantidades relativas de ambosvirus presentes el momento

de la sobrainfección con USU.nsI vemos que al aumentar la multiplicidad

de USVy el número de pasajes de la línea Vero-J disminuya el porcentaje

de virus nsutralizado.En coincidencia con estaa observaciones, Záveda (71)



TABLA 6

Neutralización gor inmunoauero anti-Junín.de la grogenia de VSV

ggoducida en células Vero 1 Vero-J.

Virus Suero ¡[tula Neutralización
DICTSU/ml %

U5V(Vero) Normal 1.6)(106
m:3x10"4

. . 6Ant1-Junín- 1.6x10 Ü

VSU(VerD-J 6) Normal 2.3x1U6
m:3xlU-4

Anti-Junint 2.3x104 99

VSM(Varo-Jb5) Normal 8.7x1U7
m:5x10'3

. . 7Antl-Junín 8.7xlU U

USV(Vero-369) Normal 1.5xlUb
m:1x10_3

Anti-Junín 4.2x105 72

ha descrito para la infección mixta con otros virus que se requiere una
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relación óptima entre las multiplicidedes de ambosvirus para que se pro

duzca la formación de pseudotipoa, siendo siempre necesaria una mayor

concentración del virus que va a formar le envoltura de la partícula res

pecto de aquél que constituye el genoma.tn el sistema Vero-J-USU, al au

mentar el número de pasajes de la linea habría una menor disponibilidad

en alguna forma de los antígenos del virus Junin, lo que determinaria me

nor chance de formación de pseudotipos.Ls detección de este tipo ds vi

riones de VSUcon aparente envoltura, parcial o total, de virus Junín

explicaría el aumentode susceptibilidad de la linea crónicamsnte infec

tada, a través de la formación de una mezcla fenotipica entre ambos vi

rus.

Los experimentos descritos que muestran la alta susceptibilidad de las

líneas Vero-f y Vero-J al virus de estomatitis vesicular y otros virus,

sumamentesensibles a la acción del interferón, permiten descartar la po

sibilidad de que la presencia de este agente inhibidor en los sobrsnadan

tes de los cultivos, fuera responsable de la regulación de la infección

persistente comoocurre en otros sistemas virus-célula (72)(73).Asimismo,

es sabido que la línea Vero es considerada no productora de interferón.a

consecuencia da la infección viral (74).

Proporción de centros infecciosos .

La proporción de células productoras de virus an cultivos da Vero-J se

determinó plaeueando una suspensión de las mismas sobre monocapaa de c6

lulaa Vero.Estos ensayos, efectuados en los pasajes 3 y 15 de la línea

crónica, indicaron que solamente entre Ü.ÜA—0.1%ds las células persisten



tamente infectadas esteban efectivamente liberando a1 medio partículas inb

fectiVas de virus Junin.Es decir, se necesita plaquear de 1000 e 4000 cá

iulas Vero-J para obtener una placa.

Lvidentemente es muybajo el porcentaje de células donde se cumple el

ciclo completo de multiplicación vira1.Ln este aspecto la infección per

sistente no se diferencia mayormentede la infección primaria en la cual

se ha encontrado un 3%de centros infecciosos (75), valor más elevado que

el que se registra en la línea Vero-J, pero de todos modosbastante bajo

e indicativo de una muypobre eficiencia en las infecciones con virus

Junín.Ln les infecciones persistentes con virus LEMen celulas RHK,Pfeu

y col. (3?) encuentran valores muyelevados de centros infecciosos sl

comenzar le infección : 90%a las 2 generaciones p.i.; pero con al trans

curso del tiempo no pueden detectar células productoras de virue.Por el

contrario, Stanmick y Kirk (38) tienen, para el mismo sistema BHK-LCHun

valor de centros infecciosos due oscila entre 6-l2% a lo largo de toda la

infección persistente, presentando este último caso mayoressimilitudes

con la linea Vero-J.

A pesar de cue más del 99.9% de las células Vero-J no están producien

do virue completo en forma activa, los cultivos resultan totalmente re

fractarios a la reinfección con virus Junín, tal comose describiera an

teriormente.0ado que esta resistencia es específica y no se manifiesta

contra virus heterólogos puede descartarse que se deba a la presencia de

algún agente inhibidor entiviral en el medio.Por lo tanto, es de suponer

due , de alguna forma, el genomaviral o parte de ¿1 persiste en la c6

lula sin llegar a replicarse eficientemente y originar viriones comple



tos, pero interfiriendo con la replicación del virus Junín reinfectante.

Ue no ser asi, las celulas que no producen virus deberían ser susceptibles

e este y permitirían su replicación con producción de efectos citopáticos.

Ll 0.1% de la población celular oue se comporta comocentros infectivos

es responsable de le producción del virus que se detecta en el sobrenadan

te de los cultivos a traves de los distintos pasajes.

Bl-PRUPIEDADES DEL VIRQÉÍRECUPEHADÜ DE LAS CELULAS PERSISÏENTEMENTE INFEC

TAUAS.

En diferentes etapas de la infección persistente se probó la liberación

espontánea de virus al extracelular a partir de los cultivos crónicamente

infectados, para luego comparar las propiedades del virus recuperado con

las de la cepa parentsl.La caracterización-del virus persistente se hizo

fundamentalmente con la cepa recuperada s partir de la línea Vero-J.

Preparación de stocks en cultivo de tejido del virus recuperado del

cultivo persistente.

A fin de caracterizar las propiedades del virus recuperado de la infec

ción persistente y establecer la diferencia que pudiere presentar respecto

del XJCl3 parental se decidió preparar stocks de ambos en forma paralela
en cultivos de células Uero.

Para ello, primero se buscó determinar el momentoóptimo de cosecha del

stock de virus persistente.5e inocularon menocapasde células Vero con so

brenadsnte concentrado de Vero-J pasaje 3.Luego de la adsorción se agregó

medio de mantenimiento y se tomaron alícuotss a distintos días p.i., para
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ser tituladas por formación de placas en células Vero.Üe este modose esta

bleció Quolos mayores títulos de virus infeccioso se producen entre el 69

y 60 día p.i. (Tabla 7) y se decidió preparar una buena cantidad de stock

de virus en céluláe Vero, recogiendo el sobrenadante al dIa 6 p.i. y deno

minándolo VJ-3.En forma similar se preparó un stock con aobrenadante prove

niente de Vero-J pasaje 26 (VJ-26) y con virus XJCJ.3estandar.

TABLA 7

Üu¿tiglicación en células Uero gg} virus aislado de Vero-J gaaaje 3.

UIa p.i. Título
UFP/ml

2 3.5x102

a 2.7x10“

ó 2.bx1U5

u 2.7x105

ucción ¿gprs cultivo de teing.

a)Formación de placas : e fin de determinar el grado de producción de
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virus infeccioso a partir de las células persistentemente infectadas, se

procedió a le titulación da los sobrenedantes de células Vero-J, a medida

que éstas eran repicadas; es decir, en el momentode pasar las células,

cada 3 6 4 dies, se tomaron alicuotas del extracelular oue lueqo eran ti

tuladas mediante la técnica de formación de placas, descrita en Materia

les y métodos.Los datos nue se obtuvierOn se presentan en la Fiqura la.

Los resultados mostraron due las células Vero-J son capaces de produ

cir virus aún después de haher sufrido 3D pasajes y más de 100 días de

vida post-infección in-vitro, lo que prueba la persistencia productiva de

le infección.Esta liberación de virus infectante no es continua sino cf

clica, ya que mientras en algunos pasajes no se ha podido detectar virus,

en otros se encuentra de 1 a 3 loq del mism0.Los rendimientos siempre

permanecieron por debajo de los valores alcanzados en la infección prima

ria citocidica de las células Vero con virus Junin (Figura 4).

Lsta caracteristica productiva de la infección persistente diferencia

notoriamente a esta linea celular crónicamente infectada con virus Junin

de otras similares descritas en la bibliografia en que no puede detectar

se virus en sobrenadante mediante ninguna técnica (41) o sólo puede ais

larsa virus por inoculación in-vjvo da ratones lactantes (42).Tambi6n la

linea Vero-J resulta más eficiente productora de virus infeccioso que los

cultivos crónicos descritos con virus Parana (39), LCM(36)(37) y Pichin

de (AU), miembros todos del qrupo Arenavirus.

Caracteristicas similares en Cuanto a su capacidad de liberar al ex

tracalular particulas virales infecciosas, detectables por Formaciónde

placas, presentó la línea Vero-T, en los pasajes en oue fueron titulados
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los aobrenedentea da los cultivos.

Ln varios sistemas crónicamsnte infectados el Virus que ae recupera de

la infección persistente presente variaciones en las características de

las placas que produce en cultivo de tejido, respecto de la cepa original.

Por lo general, se ha encontrado disminución de tamaño y aumento de la ni

tidez de las placas (76)(77).Las partículas virales presentes en los so

brensdantes de las líneas Vero-J y Vero-1 originaron dos tipos de pla

cas : unas pequeñas (U.2 mmde diámetro) líticas, y otros de mayor tama

ño (0.5-1 mm)y más turbias.En algunas titulaciones sólo había un tipo de

placas (las lIticas), pero este hecho no guardó ninguna relación con el

número de pesaje celular.tn consecuencia, puede afirmarse que no aa obser

ve ninguna alteración importante en la morfología de la placa originada

por al virus persistente respecto de la cepa parental.

o)Producc16n de efectos citogáticos : simultáneamente con le titulación

por placas, se hizo en algunos pasajes la observación microscópica de apa

rición de ACPen cultivo.Para ello, se infectaron monocapasde células Va

ro con U.2 ml de la muestre a ensayar y luego del período de adsorción de

2 horas se agregó medio líquido de mantenimiento.Los cultivos ee incubaron

e 379G y se observaron al microsc0pio óptico por un lapso de lO días.

Se encontró (Tabla Ü) una correspondencia entre el titulo obtenido por

placas y le observación directa de efectos citopáticos.Estos Fueron simi

lares a los producidos por al virus estandar, capa XJCl3 : en una primera
etapa, la ACPse manifestaba como focos de células necróticaa que luego

proliferaban y se diseminaban por toda la monocapa, ocurriendo posterior
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mente un notable desprendimiento celular.

TABLA 8

Acción citopatoqénica en cultivo q; tejido del virus liberado do

células Varo-J.

*
Pasaje Multiplicidad Título Grado de ACP

celular de infección UFP/ml

-62 <2x1U <5 0

3 4x10"b 1.55x102 2

5 2x10'4 0.7Üxlü2 2

.-5zu <2xlU <5 U

_ -5
2° 2x1u 2o 1

i
Urado de ACPobservado al día 8 p.i.

A pesar de haberse detectado virus en los sobrenadantes de células Ve

ro-J y Vero-T tanto por formación de placas como por observación de ACPy

por inoculación intracerebral de ratones lactantes, en ningún momentohu

bo ACPespontánea en los cultivos que presentaron aspecto similar al de



las células normales.tsto probablemente se debe a que los bajos niveles de

Virus infectivo producidos en las líneas (2 unidades logaritmicas) no en

cuentran en el cultivo células susceptibles para prOpegarse tal comoocu

rre cuando se reinfectan las monocapas de Vero-J o Vero-T con virus homó

lodo.

La naturaleza de los afectos citopáticos ocasionados por el virus re

cuperado de la infección persistente no sufrió alteraciones por pasajes

seriadas del mismoen células Vero.Ln la Tabla 9 se presentan los resul

tedos obtenidos durante b pasajes sucesivos en células Vero del virus ori

qinalmente aislado a partir del sobrenadante de un cultivo de células Ue

ro-J pesaje 3, al au día después de sembradas.0icno sobrenadante tenía un

título de 1.belU2 “FP/ml (Figura 14) y se inoculó concentrado sobre una

monocapa de células Vero, lo due equivale e una multiplicidad de Andu.5

UFP/cél.fll bg día p.i. se cosechó el sobrenadante del cultivo infectado;

una alícuota se tituló por formación de placas, con otra se infectó un nue

vo cultivo de Vero (sequndo pasaje) y el resto se guardó a -7UQc,AsI se

procedió durante b pasajes sucesivos.

La experiencia muestra que a través de los diferentes eubcultivos el vi

rus persistente retuvo su capacidad de producir en la célula alteraciones

citopáticas típicas del virus Junín oriqinal.Además, permite cemprohar 1a

influencia nue ejerce 1a multiplicidad de infección inicial sobre la efi

ciencia de la multiplicación viral, tal comoee había descrito en la lnh

facción primaria con XJL‘l3estandar.AsI se observa que en el primer y ter

cer pasaje del virus persistente por células Vero a multiplicidades rela

tivamente bajas (del orden de lU-b UFP/cél.) se obtienen rendimientos ma



2
yores nue cuando se inoculen.7xlü- UFP/cál. (segundo pasaje).

TABLA 9

Pasajes seriadas en células Vero del virus recuEerado de 1a línea

Vero-J gesaje 3.

* **
N9 pasaje en Multiplicidad Día de ACPel día lítulo
cál.Vero de infección. cosecha de cosecha UFP/ml

2
u - 4 U 1.6110

1 4x1u'5 6- 1 1.7x10b

2 7x1u'2 6 2 2.8x102

3 6x10‘5 5 o 2.2x103

a hau"3 s 2 2.9x104

-3 55 1x10 5 2 1.7x10

i
Grado de ACPregistrado de acuerdo e la escala descrita ante
riormente.
*
Título del stock correspondiente a1 día en que se cosechó
para cada ceso.
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c)1nfeggioneg prolongadas 2 el virus VJ-3 produjo en las células Vero

que dieron origen a las líneas crónicas aquí estudiadas infecciones pro

longadas con las mismascaracterísticas que los virus Junín y Tacaribe.n

través del estudio de la evolución de la ACPproducida por VJ-3 inoculado

en Vero a una m : G.005 ae observen ciclos alternados de efectos citopá

ticos y recuperación celular.Como se observa en la Figura 15, durante un

lapso de 25 días se deearrollaron dos ciclos de ACP: el primero comenzó

al día 6 p.i., extendiéndose hasta el día lU; luego hubo una etapa de re

generación de la monocapa celular hasta el dIa 15 p.l. en que comenzó el

segundo ciclo de ACP, que del mismo modo oue en la infección con virus

xJL‘l3 estandar (Figura 7) fue de menor duración que el primero.A partir
del día 20 se registró una nueva recuperación del tejido celular hasta el

dIa 25 en que ee dio por terminada la experiencia.

De este modo, se puede concluir que el virus recuperado de la infección

persistente mantiene las mismascaracterísticas de la cepa original en lo

referente a su acción sobre cultivos de células Uero.AsI, produce lee al

teraciones citopatolóqicas típicas de la infección primaria con virus Ju

nín o Tacaribe, incluyendo la formación de placas bajo agar, y es capaz

de establecer infecciones prolongadas en cultivos mantenidos en condicio

nes estacionarias que registren etapas cIclicae de lisis y recuperación

celular.

Patogenicidad para ratón lactante.

Ll estudio de los virus recuperados a partir de infecciones persisten

tes reveló en muchoscasos atenuación en la virulencia de los mismosras
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pacto de la capa parental lnicial.Por ejemplo, an cultivos da células Ha

La paraistantamante infectados con virus Coxsackia A-9 (78) y en infec

clonas crónicas con Herpes simplax (79) sa ha demostrado que el virus ais

lado ara manosvirulanto para ratón qua la capa original.A fin de estable

cer si sa daba esa posibilidad an al sistema Varo-J, sa estudió la patoga

nicidad para al ratón lactante del virus recuperado an algunos subcultivoa

de la línea.

TABLA lU

Patoganicidad para ratón lactante del virus liberado de células Varo-J.

i
Pasaje Título Morbilidad Mortalidad
celular UFP/ml % %

.25 6.7xlü lÜU BB

14 N.H. 13 13

2U <5 43 29

43 N,H, lUÜ 78

*
Títulos laIdoa an células Varo al 89 día p.i.
N,H. = No hecho.

Para las experiencias cua se muestran en la Tabla lU aa inocularon lo
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tes de B ratones da 24-48 horas por vía intracerebral con 0.02 ml c/u do

sobranadante concentrado de células Vero-J de diferentes pasajes.Se obser

vó le sintomatología desarrollada por los animales durante un período de

2U dfas.En todos los casos se registra concomitancie entre el título obte

nido in-vitro por placas y la mortalidad para ratón in-vivo : al sobrena

dante de Vero-J pasaje h oue presenta partículas infectives detectablas

por placas, al ser inoculado en ratón produce morbilidad y mortalidad da

los animales, mientras oua en el sobrenadante de Varo-J pasaje 20 no se

detecta virus por ninguno de los dos métodos.En una etapa más avanzada de

la infección crónica (pasaje 43, equivalente a lbó dias in-vitro p.i.) se

mantiene aún la presencia de virus patógeno para ratón lactante.

Neutralizacidn del virus liberado.

La identidad del agente recuperado a partir de la línea Vero-J fue con

firmada comovirus Junin por neutralización especifica con inmunosuero an

ti-JunIn de oriqen humano, de una capacidad neutralizante mayor de 4 loga

ritmoe.La reacción de nautralización se llevó a cabo comose describe en

Materiales y Métodos, empleando UJ-3.Luego de efectuado el tratamiento con

suero normal y suero inmune, se titularon las dos series por ACPen tubos

de celulas Uero.59 hizo la observación microscópica durante 12 días hasta

completar la titulación, registrándose neutralización total da los efec

tos citopáticos típicos de Junín en los tubos inoculados con UJ-3 pratra

tado con inmunosuero.
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Crecimiento del virus VJ-3 en células Varo a diferentes temperaturas.

Ln algunos sistemas celulares se ha demostrado que la persistencia vi

ral está relacionada con la selecciónde mutantes del virus parental sensi

bles a la temperatura (25).tstas mutantes no multiplican a altas tempera

turas (38-4398, según el virus), pero si lo hacen a temperaturas oue os

cilan alrededor de 329€ y su selección a través de los rapioues en detri

mento del virus estandar, permite el mantenimiento de la infección en

Forms latente sin nue haya destrucción celular.

Ante la posibilidad de que en el sistema células Vero-virus Junin Ocu

rríese un fenómenosimilar, sa decidió estudiar en particular le capaci

dad del virus recuperado de la sublfnea Vero-J de multiplicar e diferen

tes temperaturas, en comparación con X3613.
Todas las titulaciones que se llevaron e cabo hasta este momentode

materiales provenientes de Vero-J o Vero-T se efectuaron a 3?9C.Asimismo

eee es la temperatura de incubación habitual para crecimiento y manteni

miento de los cultivos crónicamente infectados y normales.Por lo tanto,

resultaba evidente que no representaba una temperature restrictiva para

al crecimiento del virus persistents.Esto se comprobómás fehacientemen

te infectando cuatro cultivos de células Vero con virus VJ-3 e incuban

do, luego de la adsorción transcurrida a 379G, la mitad de los cultivos

a 37°C y los otros dos a una temperatura menor (339€), que es la tempera

tura usualmente óptima para las mutantes te conocidas de la mayoría de

los virus.Al día 6 p.i. se cosechó sobrenadante de ambasseries de culti

vos y sa tituleron, encontrándose que el rendimiento a partir da los cul



tivos incubadoe a 37°C fue de 4.9x105 UFP/ml mientras que los incubadoe a

33°C produjeron-5.00.05 UFP/ml.Estos valores confirmaron que la capacidad

de crecimiento de VJ-S en cultivo e 33 y 379€ era prácticamente similar.

Por lo tanto, se probaron mayores temperaturas para poder visualizar

alguna variación entre VJ-3 y XJCl .Le temperature más elevada que permi3

tiesa multiplicación del virus estandar y un buen mantenimiento de los

cultivos de células Vero resultó ser 399€.

En una primera experiencia, ee comparó le cinética de crecimiento de

VJ-3 y XJC13 estandar a 33 y 399€.Honocapes de células Vero crecidas en

tubos de ensayo se infecteron con UJ-3 ó X'JCl3a una multiplicidad de in
fección de 0.006 y 0.02 respectivemente.Después de una hora de adsorción e

379€, se volcó al inóculo y se laveron las monocapas con PBS, agregóndose

luego l ml de medio de mantenimiento a cada tubo.La mitad de los cultivos

se incubó a 339G y la otra mitad a 399C.A distintos tiempos p.i. sa de

terminó la cantidad de virus extracelular en los cultivos de las diferen

tes series, tomandouna alícuota del aobrenadante.Todas las titulaciones

ae efectuaron a 379C.Las curvas de crecimiento de ambos virus ee presentan

en la Figura 16.

La curva de crecimiento del virus estandar x3013 a 339€ fue muy pareci

da a la obtenida a 33°C, aunque el máximo titulo a 339G (leU4 DICTSU/ml)

fue levemente mayor que el correspondiente a 399G (3.2x104 DICTSU/ml), pe

ro dicha diferencia de valores cae dentro del error del métodode titula

ción,Para UJ-S, en primer lugar, los rendimientos respecto de X3613son
menores debido a la menormultiplicidad utilizada.Por otra parte, las cur
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vaa de crecimiento de VJ-3 a 33 y 399G eon muy diferentes.A 330€, la pro

ducción de virus aumentó gradualmente e partir da lee 24 horae p.i., al

canzando el 49 dia un valor de 5x103 DICTSD/ml.A39°C, loa rendimientos

eon muybajoe : no ee detecta virus hasta el tercer die p.i., momentoen

que ae alcanze el mismovalor que e 339€ ee consigue en el primer die p.i.

Al día a hay una disminución en el rendimiento de virue e 399€ mayor del

99%respecto de 339:.

Loa datos de le Figura 16 sugirieron Fuertemanta que el virus recupera

do de lee células peraistentemante infectadas era tarmosenaible.

La producción de variantes de virua Junín termoeeneiblee en su capaci

dad de replicar sobre células cultivadas in-vitro no fue un evento due o

currió aieladementa en le línea Vero-3.En efecto, comoee muestre en la

Table ll, en diferentes pasajes de la linea crónicamente infectada ae

probó la multiplicación del virus recuperado a la temperatura permisiva y

no parmisiva.flonocapaa de células Vero fueron infectadee con 0.4 ml c/u

de aobrenedentae de la eublfnee Vero-J corraSpondiantea a loa paeajee 3,

15 y zo, y virus Junín estandar, inoculándoee cuatro cultivos con cada

material a una multiplicidad aproximada de JxlU-4.Deepuíe de una hora de

adsorción a 379€, los cultivos se lavaron, ee lee agregó medio de mante

nimiento y ee dividieron en dos eeriae que ea incubaron e 33 y 39°C ree

pectivamente.Al 49 die p.i. ae coaacharon loa eobrenedantee que fueron

titulados a fin de determinar el rendimiento de virus en ceda caao.

Tanto la observación directa de la ACPproducida por cada muestra como

la determinación del rendimiento viral obtenido a lee 96 hores confirmó
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TABLA 11

ficiencia de re licación a-33 399G de sobrenadantes de cultivos

de células Vero-J comgarado con ch13.

lnóculo Temperatura de Replicacidn.en células Vera
*

incubación. ACPal Rendimiento Relación

69 día DICTSO/ml 39/339c

3
Vero-J 3 33 1- 5.0x10

39 - 1.6x101 3.2x10'3

Vero-J 15 33 *’ 2.3x103

39 - 1.2xm1 5.0x10’3

Varo-J 26 33 - 5.0x102

39 - 1.1:101 2.2nm“2

XJC13(ast.) 33 + 5.0)(104

4
39 + 2.3x10 0.46

'I'

Rendimientos al 49 día p.i., por titulación en células Vero.



la termosensibilidsd del virus persistente (Tabla 11).Todos los eobranaden

tes de la línea Mero-J inoculados produjeron efecto citOpático detectsble

solamente a 339€.Asimismo, la eficiencia de replicación e 399G(rendimien

to el 49 día a 399C/rendimiento a 339G) resultó siempre menor de 10-2,

mientras que con X3013estandar la relación 39/33 alcanzó a 0.46.
Estas experiencias indicaron que la selección de variantes termosansi

blas a consecuencia de la infección persistente no era un suento al azar

y resultaba factible asignar a la evolución de este tipo de mutantes un rol

importante en el mantenimiento de la infección crónica.

Inectiveciép térmica.

Ademasde la capacidad del virus recuperado de la infección persistente

de multiplicar e distintas temperaturas, se estudió la inactivación in-vi

tro del mismo por efecto del calor en comparación con la cepa salvaje

XJC13.Dseste modose buscó establecer si la replicación marcadamente redu
cida del virus persistente a 39°C estaba relacionada con una menorestabi

lidad termica de la partícula viral, provocada por alguna alteración de

las proteínas estructurales del virión.

Para determinar la termoestabilided de ambosvirus, ee prepararon dilu

ciones V10 de los stocks de UJ-3 y XLJCl3en PBS.Diches diluciones se frac

cionaron en volúmenes de 1 ml en tubos de hsmólieia, los que aa calenta

r0n en baño de agua termoetatizado durante 60 minutos a diversas tempera

turas entre 37 y 509C.Luegode enfriarlas en hielo, las nuestras se inocu

laron para ser tituladas por ACPen tubos de células Vero.Loe porcentajes

de actividad infecciosa remanente en cada muestra luego del tratamiento
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por calor se calcularon en Función de los cocientes del título de cede

muestre y el título del control que se mantuvo 60 minutos an hielo.

,, . título de la muestra calentede x 100
h actividad remanente=-ÉfÉaï3—EEE-Eggï;3ï—------'

Los resultados que ae muestran en la Figura 17 evidencian que VJ-S re

sulta más lábil al calor que la cepa original de virus Junín utilizada

para iniciar la infección peroietente.AsI a 379€, la infectividad de

XJCl3 se mantiene inalterada mientras que VJ-3 pierde un 90%de eu ce

pacidad infecciosa; a 43 y 469€ se mantiene esta diferencia entre uno y

otro virus ya que VJ-3 retiene 5.5% y 3.2% de su infectividad y XJC13,

22 y 9.2%, respactivemente.Despuás de 60 minutos de calentamiento e 509€

se manifiesta más notoriamente la distinta termolabilided de ambosvi

rus puesto que mientras XJC13mantiene aún 1%de su infectivided origi
nel, el virus persistente ha sido totalmente inactivedo no pudiendo da

tecterse ninguna partícula infecciosa a través de la titulación.

El siguiente experimento consistió en le determinación de la cinética

de inactivación térmica a 379C.Diluciones V10 de UJ-S y X3813 ae incuba

ron e 379G en baño de agua, tomándose muestres de ceda uno a distintos

intervalos de tiempo.Cada muestra se tituló por ACPen células Varo y

ee graficó para cede virus el porcentaje de actividad recuperada (calcu

lado en forme similar que en les experiencias de le Figure l7) en fun

ción del tiempo de calentamiento.Como se mueetra en la Figura 18, la in

fectividad de VJ-3 se inactiva más rápidamente que la de XJCl3 y, al fi

nal de la experiencia, luego de 4 horas de calentamiento, XJCl mantiene3

afin 15%de le infectividad original mientras que VJ-3 sólo retiene el 2%
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de su capacidad infecciosa.

Loa datos de las dos experiencias que se grafican en las Figuras 17 y

lB ponen de manifiesto la mayor inestabilidad térmica dal virus que per

siste en-laa células Vero-J respecto da la cepa parantal.Esto permite con

cluIr que le termosensibilidad de le variante viral seleccionada durante le

infección persistente se debe a la alteración de algún componenteestructu

ral del virión.

Interferencia con la replicación del virus estandar.

En numerosasinfecciones persistentes establecidas an cultivo de tejido

con diferentes virus animales se ha comprobadola presencia de particulas

defectivas intarferentes (DI), asignándolas a las mismasun rol preponde

rante en el establecimiento y regulación de la infección crónica (23).El

comportamiento de ies Partículas DI ha sido estudiado a fondo con aquellos

virus que mejor fueron caracterizados en su aspecto bioquímico comoson

VSV(GU), Sindbis (81) y Polio (82).Ls propiedad esencial de estos virus

defactivos es su capacidad da interferir específicamente con la replica

ción intracelular del virus homólogono dafectivo.

Aunoualas caracteristicas de las partículas DI an el grupo Arenevirus

no están perfectamente establecidas aún por las dificultades que se presen

ten para su purificación, los trabajos realizados por Pfsu y col. con los

virus LCM(37), Parana (39) y Pichinde (40) permiten confirmar su existen

cia en los sobrenedsntas de células paraistentemante infectadas con dichos

virua.A consecuencia de ello se he postulado que la regulación de la infec

ción con los Aranavirus se produce por la síntesis de particulas defecti
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vas (83).

Iambión se ha descrito la producción de actividad intarfersnte con las

propiedades liticas del virus estandar en.sobrensdantes de una sublínea de

células Vero crónicamente infectadas con virus Junin (42) mientras que en

otra sublinea similar no se ha podido detectar ningún tipo de interferen

cia con la cepa parental (41).En base a estos resultados se intentó asta

blecer si las partículas DI representaban.algún factor determinante de la

infección en ls sublInea Vero-J.

Honocapas de células Vero normales crecidas en botellas de 30 cc de ca

pacidad se infectaron con 0.2 ml de sobrenadante aislado a partir de los

pasajes 3, a y 20 de la línea Vero-J.Luego de l hora de adsorción a 3700

se retiró al inóculo y las células se lavaron.dos veces con.PBS.Despuóe

del segundo lavado, todos los cultivos previamente infectados con sobrena

dante de Varo-J fueron descargados con 0.2 ml de virus Junin, cepa XJCI3
a una m de l.Ln forma paralela se infectaron cultivos controles no trata

dos con sobrenadante de Vero-J.Despuós de l hora de adsorción a 370€, se

lavaron las monocapse y ee agregó medio da mantenimiento, incubóndose las

botellas a 372C.Alas 24 horas p.i. se cosechó sobrenadante de todas las

botellas a Fin de medir el rendimiento de virus Junín en cada caso (Tahla

12) y se observó la evolución de la ACPdurante lb dias (Figura 19).

Se eligió dar el desafio con virus estandar una hora despuós del trata

miento con el sobrenadants de los cultivos crónicos tomando en cuenta los

estudios realizados con Parana y LEM(39) en los que se determinó que la

actividad interferante es mós pronunciada cuando ss da el challenge dan

tro de las 4 horas de tratamiento con el virus DI.
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FIGURA 19

Evolución de la ACPen cultivos Breviamente inoculados con sobrenadanias

de la línea Vero-J x luego descargados con virus XJCl estandar.—_r 3.————_
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TABLA 12

Determinación de actividad interferente en los sobrenadentee de le___—_—_.——————————-———————————-—

¿i222_!2¿2:2o

Material preinoculado Desafío con Rendimiento e las 24 he

x3c13 UFP/ml

Sobrenedante VJ-s sí 6.91103

n No lÜ

Sobrenedante VJ-a SI 6.6x.103

u No (55

Sebrenedante VJ-ZÜ SI 5.5:(10:5

" Na < 5

Medio mantenimiento sI 6.1x103

" No <( 5

Loe resultados de estas experiencias indican claramente que no se re
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qistre en los eobrenadantas de la línea Varo-J ningún tipo de actividad in

tarferante con al virus estandar, tanto en la producción de ACPcomo en el

grado da multiplicación viral.En afecto, al perfil da ACPque produce al

virus Junín an las células Varo pretratadaa con sebrenedante da Varo-J es

similar al que sa desarrolla en células Vero sin pretratar (Figura 19).Ea

te comportamientodel virus Junín se manifiesta tanto ai el pretratamiento

aa realize con.sobrenedantaa de Vero-J an los que se detectan UFPcomo ea

al correspondiente al pesaje 3 (Figura 14) y qua por lo tanto son capaces

de producir ACP, como con aquellas pasajes (4 y 2U) en los que no se puede

detectar virus infeccioso por placas ni originan efectos citOpóticna.

El único resultado llamativo que sa presenta en la infección mixta es

la supresión de los afectos citOpáticos de UJ-S, que se manifiestan entre

los lU-ld días p.i.Cuando sa da la descarga con X3613 , a alta m, esta vi
rus ejerce su actividad lítica sobre las células en forma similar qua en

los controles y anula aparentemente los efectos citopáticos de VJ-3.

En la Table 12 se observa que tampoco hay ninguna inhibición.an.los ren

dimientos de virus estandar por el pretratamiento con los tres sobranedan

tes probados, respecto del control hecho con medio de mantanimiento.En to

dos los casos los titulos a laa 24 horas después de la infección con

XJCl3 oscilan entre 5.5 y 6.9)(103 UFP/ml, cayendo laa variaciones dentro
del error del mátodo.Nuevamentese observa la falte de actividad interfe

ranta con la replicación del virus estandar en aquellos sobranadantes que

producen virus a las 24 horas (pasaje 3 : lU UFP/ml) como en loa que no

producen partículas infactivae (pasaje 4 y 20).

Aunoueno se han detectado a través de estos ensayos partículas inter
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farantes, no puede descartarse totalmente su presencia en los cultivos

Varo-J, ya que puedan encontrarse en niveles muybajos que resulten inde

tactablas para la sensibilidad de la técnica empleade.Paro de todos mo

dos, estos resultados sugieren oue al rol de las particulas DI en la re

gulación de la infección persistente de Vero-J es muypoco trascendente,

en contraposición e lo que se ha encontrado en otras investigaciones con

Arenavirus.

C.-FACTÜRES AMBIENTALES UUE AFECTA! LA RELACIQE VIRUS-CELULA.

La evolución de una infección viral no depende únicamente de la inter

acción directa de la partícula da virus con su célula huésped, sino que

está condicionada por un gran número de factores ambientales que influyen

sobre al sistema.Eete concepto es válido tanto para infecciones estableci

das en células cultivadas in-vitro comoen animales.

Ln.el caso particular da las células Varo crónicamante infectadas con

los virus Junin y Tecaribe se estudió ls influencia de diferentes condi

ciones.de mantenimiento de los cultivos (temperature de incubación, fre

cuencia da subcultivos, adición de células susceptibles, etc) sobre las

caracteristicas de la relación virus-célula establecida.

Efecto gg la temperatura de incubación.

Los resultados descritos anteriormente que demostraron le selección de

una variante da virus termosensibla durante la infección crónica, señala

ron le posibilidad de que una variación de la temperatura de incubación de

los cultivos altarase las caracteristicas de las lineas parsistontamento
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infectedas.En varios ejemplos descritos en la bibliografía ocurre que al

incubar las células crónicamente infectadas s le temperatura parmieiva pa

ra la mutante, se desarrollan notarios afectos citop‘ticos habiendo mayor

producción de virus que e 3790 (30)(3l), mientras que a la temperatura

restrictiva se registra menorproducción de virus, llegando a veces e cu

rarse los cultivos de la infección.En consecuencia, ee decidió estudiar

el efecto de la temperatura de incubación de los cultivos de células Va

ro-J sobre la capacidad productora de virus de la sublinea.

Previamente, se determinó la viabilidad y capacidad de multiplicación

de las células Vero-J a temperaturas menores de 37EC.Psre ello, se hicie

ron paralelamente dos curVas de crecimiento celular : s 339G(temperatura

óptima de le variante ts aislada e partir de la línea) y a 370C.Adistin

tos días después de sembradas se tripsinaron células Vero-J pasaje 20,

incubadas a 33 6 379C.Se hizo el recuento celular en dos cultivos de cada

serie, presentándose los datos obtenidos en la Figura 20.

Las células Vero-J crecen más lentamente a 339€, hay un.retraso en el

tiempo de duplicación celular y se requiere más tiempo para formarse le

monocapa.Morfológicementeel aspecto de los cultivos es prácticamente si

milar a 33 y 3790.Hecián después de varios dias empieza a haber un mayor

agrupemiento en las células mantenidas a menor temperatura, con forme

ción de acúmulos de células redondas y oscuras, fenómeno que también pre

sentan las células Vero normales cuando son mantenidas por mucho tiempo s

339G.

A fin de observar el efecto de la temperature de incubación sobre la

relación virus-célula se tripsinaron y sembraroncélulas vero-J 20, pro
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cedióndoee e incuberles e 33, 37 6 39°C desde al momentode le siembra.tada

serie se repicó semanalmente y ee observó el microscopio 6pt1co.Deepuáe de

3 pasajes continuados a 33°C, no se notaron diferencias entre las cálulee

mantenidas e ese temperature y lee incubadae e 3790 : en ningún caso hubo

ACP.L0mismo puede afirmarse respecto de las células Vero-J incubadae e

390C.Ademíe, se tituleron por el método de places alícuotae de los sobrena

dentes coeechedoe a las 48 horas después del segundo repique a cada tempe

rature (Table 13).

TABLA 13

Efecto de la temgeratura de incubación sobre la liberación de virus

infeccioso a gentir de células Vero-J.

Temperature de Título del extracelular
preincubaclón a las 48 hores

gc UFP/ml

. 333 1.28x10

37 4.32x102

239 3.lleD

Hay una mayor producción espontánea de virus infeccioso a partir de

las células crónicamente infectadas cuando éstas son incubades a tempera
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turaa mae bajes (339€).A 3990 hay disminución en ls producción da virus

pero ea obeerva que igualmente, aunque en menor proporción, hay libera

ción de virua a partir de laa células Vero-3.Este comportamiento dual pro

bablemente se deba al hecho de que junto con las particulas que son termo

sensibles los cultivos pereiatantemante infectados producen una cierta

cantidad de partículas de virus estandar nue mantienen las propiedades de

le cepa original.

Efecto del metabolismo celular.

La liberación espontánea de virus a partir de le lines Vero-J dependa

del tiempo transcurrido después del repique, lo que se comprobómediante

el siguiente experimento a células Varo-J pasaje 3 fueron tripainadae y

sembradas en botellas de 90 cc de capacidad con medio 199 de crecimiento

conteniendo 10%da suero de ternera inactivado.Los cultivos se incubaron

e 3790 por B dias, renovándolee el medio de mantenimiento al tercer y

sexto dia poet-repique.A los dias 2, 3, 4, 6 y 8 posteriores el repioue

ee tomaron alicuotee del eobrenadante de dos botellas, conservfindolae a

-TUQChaata el momentode su titulación por formación de p1acas.Simult€

neamente, las células de esos dos cultivos fueron tripsinadas, y resue

pendidas en 1 ml de medio da mantenimiento al que ee añadió una gota de

solución acuosa de azul Tripan.Luego de 15 minutos, las células viables

ee contaron en une cámara de Meubauer, determinando de eee manera al n6

mero total de células por cultivo.Loe datos obtenidos se presentan an le

Figura 21.

Ei rendimiento de virus infeccioso aumenta a medida que aumenta el nó

mero de células, que van formando una monocepa confluente (72-96 horas).
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F IGUHA 21

Liberacigg de virus a gartir de cultivos Vero-J a distintos días

desguás de 1a siembra de células.
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Entre los 4-6 dias post-siembra hay une fese estacionaria en le producción

de virus, mientras que las células ee encuentran en plena fase logaritmice

de crecimiento.Luego del 69 die, ee produce nuevamente un aumento en la

producción de virus, que coincide con una renovación de los nutrientes el

dfe 6.Sin embargo, en.eea etapa ye las células han comenzadoe decliner

en su crecimiento.Esto implicaría oue no es imprescindible para le produc

ción de virus un estado metabólicemente activo de le célula, ya oue la en

trede de este en le fase estacionaria no disminuye le eficiencia producti

ve del sistema.

Este fenómeno también se observó en le línea Uero-T.En el pasaje 7 de

dicha linea se tituleron por formación de placas alícuotee de los sobrena

dentes el dle 19, 39 y 79 poet-repiqus, efectuándoee simult‘neemente el re

cuento de c61ulee.Como se destaca en le Table 14 el dIe 79 post-siembra el

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

que el tercer día.

TABLA 14

Producción de virus e partir gg Vero-T7.

Día post-repioue N9 cál./cultivo TItulo(UFP/ml)

1 5.6¡105 5.4xlU2

3 2.5x106 2.3x103

7 4.7x106 3.8x105
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Si se compara el titulo que se obtiene al 69 die despues del repique de

Vero-J pasaje 3 (1.8x102 UFP/ml) con el correspondiente al tercer dia des

pués del repiqua de Vero-J 4 (< 5), lo que equivale a cultivos con el mis

mo número de dias in-vitro pero con un repique más en el último caen (pase

je 4) mientras que Vero-J 3 se mantiene sin rspicar, nuevamente se pone an

evidencia que en condiciones sstacionarias ds cultivo hay mayor-producción

continua de virus a partir de las lineas persiatantemante infectedae.Eeto

también se manifestó al iniciar la sublfnaa Vero-J s el dia 18 p.i. comen

zó e rspicarse comose detalla en Materiales y Métodos un cultivo recupe

rado de la infección primaria con virus Junín.En el segundo pasaje (24

dise p.i.) no se detecta virus, al tercer masaje (27 dies p.i.) es detec

tan dos logaritmos y nuevamente el cuarto pasaje (30 dias p.i.) no hay

producción viral, no reniatrándose en ningún subcultivo ACPespontánea en

le línea (Figura la).Por su parte, el cultivo mantenidoen condiciones ee

tacionariss (sin repicar) produce a los 19 y 26 dias p.i. 4 unidades lo

garitmicas de virus Junin-y hasta el dia 30 manifiesta efectos citOpéticoe

ciclicue (Fiqura 7).Ee decir, al cultivo inoculedo que se mantiene sin ra

picar produce virus en niveles más elevados que le linea crónicsmente in

fectada que se subcultiua cada 3 6 4 dias.

Todos estos resultados señalen que no parece haber une sincronización

entre la multiplicación viral y la multiplicación celular ya que aquélla

alcanza mayores niveles cuando la célula entra en un estado estacionario de

crecimiento.

Efecto del agregado de células sensibles.
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El cocultivo de células persistentemente infectadas con celulas suscep

tibles al virus que originó la infección persistentes es un métodogeneralv

manta empleado con éxito para rescatar al virus presenta en la infección

crónica (84).El agregado da células sensibles brinda un huésped adecuado

para la replicación del virus que se libera a partir de la pequeñacanti

dad de células productoras presentas en el cultivo.En esos casos, comose

ha postulado para la infección crónica con virus Junin (42), la mayoría

de las celulas del cultivo oue rodean a la productora serian resistentes

a la infección.y el afecto lItico del virus liberado sólo se observa si

ee edicionan células normales susceptibles.

Ll cocultivo de células Varo-J con celulas Vero normales se realizó, co

mo se describe en Materiales y Métodos, sembrando cantidades iguales de em

boa tipos da c61ulas.Los cocultivos fueron observados diariamente el micros

c0pio óptico durante a dias, presentando las monocapascelulares un aspecto

totalmente normal respecto de los controles de cultivos simplescNo se re

gistró ninguna alteración citopática por el agregado de las células sensi

blee.A laa 24 y 48 horas de sembrados los cocultivos se determinó la can

tidad de virus presenta en al sobrenadante y el intracelular, en forma pa

ralela con cultivos de células Vero-J del mismopasaje que las empleadas

para el cultivo mixto.A pasar de no haberse manifestado ningún efecto cito

pátioo, las células Vero-J cocultivadas con células Varo susceptibles exhi

bieron una producción significativamente aumentada de virue.Asi se observa

en la Tabla 15 que el titulo da virus a las 24 horas an al sobrenadante da

los cocultivos supera an l log al producido por células Vero-J sin coculti

ver, diferencia nue se mantuvoa las 48 horas.Por su parte, los extractos

celulares de Varo-J registran titulos del orden de 102 UFP/mlmientras que



en los cultivos mixtos e las 24 horas hay 1.39x104 UFP/ml y a les au horas,

4.35xlU4 UFP/ml, ea decir un significativo aumento de 2 logaritmos.

TABLA 15

Producción de virus a partir de cggyltivos qe célula; Vero y Vero-J.

Cultivos celulares Material Infectividad(UfP/ml)
* i

24 ha. 48 hs.

Eocultivos eobrenadante 1.54x103 5.4x103

Vero-Uero-J
4 4extracto celular 1.39x10 4.35x10

Células Vero-J sobrenadante 1.10x102 4.35x102

extracto celular N.H. 7.50x102

l
Horas después de sembrados los cultivos simples de Vero-J
y los cultivos mixtos Vero-Vero-J.
N,H. : No hecho.

Ue esta forme, en le línea Vero-J se comprueba que el agregado de c6

lulas sensibles active le replicación del virus liberado a partir del be

jo porcentaje de células productoras de partículas virales que se habían

manifestado anteriormente comocentros infecciosos (0.1%).Mediente el agre

gado de celulas Vero se aumenta el número de huéspedes susceptibles al vi

rus espontáneamente producido en la infección persistente.
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DISCUSION

Durante las infecciones de células nero con los virus Junín y Tacari

be se distinguanudos fases marcadamentediferentes.La etapa inicial viru

lenta se caracteriza por una notable acción citopetógena, abundante dee

trucción celular y producción de altos titulos de virua.La aparición,

intensidad y duración.de esta fase está directamente relacionada con la

multiplicidad de infección (Figures 1, 2 y 3).Le aparición de ls ACPae

más tardía cuando se usen multiplicidadea de infección.menoraa, demoran

do también an igual medida en establecerse la recuperación.Cuando se i

nocula virus concentrado, el grado de ACPalcanzado no ee superior a 2.

Este fenómenoevidencia la presencia de particulas interferentas an loa

stocks de virus uaedos.La concentración:del componenteinterfarente sa

rIa menor que la del virue estandar ya que ae logra el míximo de ACPdi

luyendo el stock original.La existencia de partículas interferentae en

los stocks de Aranavirus ha sido demostrada in-vivo a in-vitro y tambi‘n

ae las ha relacionado con el fenómenode persistencia viral (83).

La acción citopática mássignificativa que se desarrolle en esta eta

pa virulenta, según lo observado por tinción de las células con May

Grünuald-Giemsa, es la lisis cromatínica y la extensa vacuolización del

citoplasma en el que también ea observan cuerpos basófilos polimorfoa.

Estas observaciones están de acuerdo con las alteraciones descritas en

estudios citoquimicos y morfológicos de 1a infección primaria de células

Varo con virus Junin llevados a cebo anteriormente (85)(86).

En los cultivos da células Uero infectados a una multiplicidad de 0.2
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despuós de la primera semana p.i. se encuentra que coexisten grandes óre

as de lisis cen zonas donde las cólulae presentan abundantes mitosis.A

medida que transcurren los dias, le repoblación celular se hace más evi

dente, disminuyendogradualmente la producción de virus extracelular.Esta

es la segunda etapa de le infección que se caracteriza por la acción mo

derada del virus soore las células, estableciéndose una relación no cito

cIdica que lleva a la persistencia viral.La estabilidad de estos cultivos

infectados es bastante precaria ya que a partir de la primera recupera

ción del tejido, se suceden etapas da aparición de nuevas alteraciones

citOpóticas seguidas de periodos de regeneración celular.La observación

por el término de 35 dias de cultivos infectados con los virus Junín y

1acaribe permitió registrar la aparición de estos ciclos de lisis y repo

blación celular (figuras 6 y 7).A medida que transcurren estos ciclos,

el período comprendido entre la destrucción celular y le repoblación ae

acorta.La actividad metabólica del huésped influye en la aparición de

esta Formade infección cíclica ya que cuando se establecieron sublineas

de células persistentemente infectadas (Vero-J y Vero-T) que se subculti

varon cada 3 ó 4 dias y, por lo tanto, se mantuvieron en un estado meta

uólico activo, no se observó lisis celular an ningún momento.Simultánea

mente, en los cultivos inoculados que se mantienen sin repicar hay cons

tante liberación de virus al sobrenadante aún en las etapas de regenera

ción celular, detectándose titulos del orden de 103-104 UFP/ml.Enlas

líneas crónicamente infectadas que se repican en Formaperiódica se re

qistran niveles sensiblemente menoresde producción viral.Eeto indicaria

que la fase virulenta del virus se manifiesta preferentemente cuando
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las c‘lulas se hallan en estado sstacionerio.Por el contrario, le per

sistencia se estebleceríe en células metabólicamenteactivas.

El estudio de la fase de persistencia de los virus Juním.y Tacaribe

in-vitro comprendeel análisis de las propiedades de las células cróni

camente infectadas en relación a las células normales y la caracteriza

ción del virus recuperado de le infección persistente respecto de la

cepa parental que dió origen a 1a infección.

Las alteraciones producidas por ls presencia crónica del virus en el

huésped merecen especial consideración.Em general, no se observan alte

raciones morfológicas y/o de requerimientos nutritivos en cultivos per

sistentes originados por distintos virus.Sin-embargo, en las células Ve

ro-J y Vero-T se pudo demostrar uns independencia del crecimiento con

las concentraciones de suero usadas , a diferencia de las células norma

les que eran dependientes (Figures 9, lÜ y 11).Estas diferencias en el

crecimiento entre células infectadas y normales fueron evidentes en los

primeros subcultivos, pero lueqo las tres líneas fueron prácticamente

indistinquibles en cuanto a morfología y crecimiento a pesar de que los

cultivos de Vero-J y Vero-l liberan al medio virus infectante.Solamente

se notó al microscopio óptico una mayor velocidad aparente en la Forma

ción de las monocapascon las células crónicamente infectadas, pero es

tas observaciones no pudieron ser corroboradas por recuento en hemoci

tómetro.tn sistemas persistentemente infectados con Pichinde (40) se

describe también un mayor crecimiento aparente al microscopio óptico

respecto de la célula normal, junto con una caida más rápida del pH del

medio, pero no se detecta alteración en la división celular al hacer
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recuento.Los autores'postulan en ese caso que la velocidad de división

de los cultivos persistentes podría ser mayor pero debido a un balance

fortuito en la lisis celular, el númerode divisiones resulta similar al

de los cultivos controles.

Un hecho llamativo fue la aparición en los cultivos de Vero-J y Ue

ro-T de un 10%de células gigantes multinucleadas con numerosos nucleo

los de formas anómalas e hipertróficos.En la bibliografia se he registra

do la aparición frecuente de células gigantes en le infección primaria

de células Vero con virus Junín o Tacarioe (BS) pero no se ha descrito

ninguna alteración morfolóqica durante le infección persistente ln-vitro

con Arenavirus.tl significado de los acúmulos de HNAobservados en las

células no ha podido aclararse.5e podría especular que éstas son las cé

lulas en las gue el virus se sintetiza en Formaconstante; sin embargo,

mediante el ensayo de placas se detecta solamente 0.1% de centros infec

ciosos en la población celular y aunoue puede suponerse que este último

ensayo es poco sensible y rinde valores menores que los reales, la dife

rencia parece demasiado amplia como para equiparar ambos conceptos.

Una impostante conclusión establecida a través de esta investigación

es la ausencia de alteraciones a nivel cromosómicoen las células porta

doras de la infección persistente, respecto de las células normales.Eete

hecho señala nue le presencia del genomaviral no deje ninguna secuela o

daño cromosómicodetectable mediante el análisis citogenático llevado a

cabo.

La persistencia de los virus Junín y Tacaribe en los cultivos se re

Fleja fundamentalmentea través de la alterada susceptibilidad que pra
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senLan a la infección cen el virus parental.La interferencia homóloga

fue completa, no registrándose ningún efecto sobre la célula crónicamen

te infectada por rsinfección c0n la capa parental u otro virus antiqá

nicamente relacionado con la misma.Por el contrario, en ningún caso se

detectó interferencia hsteróloga siendo los cultivos portadores de virus

tanto o más susceptibles a la reinfección con una amplia gama de virus a

AHNo AUN(Tabla 5).Lsts hecho descarta totalmente al interferón como

agente moderador que jugase algún rol en el control de la infección cró

nice.

Junto con la señalada resistencia específica frente e la reinfección

con Arenavirus, los cultivos crónicemente infectados ee caracterizan por

una liberación cíclica de virus al sobrenadante, alternándoee pasajes en

los nue no se puede detectar virus por formación de placas con otros en

los nue se encuentran l-2 unidades logaritmicas de virus.A pesar de esta

producción de virus infectivo que ocurre aún después de los lÜU dias de

vida post-infección in-vitro, en ningún momentose registran en los cul

tivos de Vero-J o Vero-T afectos citopáticos espontáneos, lo que marca

nuevamente la notoria resistencia de le mayoría de las células que for

manel cultivo a la multiplicación del virus parenta1.Eeta pronunciada

interferencia homólogaes una característica comúna todos los sistemas

persistentemente infectados con Arenavirus descritos hasta ahora (36)

(3'?)(51)(42).

El virus rescatado de las células Vero-J y Vero-T fue identificado

comovirus Junín y lacarihe, respectivamente, mediante la reacciún de

aeroneutralización.El análisis de las propiedades del virus recuperado
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de la infección persistente evidenció la selección de una variante viral

tormoaensible que mantiene las mismas propiedades de la capa parental, e

excepción de una mayor inestabilidad tórmica y capacidad disminuida de

replicar a temperaturas superiores de 379C.AsI, el virus recuperado de

la infección crónica es capaz de producir en cólulaa Vero los efectos ci

topóticos característicos de Junin y Tecaribe, incluyendo la formación

de placas bajo agar; también se mantiene la patogenicidad para ratón

lactante y la capacidad de originar en células Vero infecciones persis

tentes estecionarias con ciclos de lisis y repoblación celular.

La variación entre el virus persistente y le cepa que dió origen a

la infección crónica se registró a nivel de su capacidad de replicar in

vitro a temperaturas elevadas.La eficiencia de multiplicación del virus

rescatado de Vero-J a 399Destá sensiblemente disminuida respecto de

339Ga diferencia del virus parental que no presenta alteración signifi

catiVa en su replicación a 39 y 339€.

Las curvas de crecimiento de ambosvirus a las dos temperaturas ilus

tran claramente la variación registrada en el virus que ha evolucionado

durante la infección persistente (Figura 16).Este tipo de variantes te

se encontraron consistentemente en todos los pasajes de la sublinea Ue

ro-J en que se intentó su aislamiento (Tabla ll), lo que señala oue su

selección no es un evento al azar ocurrido durante el proceso inteccioeo

sino por el contrario representaría un hecho peculiar de la infección

crónica íntimamente relacionado con le evolución de la misma.

La termolabilided de la variante viral persistente, medidaa través de

cinóticas de inactivación térmica realizadas a diferentes temperaturas,
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resultó muchomayor que la del virus Junín estendar.Uado que les variacio

nes en labilidad térmica pueden considerarse comoindicadores de altera

ciones a nivel de proteínas virales estructurales, la tarmoeensibilided

de la variante UJ-S se debería fundamentalmente a la alteración de algúñ

componente proteico estructural del virión.Con el virus de Newcastle tam

bién ocurre selección de mutantes ts a consecuencia de le infección cró

nica en diferentes sistemas celulares, habiéndose demostrado en ese caso

due la actividad de ARNpolimerasa asociada el virus seleccionado en los

cultivos de células L persistentsmente infectados era más lábil el calor

eue le del NDVparental (B7).En el caso particular del virus Junín, se ha

detectado actividad de polimerase en el virus estandar (88), siendo ye de

por sI alqo termolábil puesto cue sólo se pone de manifiesto dicha acti

vidad in-vitro cuando la reacción enzimática de efectúa a 32°C y no a

379Uo mayor temperatura.Por lo tanto, no puede realizarse un estudio

comparativo con la variante persistente, concluyéndose únicamente oue en

la variante viral seleccionada durante le infección crónica se ha produ

cido la alteración de alqún componenteestructural del virión,

Ln los sobrenadantes ds cultivos celulares persistentemente infectados

con virus relacionado a las virus Junín y Tscaribe, como son LCM(37),

Parana (39) y Pichinde (au) se he comprobado la presencia de partículas

virales detectives que poseen capacidad de interferir con la replicación

del virus estandar, habiéndosele asignado a las mismas un rol preponde

rante en la regulación de la infección.Tambián se ha detectado actividad

interferente sn sobrenadantes de cultivos crónicamente infectados con vi

rus Junín (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 conocen en ningún caso detalladamente los mecanismos moleculares

resp0nsablaa, las particulas defectivas tienen por lo general un cierto

efecto interfarente sobre el crecimiento de la partícula infecciosa homó

loga y, por lo tanto, resulta fácil deducir la forma en que las mismas

podrian regular la producción de virus an las células, estableciendo un

anuilibrio que permita al mantenimiento del estado "carrier".Sin embargo,

an la infección persistente da células Vero con virus Junín analizada en

esta estudio no pudo demostrarse la presencia da particulas intarfarentas

por determinación de la capacidad de los sobrenadantas de loa cultivos de

inhibir la replicación del virus estandar, ya aaa midiendo los efectos

citopáticos que sa producen sobre la célula comoconsecuencia da la infec

ción mixta en relación a la infección con virus estandar XJCl3 (Figura 19)
o comparando los rendimientos virales en ambos casos (Tabla 12).

Los indicios de la probable presencia de particulas interferantes en

los cultivos de Vero-3 son indirectos y se basan an dos observaciones z

1)la infección de células Varo con al virus recuperado de la infección per

sistente a menor m produce mayores rendimientos y efectos citopáticoa más

intensos que si sa inoculan los sobranadantes concentrados; esto señala

la probabilidad de que el sobrenadante da las células crónicamanta infecta

das contenga particulas autointarferentes, comosucede con los stocks de

virus sstander32)los ciclos da producción de virus detectados en los so

brenadantee de Vero-J y Varo-T por 1a técnica de placas muastran que en al

gunos pasajes el virus infeccioso desaparece, para luego rsaparacer en can

tidades oua oscilan de 1-2 log.En la mayoria da los sistemas virus-célula
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estudiados, este fenómenode producción cíclica siempre está asociado s

le presencia de particulas defectivas interferentes.Por le general la

disminución en sintesis de virus estandar está precedida por una alta pro

ducción de particulas UI (89).A pesar de que estas dos circunstancias po

drian indicar la presencia de formas virales no infectivae en los sobre

nadantes de los cultivos persistentes Vero-J, los mismosno mostraron in

terferencia con la replicación del virus estandar, tanto en los pasajes

en oue se detectó virus por UFPcomo en aquéllos en que aparentemente no

habia liberación de viriones infecciosos.Esto sugiere oue el rol de las

particulas interferentes en la regulación del sistema Vero-J es poco im

portante a diferencia de lo oue se ha postulado con otros Arenavirus, pe

ro no puede descartarse totalmente su participación en la misma.

En los estudios realizados por diferentes investigadores sobre el fe

nómenode persistencia de Arenavirus in-vitro se hen encontrado conside

rables variaciones en la relación virus-célula establecida, habiendo apa

rentemente un gran número de factores implicados en la regulación de la

infección.Ya se han mencionado las conclusiones elaboradas por Pfau y COIr

nuienes ubican a la partícula DI comoal agente encargado de establecer

el balance entre producción de virus infeccioso y la multiplicación celu

lar oue conduce e un sistema estable de persistencia viral.

SegúnJ.Hotchin, las particulas defectivas no replicatives, indudable

mente presentes en algunos stocks de LCH,no son el principal factor res

ponsable de 1a persistencia (9U).En cultivos de células L persistentemen

te infectadas con LCH,Hotchin y col. revelan la presencia de bajos nive

les de una variante de LCHde crecimiento lento, no formadora de placas,
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no patógena para ratón y dificil de detectar.Esta variante se halló con

sistentemente comoproducto final de la infección persistente de LCMen

cultivos positivos por inmunofluoresoancia y sin virus detectable por pla

cas (91).A través del concepto de infección cíclica transiente se postula

una explicación del fenómenode persistencia en Arensvirus.Segün esta hi

pótesis cada célula pasaria por distintos estadios durante al proceso in

feccioso z

refractario a la ““\N‘\N“\:?%ectada

infeccj.6n.\/
productora de virus

Esta producción de virus intermitente o temporaria puede asociarse con

la variación cíclica de título de virus en los cultivos persistentes con

Arenavirus (9U).

Las observaciones de Hotchin fueron confirmadas y ampliadas a través

de los estudios llevados a cabo por Lehmann-Urube, quien también conclu

ye uua las particulas 01 no juegan un rol fundamental en el mantenimien

to de la infección con LUNaunque su presencia no puede ser totalmente

excluida.Se postula que el virus cosechado de los cultivos carrier es una

variante atenuada cuyos efectos citopáticos sobre la célula son muydiff

cilee de detectar.tomo estas variantes atenuadas interferirian con la rs

plicación del virus oitolitico, pueden ser tomadas erróneamente comopar

ticulas UI, pero son en realidad virus estandar con capacidad reducida de

destruir las células cultivadas in-vitro aunquea veces patógenas para ra
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tón (92).La gran variabilidad genética del virus LCMdemostrada a través

de les distintas subcepas aisladas de un mismostock explicaría le evolu

ción de este tipo de partículas.

Comopuede observarse el fenómeno de persistencia viral es sumamente

complejo y se encuentra en la bibliografía que para unlmismovirus hen si

do propuestos independientemente diferentes mecanismosa fin de explicar

cómose mantiene la infección crónica.Esto sucede tanto dentro de los A

renevirus comocon diferentes miembrosde otras familias de virus.tl aná

lisis de los sistemas Vero-J y vero-T llevado a cabo durante estas inves

tigaciones brinda nuevos aportes oue contribuirán al esclarecimiento del

mecanismoque requla este tipo de infección crónica.Entre el virus tampo

rariamente producido por dichos cultivos y la célula huésped que es pera

sitada se establece un estado de coexistencia equilibrada Cuyomantenimien

to parece implicar una compleja relación entre factores especificos del vi

rus y factores específicos del huésped.Comose ha visto, el equilibrio vi

rue-célula se alcanza,sin afectar notablementea la cálula,a partir de la

fracción celular sobreviviente a la primoinfección, mientras que le pobla

ción viral producida en las etapas tempranas y tardías de la infección

crónica estaria formada preponderantements por variantes termosensiblee de

le cepa original acompañadas de una mínima cantidad de virus estandar, no

siendo aparentemente trascendental la influencia de las particulas defec

tivas interferentes, cuya presencia es evidente en los stocks de virus Jup

nin.

En la mayoría de los casos donde se ha demostrado selección de varian

tes ts e consecuencia de una infección crónica no resulta clero cuáles son



-130

las presiones selectivas oue producen-la evolución de este tipo de varian

tes virales ni tampocosi las mismasson suficientes para mantener el esta

do "carrier" o si es necesaria ademásla presencia de partículas defectivas

que ejerzan un cierto control de la producción de virus.De.todos modos, le

selección de mutantes virales ts y la producción cíclica de partículas DI

no tienen porqué ser mecanismosexcluyentes.Por el contrario, aparentemente

los sistemas pereistentemente infectados están regulados por una seria de

factores e traves de cuya interrelación se controle el proceso.Eetos facto

res moduladorespueden ser las partículas defectivas interferentes, las mu

tantes virales termoaensiblee y , probablemente, también la célula huésped a

través de la codificación de alguna proteína espacifica.Por lo tanto, un le

ve cambio an laa condiciones de cultivo o pasaje puede ser suficiente para

desnivelar el balance hacia el enriquecimiento de mutantes, selección de

revertantes o síntesis de partículas defectivas interferentee, explicándoee

seI la gran variabilidad en los resultados oua se obtienen al trabajar con

sistemas que en apariencia resultan similares pero cuyo estudio arroje con

clusiones disímiles.

Los resultados de la presents investigación muestren un nuevo enfoque del

estudio de la persistencia in-vitro de los Arenavirue y en particular de los

virus Junín y Tacaribe.Junto con 1a clara evidencia de la falta de efectos

malignos producidos por al virus sobre la célula portadora del genomaviral,

se demuestra la producción a partir de dicha célula de una variante viral

termoseneible oue se selecciona inmediatamente después del establecimiento

de las sublIneas crónicamente infectadas.Al prevalecer sn los cultivos es
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te tipo de partícula viral de pronunciada inestabilidad térmica y cuya tem

perature óptima de replicación es inferior a 37°C (quizás aaimilahla a le

partícula de crecimiento lento, SG, descrita por Hotchin para LCN)ae fa

cilitarIa el mantenimientode una infección persistente productiva de vi

rus que no provoca daño a la célula infectada.

n
/
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